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Roviditések jegyzéke

aminosav (amino acid)

antigén-fugg fert6zodés fokozodas (antibody dependent enhancement)
Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatdsag

Aedes

Anopheles

Allatorvos-tudomanyi Kar

horcsog vese (baby hamster kidney)

szekvencia hasonlésag kdredgoritmus (basic local alignment search tool)
biolégiai biztonsagi fokozat (biology safegvel)

Bluetongue virus

virusmag (core)

az Amerikai Egyesiilt Allamok jarvanyiigyi kirpja (Centers for Disease Control
and Prevention)

komplementer DNS (complementary DNA)

Chikungunya virus

Coquillettidia

sejtkarosité hatés (cytopathic effect)

macska vese (Crandell Reese feline kidney)
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dezoxiribonukleinsav (deoxyribonucleitid)
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burok (envelope)

16 bor (equine dermis)
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Earle tapfolyadék (Earle’s minimal essentiadium)

Egyesilt Nemzetek Szervezete
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haemagglutinéacio géatlas

Henrietta Lacks

Nemzetkozi virustaxondmiai bizottsag (Intetional Committee on Taxonomy of
Viruses)

interferon

A tipusu immunglobulin

G tipust immunglobulin

M tipusu immunglobulin

indirekt immunfluoreszcencia

velesziletett immunitasi rendszer (immuneicehcy)

velesziletett immunitasi rendszer (Jakinase — signal trancducers and activators of
transcription)

kilodalton

LaCrosse virus

membran



dc_1462 17

MDBYV:
MDCK:
ME:
MIR:
ML:
MP:
NAAT:
NCR:
NEBiH:
NJ:
NS:

nt:

Oc:
OEK:
OIE:

PBS:
PCR:
PFU:
PK:
prM:
PRNT:
RdRp:
RK:

RNS / RNA:

RT:
SBV:
SINV:
SPF:
SzIE:
TCID:
TH:
TUNEL:

UPGMA:
UTR:
(UAVAS
Vero:
VLP:
WHO:

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés — Bakonyi Tamas

szarvasmarha vese (Madin-Darby bovine kidney)

kutya vese (Madin-Darby canine kidney)

minimum evolution statisztikai médszer

szunyog fezottségi rata (minimal infection rate)

maximum likelihood statisztikai moédszer

maximum parsimony statisztikai médszer

nukleinsav amplifikaciés médszer (nucleidgdaamplification test)
nem kodol6 régio (non coding region)

Nemzeti Elelmiszer-biztonsagi Hivatal

neighbor-joining statisztikai médszer

nem szerkezeti (non-structural)

nukleotid

Ochlerotatus

Orszagos Epidemiolégiai Kbzpont

Allategészségiigyi vilagszervezet (World Oigation for Animal Health, Office
International des Epizooties)

foszfatpuffer (phosphate buffered saline)

polimeraz lancreakcié (polymerase chain reayti

plakkformal6 egység (plaque forming unit)

sertés vese (porcine kidney)

pre-membran

plakkredukcids neutralizacios proba (placggriction neutralisation test)
RNS-fug§ RNS polimeraz (RNA-dependent RNA polymerase)
nyul vese (rabbit kidney)

ribonukleinsav (ribonucleic acid)

reverz transzkripcio

Schmallenberg virus

Sindbis virus

specifikus korokozoktol mentes (specifiechpgen free)

Szent Istvan Egyetem

szOvettenyészetet fértHh mennyiség (tissue culture infective dose)
tekrds sziv (turtle heart)

sejt apoptozist kimutaté modszer (Termidebxynucleotidyl transferase dUTP nick

end labeling)

unweighted pair group method with arithroetiean statisztikai modszer
leforditatlan régié (untranslated region)

ultraibolya (ultraviolet)

z6ldmajom vese (verda reno)

virus-szeif részecske (virus-like particle)

Egészséglgyi vilagszervezet (World Healthadigation)

A Flavivirus nemzetségbe sorolt virusok neveinek roviditégelt adblazat tartalmazza.

A torzsfakban hasznalt virus roviditések felold@débrak magyarazatai vagy hivatkozott tAblazatok
tartalmazzak.
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Bevezetés

Az allategészségugyi jeldisedi korokozok kozott kulonds figyelem iranyul a zodkos (allatokat

és embereket egyarant femd) agensekre. Eisorban azért, mert a haziasitott és vadoh él
allatfajokban okozott betegségékbfakadd gazdasagi kartételek mellett kbzvetlen zebys
jelenthetnek az emberek egészségére is. Masodstaldamazeért, mert a szélesebb gazdaspektrum
miatt gyakran joval bonyolultabb ezeknek a korokawmk az dkologiaja €s a betegségek jarvanytana,
ami gyakran befolyasolja mind a diagnosztikai mumhleaiekonysagat, mind pedig a védekezés és
megebzés lehaiségeit. A széles gazdaspektruml korokozék Aaltakzatkofertzések legnagyobb
részénél az agens terjedése, aétédés folyamata és a szervezetre kifejtett hatasedbéy
kialakulasa) szempontjabol jelést kiilonbségeket lehet megfigyelni a gazdafajok #oz8yakran
eléfordul, hogy a koérokozd bizonyos gazdafajokban tinemtes, jellemien tartdés hordozassal és
Uritéssel jaré febizést okoz (Un. rezervoar gazda), mig mas fajokbaetékkel, akar elhullassal jard
betegséget idéz &l am nem feltétlenil ril gazdabol. igy ezeknekuaz alkalmi gazdaknak a

jarvanytani jelerdisége csekély.

A széles gazdaspektrumu korokozok kozott kilontenjgsédiek a gerinctelen és gerinces fajokat
egyarant ferizni képes agensek, kiulondsen azok, amelyek teffdaeén altaldban vérszivo
izeltlabuak (pl. szunyogok, kullancsok stb.) jateda szerepet. Az ilyen izeltlablak szamos virus,
baktérium és egy- vagy tobbsejtparazita kozvetdi (vektorai) lehetnek. Kézegészségugyi
szempontbol, a legnagyobb problémét a malaria tjetgobalisan (hozzavétegesen évi 200 millié
emberi megbetegedés és 600 ezer halaleset; WH®,);28llategészséguigyi szempontbdl viszont
szamos egyeéb koérokozonak van kiemetkggentsége. Az allategészségugyi vildgszervezet (World
Organisation for Animal Health, OIE) listdjan azlésdkben nagy gazdasagi jelésedi, 69 fert:zo
betegség koziul 22 terjesztésében vagy kialakitas@&@mltiablak jatszanak szerepet (OIE, 2017).
Ezeki®bl 15-6t virusok okoznak és kozulik nyolc zoonotikelegi. Emellett szamos, izeltlabu
vektorok Altal terjesztett virus (Gn. arthropod#morvirus, arbovirus) okoz dd@n emberi
megbetegedéseket. Ezeknél a virusokndl més gergaeddk gyakran természeti rezervoarjai a

kérokozoknak.

Az arbovirusok és az 4ltaluk okozott betegségéforlulasa a meleg éghajlatu tertileteken gyakoribb.
Ennek legkézenfeldbb magyarazata az, hogy mind a vektor fajok (ésges gazdafajok) sokasaga,
mind az egyedek szama &ltaldban meghaladja a neérsélgy hideg éghajlaton @ét. Emellett, a
hiivosebb éghajlatu terlleteken az izeltlabd vektoa@kivitdsa jelleméen szezondlis. A hideg
idészakot (telet) kulonb@ modokon és fefildési stadiumokban vészelik at, ami befolyasolja az
altaluk terjesztett korokozok fennmaradasanak e#tély. igy az éghajlati tényék (pl. fagyhatar)

jelents géatat szabnak bizonyos izeltlabu vektorok és lauld kdzvetitett korokozok foldrajzi
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elterjedésének. Ezt viszont rovidtavon adadas, kdzép- és hosszutavon pedig az éghajlaizéaai
befolyasoljadk, mddosithatjak. Hasonl6éan a téli fideektor- és korokozo-attelelést befolyasolo
hatasahoz, a nyari melegjdras is hatassal lehet a vektorok és a korokoktkitésara, szaporodasi
ciklusaira és ezdltal jarvanyok kialakulasara. #nBrséklet mellett a csapadékként annak nyari
hianya) is jelerten befolyasolhatja az arbovirusok aktivitdsatgsdsban az izeltlaba vektorok
élohelyeire, a larvak tovabbféfiésére vagy az imagok tulélésére gyakorolt hatadsatopa
kontinentalis éghajlatu teriletein, igy Magyaroggra is leginkabb az emlitettomérsékleti- és

csapadékviszonyok befolyasoljak az arbovirusoke&tovaik ebforduldséat és gyakorisagat.

Arbovirusok el§sorban eReo; Toga; Flavi- ésBunyaviridaeviruscsalddok virusai kozott fordulnak
els, &m szdmos mas viruscsaladban K#rpesviridae, Poxviridae, Asfarviridae, Orhomyxdee,
Rhabdoviridae, Retroviridges vannak izeltlaba vektorok éltal terjesztettusbk. Bar a virusfajok
tuinyomé része — a fent emlitett okok miattéként a trépusi és szubtrépusi teruleteken fordéyl el
kozuluk néhany jeletis korokozé Eurdpaban is. Egyesek, mint példaul llahkesencephalitis virus
(Tick-borne encephalitis virus, TBEElaviviridae, Flavivirug, az ugrébetegség virusa (Louping ill
virus, LIV; Flaviviridae, Flavivirug, a Sindbis virus (SINV;Togaviridae, Alphavirusés szamos
bunyavirus (ként aBunyaviridag Orthobunyavirusés Phlebovirusnemzetségek tagjai) endémias
el6fordulasa Eurdpa egyes terlletein évtizedek Oteerisniezek a korokozok altalaban behatarolt
foldrajzi tertleteken fordulnak &lés jobbara sporadikus ,gocfézéseket”, illetve alkalmanként
kisebb-nagyobb jarvanyokat okoznak (epidémias sidt). Ezek mellett az utdbbi két évtizedben
tovabbi, kordbban nem endémiasnak tartott arboskiresiropai felbukkanaséat lehetett megfigyelni.
Ezek kozul egyesek, pl. a kéknyelv betegség vir(Bmietongue virus, BTV;Reoviridae,
Sedoreovirinae, Orbivirgsvagy a Schmallenberg virus (SBWBunyaviridae, Orthobunyaviringe
gyorsan terjedl €s szinte egész Eurdpan atgopelents jarvanyokat okoztak. Masok, mint példaul az
Usutu virus (USUV,Flaviviridae, Flavivirug és a nyugat-nilusi virus (West Nile virus, WNV,
Flaviviridae, Flavivirug kisebb kiterjedds lassabban terjéd endémiassa valdé korokozokként
viselkedtek. Emellett, sként emberi megbetegedéseket okoz6 arbovirusokoyialy’ (endémias
tropusi tertleteldl fert6zotten Eur6paba utazé személyek éaltal behurcoéijeg®l is meg lehetett
figyelni kismértéki helyi terjedést Europa mediterrdn részein (pl.k@hgunya virus, CHIKV;
Togaviridae, Alphavirus Dengue virus, DENV; Flaviviridae, Flavivirug; am e korokozok

eléfordulasa egyére nem valt endémiassa a térségben.

Az Eurdpaban ,egzotikus” (nem endémiasnak tekinttbovirusok behurcolasa mind természetes
aton, mind emberi kozrefikddés hatdsara bekdvetkezhet. Az izeltlabl vektaktkv terjedése
repubképes fajok esetén is korlatozott. Ugyanakkor pasémon (pl. szél, vdndormadarak vagy
emberi kozlekedési eszkdzok segitségével) viszgnyldvid idd alatt nagy tavolsagokat is
megtehetnek. Az arbovirusok természetes terjeddsémagyobb szerepet tulajdonitanak a

(tinetmentesen) feizétt gerinces gazdaknak, kuléndsen a vonuld mgdarfartézott egyedeinek.
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Ezt jelentsen befolyasolhatja az, hogy az arbovirusok a gesigazdak legnagyobb részében heveny
fertézést okoznak, igy a tropusi télbklyeken fekiz6dott madarakban a virus viszonylag rovid ideig
képes fennmaradni, ami rovidebb lehet, mint a medéa mérsékelt égovi kéhelyre vonulashoz

szukséges ftl

Az emberi tevékenység is hat kozvetlen vagy kozvetédon az arbovirusok terjedésére. A technikai
fejlédéssel és globalizacioval mind intenzivebbé és sy valik az orszagok és kontinensek
kozotti személy- és aruforgalom, ami kedvémelyzetet teremthet az izeltlabu vektorok és teduid
hordozott virusok behurcoldsara. Az épitett koraydistallok, lveghédzak, csatornahélézat, pincék,
metrohalézatok stb.) fagymentes menedékhelyet ditzioak a kontinentalis éghajlaton attelelésre
képtelen, trépusokrdl behurcolt izeltlabu-fajok maéa. Egyre tébb adat tamasztja ala, hogy a Fold
atlagtomeérséklete gyorsabban emelkedik, mint az ipariaftatom ebtti idokben. Ez a folyamat
kdzép- és hosszutavon a klimatikus viszonyok vakér, az éghajlat melegedését eredményezheti,
ami a trépusi eredétizeltlabd fajoknak kedvézkorilményeket teremhet tulélésik és terjedésuk

szempontjdbdl a most még mersékelt égovi terllateke

A kozelmultban tébb, egzotikus ébrdulast arbovirus eurdpai felbukkanasat irtak Henek
héatterében allhatnak a fent emlitett antropogépafohtok, am erre nehéz egyértélimizonyitékot
talalni. Figyelembe kell venni azt is, hogy az uwtivkét évtizedben az arbovirusokkal kapcsolatos
tudomanyos ismeretek jelésen hviltek, valamint a viroldgiai diagnosztikai médszlerforradalmi
mertéki fejlédése (érzékeny, molekularis biolégiai alapu nuldainkimutato eljarasok elterjedése)
hatasara nagyobb esély nyilt az egzotikus eiieatbovirusok jelenlétének felismerésére, a korokozo
kimutatasara és azonositasara is. Mivel az arbsokrujelenés része nem mindig okoz
megbetegedéseket gerinces gazdakban, valamintllatoiat és embereket ritkdbban et mint
vadon éb fajokat, lehetséges, hogy ezek a kdrokozék konmdlbdel-felbukkantak Eurépaban, csak
kimutatasuk, azonositasuk akkoriban nem jart stkedelen dolgozatban, cégzunyogok (Diptera:
Culicidae) altal terjesztett két flavivirus, a nwtigpilusi virus és az Usutu virus kozép-eurdpai
felbukkanasaval és terjedésével kapcsolatos kafatagredményeit foglalom 6ssze, kiemelve az

esetek hasonldsagait és eltéréseit, és a vizsg@detdményeil levonhat6 tanulsagokat.
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1. Irodalmi attekintés
1.1. Az arbovirusok
1.1.1. Az arbovirusok definicigja, terjedési modjai

Az ENSz Egészseéglgyi Vilagszervezete (Word Heattfa@isation, WHO) részére készitett szakert
jelentésben megfogalmazott definicio szerint azowrbsok ,Virusok, amelyeknek kdrnyezeti
fennmaradasa alapvein vagy jelerits mértékben fligg a gerinces gazdafajok kozottbial atvitelt
biztositdé vérszivo izeltldblaktol. Ezek a virusadamorodnak és viraemiat okoznak a gerinces
gazdékban, szaporodnak az izeltlAblak szévetedlsall, gerinces gazdakra az izeltlablakban eltoltott
kulss inkubacids id utan, az izeltldbu vektor szurdsa/harapasa uijdwal at.” (WHO, 1967). Mint
minden definicibnak és csoportositasnak, ennek égvannak a maga korlatai. A definiciot
megfogalmazé virologusok sem értettek teljes mérélegyet vele, mivel volt, aki jobban ki kivanta
hangsulyozni azt, hogy ezeknek a virusoknak aztedhien is jelews szerepet jatszhat a
cseppferizéses vagy alimentaris Gton toiéterjedés. igy a febzési lanc fennmaradasahoz sok
esetben nem elengedhetetlen feltétel a kompeteitkal@l vektorok jelenléte. Mastd] a definicid
alapjan csak azokat a virusokat tekinthetjik amoswoknak, amelyek az izeltlabu vektorban
szaporodnak és az elszaporodas majd generalizéip altalaban a vérszivé izeltlabu nyalaval drdl
virusok ferbzik a gerinces gazdat. Vannak azonban olyan esstekmikor a vérszivo izeltlabuak
mechanikus vektorként segitikéeh virus terjedését. Ezekben az esetekben a véssziagy egyéb
taplalkozasi mod soran az izeltlabu testfellletéeggyakrabban szajszerve — kontaminalédik a
gerinces gazda verében vagy szoveteiben jelehvausokkal, és azokat képes atvinni egy masik,
fogékony gerinces gazdara; amelyen taplalkozvaatahlan a taplalkozas soran ejtett sérilés utjan —
elésegiti a virus atjutasat és igy a gazdasomédesét. Ennél a feéizési modnél az izeltlaba
tulajdonképpen ,ragalyfogd targynak” tekintbethiszen csupan kozvetiti a virusokat, de nem
kovetkezik be aktiv virusszaporodas a sejtjeiben. aEkorulmény megleh&ten behatarolja a
mechanikus virusterjesztés lefsgtgeit, hiszen ilyenkor mind az izeltldbu vektganitatvitt virus
vektoroknal megfigyelhét aktiv virusszaporodassal Osszefiiggtékekdl. Ennek az azonnali és
rovid tava vektoridlis atvitelnek is jeleist szerepe lehet egyes virusos betegségek jarvabgtan
Szamos, nagy gazdasagi jetimgtdi allatbetegség (pl. a lovak fée kevésvélisége, a myxomatosis,
az Aujeszky-betegség stb.) esetében az izeltlavirls-kdzvetib szerepét mind a jarvanytani
folyamatok megértése, mind a hatékony védekezénmrgtjabol figyelembe kell venni (Varga és
mtsai., 1998).
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1.1.2. Az arbovirusok gerinces gazdai

A fenti definicié szerint az arbovirusoknak az tiaéllak bioldgiai vektorai, vagyis ezek a virusok
egyarant képesek fémni gerinces és gerinctelen szervezetek sejtjeitveMa virusok a
gazdasejtekhez specifikus receptorokon keresztiicda@ddnak, ezeknek a virusoknak olyan
sejtfelszini receptorokhoz kellett adaptalodniukelyek egyarant jelen vannak az egymastol jékent
evollcios tavolsagra lévgazdakban és vektorokban. Az ilyenjsi;, ,univerzalis” receptorok
hasznélata magyarazatot adhat arra, hogy az aulokirielents részének tag a gazdaspektruma
(euryxen fajok). Szamottévkilonbségeket lehet megfigyelni viszont az egyiesstajokra jellemé
gerinces gazdak és izeltlabu vektorok kdrében.gfol esetben csupan néhany izeltlabu faj jatszik
jelentsebb szerepet az adott virus természeti ciklusaladamint a gerinces gazdak kore is gyakran
behatéarolt. Szamos alkalommal ezekben a gerincetalghan a virusfeizésnek nincsenek jeléist
betegségben megnyilvanulé kovetkezményei, ugyamakkorusok hatékonyan szaporodnak a gazda
sejtjeiben és altalaban magas drimtraemiat alakitanak ki, amely hatékony mddja zeltidbu
vektorok ferbzésének. Ezeket a fajokat altalaban felszaporiéadgnak” (amplification host)
tekintik, és fontos szerepet jatszanak a virus fearadasaban az adott okoszisztémaban. Ezeket a
gazdakat azonban mégsem lehet fenntartd (rezerdagninak tekinteni, mivel bennuk a virus
jelenléte altalaban atmeneti és rovid tavl; az imvalasz kialakuldsat kouven a virus kidrdl a
szervezetlkll és védetté valnak. (Ezzel szemben a valodi reZeok altalaban tartds hordozéi és
Uritéi a virusnak, pl. ahogy egyes ragcsalok hantaviruerervoarjai.) Ezek a fajok valostiieg a
patogén — gazda parhuzamos evollcidjanak évezrealgy évmillioi soran olyan mértékben
adaptalédtak egymashoz, hogy végil bennik a virijdehléte nem idéz &lkomoly karosodasokat.
Vannak viszont olyan gerinces fajok, amelyekbenirasterttizés hatasara gyakrabban alakul ki
klinikai tinetekben is megnyilvanuldé betegség. Szarasetben ezekben az alkalmi gazdakban is
tinetmentes a fditések lefolyasa, mig gyakran altalanos lazas tinettkabban sulyos, akar
végzetes kimenetielkorképek (pl. érfal-karosodasok miatt vérzésealakodzponti idegrendszeri
gyulladasos folyamatok) a féeés kovetkezményei. Az alkalmi gazdakban a virysszalas
hatékonyaga korlatozott lehet; benniik nem mindagdlki olyan szini viraemia, ami lehété tenné

az Ujabb vérszivo izeltlabu fértidését. Ezért az ilyen fajok fémdtt egyedei a virus terjedése
szempontjabol ,zsakutcanak” (dead end host) tekiftith(Kuno, 2016). Valészih hogy a gerinces
fajok fertozésre fogékonysaga szempontjabdl a virus fajspelmak receptoridlis hatterén tul a virus
sejten bellli szaporodasakor lezajlo folyamatolérélei, a komplett és inkomplett utodvirionok
képzdésének aranyai, a virusok kijutasa astaitt sejtekbl, valamint a gazdaszervezet velesziletett
és adaptiv védekézendszerei is jeles befolyasold hatdssal vannak (Hall és mtsai., 28160,
2016). Ezt tamasztja ala az is, hogy az arbovirusténitss részével mesterséges uaton (nagy
virusmennyiséggel vagy a természetesttérs fertozési moddal) a gerinces fajok joval tagabb kére

fertozhets, mint amelyek természeti ciklusban &addnek a virussal. Ezt a jelenséget a
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diagnosztikaban mar évtizedek Ota kihasznaljak §a. arbovirusok izolaldsakor szopoésegerek
intracerebrdlis oltasaval). Ez a mddszer igen lwetghkak bizonyult az arbovirusok elszaporitaséra és

szamos virustorzs esetén még ma is hasznalatobéraés Lanciotti, 2016).

Amennyiben az ember is fogékony az adott arbovigttézésre, a kdzegészségugyi jetesdty miatt
altalaban fokozott figyelem iranyul a korokozoéraz Arbovirusok jeleds részét éiszér emberi
fertozéseklBl mutattak ki; manapsag is van szadmos olyan arbsyiamelynél az emberen kivdli
gerinces gazdak kore kevéssé ismert. A tulnyombrésibereket feéz6 arbovirusok (pl. sargalaz
virus, dengue virus, chikungunya virus stb.) nafyoBpérisédi emberi kozosségekben gyakran
képesek endémias (Gn. urbanus) ciklust kialakitamjkor mas gerinces gazdak nem jatszanak
jelentsebb szerepet (Hall és mtsai., 2016). Ezekbeneteld®en a jarvanytani / higiénids médszerek
alkalmazéasaval (pl. a férott személyek gyors diagnosztizalasa és elkulgeji@z izeltlabu vektorok
gyéritésével, személyi véeszkdzok hasznélataval, valamint az emberek miagiabb részének
immunizalasaval — kel kitartas mellett — elérh&t hogy a virusurét és fogékony személyek szama,
valamint a ferzott vektorok csipésszama olyan mértékben csokiamy a ferdzés reprodukcios rata
(basic reproduction rat®,) értéke 1 ala csokken és igy a jarvartbbtutdbb véget ér. Az izeltlaba
vektorokban jelen lgv és vertikalisan &tadott virusok a fent emlitettézkedések ellenére is
fennmaradhatnak az urbanus ciklusban, ezért a noktgyéritésének hatékonysiga alapeet
befolydsolja a védekezés sikerességét. Amennyibeartaovirusnak az emberen kivil mas gerinces
fajok is gyakori gazdai, altaldban természeti {stikus) ciklusokban enzoocias a kérokozé. llyenkor
az ember gyakran alkalmi gazdaként deftik és a ciklus fennmaradasa szempontjabdl nincs
kulonodsebb jeleisége. A védekezés leliségei ebben az esetben joval korlatozottabbak, | mive
altaldban nincs leh&tég az urbanus kornyezetben hasznalt lekied megeélz6 modszerek
alkalmazésara vadondéégerinces gazdakon, valamint a vektorok gyéritéderebben kivitelezhiet

és kevéshé hatékony. llyenkor az emberisdések esélyének csokkentésére as#éit tertletek
elkertlése a legnyilvanvalobb megoldas. Ha ez rematséges, az egyéni védekezésresfudhzat,
repellens szerek hasznalata, é@thsok) harul nagyobb szerep. A kétféle ciklusdtbzkapcsolat
kialakitasaban a héaziallatoknak, illetve az emlieelében €l (szinantrop) tovabbi, gerinces fajoknak
nagy lehet a jeletisége. Kulonésen a nagyobb egyedszamu éllatcsopitdkaromfitelepek, varosi
kolonidkat alkotd madarak) lehetnek olyan jarvatgiések gocai, amelyek az emberi debdések

forrasaul is szolgélhatnak (Ritchie és Devine, 2016
1.1.3. Az arbovirusok izeltlabu vektorai

Az arbovirusok izeltlabu vektorai egyrészt a Hat#b(Hexapoda) altérzs, Rovarok (Insecta) osztaly,
Kétszarnydak (Diptera) rend, igazi szunyogok vagysipiszunyogfélék (Culicidae),
puposszunyogfélék (Simuliidae), térpeszunyogfélé€eratopogonidae) és lepkeszunyogfélék

(Psychodidae) csaladjaiba sorolt fajok. Masrés@sapragosok (Chelicerata) altérzs, Pokszabasuak
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(Arachnida) osztaly, Kullancsalakuak (Ixodida) rer€ullancsok (Ixodidae) csalad néhany faja.
Megle@ modon, mas rendszertani csoport, pl. a Légyalkat{(rachycera) alrend, a Tetvek
(Phthiraptera) rend, a Bolhdk (Siphonaptera) reanBablopoloskafélék (Reduviidae) csalad vérszivo
izeltlaba fajai, amelyek baktériumok vagy parazit@ktoraiként ismertek, nem tdltenek be jebent
biol6giai vektor szerepet arbovirusok terjesztésélfe kbzelmultban egyes kutatdsok eredményei
alapjan felmeriltek olyan feltételezések, hogy gy @oloska Cimex lectulariuy bizonyos virusok
(pl. alphavirusok, bunyavirusok) biologiai vektdedet (Adelman és mtsai., 2013), valamint, hogy
egyes atkak (Barsonyatkak — Trombidiidae, és:dt&tk — Laelapinae) hantavirusok vektorai lehetnek
(Yu és Tesh, 2014). A fecskékben és verebekben ggyBCreek virus Togaviridae, Alphavirus

vektoranak aDeciacus vicariugCimicidae) poloska fajt tartjak (Hopla és mtsa@93).

Az izeltldbu vektorok a jellenéen veérszivas soran veszik fel a virusokat, amebzelemeéssicss
kozépbél traktusédban férik a bélhamsejteket. Ennek az eredményességét tébped is
befolyasolja. A bél lumenében terrbed peritrofikus membran egyes feltételezések szedirtként
szolgalhat a virusok atjutdsaval szemben. Az ecitéto mikrobolyhaihoz eljuté virusok kozul
viszonylag kevés tudja féini a sejteket (Franz és mtsai., 2015), &m a skéeizés intenziv
virusszaporodéast eredményez. A tedétt virusok az enterocitdk bazalis labirintusabelilek, és
onnan juthatnak tovabb a keringésbe. Az egyik &§utit az alaphartyan keresztil vezet. Tébb kutatas
bizonyitotta, hogy az alaphartya vastagsaga ésaleképessége befolyasolja a virusok atjutdsanak
esélyeit (Romoser és mtsai.,, 2004; Zhang és mt&8il0). Az alaphartyan atjutd virusok a
vérnyirokba (haemolympha) jutva szabadon, vagy nkgrisejtekkel szérodnak a szervezetben.
Emellett a virusok a bél nyalkahartyat behal6zécheak endothelsejtjeinek férésével is
tovabbjuthatnak a haemocolebe. A generalizaciénstmaabbi szovetek, igy pl. a zsirtest sejtjei is
fert6zédnek és a virusok tovabb szaporodnak az izeltlabivazetében. A kovetkéZontos l1épés a
nyalmirigy sejtjeinek fefizése, amelyet befolyasol az alaphartya atjarhaadésaa felszini receptorok
elérhebsége. A nyalmirigy epithelsejteiben elszaporodasok a nyallal Grilve jutnak be a vérszivas
soran a kovetkézgerinces gazdaba. Ezek a folyamatok altaldban néplot, esetenként tébb hetet is
igénybe vesznek, valamint hatékonysagukat ésithmukat a kornyezetbmeérséklet is befolyasolja.
A virusok béllsl nyalba jutdsdnak szamos fizikai és funkcionakaddlya van, amelyet kdzépbél
bejutdsi és kijutdsi akadalynak (Midgut InfectiorarBer és Midgut Escape Barrier), valamint
nyalmirigy bejutasi és kijutasi akadalynak (Saliv&land Infection Barrier és Salivary Gland Escape
Barrier) neveznek. Ezeknek az akadéalyoknak a lé&z&zamos virusféiés vonatkozdsaban
bizonyitottak, és ugyiihik, hogy jelenis szerepet toltenek be abban, hogy melyik izelti@pok

kompetens vektorai az egyes arbovirusoknak.

A vérszivashoz kédé viruséatvitelen tul egyes izeltlabu vektorokbanyngdentisége van a vertikalis
atvitelnek is (Tesh és mtsai., 2016). A virus transgrialis uton képes lehet atjutni éstéenyekidl a

petékbe, valamint az egyes &ejései alakok kozotti (traszstadialis) atvitel telstietive, hogy a
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virusfertzés fogékony gerinces gazdak hianyaban is fennonudparadni a vektorokban. A
transzovarialis atjutdsnak két forméaja ismert. gyile lehetiség, hogy a éstény vektorban kialakulo
viraemiat koveten a virus fefizi a petefészket és bejut a petékbe. A mésik dskgt hogy a virus a
viraemia soran a tojoébe jutva a mar kialakult peték felszinére tapad &xva kikelésekor fefri

azt (,trans-egg transmission”). &zor Carlos Finlay feltételezte azt 1881-ben, haggéargalaz
korokozojat szunyogok terjeszthetik. Finlay &8s agy gondolta, hogy a vektorok vertikélisan is
atadhatjak a kérokozokat (Finlay, 1903; Finlay, 93z elméletet évtizedekig nem sikerult kisérleti
aton meggyzéen bizonyitani. Az utdbbi évtizedek kutatdsai szenmarybovirus és baktérium
vonatkozasaban igazoltédk a vertikalis atvitel |8béfiét, am ennek egyedi gyakorisdgat viszonylag
alacsonynak talaltak, és a jarvanytani jeleégével kapcsolatos nézetek megoszlanak. A vastikal
terjedés lehékéget teremt nem vérszivd egyedek (pl. himek)6dédésére is. A virus
kimutathatésagat hime&b vagy vért nem fogyasztott 6atényekidl tobben a vertikalis atvitel
bizonyitékanak tartjak. A him egyedek vertikalistde6dése egyben lehitéget teremt a virus
tovabbi, venerealis (horizontalis) terjedésére Agt, hogy him szinyogok képesek péarzas soran
fertézni néstény egyedeket kisérletesen bizonyitottdk pl. aQrasse virus (LACV, California
encephalitis virusBunyaviridae, OrthobunyavirgsThompson és Beaty, 1977; 1978), a St. Louis
encephalitis virus (SLEVFlaviviridae, Flavivirus Nayar és mtsai., 1986, Shroyer, 1990), Japan
encephalitis virus (JEVElaviviridae, Flavivirus;Mourya és Soman, 1999) és egy szunyog-specifikus

flavivirus esetében is (Bolling és mtsai., 2013y, &zt a terjedési mddot nem tartjak jebsnek.

A virus transzstadidlis atvitele &lsnegkdzelitésben nem tul megbephiszen ilyenkor ugyanazon
szervezet sejtjeiben marad fenn a viruéfers a kulonbdgzfejlédési szakaszokon keresztil. Az egyes
fejlédési stadiumok kozoétti atalakulads soran azonbaanotgélyrehat6 folyamatok kévetkeznek be az
izeltlabuak szervezetében, amelyek valamilyen mdébefolyasoljak a virusok fennmaradasat is.
Ennek eredményeképpenslrdul, hogy a virusok nem képesek transzstadidtiis atjutni (pl. a
nyugat-nilusi virus egyes évantag fajokban, Abbassyntsai., 1993) vagy az atjutas hatékonysaga
viszonylag alacsony (pl. SLEXedes aegyptien, Collins, 1962; Powassan virus [POMgviviridae,
Flavivirug] ixodid kullancsokban, Ebel és Kramer, 2004). Ausbk horizontalis terjedésének egy
specialis formdjat is megfigyelték, ami a vektoegytt tdplalkozasakor (co-feeding) kdvetkezik be.
llyenkor a gerinces gazdan szoros fizikai kozelséglért szivo vektorok kdzott kozvetlendl és
azonnal is atjuthat a virus (vagy baktérium), meekiét, hogy a gerinces gazdaban elszaporodna.
Ennek a terjedési modnak nagy jetedtget tulajdonitanak pl. a kullancsencephalitisusvir
transzstadidlis atvitelében. A virus dkeges vektoraként szamon tartbtbdes ricinuskullancsfaj
kulonbod fejlodési alakjai (nimfa, adult) ugyanazon gerinces gazdyakran egymas kozvetlen
kdzelében szivnak vért, és ilyenkor a dedtt kullancs nyalaval Urélvirusokat a még nem féeott
képes felvenni (Alekseev és Chunikhin, 1990; Labéslantsai., 1993, 1996, 1997; Slovak és mtsai.,
2014). Hasonld folyamatot lehetett megfigyelni, koni fogékony kisérleti egereéb egyidsben
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szivtak vért nyugat-nilusi virussal féxttt és nem fedizott Culex pipiens quinquefasciatdajba
tartozd szunyogok: az utébbiak 5,8%-adeétdott az egyutt taplalkozas alkalmaval (Higgs ésamts
2005). Mas vizsgélatok eredményei azt mutattdk,yhagvirusatvitel akkor kdvetkezhet be, ha a
fert6zott és nem fedzott szanyog legfeljebb 40 mm tavolsagra egyméasésoliegfeljebb 45 perc
eltéréssel sziv vért ugyanabbdl az edkralamint hogyAedes albopictuszinyogfaj esetében is
eléfordul ilyen atvitel (McGee és mtsai., 2007). Egggik tanulmany viszont arra a kdvetkeztetése
jutott, hogy ebben az esetben is kialakul viraenaiani azzal magyarazhatd, hogy a kompetens
szunyog vektorok nyaldval magas titerben jut begébe a virus, és annak egy része kdzvetlenil a
keringésbe jutva fefzni tudja a kordbban nem férttt szinyogot (Reisen és mtsai., 2007). Ezt az
elméletet alatdmasztja az a kutatasi eredményisgennt a szanyogok jeless része akar ~f®PFU
mennyisé§ nyugat-nilusi virust juttat kdzvetlendl a keringéqStyer és mtsai., 2007), ami nagyobb
szamu ferdzott szunyog csipése esetén — az egér viszonydagaaly vértérfogata miatt — elérheti azt
a szintet, ami mar elegeh@ szunyog fezéshez. Bizonyos szempontbdl a co-feeding jelensggé
mechanikus vektorok virusterjesztésénél megfigi@itamat forditottjaként lehet felfogni, hiszen
ilyenkor a gerinces gazdaban (még) nem szaporodikus, csupan mechanikusan kdzvetiti azt az

egyik vektorbdl a masikba.

Az arbovirusok jeleids része betegséget okoz a gerinces gazdakbankézénfekd kérdés, hogy a
virusferzéseknek vannak-e karos hatasai az izeltlabu \adboris. Legtobbszér az arbovirusokat
izeltlabuak esetében apatogénnek tekintik (Ciotkramer, 2013). Hozza kell tenni, hogy a klinikai
tinetek és korbonctani elvaltozasok a szUnyogoklkdialaban szegényesek és nehezen
megfigyelhebk. A Culex. tarsalis szinyogok nyugat-nilusi virussal végzett kisésletertizését
koveen azt tapasztaltédk, hogy a falitt szinyogok kevesebb petét raktak és rosszabla yaeték
kelési aranya, viszont gyakrabban szivtak vért,tmémézetlen tarsaik (Styer és mtsai., 2007).
Hasonl6 folyamatot figyeltek mefedesfajok LACV fert6zését koveien (Jackson és mtsai., 2012).
Nyugat-nilusi virusfefizést koveien Cx. quinquefasciatusziunyogokban a kozépbél sejtjeinek
fokozott apoptosisat (Vaidyanathan és Scott, 2006)ye a nyalmirigy széveteinek karosodasat irtak
le (Girard és mtsai., 2005). Tobb kutatas kimutaitayy egyes virusok (nyugat-nilusi virus, Dengue
virus, 16 encephalomyelitis virusok) hatasara cseiklet a szanyogok élettartama (Scott és Lorenz.,
1998; Moncayo és mtsai., 2000; Mahmood és mtda042Ciota €s mtsai., 2011; Maciel de Freitas és
mtsai., 2011). Azt is medfigyelték, hogy a virugieés ellen rezisztens szdnyogok élettartama
révidebb lehet, mint a fogékonyaké (Ciota és mts2011, 2013). Ezt azzal magyarazzak, hogy a
virusfertizés elleni védekezésre forditott energia/evolubiéfektetés kdovetkezménye az élettartam
csokkenése (az ellendllas ara, ,survival cost sistence”, Ciota és mtsai., 2013.). Az izeltlAbdak
arbovirusokkal szemben az immunrendszerik segitsEgé védekeznek. Az izeltlabuak
immunrendszere sok ponton eltér ugyan a gerinceded. immunglobulinok és immun-memdaria

hianya); viszont bennik is szdmos, 0sszetett rendszolgalja a védekezést. Ezek a rendszerek
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hasonlbéak a gerincesek velesziiletett immunitasia@m immunity) rendszereihez. A virusok ellen
foként a Toll rendszer, az IMD rendszer és a JAK-STAAdszer szolgal. Emellett a virusok elleni
védekezésben az RNS interferencianak tulajdonithieakelked jelentséget izeltlabtakban (Blair
és Olson, 2015). Bar az izeltldbtak immunrendse&rénikodése még sok ponton nem ismert, az
eddig feltart folyamatok részletezése meghaladjanjelolgozat kereteit €és szadmos szemlecikk,
konyvfejezet és konyv targyalja azt. Ujabb kutakakinutattak azt is, hogy példaul a nyugat-nilusi
virusfertizéseknek, valosziteg az immunrendszer modulélasan keresztul, hatsa szunyogokbol
kimutathaté baktériumok faji valtozatossagara (Zé& mtsai., 2015.). Emiatt lehetséges, hogy a
virusfertzések egy Osszetettebb rendszer részeként hatwaktarokra. A szinyogok arbovirus
fertozéseivel Osszefiiggésben az utdbbi években kuldggisldm iranyult a vektorokVolbachia
(Rickettsiacae) fedzottségére. Ezek az intracellularis baktériumokleszé&drben difordulnak a
kulonbo® izeltlabu fajokban és az Ugynevezett citoplazmiatilmkompatibilitason keresztll hatast
gyakorolhatnak egyes izeltlablak szaporodoképessdhémek elpusztitasa, sterilitds, feminizacio,
parthenogenesis &degitése). Tobb kutatas igazolta, hogy a wolbaohiékirusellenes hatasa is van
Drosophila-fajokban és egyes szunyogfajokban (GléseMeola, 2010.; Rainey és mtsai., 2014.)
Ezért ezeket a baktériumokat egyesek lehetségeszaidnatk taldljak egyes szunyogfajok és az altaluk
terjesztett arbovirusok elleni biolégiai védekesdslifHoffmann és mtsai., 2011.; Nguyen és mtsai.,
2015.). Ujabb kutatasok arra hivjak fel a figyelmebgy példaul sCulexfajokban a wolbachiak
hatasara kialakuld, nyugat-nilusi virus elleni setgncia csak bizonyos populéacidékban figyeitraeg
(Micieli és Glaser, 2014), tovabbé, hogy a virugtét aranya aWolbachiafert6zétt szinyogokban

ndvekedhet (Dobson és mtsai., 2016.).

Jarvanytani szempontbdl az izeltlabu vektorok gEarek és jelefiségének leirasara a vektorialis
kapacitas mértékét szoktak leginkdbb figyelembenveamit szamos tényézefolydsol. Ezek kdzé
tartozik a vektor kompetencia ( az izeltlabu vekbilyen mértékben fogékony az adott virusra, iketv
milyen intenzitassal szaporodik benne és urubleeh virus), a kil inkubacios id” (az az
idétartam, ami a vektor feftédése és virusiritése kozott eltelik), a vektorfgpapuldcidinak a
siirisége, élettartama, attelelési képessége, vérsziviagilonsagai (milyen gazdafajokat részesit
elésnyben, milyen gyakorisaggal sziv vért, stb.), adktan emlitett virus-vektor kdélcsdnhatasok
(élettartam csokkenés, immunrendszerre kifejtethd)aés mikrobidlis kolcsonhatdsok (virus és
baktérium tarsfeéizések) (Ciota és Kramer, 2013). Ezeket a parankéterszamos kornyezeti
tényed, eldisorban az ijaras (bként a ldmeérséklet és paratartalom) befolyasolja. Ezzel figgye,
hogy példaul egy adott virusnak ettébldrajzi terileteken masok lehetnek azédleges vektorai,

meg akkor is, ha a potencialis vektorok mindkétdan ebfordulnak (Ciota és Kramer, 2013).

Allat- és/vagy kozegészségiigyi jelésddi arbovirusok elésorban aTogaviridaecsaladAlphavirus
nemzetségében, aFlaviviridae csaldd Flavivirus nemzetségében, aBunyaviridae csalad

Orthobunyavirus Phlebovirus és Nairovirus nemzetségében, Reoviridae csaldd Orbivirus és
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Coltivirus nemzetségében,RhabdoviridaecsaladvesiculovirusesEphemerovirumemzetségében, az
Orthomyxoviridaecsalad Thogotovirus nemzetségében, valamint &zsfarviridae csaldd Asfivirus
nemzetségében fordulnalé €Hubalek és mtsai., 2014a). Jelen dolgozat edgewirusok vizsgéalatat

ismerteti, ezért a tovabbiakban ezeknek a virudokrtargyalasara szoritkozik az irodalmi attekintés
1.2. A flavivirusok

1.2.1. AFlaviviridae viruscsalad

Az el emberi virust Walter Reed fedezte fel 1901-benjkamsargalazban szenuedeteg
vérsavojabol készitett, baktériummentesérigttel fertzni tudott egészséges embert (Lindenbach és
mtsai., 2007). A sargalaz virusa (Yellow fever girtFV) aFlaviviridae csalad prototipusa és névado
virusa, a sargalaz latin nevégbris flavaalapjan. A flavivirusokat korabbanTagaviridaecsaladba
soroltdk morfoldgiai és kértani hasonldsdgok alapja genomszervézeés, a nukleinsav-szekvencia
eltérések és filogenetikai vizsgalatok eredményapjan azonban 1984-6ta 6nallé viruscsaladként
tartjak szamorbket (ICTV, 1984). Jelenleg Blaviviridae csalddba sorolt virusokat négy elfogadott
nemzetségbe osztottdk. A déem arbovirusokat tartalmaz@avivirus nemzetség mellett Bestt,
Hepact ésPegivirusnemzetség alkotja a csaladotPAstivirusnemzetségbe négy, allategészségugyi
szempontbol jeleis virusfaj, a szarvasmarha virusos hasmeneés vakidét tipusa (Bovine viral
diarrhea virus 1 és 2), a klasszikus sertéspestis YClassical swine fever virus) és a juhok borde
betegségének virusa (Border disease virus) sadkoltAt Hepacivirus nemzetségben jelenleg 14
elfogadott faj (Hepacivirus A — N) kodzll a legisredb az emberi hepatitis C kérokozoja (Hepatitis C
virus). A tébbi hepacivirust a kdzelmultban haz-é&don & allatfajbdl (16, szarvasmarha, ragcséalok,
denevérek, femlbsok) mutattak ki (szemlecikk: Pybus és Thézé, 20B5Pegivirus nemzetség
alapitasara tett javaslatot 2012-ben fogadta el em¢tk6zi Virustaxondmiai Bizottsag. A
nemzetségbe jelenleg 11 fajt sorolnak. A legisrbbe& a Pegivirus A, amelyetdmlosokksl
izolaltdk (szinonimai: hepatitis G virus, GB virssh.) és a Pegivirus B, melynek prototipusat india
repubkutyabdl Pteropus gigantegsmutattak ki (Stapleton és mtsai., 2012). A tofapiképvisebit
foemlosokidl, lovakbdl, denevérekiy, ragcsaldbdl és sertédbmutattak ki. A pegivirusok kortani
jelentsége egyére nem tisztazott, de valéstilag perzisztald feéizést alakitanak ki a majsejtekben
(Stapleton és mtsai., 2011.)Favivirus nemzetség a legnépesebb genusa a csaladnakedéiarfhjt
kulonitenek el ebben a nemzetségben (ICTV 2016kzakirodalomban fellelhét kilén névvel
ellatott és 6nallé fajként bemutatott flavivirusskama ezt meghaladja (tébb mint 70), &m szamos
virus esetében a tudomanyos ismeretek hianya n@attlehetett egyérteiien eldénteni, hogy 6nallé
fajnak tekinthaik-e (Calisher és Gould, 2003).

A Flaviviridae csaladba sorolt virusok kdzos jellefiizhogy kb. 40-60 nm atméii, burkos
virionokat alkotnak, kapszidjuk ikozaéder szimn#&flrj genetikai allomanyuk pedig pozitiv

iranyitottsagu, egyszalq, linearis RNS. A genomat&B,6 és 12,3 kilobazis kdzott valtozik; minden
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flavivirus kodol egy kapszidfehérjét, k&tvagy harom membranfehérjét, valamint nem struktura
fehérjeket, szerin protedz, RNS helikdiz és RNSHUGRNS polimerdz enzimaktivitdssal. A
genomszerveémeésik hasonlé a flavivirusoknak, ugyanakkor jéleneltérések vannak a genom
kifejezédése (mono- ill. policisztronos), a gének szama @em-kodold régiok felépitése terén. Az
ugyanazon nemzetségbe sorolt virusok kozott — efpledriék antigenitasi hasonldésagai miatt —
szerologiai keresztreakciokat lehet megfigyelni,i dlonb6d nemzetségbe sorolt flavivirusok
vonatkozasaban nem fordubg|Calisher és mtsai., 1989). Emellett az egyes péségek képviséi
filogenetikailag is egymastol jol elkiloriitsoportokat képeznek (Gould és mtsai., 2003; Libdeh

és mtsai.,, 2007). A flavivirusok a burok (E) felkérjmint fellleti antireceptor segitségével
kapcsolodnak a gazdasejt felszinéhez, majd endastl jutnak a sejtbe. Az endoszéméaban kialakuld
alacsony pH hatasara a virus burka fuzional az saigoa membranjaval és a viruskapszid a
citoplazméba keril. A dekapszidaciét kdert a virus RNS kodzvetlenll Kitik a riboszomak
felszinéhez. A legtdbb esetben policisztronos kigkal egy prekurzor poliprotein képik, amelyet
kezdetben sejtes majd viralis proteaz enzimek addmak aktiv fehérjékké. A genom masolasat ¥egz
replikhz komplex a maghartya kozelében halddz Az E burokfehérje érési folyamataiban a
glikozilaciénak nagy szerepe van. A virionok Osgi#gése utan az endoplazmatikus retikulum
Uregébe val6 bimbb6zassal szereznek burkot a virdsekionok Urllése a sejib aktiv szekrécidval
kovetkezik be (Lindenbach és mtsai., 2007, Brin@®il3). A flavivirusok jelerdis része nem okoz
citopatogén hatast a gazdasejtben, perzisztalézést idézhet 6l szovettenyészetekben és egyes

esetekben, a gazdaszervezetben is (pl. egyesipesbi, Hepatitis C virus).
1.2.2. AFlavivirus nemzetség

A Flavivirus nemzetség virusainak déntobbsége arbovirus. Okoldgiai szempontb6l harém f
csoportba soroltakiket: szunyogok-terjesztette flavivirusok, kullancserjesztette flavivirusok és
izeltlabu vektor nélkdli flavivirusok (Gould és rats 2001). Ez a csoportositas azonban viszonylag
szabadon értelmezett, mivel tébb flavivirus tefigszben szerepet jatszhatnak mind szdnyogok, mind
kullancsok, valamint nem vektorialis atvitel issferdulhat. izeltlaba vektor nélkili flavivirusokat
kisembsoki®l (ragcsalokbdl, denevéredl) mutattak ki és térzsfa-rekonstrukciés vizsgatadtapjan
valészirileg szanyogok-terjesztette flavivirusokbdl 8ejtek ki (Gould és mtsai., 2003). Ezek mellett
az utobbi években mind nagyobb figyelem irdnyul (agynevezett izeltlaba-specifikus (,insect-
specific” vagy ,mosquito-only”) flavivirusokra. Eket a virusokat et&ént kilonboa
szunyogfajokbdl mutattdk ki vildgszerte, viszontigeesek sejtjeiben serm vitro, semin vivo
kisérletes fetizések soran nem lehetéitet elszaporitani, valamint filogenetikailag toltw&esbe
elktlonlinek a gerinces gazdakat is deét flavivirusoktdl. Egyes vélemények szerint jeletléa
szunyog vektorokban befolyasolhatja a gerincesggatoflavivirusok szaporodasat is, aminek a
virusfertzések elleni biologiai védekezésben lehet jédge. A témat tobb, a kdzelmultban

megjelent szemlecikk is részletesen targyalja (Geokntsai., 2012; Blitvich és Firth, 2015; Bolliég
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mtsai., 2015). A nemzetségen belll a szerologieedatreakcidk mértéke alapjan szerocsoportokba
(szerokomplexekbe) csoportositottdk a virusfajokakullancsok-terjesztette flavivirusok csoportjan
bellll az emisoket ferdzé és a tengeri madarakat fead virusok kulon szerocsoportokat alkotnak. A
szunyogok-terjesztette flavivirusokat hét szeroosm@ osztottdk, az izeltlabl vektor nélkuli
flavivirusok korében pedig harom szerocsoportotkitdtak ki. Egyes virusoknal a foldrajzi
elterjedésben megfigyelt eltérések vagy egyéb bialotulajdonsagok alapjan altipusokat is
megkllonboztetnek. Az nemzetségen belul kialakitdlogiai és szerologiai csoportokat és az

ezekbe sorolt virusfajokat, illetve ezek altipusaitl. tdblazat foglalja 6ssze.

1. tablazat: AFlavivirus nemzetség virusai.

Flavivirus nemzetség
Kullancsok-terjesztette flavivirusok
EmIésok kullancsok terjesztette flavivirusainak szeopestja
Gadgets Gully virusGGYV)
Kadam virugKADV)
Kyasanur Forest disease virg§FDV)
Langat virus(LGTV)
Omsk hemorrhagic fever vird®HFV)
Powassan viruPOWYV)
Royal Farm virugRFV)
Karshi virus
Tick-borne encephalitis virdld BEV)
Europai altipus
Tavol-keleti altipus
Szibériai altipus
Louping ill virus(LIV)
ir altipus
Brit altipus
Spanyol altipus
Torok altipus
Tengeri madarak kullancsok terjesztette flaviviiak szerocsoportja
Meaban virufMEAV)
Saumarez Reef vir{SREV)
Tyuleniy virugTYUV)
Szunyogok-terjesztette flavivirusok
Aroa virus szerocsoport
Aroa virus(AROAV)
Bussuquara virus (BSQV)
Iguape virus (IGUV)
Naranjal virus (NJLV)
Dengue virus szerocsoport
Dengue virugDENV)
Dengue virus szerotipus 1 (DENV-1)
Dengue virus szerotipus 2 (DENV-2)
Dengue virus szerotipus 3 (DENV-3)
Dengue virus szerotipus 4 (DENV-4)
Kedougou virugKEDV)
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Japan encephalitis virus szerocsoport
Cacipacore virugCPCV)
Koutango virugKOUV)

Japanese encephalitis vir(3EV)
Murray Valley encephalitis virugMVEV)
Alfuy virus (ALFV)
St. Louis encephalitis virlSLEV)
Usutu virus(USUV)
West Nile virugWNV)
Kunijin virus (KUNV)
Rabensburg virus (RABV)
Yaounde virugYAOV)

Kokobera virus szerocsoport
Kokobera virugKOKYV)

Stratford virus (STRV)

Ntaya virus szerocsoport
Bagaza virugBAGV)

Ilheus virus(ILHV)
Rocio virus (ROCV)
Israel turkey meningoencephalomyelitis vi(liBV)
Ntaya virus(NTAV)
Tembusu viru¢TMUV)
Baiyangdian virus (BYDV)
Perak virus (PEV)

Spondweni virus szerocsoport
Zika virus(ZIKV)

Spondweni virus (SPOV)

Sargalaz virus szerocsoport
Banzi virus(BANV)

Bouboui virugBOUV)

Edge Hill virus(EHV)

Jugra virus(JUGV)

Saboya VirugSABYV)

Potiskum virus (POTV)

Sepik viru{SEPV)

Uganda S virugUGSV)

Wesselsbron viruBVESSV)

Yellow fever virugYFV)
izeltlaba vektor nélkiili flavivirusok

Entebbe bat virus szerocsoport
Entebbe bat virugENTV)

Sokoluk virus (SOKV)
Yokose virugY OKV)

Modoc virus szerocsoport
Apoi virus(APOIV)

Cowbone Ridge viru€CRV)
Jutiapa virus(JUTV)
Modoc virus(MODV)

Sal Vieja virugSVvV)

San Perlita virugSPV)

Rio Bravo virus szerocsoport
Bukalasa bat viru¢BBV)

Carey Island virugClIV)
Dakar bat virugDBV)
Montana myotis leukoencephalitis vifMMLV)
Phnom Penh bat viru®PBV)
Batu Cave virus (BCV)
Rio Bravo virugRBV)
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izeltlabu-specifikus flavivirusok

Klasszikus (egygazdas), izeltlabu-specifikus flavisok
Aedes flavivirus (AEFV)
Aedes galloisi flavivirus (AGFV)
Calbertado virus (CLBOV)
Cell fusing agent virus (CFAV)
Culex flavivirus (CXFV)
Culex theileri flavivirus (CTFV)
Hanko virus (HANKYV)
Kamiti River virus (KRV)
Nakiwogo virus (NAKV)
Nienokoue virus (NIEV)
Palm Creek virus (PCV)
Quang Binh virus (QBV)

Kétgazdas, izeltlabu-specifikus flavivirusok
Barkediji virus (BJV)
Chaoyang virus (CHAQV)
Donggang virus (DONV)
llomantsi virus (ILOV)
Lammi virus (LAMV)
Marisma mosquito virus (MMV)
Nanay virus (NANV)
Nhumirim virus (NHUV)
Nounané virus (NOUV)

Az ICTV altal elfogadott virusfajok neveisl betivel szerepelnek, Calisher és Gould (2003), ICTV
(2016) és Blitvich és Firth (2015) alapjan, modasikkal. Megjegyzeréd hogy a nemzetség (genus) és
faj (species) kozotti, valamint a faj alatti csapsftdsok a Nemzetkdzi Virustaxondmiai Bizottsag
szabalyai szerint hivatalosan nem elfogadott resrtisai kategoriak.
A flavivirusok virionjai kb. 50 nm atméji, gombolyi részecskék, amelyeknek kb. 30 nm-es
elektrondenz magjat lipidburok veszi koéral (Murpy@80). A virionok Ulepedési allanddja 170S és
210S kozott helyezkedik; Ustidségiik 1,19 és 1,23 g/ékbzott valtozik, a lipidburok 6sszetételiét
fuggoen (Russell és mtsai., 1980). A virionok fellleké&n fehérje taldlhato: a burokfehérje (envelope
glycoprotein, E) ad antigén determinans, amely a gazdasejt felszinktgesolodasért feket (igy
neutralizalé antigén is), valamint a virus burka @& endoszéma membranjanak faziéjanak
kivaltdsaval a virus dekapszidacidjaban is szelji@pstik. Az E fehérje (~ 53 kDa) egyes tipusu €typ
I) membranfehérje, 12 konzervalt cisztein reziduahramelyek diszulfid hidak segitségével alakitjak
ki a fehérje masodlagos szerkezetét (Heinz ésoMlli003). Az E fehérje szamos flavivirusban N-
glikozilalt, bar a glikozilacio mértékében fajok AdGit jelends eltérések figyelhék meg. Egyes
esetekben a glikozilacié fajon belll, egyes virtstékben is kulonbéz mértéki, amely gyakran
Osszefliggésbe hozhaté a virustdrzs virulencigjéidalnz és Allison, 2003, Lindenbach és Rice,
2003). A fehérje a ,fej-farok” pozicibban homodimé&épez. A fehérje harom szakaszra oszthatd
(domain I, 1l és lll). Az el és a harmadik szakasz hidroféb, a masodik hidafikllancokat
tartalmaz. A masodik szakasz egyes részeinek élfr-btruktarajan kivil a fehérje dd@men béta-
lemez térszerkezetet vesz fel (Heinz és AllisonQ30 A sejtfelszini receptor kapcsolodasban a
harmadik szakasznak van a szerepe, mig a membi@éfiia masodik szakasz fdiel Alacsony pH

kornyezetben a dimerek trimerekké alakulnak ésvddtyak ki a lipidmembranok dsszeolvadasat. Az
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E fehérje a flavivirusok legfontosabb felszini gétije. Monoklonalis ellenanyagokkal végzett epitop-
térképezési vizsgélatok feltartak, hogy ez elldsusokfehérje ellen termédlinek a virusneutralizalo,
haemagglutinacio-gatlé és membranflzio-gatlé efigagok. Ugyanakkor az E fehérje epitopjainak
megfeleb kifejezodéséhez sziikséges a prM fehérje jelenléte is. usmutralizalo ellenanyagok egy
része fajspecifikus, mig masok kereszt-reagaln&&rrdlavivirusok burokfehérjéivel. A vizsgélatok
azt is igazoltédk, hogy nem minden, E burokfehégétapcsol6do ellenanyagnak van virusneutralizald
hatdsa (Roehrig, 2003). A legfontosabb B sejt epitagidkat szamos flavivirus E fehérje esetében
meghatarozték. Tovabbi kutatdsok azt is megalltigktphogy az E fehérje fuzids szakasza éslel T
helper sejtek aktivaciojaért, mig a citotoxikus gjtek aktivalédasat az NS3 nem szerkezeti fehérje

konzervalt epitopjai valtjak ki (Roehrig, 2003).

A maésik felszini fehérje a membran (M) fehérje, bree prekurzor (prM) fehérjéh (~ 26 kDa)
proteolitikus hasitas soran keletkezik. A prM fghéd-termindlis része szintén N-glikozilalt és hat,
konzervalt cisztein reziduum kodzott kialakuld didicuhidak alakitjak ki a szerkezetét. A prM feleér;

a virion Osszeépllése soran fontos szerepet jatazikE fehérje masodlagos szerkezetének
kialakitasaban és stabilizalasaban. Ebben a stédiuna prM fehérje heterodimert képet az E
fehérjével. A virionok érési folyamata soran a Gealgparatusbol szarmazo furin, vagy egyeéb, furin-
szefi protedzok hasitjdk a prM fehérjét. Az M fehérjefiél a virus burkaba, a pr szakasz pedig
kivalasztodik. A prM és E fehérje egyuttes kiféj@ese a gazdasejtben 20-30 nm aépiévirusszei
részecskék (recombinant subviral particles) képzét eredményezi (Lorenz és mtsai., 2003). Ezek a
részecskék felsziniikdn hordozzak az E és M felelrjédy alegység-vakcinak alapjaul szolgalhatnak

(Merino-Ramos és mtsai., 2014).

A flavivirusok kb. 30 nm atméji, T=1 ikozaéder szimmetridju kapszidjat a C (cdedérje (~
11kDa) alkotja. A C fehérje N- és C-termindlis viegeirus RNS-hez kétnek, mig a bets hidroféb
szakasz a burokhoz kapcsolodik. A C fehérje &dpzekor C-terminalis, hidroféb szakasszal
kapcsolédik az endoplazmatikus reticulum membragatanchored C). Ezt a csatold szakaszt az
NS2A/NS3 fehérje protedz aktivitasa hasitja ésjigjya fehérje a citoplazmaba. A C fehérfkdnt
alfa-hélix szerkezét és valdszitleg dimereket képezve alakitja ki a virus kapszigkoermayr és
mtsai., 2004). Egyes flavivirusoknal (pl. TBEV) ehérje N-terminalis részén jeléatebb delécidk
kovetkezhetnek be (Kofler és mtsai., 2002). A Céfgdk mesterségesen szintetizalt virus RNS-sel
O0sszekeverve virus-sterészecskéket (virus-like particle, VLP) alkotn#igrmayr és mtsai., 2004).

A virionok 0Osszeépulésének mddja még nem tisztagotitosan, de ugyiimik, hogy az RNS
replikaciés komplexhez kapcsolodéd C fehérje, vataraikét membranfehérje egyuttesen szabalyozza

folyamatot.

A virionok belsejében kb. 11.000 nukleotid hossglsd&gyszala, pozitiv iranyitottsagll RNS genom
(+ssRNS) helyezkedik. A genom 5’ végén egyes tipigoe 1) sapkastruktira (@pppAmpN)
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talalhatd, bar egyes esetekben,d&itt sejtekben az Nreziduum tovabbi metilacidja is kimutathatd
(kettes tipust sapkastruktura) (Cleaves és DubBi@9). Szemben szdmos mas +ssRNS virussal, a
genom 3’ vége nem poli-adenildlt. A flavivirus gemegyetlen nyitott leolvasési keretet (open reading
frame, ORF) kodol, amelyet az 5’ végen kb. 100 eatifl hosszusagu, a 3’ végen pedig kb. 400-700
nukleotid hosszusagu, nem kodol6 régié (noncodegion, NCR, vagy untranslated region, UTR)
egészit ki. Az 5" NCR szakasz szekvencigja a kidahlavivirus fajokban eltéy, viszont hasonlé
masodlagos szerkezeti elemeket alkot. A hurok (dtemp) struktiranak valésziteg az RNS
replikéciojaban van szerepe. Ez a régio szolgésabmalis kdthelyll a transzlaciéo meginditasahoz
is, valamint egyes gazdasejt fehérjekokiti tudnak az RNS ezen részéhez (Lindenbach és Rice
2003). A nyitott leolvasasi keret 5’ része koddjazerkezeti fehérjék génjeit (C-prM-E sorrendben)
majd ezeket kdvetik a nem szerkezeti (non-strutiNg) fehérjék génjei (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B és NS5 sorrendben). A 3' NCR hurokstitddt alkotva jelerits szerepet jatszik a
nukleinsav replikacidban. Kéielyll szolgal az NS3 és NS5 fehérjék alkotta k&giios komplexnek.

A hurokstruktaran tal, legaldbb kéftertsen konzervalt szakaszt lehet felismerni a 3' NERiletén.

A szunyogok és a kullancsok kozvetitette flavivikisszekvenciai jelefisen eltérnek ezen a
szakaszon (Tsetsarkin és mtsai., 2016). A 3' nedolkdrégio szerkezetének szerepet tulajdonitanak a
flavivirusok gazdafaj-adaptaciéjaban is (Villorde #tsai., 2016). Az ORFF a transzlacié soran
képxdé prekurzor polipeptidet ébz6r sejt eredétfurin proteaz hasitja a C-prM, prM-E, E-NS1
fehérjék hatarain és az NS4A C-termindlis részéréli¥ szerin proteaz hasitasi hely talalhaté az
NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A, NS4A-NS4B és NS4B5Néhérjék hatarain (Roby és mtsai.,
2015). Az NS1-NS2A szétvalasztasat valosieig gazdasejt-eredeenzim végzi (Addis és mtsai.,
2015).

A nem szerkezeti fehérjék kozil az NS1 fehérje eggermég pontosan nem tisztazott. Ez a fehérje
szlikséges mind a virus replikaciojahoz, mind arik 6sszeépuléséhez. A monomerelripszefi
hexamerré épiilnek dssze, amelyek lipidmembranoldwza virus szerkezeti fehérjéihez tudnak
kapcsolodni (Akey és mtsai., 2014, Scaturro ésim®al5). A fehérjének immunmodulator szerepet
is tulajdonitanak (Akey és mtsai., 2014). A virugfeott sejtek aktivan kivalasztjak a fehérjét (Alcala

€s mtsai., 2016), amely immunvalaszt valt ki (skiis, komplement-fixalé antigén).

Az NS2 fehérje az NS3 fehérjével kozidaadve 1ényeges szerepet tolt be az RNS virionb&éépiés

a kapszidfehérje érési folyamatai soran (Khromykhmdsai., 2001, Volimann és mtsai., 2015). Az
NS2B fehérje lipidmembranhoz kapcsolédik és az N&®rje kofaktoraként szikséges a szerin
protedz aktivitdshoz, valamint szerepet jatszikireorv dsszeépilés folyamatdban is (Yu és mtsai.,
2013, Li és mtsai., 2016). Az NS3 fehérje, nagytiérezdmos enzimatikus aktivitast mutato
molekula. Az N-terminalis szakasza tripszin-fizezerin proteazként a prekurzor polipeptid hasitasa

végzi (Luo és mtsai., 2015). A C-termindlis szakBS helikdz motivumot tartalmaz, amelynek
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segitségével a fehérje a 3' NCR hurokstrukturajdtagcsolodik és az NS5 fehérjével a replikaciés

komplexet képezi (Klema és mtsai., 2015).

Az NS4A és NS4B transzmembran fehérjék kapcsoladitiank az NS2 fehérjékkel és valodtay a
transzmembran komplex kialakitasaval segitik a meembran-asszocialt fehérjek (NS3 és NS5)
mikodését (Yu és mtsai., 2013). Egyes flavivirusokhalNS4A és NS4B fehérjék kozé éldik egy

2 kilodalton mérdt fehérje (2K), amely az endoplazmatikus membrarkagzsolodva megvaltoztatja

annak térszerkezetét (Campbell és mtsai., 2014).

Az NS5 fehérje N-terminalis része az RNS sapkagirdkoz képes kapcsolédni és S-adenozil-
metionin flig@ metiltranszferdz enzimmotivumot tartalmaz. A Qriieidlis rész a szekvencigja az
RNS-fugd RNS polimeraz (RdRp) szupercsaladsen konzervalt szekvencia elemeit (DEAK)

,,,,,

2003, Klema és mtsai., 2016).

Gerinces gazdakban a flavivirusok éelleges gazdasejtjei adbdendritikus sejtjei (Lindenbach és
mtsai., 2007). Az E fehérje Ill. domain kapcsolodilsejtfelszini receptorokhoz, amelyek gazdafajtél
és virusfajtol flgéen valtozatosak és sok esetben kevéssé ismertiderEszulfatalt, negativ toliés
glikozaminoglikanok (pl. heparin szulfat)éekgitik az E fehérje sejtfelszini kapcsolddasate(Cés
mtsai., 1997; Germi és mtsai., 2002; Kroschewskntssi., 2003, Lee és Lobigs, 2008). A dendritikus
sejtek felszinén talalhatd sejtkozi &fithérjek (DC-SIGN és DC-SIGNR) a flavivirusok fedtiezett
elssdleges receptorai (Lozach és mtsai., 2005; Davisntssi., 2006). Ezek a C tipusu lektinek
mannoézban gazdag N-glikanokhoz kapcsoldédnak éspizeet igazoltdk pl. a DENV és a WNV
kapcsolodasdban (Lozach és mtsai., 2005; Davistgai.m2006). A virion sejtbe jutdsa receptor-
mediélt endocitdzissal torténik. A folyamatban lgjatszik (vagy kozrejatszhat) az E fehérje II.
domain és sejtfelszini manndz receptor kozi kapts@iller és mtsai., 2008); az E fehérje lll.
domain ,RGD” motivuma és sejtfelszini integrin kaplddasa (van der Most és mtsai., 1999).
Tovéabbi kutatasok kimutattdk a laminin receptordpparit €s Smith, 2004) és kulonBdassokk-
fehérjék szerepét is a Kidtesben (Reyes-Del Valle és mtsai., 2005, Salagebénimtsai., 2007, Das
és mtsai.,, 2009). Specifikus ellenanyagok jelebké a flavivirusok virusreceptor-fiiggetlen
kapcsolodasa is @brdulhat. llyenkor a virusantigénekhez &di, IgG tipusu ellenanyagok fc
receptorait kétik meg monocitak és makrofagok, geleh fagocitézis soran féesdnek a virusokkal
(ellenanyag-fugg fertézédés-fokozodas; antibody-dependent enhancement, A{@®pnnak és
mtsai., 2013). A receptorokhoz kapcsolddott virbordatrin-fliggh endocitézissal endoszémakba
jutnak (van der Schaar és mtsai., 2008). Az endnéban uralkod6 enyhén savas kdrnyezet (~pH 6.6)
hatasara az E fehérjén végbetmkanformacios valtozasok a virusburok és az endnazdembranjai
kozotti fuzids porusok kialakulasat eredményezielyan keresztil a viralis RNS a citoplazmaba

kerdl (van der Schaar és mtsai., 2008). A virusgekdzvetlenil kapcsolodik az endoplazmatikus
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retikulum (ER) felszinén talalhaté riboszémakhoz réegtorténik réla a prekurzor polipeptid
transzlacioja. A polipeptidid a fent emlitett protedz enzimes hasitast kimretalakulnak ki a
funkcionalis virusfehérjék, amelyet az ER uregélegretlen virionok 6sszeépulése kovet, valamint a
virionok az ER membranjan &thaladva oltik fel lipidkukat. A transz-Golgi apparatuson
keresztilhaladva a virusok tovabbi érési folyamatokesnek &t (E fehérje glikozilacidja,
atrendeéddése, a prM fehérje hasitasa). Az érett (fuzionae&} virionok exocitézissal jutnak ki a

gazdasejttl (Kaufmann és Rossmann, 2011).

A vektor csipése soran @rbe kerlté virusok el§ szaporodasi ciklusa a fent emlitett dendritikus
sejtekben kovetkezik be. A férdtt dendritikus sejtek a regiondlis nyirokcsomokbiak, ahol a
viruszaporodas masodik ciklusa a lymphoid széveteldlakul ki. Ezt kdvéen viraemiaval szorodik
a virus a szervezetben. A legtdbb flavivirus véltog célsejteket képes #&hi, de a makrofagok,
monocitak, B és T lymphocitak, majsejtek, endo#isli sejtek, epithelialis sejtek, fibroblastok és
neuronok fedzédésének van a legnagyobb koértani jeledge (Ceccaldi és mtsai., 2004; Kaufmann

€s Rossmann, 2011).

A flavivirus ferbzések gyakran tunetmentesen vagy heveny, altalfimas tlunetek forméjaban
jelentkeznek (Heinz és Stiasny, 2012). Az egyesivileus fajok okozta betegségek kortejese
véaltozatos és szamos ponton nem ismert (Millbaékemtsai., 2003). A flavivirusok virulenciajat
szdmos genetikai marker befolyasolja (HurrelbrishieMinn, 2003; Donadieu é€s mtsai., 2013). Ezek
elsssorban az E fehérje glikozilaciojat, a nem-struidisr fehérjéket, illetve az 5 és 3' NCR
hurokstrukturakat érintik. Az itt bekdvetkezmutaciok gyakran a virustorzsek attenuélédasahoz
vezetnek (Hurrelbrink és McMinn, 2003). Klinikairngtek szempontjabdl a flavivirusok okozta
betegségeket harom nagy csoportba lehet soroliiédes lazak (pl. dengue), vérzéses laz és
majgyulladas (pl. sargaldz) és agyeplulladas (pl. kullancsencephalitis) (Gubler ésaints2007).
Mindemellett, szamos flavivirus tobbféle tlnet-etygs$t is kialakithat (pl. nyugat nilusi laz és
agyvebgyulladas). A flavivirusok okozta betegségek aliatiheveny formaban zajlanak le, bifazisos
lazzal. Az el§ lazas periddus gyakran enyhe, influenzaisZdtalanos tinetek kisérik, a masodik
lazas peridodusban vagy azt kéet alakulnak ki a specifikusabb tlinetekkerkiitések, vérzések,
sargasag, idegrendszeri tlnetek) jar6 megbetededBsinz és Stiasny, 2012). A tinetebként
idegrendszeri megbetegedések és vérzéses lazék eggizetes kimenetelk lehetnek. A betegség
atvészeléseoként agy- és gerincwglgyulladasok esetében maradvanytiinetekkel jarhate(Fés
mtsai., 2015). Elhullasra vesetflavivirus okozta betegségeknél a kdorbonctani lémlaban
szegényes. Testszerte vérzések, maj- és lépelastibz(duzzanat, dvéniség) ebfordulhatnak, de

esetén figyelhék meg (lymphocytas agy- és gerinasglyulladas) (Murphy és mtsai., 1999).

24



dc_1462 17

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés — Bakonyi Tamas

A kulénb6z gerinces gazdafajok és izeltlabl vektorok éltérértékben fogékonyak az egyes
flavivirus fertzésekre. A rezisztencia genetikai hatterének eggesgleteit sikertlt mar feltarni
(Brinton és Perelygin, 2003, Mashimo és mtsai., 03 szervezet flavivirusokkal szembeni
védekezésében a velesziletett (innate) immunit@#séas jelerdts (Suthar és mtsai., 2013, Lazear és
Diamond, 2015), de gerincesekbenéstgban a szerzett (adaptiv) immunvalasz jatsszézpokti
szerepet (Diamond és mtsai.,, 2003, Samuel és DimdB06; Rothman, 2011). A flavivirus
fertozések mind I. tipusa interferonok (IENes ), mind IlI. tipusu interferonok (IFN termelését
kivalthatjak (Mullbacher és mtsai., 2003, Lobigsrésai., 2003). Az IFN immunaktivator hatdsan
tul, nitrogén oxid gyokok felszabaditasaval kozeetlgatld hatést is kifejt egyes flavivirusok
szaporodasara (Saxena és mtsai., 2001). A termaédiletejtek szerepe nem teljesen tisztazott; egyes
kutatasok eredményei arra utalnak, hogy az flavsfertzéseket kbévéen az agyban aktivaldédé
természetes 6ejtek (NK sejtek) elpusztitjak az astrocitakay, agszervezetre karos hatasuk is lehet
(Liu és mtsai., 1989). A flavivirusok tobbségedsrimmunogén. Kisérletes férest kdvetien
altaldban 4-6 nap mdualva jelennek meg neutralizg Itipust ellenanyagok. Az IgG tipusu
ellenanyagok néhany nappal &bBb termebdnek, viszont jeletsen hosszabb ideig (hdnapokig,
évekig, akéar élethosszig) perzisztalnak, szembdgMzipusu ellenanyagokkal amelyek 6 honappal a
fertézést koveten mar altalaban nem mutathatdk ki (Gubler és m2ad7). IgA tipusu ellenanyagok
altalaban a primer feizést kovet 2-3 hénapig mutathatdk ki, mig IgE tipusu elleregok a heveny
fazisban terméldnek és titerik gyorsan csOkken az atvészelést td@ve Ismételt fetfizések
jelenbsen magasabb ellenanyagszintek kialakulasat ergdmi&n Dengue haemorrhagias lazban
vagy dengue shock szindromaban sze6\mtegekben magas IgA és IgE ellenanyagszintekeekné
ezért ezeknek az ellenanyagoknak is szerepet tulighak a betegség korfgjesében. A prM és E
szerkezeti fehérjék mellett az NS1 fehérje (ésrkirtékben az NS3 fehérje) ellen teréuazlek
ellenanyagok. Neutralizal6 ellenanyagokat az E héindm domainje ellen kimutattak. Monoklonélis
ellenanyagokkal végzett antigén térképezéssel szaftavivirus E fehérje antigénszerkezetét
jellemezték (Roehrig 2003). Hasonléan szamos masisfeirtizéshez a cellularis (T-sejtes)
immunitasnak alapvétszerepe van a flavivirus-féresek atvészelésében. Mind a CD4+ mind a
CD8+ T sejtes immunvalasz szamos ponton képesyldsfahi a sejtek feszodését illetve a fedzott
sejtek citolizisét (Mullbacher és mtsai., 2003, fBulés mtsai., 2007, Netland és Bevan, 2013). A
flavivirusokban a gazdaszervezet immunrendszerégelekezése ellen szamos immunmodulacios
stratégia fepdott ki, amelyek az interferon-valasz, a komplemmmidszer, a természete$gidjtek
valamint a B- és T-lymphocitdkitkodésének gatlasara iranyulnak (King és mtsai.32R007; Ye és
mtsai., 2013). Emellett a flavivirus férések kapcsan kialakulé betegségek egy részének
korfejlédésében immunopatholégias folyamatok allnak, ankdtgeil a legjeleritsebb az ellenanyag-
fuggs fertbzédés fokozddasa (antibody dependent enhancement) QABdiris és mtsai., 1981). Ez
leggyakrabban ismételt DENV fémések soran alakul ki (Rothman, 2003; Yakoub ésimt2013,

Rothman és mtsai., 2014; Screaton és mtsai., 20A5)DENV négy szerotipusa kozotti
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antigénrokonsag miatt heteroldg ellenanyagok ise&ék a virusokhoz kapcsolédni. Primer DENV
fertozés &ltaldban enyhébb, lazas tlunetekkel jar. Hasadlest kovéen a DENV egy masik
szerotipusaval fefzédik a gazdaszervezet, azésl fertézés kapcsan terntelodtt ellenanyagok
kapcsolodnak a virusokhoz, &m nem képesek hatéRongatralizalni azokat. Az ellenanyagokkal
jelolt virusokat falésejtek fagocitéljak és igy éaott mértékben fefzédnek. A heteroldég szekunder
DENV fert6zések gyakran sulyosabb tinetekkel jarnak (Boomsamtsai., 2013; Martina, 2014). Ez
a folyamat az egyikdf akadalya a DENV elleni vakcindk kifejlesztésén@kielenségin vitro mas
flavivirusok esetében is medfigyeltigPeiris és mtsai., 1981), aim vivo, klinikai jelenttsége nem

kelléen bizonyitott.

A flavivirus-fertszések korjelzésében szamos klasszikus virologian@ekularis bioldgiai médszert
hasznalnak. A korékményi adatoknak nagy jeléstge lehet a flavivirus-féizések gyanujanak
megfogalmazasahoz, mivel egyes virusok foldrajterigldése jellegzetes. Kilondésen a huméan
diagnosztikdban fontos az utazasi kézelény feltardsa példaul sargalaz, dengue laz, Japan
encephalitis, Zika virusfeizés vagy egyéb tropusi flavivirus f&zés gyandja esetében (Guzman és
Harris, 2015; Petersen és mtsai., 2016). Ezt a paetot allatokndl leggyakrabban versenylovak
flavivirussal endémiasan fémbtt orszagokbdl vald visszatérésekor céiszeegfontolni, de mas
fajok (pl. kutyak) kulféldi utaztatasai soran igfekdulhat (Sugiura és Shimada, 1999; Egberink és
mtsai., 2015). Haszonallatok, kedvtel@shartott, vagy allatkerti bemutatas céljara, flaxissal
endémias orszagokbol beszerzett allatok karantéacz@ran is felmerilhet egyes flavivirusoktol valé
mentesség igazolaséara irAnyuld vizsgalatok igéAyeendémiasan élorduld flavivirusok okozta
fertézéseknél a szezonalitas, adjitas és a vektorok aktivitasa szintén megfontaasmempontok a
gyanu megfogalmazasakor (Zoldi és mtsai., 2013;t€€é3 mtsai., 2015). A vektorok jelenlétének
megfigyelése a gazdaszervezetékéht kullancsok altal terjesztett flavivirusok eetn, és emberek
vagy kedvtelésti tartott allatok érintettsége soran merul fel. 18aa virus- és gazdafaj esetében a
fert6zést kovaten klinikai tiinetek nem alakulnak ki, illetve haldkulnak, azok messze nem koérfelz
ertéekiek (pl. laz, kiltések, vetélés, idegrendszeri tkjetElhullasra vezét flavivirus fertzések
foként agyvebgyulladasok kapcsan fordulnalkéellyen esetekben a kérbonctani elvaltozasokaémitk
lehet megfigyelni, a kdrszdvettani elvaltozasok igedrusos agy- és gerincéefyulladas képét
mutatjdk (citoplazma-zarvanyok, neuronelhalas, lyoip sejtes infiltracio, gliasejt-proliferacio),yig

ezek a leletek is csak a gyani megfogalmazaésitier(Williams és mtsai., 2014).

A flavivirusok direkt kimutatdsara szamos modszéalmas lehet. A vizsgalati mintak &lallat
esetében dként alvadasban gatolt vér (a lazas periodusbaeebeospinalis folyadék (heveny
idegrendszeri tinetek esetében), illetve vizelétothosen nyugat-nilusi virus féresnél) (Nagy €s
mtsai., 2016). Elhullott &llatok esetében a (kévettani) elvaltozasokat mutatd szervekgstsban az
agy- és gerincvé| valamint a maj, a lép és a vese a leginkabb ratkalvizsgalati mintak (Erdélyi és

mtsai., 2007). Emellett flavivirusok kimutathat@elilabd vektorok kulonbdzfejlodési alakjaibdl is,
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kulondsen az imagdékbol (Busquets és mtsai., 2088lasszikus virusizolalasi technikak kozul a
kisérleti allatoltdsnak, kulonésen szopoOsegerekagetebralis oltasdnak napjainkban is nagy a
jelentsége, mivel a legérzékenyebb modszerként gyaksam ahintakbol is elszaporithato a virus,
amelyeknél mas probalkozasok kudarcot vallanak étekoés mtsai., 2010). Emellett szanyog imagdok
tordba valo oltassal is el lehet szaporitani efiges/irusokat (Rosen és Gubler, 1974). Az embribna
tyuktojas allantoisz vagy aminioniregébe oltotiviffrusok &ltalaban a membranok és az embri6
sejtieiben elszaporodva elhullast és vérzéseketrao Egyrétefy szOvettenyészeteken szamos
flavivirus izolalhaté. Leggyakrabban Ver@drcopithecus aethiopgese epithel eredét sejtvonalat
hasznélnak, de szamos mas sejtben is szaporodhdlagikirusok. Szunyogok terjesztette
flavivirusokat szdnyog eredesejtvonalakban (pl. C6/38edes albopictuarva sejtvonal) is lehet
szaporitani. Sejtkarositd hatasok (cytophaic eff@BE) nem minden esetben jelentkeznek; illetve ha
vannak, altalaban jellegtelenek (sejtlekerekedéis)l A CPE jellegét befolyasolhatja a gazdasejt,
virusfaj és a virusok mennyisége is (Chu és Ng,3R08z izolalt virusok azonositdsaban jol
hasznalhaté a haemagglutinaciés proba. A virudimlhatékonysagat jeléisen befolyasolja a
mintagyijtés idbpontja is. A heveny, viraemias fazisban kialakudaals tlineteket kilonodsen allati
fertozések esetében ritkan veszik észre. Az idegreridemeetek viszont a félheveny stadiumban
szoktak kialakulni, amikor a megjeleérellenanyagok hatasara a vérben a virusok menrgyiség
jelentsen lecsokken. Az ilyen allatokbdl a cerebrospinfdlyadék vizsgalataval van a legnagyobb
esélye a sikeres virusizoladlasnak, am az ilyenargsijtése — kilondsen heves tlineteket mutat6 vagy
kritikus allapotu allat esetén — nem kockazatmerfegirus antigénjeinek kimutatasara jellegzetesen
specifikus  ellenanyagokat alkalmazd, jeldléses rdékat (pl. immunfluoreszcencia,
immunperoxidaz festés, direkt ELISA) hasznélnak.ekEzkdzil a korszovettani metszetek
immunhisztokémiai vizsgélatainak van a legnagyophkgrlati jelenésége (Weissenbock és mtsai.,
2002; Erdélyi és mtsai., 2007). A rokon flavivirkdajzotti antigenitasbeli hasonlésagok ugyanakkor
keresztreakciokat eredményeznek, amelyek megnbbekita pontos, faj szifit azonositast
(Weissenbdck és mtsai., 2002). A flavivirusok niidavanak kimutatdséra az utdbbi két évtizedben
szamos, dként polimeraz lancreakciora alapul6 diagnosztikadszert dolgoztak ki (Gubler és mtsai.,
2007). Ezek a moddszerek kah érzékenyek és specifikusak, kilonoésen, ha azifékdgios
termékek szekvencidjinak részleges vagy teljes asithsaval egybekotottek (pl. TagMan préba-
hidrolizisre alapul6 valds idéjRT-PCR maddszerek, vagy a termék direkt nukleateksencia
meghatarozasa). A szekvencia-meghatarozds és édesditalaban lehé&téget ad a virustorzsek
genetikai rokonsagi viszonyainak, esetleg eredbtidslésére, jarvanytani nyomozasok végzésére is

(Lanciotti és mtsai., 1999; Ciccozzi és mtsai.,301

A flavivirus fer6zések kimutatdsdban indirekt (szero-) diagnosztikeidszereket gyakrabban
alkalmaznak, mint direkt modszereket. Szerolégiasgalatokat §ként vérsavdé mintakon végeznek,

de idegrendszeri tlinetek esetén cerebrospinaliadék vizsgalata is indokolt lehet. A tradicionalis
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modszerek dként haemagglutinacié-géatlasi probak (Casals ésvBrd 954, Clarke és Casals, 1958)
és komplement-kotési prébak (Ajello és mtsai.,, 3)97Bgyes virusok esetében az indirekt
immunfluoreszcencias modszer is megbizhatéan histdda rutin diagnosztikdban (Niedrig és
mtsai., 2007). Gyakorlati szempontokbdl, napjaimkdaginkabb ELISA prébakat hasznalnak a
flavivirusok szerodiagnosztikdjaban (Niedrig és ants 2007). Amennyiben kulonbéz fajok
ellenanyagait szeretnék ugyanazzal a modszerrelt&imi, altalaban kompetitiv ELISA rendszereket
hasznalnak (Garcia-Bocangera é€s mtsai., 2011). veniyefertizések koérjelzésére alkalmazhaté az
IgM tipusu ellenanyagok kimutatasa a savomintakBapa és mtsai., 2010; Papa és mtsai., 2011b). A
szerologiai probak specifikussdga ditéraz azonos szerokomplexbe tartozo virusok kozott
keresztreakciok gyakoriak, ami megneheziti a pootodiagnozis felallitdsat (Mansfield és mtsai.,
2011; Papa és mtsai., 2011b). llyen esetekbeniakbdgp specifikusnak tartott virusneutralizacios
préba, illetve annak a plakk-redukciés formdja ha#lzatdé a keresztreakcio-gyands vizsgalati
eredmények tisztazasara. Am ehhez a kérdéses sawdsrimultan kell vizsgalni a szamitasbasjov
elkllénitend virusokkal és legalabb két kitgu (négyszeres) ellenanyag-titer eltérés esetébaxt leh
megbizhaté mddon beazonositani a szerokonverzi@itiy homoldg virust (Weingart és mtsai.,
2003). A virusneutralizaciés préba ugyanakkor negfisen idigényes, kivitelezése koltséges, és
zoonotikus flavivirusok esetében altalaban csakamdyjoldgiai biztonsagi fokozatu laboratériumban

(Biology Safety Level 3, BSL-3) hajthat6 végre.

A flavivirusok altal okozott betegségek gyogykesélien elsorban a tlnetek enyhitésére és a
gyogyulas tamogatasara alkalmas eszkozok allnaketeszésiinkre. igy a heveny lazas stadiumban
nem szteroid gyulladadscsokkékt idegrendszeri tiinetek esetén nyugtaték és Bmistaterapia
jotékony hatésu lehet. Specifikus virusellenesedeatkalmazéasa az allatgydgyaszatban csak ritkan
fordul éb. Szdvettenyészetekben vagy kisérleti allatokbab tintiviralis szer flavivirus szaporodast
gatld hatadsat is kimutattdk mar (pl. Ribavirin:deor és mtsai., 2000; Favipiravir: Morrey és mtsai.,
2008), am a gyakorlati alkalmazasként a mellékhatasok sulyossaga és a terapia géltadiatt még
emberi esetekben is ritkan fordué€Leyssen és mtsai., 2003). A flavivirusok ellemiivéralis szerek
kutatdsaban eddig elért eredményeket és perspekti®aharuddin és mtsai., 2014 és Kok, 2016

szemlecikkei foglaljak dssze.

A flavivirus ferbzések elleni hatékony védekezéiként az izeltlabl vektorok gyéritésére és a
csipések elkertlésre alapul (pl. zéart tartas, mévazat, szunyoghdlo, repellens szerek hasznalata).
Mivel a fenntartd gazdakban klinikai tinetek ritkalakulnak ki, a tineteket mutaté egyedek pedig
gyakran nem kozvetitik a virusokat (alkalmi gazdak) jarvanytani moédszerek (pl. zérlati
intézkedések, tineteket mutatd egyedek ledlése)esekben kevéssé hatékonyak. A flavivirusok
okozta betegségek me@eésére az aktivimmunizéalas a legelterjedtebb neddSzamos, efsorban
emberi flavivirus ellen fejlesztettek ki és forgalmak oltéanyagokat (Eckels és Putnak, 2003). Ezek

kozol a legrégebben haszndlt a sargaldz elleni, YiDstorzset vagy annak leszarmazottait
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tartalmazd, gyengitett @lirusos vakcinak (Dick és Gee, 1952). Emellett iivakt teljes virust
tartalmazo vakcinak hasznélhatok példaul a Japéepdalitis virus, a kullancsencephalitis virus és a
nyugat-nilusi virus ellen (Eckels és Putnak, 20B&kombinans alegységvakcinak, vektorvakcindk és
DNS vakcinak is fejlesztés alatt allnak vagy foogaba kerultek szamos flavivirus (pl. Japan
encephalitis virus, St. Louis encephalitis virudldncsencephalitis virus, nyugat-nilusi virus, rays
volgyi virus, louping ill virus, stb.) ellen (Saka 2003; Putnak és mtsai., 2003). A kdzelmultban
tetravalens oltbanyagot hoztak forgalomba a Dengines négy szerotipusa elleni védekezésre
(Pitisuttithum és Bouckenooghe, 2016). Az aktiv wmizalassal az esetek nagy részében magas
szinti és tartos védettséget lehet kialakitani, amely&épegakadalyozni a vadvirus edst koved
sulyos klinikai tiinetek kialakulasat. Ugyanakkomohia hatékonysdg, mind a biztonsag kérdésében
szamos oltéanyag eseténjridl-idére problémak merllnek fel, ezért a kutatas ésdejés a témaban

folyamatos és intenziv (Ishikawa és mtsai., 2014).
1.3. A nyugat-nilusi virus

A nyugat-nilusi virus etsorban lovakban, emberekben és madarakban okazdiakanos tinetekkel
és tbrkiutésekkel jar6 megbetegedést, valamint az essigkészében agy- és gerindrglyulladast,

amely az allatok elhulldséhoz és az emberek haAlabzethet.

A virust ebszor 1937-ben izolaltdk egy lazas tlneteket mutgtdvéréldl, Uganda nyugat-nilusi
tartomanyaban (Smithburn és mtsai., 1940).6kBsAfrika szamos orszagaban (Algéria, Botswana,
Dél-Afrikai Koztarsasdg, Egyiptom, ElefantcsontpaiEtiopia, Kenya, Kongdi Demokratikus
Koztarsasdg, Kozép-Afrikai Koztarsasdg, Madagaszkéarokkd, Mozambik, Nigéria, Szenegal,
Szudadn és Tunézia) kimutattak sporadikus emberiy vaflati esetek8l. Nagyobb aranyu
megbetegedéseket okozott 1951-ben Egyiptomban ekbés madarak korében, valamint
szunyogokbdl is izolaltdk a jarvanykitorés soranelitk és mtsai., 1951). Eurdpaiétdrdulaséat
elészor 1958-ban, szerologiai médszerekkel igazoltdddwidban, (Bardos €s mtsai., 1959) Az els
Eur6paban izolalt toérzs a 1962 nyaranéézén Franciaorszagban a Rhone delta vidékén, lamakb
megfigyelt jarvanybdl szarmazik. 1967 és 1970 kbRartugaliaban lovak, vadmadarak és emberek,
Gorogorszagban 1970 és 1978 kozott pedig madabeitegitett meg a virus (Hubalek és Halouzka,
1999). 1970-1973 kozott Szlovakiaban is kimutattakirus jelenlétét (Labuda és mtsai., 1974).
Romanidban 1996-ban okozta a XX. szazad egyik lEgfsebb emberi arbovirus-jarvanyat, tébb
mint 500 igazolt esettel és 10%-hoz kozeli lethabal (Savage és mtsai., 1999). A viru8selban a
mediterran térségben és Kozép-Kelet Eurdpaban Ifaidu A fent emlitett orszagokon tal a XX.
szazadban igazoltadk édbrdulasat Bulgariaban, Cipruson, Csehorszagbarméneeoszorszagban,
Jugoszlavidban, Lengyelorszagban, Magyarorszagofddvdban, Olaszorszagban, Oroszorszagban,
Spanyolorszagban és Ukrajnaban is. Azsiaban kitaltgelenlétét Azerbajdzsanban, Borneodn, a

Fulop-szigeteken, Grazidban, Indidban, Irakbanadiben, Kazahsztanban, Kinaban, Libanonban,
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Malajzidban, Oroszorszag A&zsiai teriletein, Ormésmagban, Pakisztanban, Sri Lankan,
Tadzsikisztanban, Thaiféldon, Torokorszagban, Tigi@ban és Uzbegisztanban. Ausztraliaban
Kunjin virus néven ismert az @brdulasa (Hubalek és Halouzka, 1999). Jéseibb jarvanyokat

Izraelben és Oroszorszag dél-nyugati részein figikemeg (Malkinson és mtsai., 2002, Lvov és

mtsai., 2000; Platonov és mtsai., 2001).

A virus 1999 augusztusaban felbukkant az Egyedidtbkban is. New York Queens negyedében az
év oktoberéig 62 igazolt emberi esetet diagnodmizaEmellett tobb ezer vadmadar, ésigrban
rovideria varja (Corvus brachyrhynchdselhullasat figyelték meg, valamint szamos madarfa
idegrendszeri tunetek mutatott és elpusztult a @rétatkert gyijteményében (Rappole és mtsai.,
2000). A virustorzs sikeresen fennmaradt az ametd@tinensen és robbanassr@rjedésbe kezdett.
2000-ben mar 12 allamban tudtak igazolni a virlsnjétét. A tavaszi iészakban inkabb az északi
részeken, migsszel a déli allamokban tapasztaltak virusaktiyigsi jol igazolja azt, hogy a vonuld
madarak hordozhatjdk a korokozét. Az amerikai éseir virustorzsek kozott igen nagyaranyd
genetikai hasonlésagot mutattak ki, ami alapjaretfelezhet, hogy az 1998-ban, Izraelben megjelent
virust hurcoltéak be az Ujvilagba, de az atjutastpemmadjat nem sikerult kideriteni (Petersen és
Roehrig, 2001; Gilaldi és mtsai., 2001; Charrefrésai., 2003). A virustdrzs néhany év alatt eltirje
az Egyesiilt Allamok 6sszes allamaban, valamint elegj Kanadaban, Kozép- és Dél-Amerikaban.
Argentindban is kimutattak jelenlétét (Morales ésain, 2006). A WNV a legjelefisebb arbovirus
jarvanyt okozta az Egyesiilt Allamokban az utoblizsévben. Az emberi megbetegedések szama
1999 és 2014 kozott meghaladta a 41 ezret és tdbb 100 haladlesetet okozott (CDC, 2015).
Hasonlé aranyban okozott megbetegedéseket és &dbkidlt lovakban is; mig a vadmadarakban

bekovetkezett elhullasok mértékkcsak becslések vannak.

A nyugat-nilusi virusnak a XX. szdzadban kitgknetikai vonalat ismerték fel. Az egyes genetikai
vonal (Lineagel) vilagszerte elterjedt; jelenléénutattak mar Afrikaban, Azsiaban, Eurépaban,
Kozel-Keleten, Ausztraliaban valamint ehhez a vieoaltartozo térzset hurcoltak be Amerikaba is.
Az egyes genetikai vonalat felosztottak tovabbioh@rcsoportra. Az 1A alcsoportba (Cladela)
eurdpai, afrikai, kozel-keleti, oroszorszagi és dkae virustdrzseket soroltak (Lanciotti és mtsai.,
1999; Prilipov és mtsai., 2002). Kulén alcsoportdkotnak az ausztraliai, ugynevezett Kunjin
(Cladelb), valamint az indiai (Cladelc) virustokzee A kettes genetikai vonabként a Szaharatol

délre fekw terlleteken, valamint Madagaszkaron fordul @lanciotti és mtsai.,, 2002). Ebbe a

csoportba tartozik az 1937-ben izolalt ugandaitgiiipus virustérzs is.

A koérokozé terjesztésében olyan vektorok jatszafékszerepet, amelyek a madarak vérével
taplalkoznak. A Culex nembe sorolt szunyogfajokéavéktorai a virusnak, de néhany esetben
kullancsokbdl is kimutattdk a virus jelenlétét. fugat-nilusi virus etdleges gazdai vadmadarak.

Sok esetben nem is mutatnak tlineteket, hosszan vimtemia alakulhat ki bennik és igy tudjak
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hordozni a koérokozo6t a kontinensek kozotti vandsaié sordn, ezért nagy szerepuk lehet a virus
hosszu tavu terjesztésében (Hubalek és Halouzl@9)18izonyos madarfajok azonban kilondsen
érzékenyen reagalnak a ferésre. Az Egyesilt Allamokban a rovidos varjak mellett ként kék

szajkok Cyanocitta cristatp estek aldozatul a féizésnek. Europadban madarelhullasokat a XX.

szézadban ritkan hoztak dsszefliggésbhe WN\3Zéssel.

Az embsok kozil lovakban és emberekben okoz leggyakradiiaetekben is megnyilvanul6
betegséget a WNV, de szadmos masdésfalbdl (pl. juh, kutya, szarvasmarha, teve, kitiaib
ragcsalo-fajok) is kimutattak mar a virus jeleri¢iéubalek és Halouzka, 1999). Jelenlegi ismer&tein
alapjan az endsokben nem alakul ki olyan szinviraemia, hogy azok képesek volnanak izeltlaba
vektorokat ferdzni, ezért jarvanytani szempontbol az ésik zsakutcanak tekintliét a virus
tovabbterjesztésében nem jatszanak szerepet. Lélvakiyosabb esetekben agy- és gerirtevel
gyulladast, agyhartya-gyulladast tud kialakitaniiaus. A hatso testfél gyakran bénul, illetve @& b
tulérzékenységét lehet tapasztalni (Varga és Fo203). Emberekben a fémesek kb. 80%-a
tinetmentesen zajlik le, és csupan a szerolodmngblodas alapjan ismerbdel. A fennmarado
20%-ban altaldnos lazas tuneteket és influenzdiszéneteket (izomfajdalmakat, remegest,
torokfajast, fejfajast, hatfajast) lehet megfigyel fertézések kb. 1%-aban kodzponti idegrendszeri

megbetegedés, lymphocytas agy- és geriegrelilladas alakul ki (Hubalek és Halouzka, 1999).

A WNV hazai ebfordulaséat elsként szeroldgiai modszerekkel igazoltak 1969-beall@ és mtsai.,
1969). A '70-es években ragcsalok zoonotikus veustottségének feltaraséara irdnyuld gockutatdsok
kapcsan jelentették a WNV izolalasat 1972-ben @ikekéen qyjijtott erdei pocok Clethrionomys
glareolug mint4bdl, illetve 1976-ban a Kiralyrétenigitt erdei egérApodemus flavicolljsmintabdl
(Molnéar, 1982). Klinikai tunetekben megnyilvanuléazai betegségek hatterében 2003-ig nem
mutattak ki a nyugat-nilusi virus koroki szerepét. 2003-ban és 2004-ben Magyarorszagon

felbukkant nyugat-nilusi virustérzsek részletesgéata a jelen dolgozat egyiktemaja.
1.4. Az Usutu virus

Az Usutu virus prototipus torzsét (SA Ar 17T@)lex univittatudajba tartozé szunyogokat tartalmazo
pool-bdl izolélta Bruce M. Mcintosh 1959-ben (Mash, 1985). A szinyogokat az Usutu folyonél
gyijtotték a Dél Afrika Natal régiojaban talalhaté Naw nemzeti parkban, (Woodall, 1964; Williams
és mtsai., 1964). A virust Afrikaban kimutattdk m@gquillettidia (Mansonia) auritesMansonia
africana, Aedes minutués Culex perfuscuszunyogfajokbdl, valamin€Culex fajokbdl Ugandaban,
Szenegalban és a Kozép-Afrikai Koztarsasagban (AésurDiguette, 2005). Gerinces gazdak kozl
izolaltak a virust vorosési rigobol (Turdus libonyanus Nigériaban, futyll szarvasasibol
(Bycanistes fistulator sharpiia K6zép-Afrikai Koztarsasagban, zold bulkilgAndropadus virers
Nigéridban (Weissenbock és mtsai., 2007). A XX.zadhan csupan egy emberi megbetegétésr

szamoltak be Afrikdban: egy kiltéses lazas bélegkolaltak Usutu virust a Kozép-Afrikai
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Koztarsasdgban (Adam és Diguette, 2005). Afrikabahasem figyeltek meg USUV féressel
Osszefliggésbe hozhatd, jetesgbb (jarvanyos) megbetegedéseket vadonady haziallatokban; igy
a virust a JEV-szerokomplex egy keveéssé jékerdfrikai tagjanak tekintették és csekély tudono&ny

érdekbdés irdnyult felé (Nikolay és mtsai., 2011).

Jelenbs vadmadar elhullasokat figyeltek meg 2001 nyaenégsésszel Bécsben, a varosi parkokban
és kertekben (Weissenbtck és mtsai., 2002). A bélsiorvosi egyetem patoldgiai osztalyara
bekuldétt madartetemekben lymphocytas agigyllladast diagnosztizaltak. A jarvanytani helyzet
(nyar végi tomeges madarelhullas) és a korszovdihet (encephalitis) nagyon hasonlitott a WNV
amerikai felbukkanasakor megfigyeltekhez, ezért WIéni ellenanyagokkal immunhisztokémiai
vizsgalatot végeztek a virusantigének kimutatdsdreizsgalatok pozitiv eredményt adtak. A JEV-
szerokomplexbe sorolt virusok konzervalt genometéie (NS5-3'UTR) tervezett primerpéarokkal
sikerilt specifikus terméket amplifikalni, am a tedtid-szekvencia meghatarozasat és azonositasat
kdveen kiderllt, hogy nem a WNV, hanem az USUV bukKahAusztriaban. Bként helyben telél
madarfajokat, essorban feketerigokatT(rdus meruly érintett a jarvany, de a Bécsi Allatkertben
nevelt szakallas baglyolSt{rix nebuloshis a jarvany aldozataul estek. A virus varatkabukkanasa
Ausztriaban allat- és kdzegészségugyi, valaminnéseetvédelmi aggalyokat vetett fel. Intenziv
kutatasok indultak a virus tulajdonsagainakjfadulasanak és terjedésének vizsgélatara. Jelen

dolgozat ezeknek a kutatasoknak az eredménysitasott bemutatni.
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2. Anyag és modszer
2.1. Vizsgalati anyagok
2.1.1. Virustorzsek

A genetikai vizsgélatokhoz a virustorzseket hazak@lfoldi egyuttnikods partnerek bocsatottdk
rendelkezésiinkre. A nyugat-nilusi virus 1972-bemteie pocokbdl a Csehszlovdk Tudoméanyos
Akadémia pozsonyi viroldgiai intézetében izolat,az Orszagos Epidemioldgiai Kdézpont (Budapest)
részére visszajuttatott torzsét (WIN,Gresikova”) (Molnéar, 1982) Dr. Ferenczi Bke jovoltabol
vizsgalhattuk. Egy méitiri nyajban, 2004-ben idegrendszeri tlineteket @re elhullott juhbol a
Debreceni Allategészségiigyi Intézetben izolalt Wikkzset Dr. Kecskeméti Sandor kiildte genetikai
vizsgélatra. A WNV egy Csehorszagban izolalt viitstét (Rabensburg virus) Dr. Zdenek Hubélek
(Cseh Tudomanyos Akadémia, Esthiologiai Intézet, Brno, Csehorszag) adta at midgsl A WNV
torokorszagi izoldtumait Dr. Koray Eygunar (Hacp#teEgyetem, Ankara, Torokorszag) biztositotta
vizsgalatainkhoz. Az Usutu virus Ausztriaban, 20@t-feketerigé agyvébdl izolalt térzse (939/01)
Dr. Norbert Nowotny-t6l (Bécsi Allatorvosi Egyetekiinikai virologiai osztaly) szarmazik. Az Usutu
virus csehorszagi izolatumat szintén Dr. Zdenekétakikel egylttrikddésben vizsgaltuk. Az USUV
dél-afrikai, prototipus térzsét (SA Ar 1776) Dr.nést Gould (Centre for Ecology and Hydrology,

Natural Environment Research Council, Oxford, Editdsiralysag) bocséatotta rendelkezésiinkre.
2.1.2. Gerinces gazdakboligiptt mintak

A kutatadsok kezdetén élsorban elhullott vagy klinikai tineteket mutato ihdagy vadmadarakbol
szarmazo6 mintakat vizsgaltunk. A mintak legjetsebb része az Orszagos Allategészségugyi Intézet
(jelenleg Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatallat-egészségiigyi Diagnosztikai lgazgatosag)
korbonctani osztalyaira érkezett, és kutatasi egyikibdésben Dr. Ivanics Eva, Dr. Glavits Robert,
Dr. Erdélyi Karoly, Dr. Dan Adam és Dr. Ursu Krism kozvetitette a genetikai vizsgalatokhoz. Az
aktiv és passziv felm&r(suveillance és monitoring) vizsgalatokhoz a haizasgalati anyagokat az
orszag szamos pontjarol {giottik be. A vadmadar-mintak egyik legjeléseébb forrasa az Ocsai
Madarvérta volt (Dr. CsofgTibor, ELTE TTK jévoltabdl). Emellett szamos mintdyijtottink a
Korés-Maros Nemzeti Park kdrnyezedébPuskas Laszld, Kordsladany szives kodrkiaésével), a
kardoskuti kékvércse koloniabdl, és a Hortobagyindeti Park teriletét. Tovabbi vadmadar mintak
érkeztek az Magyar Madartani és Természetvédelpedidet munkatarsaitol, as¥arosi Allat- és
Novénykerttsl (Dr. S6s Endre és Dr. Molnar Viktor jévoltabél & Szegedi Vadasparkbol (Veprik
Rébert kozvetitésével). A kulfoldi madarmintak laggobb része Dr. Herbert Weissenbock (Bécsi
Allatorvosi Egyetem, Patolégiai Intézet) kdzvetiésl kerilt virologiai vizsgalatra. A keakbol
(Nestor notabiliy gyiijtétt mintakat Dr. Gyula Gajdon (Bécsi Allatorvoggyetem, Messerli
Kutatointézet) bocsatotta rendelkezésunkre. Egyzeétizi kutatasi projekt (EDENext EU FP7)
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keretében nagyszamua vadmadar-minta vizsgalatatztidgel. Ezeket Spanyolorszagban (Dr. Jordi
Figuerola, CSIC, Dofianai Biologiai Allomas) és Rama&an (Dr. Kiss Botond és Dr. Mihai Marinov,
Duna Delta Intézet, Tulcea) gjyotték. Usutu virussal fefzott olaszorszagi vadmadar mintakat Dr.
Giovanni Manarolla (Milan6i Tudomanyegyetem, Allatosi Patologia Tanszék), Giacomo RosSi
(Camerino Egyetem, Allattudomanyi Tanszék, Matgliéa Paolo Mani (Pisai Egyetem, Allatorvosi
Patologia Tanszék) kuldott vizsgalatra. Az USUVjevEelbukkanasaval kapcsolatos kutatashoz Dr.
Hanspeter W. Steinmetz (Zirich-i Egyetem, Allatkesgzotikus- és vadallatok klinikaja) szolgakatt
a vizsgalati mintakat. Elhullott vadmadarak tetemmllett olykor vérmintakat, garat-szajiregi és
cloaca-bélsar tamponmintakat isiggttink éb madarakbol. A vérvételekhez az esetek tobbséggben
szarnyvénat (. cutanea ulnaris vettiik igénybe, néhdny madarnal pedig a labvénaimedialis
metatarsali} vagy a nyaki vénatv( jugularig. Bérfertétlenitést kdveien, nyilt rendszér vérvételi
technikaval dolgoztunk, a levett mintdkat 1 ml-e8wekbe gijtéttik, majd a mintak feldolgozasaig
hiitve taroltuk. A levett vér mennyiségénél mindigyBitemmel voltunk a madar testméretére. Az
tamponmintdkat diyriizésre befogott madarakbdl vettik, boditas nélklintdwételezésre steril,
kisméreti tamponokat hasznaltunk, melyet a mintavétel uténl doszfatpuffer oldatban, 1 ml-es
mikrocentrifuga cstvekben, -70°C-on taroltunk. Athudlott madarak tetemeit a koérbonctani
vizsgalatig -20°C-on taroltuk. A mintavételezésekgaen esetben hatdsagi engedély birtokaban és az
illetékes nemzeti parki igazgatésag értesitésétetiém végeztik. A mintadijtések kapcsan a

madarak nem karosodtak.

EmIésok kozil a legtdbb vizsgalati minta lovakbdl szarott. A mintak dordt tobbségét Dr. Kutasi
Orsolya (SzIE, AOTK, Nagyallatklinika, () és munkatarsai (Dr. Molnar Beéata, Dr. Sardi Séara)
gyijtotte. EB lovakbol elésorban vér és cerebrospindlis folyadék (liquor) takat kaptunk. A
mintavételezések az allatorvosi szakma szabalyairgza I6tulajdonosok beleegyezésével torténtek.
Az UllI6i nagyallatklinikdn elpusztult vagy oda kérbonctaizisgalatra kildétt lovakbél Dr. Biksi Imre
gyijtott szovetmintdkat virolégiai vizsgalatok céljarausztriai véraddkbal dijtott plazmamintakat

az ausztriai voroskereszt felkérésére vizsgalaiirusok jelenlétére.
2.1.3. Szanyog vektorokbdl gjgott mintak

A nyugat nilusi virus és az Usutu virus elterjegések és vektor fajainak felmérése céljabol
csippszinyog mintakat dytottink. A magyarorszagi szunyodgiéseket entomologus kollégak,
elsssorban Dr. Papp LaszI6 és Dr. Soltész Zoltan (Tseetéudomanyi Mlzeum, Allattar) végezték.
Jelenbs szamu szunyogmintat ijyott még Antal Laszlé és Toth Mihdly (Debreceniyetem,
Természettudomanyi Kar), Kemenesi Gabor (Pécsi tegyeSzentagothai Janos Kutatékdzpont) és
Saringer-Kenyeres Marcell (SzIE, AOTK, Bioldgiaitdaet). A gyijtéseket elésorban az év
legnagyobb szlunyogaktivitast mutatoésdakaban, majustdl szeptemberig végeztik, bar egyes

esetekben betelgl atteleb, vagy tavasszal aktivwa valdé szdnyogokat i§jtgytiink, hogy a virus
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attelelésének egyes kérdéseit vizsgaljuk. A legatib hazai felmérést 2011 és 2012 években
végeztik (Szentpdli-Gavallér és mtsai., 2014). Aszég hat megyéjében, dsszesen 2Aijtdfyelyen
folytak a mintagyjtések: Baranya megyében négy helyen (Pécs kornélastavak, sumonyi
madarvarta, mohéacsi Duna holtag, a Drava arterevddmabolcsndl), Szabolcs-Szatmar-Bereg
megyében 6t helyen (a Tisza arterében két hely@nnkcsaras terlleten és a kisvardai viztarozondl),
Hajdu-Bihar megyében hat helyen (Debrecen varoskiighan, Debrecen-kornyéki ékben két
helyen, két halastonal, valamint a Hortobagyi NeirRark szikes pusztajan), Békés megyében négy
helyen (Kardoskut kdzelében egy kékvércse kolomiés&gy juhhodalyban, egy kordsladanyi udvar
galambddcéban és egy dévavanyai udvar tyukoljabasegésoljaban), Pest megyében egy helyen
(6csai borospincéknél), és Bacs-Kiskun megyébeéabiovegy helyen (fetereki kacsatelepen). Az
atteleb szunyogokat baromfi6lakban, pincékben, hodalyokBantehénistallokban 6jottek. A
gyijtésekhez kulonbdz modszereket (fénycsapda, aspirator, testre szsdliinyog) szimultan

alkalmaztak. A szinyogokat feldolgozasig élve vimyasztva taroltak és szallitottak.

Kulféldi szanyogmintakat Dr. Bernhard Seidel (Petseug, Ausztria), Dr. Zdenek Hubélek, Dr. Anna
Papa (Arisztotelész Egyetem, Thessaloniki, Goragmsés Dr. Ndria Busquets (Allategészségiigyi
Kutatokdzpont, Barcelonai Egyetem, Cerdanyola deklleVs, Spanyolorszdg) bocsatott

rendelkezésiinkre.

2.2. A mintak ebkészitése, nukleinsav kivonas

A gerinces gazdafajok elhullott egyedeit kérbonictarsgalatnak vetettiik ala. Vadmadarak esetében
részben elletriztiik és rogzitettiik a madarak azon adatait, nkely@z ornitologusok juttattak el
hozzank (faj, ivar, kor, elhullas helye és idegehoncolas soran megfigyelt elvaltozasokat, illetiel
talaltunk egyedi jelolést, az allatok iy, illetve chipszamat. A vizsgalat soran mintat ekt az
agyvebbdl virus nukleinsav kimutatasara, illetve kilonb&zervekbl (agy, I€p, maj, vese, bél, bursa
Fabricii, tid, sziv) immunhisztokémiai és szévettani vizsgalagbkégzéséhez. Lovak esetében a
kiséiraton szerep, azonositd és kor@meényi adatok mellett feljegyeztik a korbonctaasgélatok
sordn esetleg medfigyelldet elvaltozasokat. Virusizolalasra, nukleinsav-kinkastea, illetve
korszovettani és immunhisztokémiai vizsgalatokeésgirban az idegrendszer szévetéilaz agy és a
gerincveb kiulonbod terlleteil) valamint egyes zsigeri szervektb(foként maj, lép, vese, tad
nyirokcsomok) gyjtottuink mintédkat. A szunyogmintdkat 6ekér entomologus kollégak
sztereomikroszkép segitségével, morfologiai jeggédpjan (Becker és mtsai., 2003; Kenyeres és
Téth, 2008) egyedileg azonositotték, illetve fapri gyiijtési hely és idpont alapjan maximum 50
egyedet tartalmazé csoportokba (pool) rendezték. mitakat tovabbi feldolgozésig -80°C

hémérsékleten taroltak.
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A szervmintakat és a szunyogmintdkat agkés$zités soran steril fulkében, dérzsmozsarban] ste
kvarchomok segitségével homogenizaltuk és 1:10ybhedn higitottuk foszfatpufferrel (phosphate-
buffered saline, PBS). A homogenizatumokat 10 get&00 xg gyorsulason centrifugaltuk. A virus
kimutatasara irdnyulé vizsgalatokat a feluluszokiébeztik. A tamponmintakhoz 1,5 ml PBS-t
adtunk és razo-kevégép (vortex) segitségével kimostuk dek a valadékot, majd a fent leirt
sejtmentesét centrifugélast kovéen a feluliszokat vizsgaltuk. Az alvadasban gatéhmintakbol
fehérvérsejteket tisztitottunk: 10 percig tartd6 A5@ gyorsuldson végzett centrifugalast kéeet a
fehérvérsejtek rétegét (buffy coat) pipetta segésel 6sszedytottik. A szennyed vorosvérsejteld
haemolizis sokk modszerrel tisztitottuk meg a fedsejtben gazdag frakciot: steril desztillalt vilzb
9 ml-t mértink a vérsejtekre és 40 masodpercig rkigkeEz kdveten 1 ml 10x tdménységPBS
oldattal allitottuk vissza a fizioldgias ozmotikngomast. Centrifugalast koven (10, 1500 g) az
Uledéket alkotd fehérvérsejteket PBS-ben vagy tapéiekban reszuszpendaltuk. A szeroldgiai
vizsgalatok céljara dytott véreket az alvadast kdven centrifugaltuk (5°, 2000 xg), a savokat

Osszegiijtottik és tovabbi vizsgalatokig -20°Grhérsékleten taroltuk.

A mintdban virus-nukleinsav jelenlétének kimutatas@ranyulé vizsgélatokhoz RNS kivonast
végeztink. Leggyakrabban a QlAamp Virus RNA Miniteéi haszndltuk (Qiagen, Hilden,
Németorszag), a gyartd utasitdsai szerint. A mbdBkvett 140 pl mennyiség sejtmentes
fellluszokbdl ebszor alkalikus lizis segitségével roncsoltuk a sfebérjéket és kiszabaditottuk a
virusok nukleinsavat. Ez kowgn etanollal precipitdltuk a nukleinsavakat és latografias
modszerrel tisztitottuk. Végul 60 ul térfogatu édupufferrel oldottuk le a virusRNS-t az oszlopok
matrixarol. Nagyszamu minta feldolgozasa, kilonéseaiunyogmintak vizsgalatraskészitése soran
automatizalt rendszereket hasznéltunk: félautorsab@ethomogenizald (Qiagen) segitségével tartuk
fel a mintakat, melyeket 10.00@ 'gyorsulassal centrifugaltunk 10 percig. A virusRRKvonasa 100
pl feltliszébdl automata X-tractor Gene nukleingiwond robottal (Corbett Robotics Pty. Ltd.,
Queensland, Ausztralia) és a Total RNA Isolatiot)y Kucleospin 96 RNA (Macherey-Nagel, Duren,

Németorsz4g) segitségével tortént.
2.3. Reverz-transzkripciés polimeraz lancreakcié

A direkt viruskimutatdsi modszerek kozil leggyakab a reverz-transzkripcidos polimeraz
lancreakcié (RT-PCR) segitségével vizsgaltuk a d@kivan flavivirusok (WNV és USUV) jelenlétét.
A konvenciondlis (endpoint) RT-PCR vizsgalatokhékéint a QIAGEN OneStep RT-PCR Kit-et
haszndltuk, a gyartdé utasitdsai szerint. A reakeiyek a flavivirus-specifikus, oligonukleotid
primereket 0,8 UM koncentracioban tartalmaztak.efirges gazdakbdl szarmazo mintakat (dént

szOveti homogenizatumokat vagy fehérvérsejteketdéssetban a WNV, JEV és MVEV

genomszekvencidinak illesztése segitségével azotipsiz NS5 gén és a 3'UTR régid teriletén

taldlhatd, efsen konzervalt genomszakaszok szekvenciai alagjérezett, degeneralt primerpér
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(WNV3H: 5'- GARTGGATGACVACRGAAGACATGCT-3'; és WNV2r 5-
GGGGTCTCCTCTAACCTCTAGTCCTT-3’; Weissenbock és mtsaD02) segitségével vizsgéltuk.
Egyes esetekben a virusok teljes genomszekvenkiéieghatarozasat végeztik el. Ehhez a genom
atfeds szakaszait virus-specifikus oligonukleotid prinkdeed feleGsitettik, majd az amplifikacios
termékek szekvencidit meghataroztuk és azokat é#&edoatterliletek segitségével 6Osszeféigg
szekvenciava alakitottuk. Az USUV és a WNV egyeszgéinek teljes genomszekvencia

meghatarozdséhoz hasznélt primerek szekvenciaibatablazatok tartalmazzak.

2. téblazat: Az Usutu virus teljes genomszekvenaléfelesitésére és szekvenalaséara hasznalt
oligonukleotid primerek.

Név Szekvencia (5' — 3") A te”',‘e." merete
(bazispar)
Usulf AGWMGTTYRYCTGCGTGARC 740
Usu603f TGTGAKGAYACYATCACKTA 1112
Usul714r GTGGCRTGHGSYTCTTCAAA
Usu2328f CTCTTTGGRGGRATGTCHTG 818
Usu3145r GTGCADGATTTKACYTCTCC
Usu3606f AAGAGGTGGACGGCCARRHT 1152
Usu4759r GTGTGCCAYAGYGTGTGGAA
Usu4251f ATGTTYGCCATYGTWGGDGG 1142
Usu5392r TGGCACATSACATCMACKAT
Usu5454f ATGGATGAAGCYCATTTCAC 337
Usu5790r GGTAYTCYGTMTCATAGGAC
Usu6585f ATGGCTCTYGARGARCTRCC 773
Usu7357r TTCATKATDCCAGCVGCTGT
Usul0596f | GWAAGCCTCYCAGAACCGTCTCGGAAG 419
Usul1014r | AGATCCTGTGKTCTWSYYCMCCAYCAG
Usu306r TTGCCGTGGTCTTGTTGATG 328
Usu731r CGCTTCGAGTGTCTGGTTCT 740
Usu488f GACCATCAACGCGACTGATA 914
Usul401r CAGAGCTGGTAGAACCATGT
Usul155f CTAGCCACTGTCTCATATGT 495
Usul1600r ATGTAGTATGCCTCGGTGTT
Usul537f GGTTGAACACCGAGGCATAC 973
Usu2505r CTTGTCCACAGCGCAACTCT
Usu2383f ATCGCACTGGTGATGTTAGC 625
Usu3098r CAGCCGTCCCAATTATTGAG
Usu3067f TGACTGAGACAGCTCAATAA 692
Usu3666r TAAGCAGGTCAGTGTAAGTG
Usu3653f CACTGACCTGCTTAGGTATG 1943
Usu5645r GCACCTCAGCTTGTATGTCT
Usu3657f GACCTGCTTAGGTATGTTCT 1493
Usu5204r ATCACTGTCAGCTGCTTCTT
Usu4005f TGGCATGAGACTGCTCTACC 515
Usu4519r ATGCCGTCATACGGATGACC
Usu4403f CAGCCAACGCCTAGATGTAA 656
Usu5358r CCACTATCTCTGTGCCACTA
Usu4763f TGGTGAAGGAAGGCTCACTC 318
Usu5080r ACGATGGCACTGACATACGA
Usu5201f AGAAGCAGCTGACAGTGATG 465
Usu5625r GCACCTCAGCTTGTATGTCT
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Usu5569f CCAATGCACCAGTTACAGAC 202
Usu6270r ACTTCCTGTCGGTGTACTGT
Usu5709f TCGTCGCTAGTGTGAAGATG 1572
Usu7303r CCGCAGTGATCAGAGTTGTT
Usu6217f ACTGCAGACCTGCCAGTGTG 392
Usu6607r AGAGCGTCCGGCAACTCTTC
Usu6522f TATCTGGTGGCGACAGCTGA 433
Usu6954r GTTGACGTGTGCTGGAGAAT
Usu7272f CCAAGTGTCGTTAACAACTC 1984
Usu9175r TTCAACACCTCCTCCAGAAT
Usu7314f AGAACAGCGGCCGGAATCAT 720
Usu8033r GACAAGGTTCCAGCCATAGC
Usu7757f AAGAGGCCATCACTGAAGTC 843
Usu8599r TTCCGTGGTAGGTCCAGGTC
Usu8044f GCGGAGTGGACGTGTATTAT 546
Usu9179f AGGAGGTGTTGAAGGACTTG 436
Usu9614r CCAGGTTCTCACAGCGTATT
Usu9600f GCTGTGAGAACCTGGCTCTT 635
Usul0257r CCTGGTTAATGGCTGCGTAG
Usul0746f CAAGCGAACAGACGGTGATG 270
SAARbG44f ACCAGTGCTGGATTAGAG 855
SAAR6804r CATGAGCAGAGCCAGCAATA 477
SAAR9532f AACATTGCCGTCCAGCTCAT 617
SAAR10124r TCCACACTTGTCCACACTTC
WNV9031f TACAACATGATGGGVAARAGAGAGA 1085
WNV10091r AGCATGTCTTCYGTBGTCATCCAYT
WNV10090f GARTGGATGACVACRGAAGACATGCT 753
WNV10807r GGGGTCTCCTCTAACCTCTAGTCCTT
WNV10460f GCCACCGGAAGTTGAGTAGA 442
WNV10889r GCTGGTTGTGCAGAGCAGAA

2ddlt betivel szedettdegeneralt, JEV-szerokomplex-specifikus primerek
SAAR: primerek az SA Ar-1776 tbrzs egyes genométeiihek felefsitésére hasznalt primerek
WNV: WNV-specifikus primerek (Weissenbdck és mts2002)
A szamok a primer szekvenciak hozzéleges helyét mutatjak a MVV, JEV és WNV szekvenciak
illesztésével készitett, konszenzus szekvenciaban
f: genomikus (forward) primer; r: komplementer @ese) primer

® Az Usu731r primerrel alkalmazott primer

¢ Szekvenald primer az Usulf-Usu731r amplikonon

4 Az Usulf primerrel alkalmazott primer

© Szekvenald primer az Usu7757f-Usu8599r amplikonon

" Szekvenal6 primer az Usu10596f-Usu11014r amplikono

9 Szekvenal6 primer az Usu488f-Usu1401r amplikonon

" Szekvenald primer az Usu5709f-Usu7303r amplikonon

' A diagnosztikdban WNV3f és WNV2r néven hasznétnerpar
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3. tablazat: Az egyes genetikai vonalhoz tartoadgay-nilusi virustorzsek teljes
genomszekvencidinak fetesitésére és szekvenalasara hasznalt oligonuklerinierek

Név Szekvencia (5' - 3') A tern)e.k merete
(bazispar)
WNVI 1f AGTAGTTCGCCTGTGTGAGC 388
WNVI 388r GCCGATTGATAGCACTGGTC
WNVI 82f AGCACGAAGATCTCGATGTC 986
WNVI 1067r | ATGATAGTCACGCAGCTGTC
WNVI 1005f | AGGAGTGTCTGGAGCAACAT 995
WNVI 1999r | AAGCCACTGACGAGATAGGA
WNVI 1864f | ACAACCTATGGCGTCTGTTC 1049
WNVI 2912r | CGATTCTGAGTCGGACATTC
WNVI 2847f | AGAACTCGCCAACAACACCT 774
WNVI 3620r | ATCTTGGCTGTCCACCTCTT
WNVI 3502f | CTCGTGCAGTCACAAGTGAA 957
WNVI 4458r | ATCAAGCCGCACATCAACTC
WNVI 4524f | GGTCTGTCTCGCGATTAGTG 500
WNVI 5023r | GTGAGCCTGATGTTCCAGTG
WNVI 5300f | CTGAGATGGCTGAAGCACTG 858
WNVI 6157r | TCTCACGCTCTGGTTGGTAG
WNVI 5303f | AGATGGCTGAAGCACTGAGA 162
WNVI 5464r | CCATCACGAACAGGTTGTAG
WNVI 6009f | GTCGCAAGTTGGTGATGAGT 298
WNVI 6236r | TCTGCAGTCCTCAACAGTTC
WNVI 6119f | ACGGACTGATCGCTCAATTC 1151
WNVI 7269r | AAGGAGTGTTGCCGCTGTTA
WNVI 7177f | TTCGTCGATGTTGGAGTGTC 993
WNVI 8169r CCGAATCGTCCTATGCTCTT
WNVI 8112f | TTGTGACATCGGAGAGTCCT 1068
WNVI 9179r | AGCCAGTGGTCTTCATTGAG
WNVI 8950f | GCCAGAGAAGCAGTTGAAGA 305
WNVI 9254r | CCAACTTCACGCAGGATGTA
WNVI 9134f | TTCTGGAGTTCGAGGCTCTG 1186
WNVI 10319r| CCGATGATTGCTCTGACTTG
WNVI 9445f | GGAAGAACCGTCATGGATGT 466
WNVI 9910r | GAGCTCTGCCTACCAATTCA
WNVI 10524f | CGCCACCGGAAGTTGAGTAG 501
WNVI 11024r| CTGTGTTCTCGCACCACCAG

4dslt betivel szedettdegeneralt, JEV-szerokomplex-specifikus primetekd. tablazat)

2000-crow3356 virustorzs (GenBank azonosit6: AF863 alapjan.

f. genomikus (forward) primer; r: komplementer (@ese) primer
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4. tablazat: A kettes genetikai vonalhoz tartozdgag-nilusi virustdrzsek teljes genomszekvenciainak
felersitésére és szekvenalasara hasznalt oligonukiearicgrek

Név Szekvencia (5' - 3') A tern)e.k merete
(bazispar)
WNVII 1f AGTAGTTCGCCTGTGTGAGC 200
WNVII 200r AGCATAGCCCTCTTCAGTCC
WNVII 81f TGGCACGAAGATCTCGATGT 874
WNVII 954r TGCCACCAGGAGCAATAGAA
WNVII 870f CCTCGTTGCAGCTGTCATTG 761
WNVII 1630r TCCATGGCAGGTTCAGATCC
WNVII 1584f CTTCCTGGTTCACCGAGAAT 908
WNVII 2491r CTTGCCTGCCAATGTCAATG
Usu 2328f CTCTTTGGRGGRATGTCHTG 818
Usu 3145r GTGCADGATTTKACYTCTCC
WNVII 3027f CAACATGGCTGTGCATAGTG 673
WNVII 3699r GCCGACGAGAATGACATATC
Usu 3606f AAGAGGTGGACGGCCARRHT 1152
Usu 4759r GTGTGCCAYAGYGTGTGGAA
WNVII 3861f GGCTTACTATGACGCCAAGA 594
WNVII 4454y CCATCATCATCCAGCCTAAC
Usu 4251f ATGTTYGCCATYGTWGGDGG 1142
Usu 5392r TGGCACATSACATCMACKAT
WNVII 5294f TTGCTGCTGAGATGTCTGAG 324
WNVII 5617r TGTCCGAGATAGGAGCATTG
Usu 5454f ATGGATGAAGCYCATTTCAC 337
Usu 5790r GGTAYTCYGTMTCATAGGAC
WNVII 5629f GCCTGGAACACTGGATATGA 616
WNVII 6245r TAAGCGAGCCAGACTGGTAA
WNVII 6127f TATCAGCCTGAGCGCGAGAA 932
WNVII 7058r ACGGCTGTCGTTACGGCATA
WNVII 6935f ATGACATTGGCAGCCTGTTG 672
WNVII 7606r ATCCTCCTCGCATGATGTGA
WNVII 7505f GAGAGGCTGGAATTCTGACT 653
WNVII 8158r GTTCTTCTACCTCGGCACTT
WNV 8078f CATCAGAAGCGAGCGACACA 744
WNV 8821r ACAGCCAGTTCGTGGTCTCA
WNV 8723f TCGGTCAACAACGAGTGTTC 739
WNV 9461r GAGATGACGTCCATCACAGT
WNV 9368f TAGCGCGGTCCATCATCGAG 733
WNV 10100r CCAACGTTCGACCGGAGTCT
WNVII 10023f CTGTTCCGCTGTGCCTGTCA 519
WNVII 10541r CGTGGATCACCTCGCAGCTT
WNV 9031f TACAACATGATGGGVAARAGAGAGA 1061
WNV 10091r AGCATGTCTTCYGTBGTCATCCAYT
WNV 10460f GCCACCGGAAGTTGAGTAGA 430
WNV 10889r GCTGGTTGTGCAGAGCAGAA
Usu 10596f | GWAAGCCTCYCAGAACCGTCTCGGAAG 419
Usu 11014r | AGATCCTGTGKTCTWSYYCMCCAYCAG

4dslt betivel szedettdegeneralt, JEV-szerokomplex-specifikus primetekd. tablazat)

virustérzs (GenBank azonosité: NC_001563) alapjan.

f: genomikus (forward) primer; r: komplementer (gese) primer
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5. tablazat: A harmas genetikai vonalhoz tartoadgay-nilusi virustérzsek teljes
genomszekvencidinak fetesitésére és szekvenalasara hasznalt oligonuklerinierek

Név Szekvencia (5' - 3') A tern)e.k merete
(bazispar)
Usulf AGWMGTTYRYCTGCGTGARC 386
Rab386r CTACTGATGGCGTTGGTGAG
WNV82f GGCACGAAGATCTCGATGTC 683
Rab764r CCATGAGTCTGAACCGTAAG
Usu603f TGTGAKGAYACYATCACKTA 1112
Usul714r GTGGCRTGHGSYTCTTCAAA
Rab1560f GTCAGTTGGCTCCAAGTCAT 836
Rab2401r GTGCAATGGACTTGTCTCTG
Usu2328f CTCTTTGGRGGRATGTCHTG 818
Usu3145r GTGCADGATTTKACYTCTCC
Rab3037f GTGCATAGCGACCTGTCTTA 691
Rab3728r CACCTGAGTTGGCTTCCATA
Usu3606f AAGAGGTGGACGGCCARRHT 1166
Usu4759r GTGTGCCAYAGYGTGTGGAA
Usu4251f ATGTTYGCCATYGTWGGDGG 1142
Usu5392r TGGCACATSACATCMACKAT
Rab5283f AGCTGCAGAGATGGCAGATG 204
Rab5919r CGTCCTTCTCCTTCAGTGAT
Rab5416f CCACAGAGTTCCGAACTACA 1331
Rab6748r CAGCCATCCAACAGAAGAAC
Usu6585f ATGGCTCTYGARGARCTRCC 764
Usu7357r TTCATKATDCCAGCVGCTGT
Rab6851f CTGGCGGTGTTCCTAATATG 555
Rab7405r GATTGGAGTCGTGCGTTCTA
Rab7290f GATGGCAAGCTGAAGCTATG 856
WNV8144r TCTTCTACCTCGGCACTTGA
Rab8058f ATGTGTTCTACCGGACCTCA 1110
Rab9181r CAAGCCAGTGGTCTTCATTC
WNV8723f TCGGTCAACAACGAGTGTTC 739
WNV9461r GAGATGACGTCCATCACAGT
WNV9368f TAGCGCGGTCCATCATCGAG 818
Rab10100r CCAACGTTCGACCGGAGTCT
Rab9480f AGCGGACAAGTGGTAACCTA 828
Rab10307r GATTATCGAACGGACCTGAC
WNV10090f | GARTGGATGACVACRGAAGACATGCT 240
WNV10807r| GGGGTCTCCTCTAACCTCTAGTCCTT
Usul10596f | GWAAGCCTCYCAGAACCGTCTCGGAAG 427
Usul11014r | AGATCCTGTGKTCTWSYYCMCCAYCAG

2ddlt betivel szedettdegeneralt, JEV-szerokomplex-specifikus primetekd. tablazat)
WNV: WNYV lineage 1 és lineage 2 -specifikus primefiel. 3. és 4. tablazat).

f: genomikus (forward) primer; r: komplementer (@ese) primer
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A primereket a Primer Designer 4.0 (Scientific aBducational Central) program segitségével
terveztiik és killonb@zszolgaltatoktol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Egyeséillamok; Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium, Microsynth AG, BalgaSvajc, stb.) szereztik be. Az RT-PCR
reverz transzkripcios l1épését (50°C, 30 perc) 945 perc inkubacié kdvette a reverz transzkriptaz
enzim inaktivalasa és a HotStarTag DNS polimerdwaiésa céljabol. A cDNS amplifikacioja 94°C,
40 masodperc denaturdcid, 57°C, 50 masodperc pepatas és 72°C, 1 perc lancszintézis
lépésekkel, 40 ismétléssel tortént. A reakciokaC7Z perc védgsszalszintézis Iépés zéarta le, amelyet
kovetben az elegyeket a készillék leallitasig 4°C-on t#@roh reakciokban pozitiv kontrollként
szovettenyészeten elszaporitott virustorzékekivont RNS-t, negativ kontrollként vizet haszmugilk.

Az amplifikacios termékek kimutatasara 5 pl termélqel 6x toménységfelvivépufferrel (Promega)
Osszekeverve, 1,4%-0s agardz-gélben elektrofotetizé8 V/gélcm fesziltség mellett, 70 percig. A
termékek hozzavékeges méretét molekulatomeg marker (100 bp LadBesmega) segitségével
hataroztuk meg. A nukleinsavat etidium bromid vapzal ekvivalens DNS festék (Greensafe,
NZYTech, Liszabon, Portugdlia) segitségével festetheg és UV fényben, 312 nm hulldamhosszon
vizsgaltuk. Az eredményeket elektronikusan dokuidéri és taroltuk (Kodak DS Electrophoresis

Documentation and Analysis System, Kodak, Rochesi8A).

Nagyszamu minta vizsgélata, illetve a mintdkbaarjééwy WNV vagy USUV nukleinsav mennyiségi
meghatarozasa céljabél TagMan modszerre alapulds videji (real-time) RT-PCR rendszereket
dolgozunk ki. A 2004-ben Magyarorszagon felbukkdmttes genetikai vonall WNV torzs teljes
genomszekvencidja (GenBank azonositd: DQ116961)jaamlatervezett primerek (WNV 5009f,
GAACGTCAGGTTCCCCCATT) és (WNV 5103r, GGCGCTTATGTAPACCATTAGG) 95
nukleotid hosszlsadgu genomszakas#sitenek fel a NS3 fehérje gén teriletén. A TagMeshe
(WNV 5050p, FAM-ATTGGATTGTATGGGAACGGCGTCATC-TAMRA)a termékre tapad és a
reakcid soran hidrolizalddik. A rendszert a #dlsiekben annyival maodositottuk, hogy TAMRA
helyett Black Hole Quencher molekulat hasznaltuknlrimereket és a probe-ot az AbiPrism Primer
Express 2.0.0 software (Applied Biosystems, USA)itségével terveztik. SuperScript Il Platinum
One-Step Quantitative RT-PCR System kitet (InvienogUSA) hasznaltunk a reakciok soran, a gyarto
utasitasai szerint. A reakcioelegyek 5 pmol genamigs reverz primert, valamint TagMan probe-ot
tartalmaztak. Az amplifikaciot Applied Biosystems30D Real-Time PCR System készulékben
végeztik. Minden mintat kétszer mértink fel a leraeA reakcio Bprogramja: reverz transzkripcio:
48°C, 15 perc, reverz transzkriptaz denaturacié Tés polimerdz aktivacio: 95°C, 2 perc,
[denaturacio: 95°C, 15 masodperc és primertapaéasstintézis: 60°C, 30 masodperc] 45
ismétléssel. A fluoreszcenciat az elongécios legag mértik. A nukleinsav mennyiségét abszolut
kvantifikaciés modban hataroztuk meg, az 578/10 WISl tisztitott RNS 1:10 aranyd higitasi
sorahoz viszonyitva. Az USUV nukleinsavanak kimagata kifejlesztett TagMan real-time RT-PCR
prébdban a genomikus (5- GCCAATGCCCTGCACTTT -3)s ékomplementer (5'-
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TCCCGAGGAGGGTTTCCA -3") primerek az NS5 fehérje géniletén aifsitik fel a 9721 és 9795
nukleotid pozicié kozotti terlletet (GenBank azdtddNC_006551). A TagMan probe (FAM- 5'-
CGATGTCCAAGGTCAGAAAAGACGTGC-3-TAMRA) a 9746 és 987 kozétti nukleinsav
szekvencaval hibridizal. A reakciokat ebben azlesets SuperScript Il Platinum One-Step gRT-
PCR System kittel végeztik; a reakcidelegy 0,2 pvidentracioban tartalmazta a primereket és a
probe-ot. Az alkalmazottdprogram: 48°C, 15 perc; 95°C, 2 perc; 45x [95°CniEsodperc; 60°C, 30
masodperc]. Ezt a modszert haszndltuk szunyogmint@kgélatara is, mivel a fent leirt,
konvencionalis RT-PCR modszerrel aspecifikus teekékképsddését tapasztaltuk; valamint
koérszovettani mintakbdl a virusRNS kimutatasarayeinazokban a formalinos fixalas hatasara a
nukleinsav toredezhetett, igy a nagyobb nieretmékeket amplifikalo diagnosztikai PCR rendskzere

nem mindig voltak megbizhatéan hasznalhatok.
2.4. Nukleinsav szekvencia meghatérozas és fildg@nelemzés

Az RT-PCR segitségével felmitett virusgenom-szakaszok szekvenciait a Samdger-$zalépitésre
alapuld szekvenalasi eljarassal hataroztuk meg. myiben csak egyféle termék képnptt az
amplifikacié soran, a szekvendlo reakciot méggn Quantum Prep PCR Kleen Spin Columns (Bio-
Rad, Hercules, USA) kit segitségével tisztitottakaaplikont. Ha tobb terméket is megfigyeltiink az
agarozgél-elektroforézis soran, akkor a megbateéreti terméket szikével kivagtuk és QIlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) segitségével kitisztitottakgélldl. A fluoreszcens festékkel jeldlt didezoxi
nukleotidok beépitésére szekvenald reakciokat thajto végre mindkét iranyban a PCR termékeken.
A szekvendl6 reakciéhoz az AmpliTag DNS polimegzalmu ABI Prism Big Dye Terminator cycle
sequencing ready reaction kitet (Applied BiosystebSA) hasznéltuk a gyartd utasitasai szerint. A
szekvenald6 PCR soran 30 ciklusban ismételtik a tké#e Iépéseket: 96°C, 30 masodperc
(denaturacio), 50°C, 10 masodperc (primer tapadasp0°C, 4 perc (DNS szintézis). A reakciét
kovetben a be nem épilt, fluoreszcensen jel6lt nuklektitica DyeEX 2.0 Spin Kit (Qiagen)
segitségével tavolitottuk el. Réviddel az elektréhis ebtt a reakcidelegyeket 100°C-os vizftibe
helyeztik 2 percig, majd jégen lgbttik. A szekvenciadk leolvasdsahoz ABI Prism 3Hhaiic
analyzer (Applied Biosystems) automata szekvenékzidéket hasznaltunk. Nagyobb szamu PCR
termék szekvenciainak meghatarozasdhoz szekvepdligaftatast is igényben vettink (Microsynth,

Balgach, Svajc).

A nukleotid szekvencidk azonositdsa céljabdl a @Badsical Alignment Search Tool (BLAST,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) szekvenéisszehasonlitd program segitségével 6sszevetettilk
azokat a génbanki adatbazisokban elhelyezett saeldlekal. A szekvencidkat egymashoz illesztettik
az Align Plus 4 for Windows 95 (Scientific and Edtional Software, version 4.00) és a ClustalX
Multiple Sequence Alignment (version 1.81) programeegitségével. A torzsfa-rekonstrukcids

vizsgalatokhoz &ltaldban a neighbor-joining stéitiak algoritmust (Saitou €s Nei, 1987) hasznakuk
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MEGA6 (Tamura és mtsai.,, 2013) program segitségéielttrzsfa stabilitasanak vizsgalatara
bootstrap Ujramintazasi vizsgalatokat végeztinkOigder ismételt torzsfa-szamitassal. A térzsfakat a

TreeView (Win32) program 1.6.6-0s verzitja segiéséd abrazoltuk.
2.5. Virusizolalas

A nyugat nilusi virus és az Usutu virus izoladlasés mesterséges elszaporitasara az egyes
kisérletekben kulénb&éz mddszereket hasznaltunk, olykor egyméassal péarhogam Kisérleti
allatoltasos izolalashoz leggyakrabban Ujszilotreket hasznaltunk. A virustartalma mintakbdl 1:10
aranyu PBS higitassal készitett homogenizatumakag&bum-mentesit centrifugalas (1500 x g, 10
perc) és sirés (220 nm porusatnigti sZiré) utan 0,4% szarvasmarha szérum albuminnal (bovine
serum albumin, BSA) és antibiotikumokkal egésditetti. Két napos, ismert kérokozoktdl mentes
(specified pathogen free, SPF) ICR egereket irdraalisan oltottunk 2Qul mintaval. Az egereket
naponta kétszer vizsgaltuk klinikai tlnetek kialdlsa szempontjabol. A sulyos idegrendszeri
tlineteket mutatoé egereken euthanasiat hajtottugtev@sofluran altatast kouetervicalis dislocatio).

A ledlt vagy elhullott egerek agyvebkzovetéBl a fent leirtak szerint homogenizatumot készitetu
€s azt vagy tovabb passzaltuk (egérben vagy seiwyéttzeten) vagy felhasznéltuk a vizsgalatok
céljaira (genetikai jellemzések). A baktérium-mestget hds-pepton és thioglikolat tartalma
taptalajra oltast kovéen, 37°C-os inkubaciéval ellénztik (Bakonyi €s mtsai., 2005a; Hubalek és
mtsai., 2010, Rudolf és mtsai., 2014). Embriongliktojasban tort&h virusszaporitashoz SPF
allomanybol szarmaz6 (VALO, Lohmann, Cuxhaven, Neémszag), 10 napos keltetési itlej
tyuktojasokat, valamint koztenyésztésbszarmazd, 8-10 napos keltetési idejudtojasokat
hasznaltunk. A tojashéj féttenitését koveéten az allantoisziregbe 500 pl inokulumot juttattatekil
injekciés ti és fecskendl segitségével. A mészhéj steril zarasat kimmeta tojasokat 37,5 °C
hémérsékleten tovabb keltettiik és naponta lampazaisglaltuk. Az embridk elpusztulasakor vagy
az oltast koveét negyedik napon a tojasokat 4°C-rétdtik, majd felboncoltuk. Az allantoisz
folyadékot Osszedijtottik. Az esetek egy részében az embridkat 4%udterolt paraformaldehid
oldatban fixaltuk, a kébbiekben pedig zsigeri szerveiket kérszdvettaniirdmunhisztokémiai
modszerekkel vizsgaltuk (Bakonyi és mtsai., 2008b)irusokin vitro szaporitasdhoz élsorban
afrikai z6ld majom Cercopithecus aethiopsvese (Vero E6), és sertés vese (PK-15) eiiedet
permanens sejtvonalakat, valamint 1ad embrié filasit primaer szovettenyészet sejtjeit hasznaltuk.
Az USUV sejtspektrumanak megismerése érdekében remiédhnyakrak ham (HelLa), 166tham
(ED), szarvasmarha vese (MDBK), nyul vese (RK-1d)tya vese (MDCK, DK), macska vese
(CRFK), aranyhotrcsog vese (BHK-21, BF), patkdnym (C6), karolinai dobozteks (Terrapene
carolina) sziv (TH1) eredét sejtvonalakat, valamint csiko vese és csirke ednfiibroblaszt primaer
szovettenyészeteket is felhasznaltunk (Bakonyi &sim 2005b). A sejteket altalaban 10% fotalis
borjusavo (FCS), L-glutamin és antibiotikum tartélrtdpfolyadékban (Earle’s minimal essential
medium [E-MEM], Gibco - Thermo Fischer Scientifiédaltham, USA) szaporitottuk 37°C-on, 5%
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parcialis CQ nyomasu légkorben. Rendszerint egy napos, 70-180%edettséfy szovettenyészeteket
fert6ztiink a virustartalma mintakkal, adszorpcios tekéwvel (Kecskeméti és mtsai., 2007, Bakonyi
és mtsai., 2007). A tapfolyadékot eltavolitottukzéivettenyészeteddr inokulummal fedtik a sejteket
és 30-60 percig inkubaltuk 37°C-on. Ezt kdest az inokulumot tapfolyadékkal lemostuk, majd 2%
FCS tartalmu tépfolyadékkal fedtik a sejteket églb inkubaltukoket (37°C, 5% C@. A
sejttenyészeteket inverz fénymikroszkép segitségédaponta vizsgaltuk sejtkarosité hatdsok
megjelenésére. A CPE azonositasawhetlen kontroll sejttenyészetekkel 6sszehasonlidgeztik.
Amennyiben CPE-t figyeltink meg, a vizsgalat céligggvényében jartunk el. Infektiv titer
meghatarozdsakor a CPE-t mutatd sejttenyészeteli@gyfeztik; virusizolalasi vagy virusszaporitasi
cél esetében a 70-100 %-os CPE-t mutatdé szoveHeetgk sejtjeit steril eszkdzzel eltavolitottuk a
tenyészbedény falarél, razo-keveréssel homogenizaltuk éwsabtoi felhasznalasig -80°C
hémérsékleten taroltuk. Ha nem tapasztaltunk sejtiirchatast, akkor az inkubacié 4-5. napjan a
szOvettenyészetet a fenti mddon eltavolitottuk aydezéedénylbl, majd a sejtek egyszeri
fagyasztasos-olvasztasos feltarasat és tlepittrifugalasat kbévéen a fellliszobol (] sejttenyészetre
oltottunk (vakpasszézs). A sejtspektrum meghat&érad iranyuld vizsgélatok sordn a
sejttenyészeteket Uveg targylemez (chamber slidd)letén szaporitottuk, majd a viruséett
sejttenyészeteket -20°C-os acetonnal fixaltuk. Ateket hematoxilin-eosin festést kogen
fénymikroszkoppal vizsgaltuk tovabbi sejtkarositatdsok (pl. zarvanyok) jelenlétére, valamint

immunhisztokémiai mddszert alkalmaztunk a viruggmek kimutatdsara (Bakonyi és mtsai., 2005b).
2.6. Allatkisérletek

Az el6z6 fejezetben emlitett, kisérleti allatoltdsos vizokilasi eljardsokon tul, az Usutu virus
biologiai tulajdonsagainak pontosabb megismerésikekében endls (egér) és madar (hazityuk,
hazilid) modellben vizsgaltuk a virus szaporoddéeképgét és patogenitasat. Az egérkisérletekhez egy
hetes életkor, SPF statuszt, NMRI vonalhoz taregéreket (Charles River Magyarorszag Kift.,
Budapest) hasznaltunk. Az allatokat a SzIE AOTKvdaytani és Mikrobiologiai Tanszékének
allathazaban tartottuk, a hatalyos allatkisérletélatvédelmi élirasok betartasaval (MAB engedély
szam: 70/2003). A fefzéshez az USUV 939/01 torzset hasznaltuk. Ezt astdirzset 2001-ben
izolaltdk Vero sejtvonalon Bécsbenigiptt, elhullott feketerigd Turdus merula agyszovetétl. Az
elékisérletek soran egy- és kéthetes, valamint haromapos egereket oltottunk 100, 1.000 és 10.000
TCIDsq (tissue culture infective dose 50%) mennyisggussal hastregbénfraperitoneal, i.p), 100

pl térfogatd inokulummal, illetve agybiantracranial, i.c), 250 TCIQ, mennyisé virussal 25 pul
térfogatd inokulummal. Az oltévirus maradékat atdeés utdn Vero sejttenyészeten titralassal
ellerdriztik. A fokisérletben az egereket 100 pl tapfolyadékban elkel.000 TCIR, mennyiséd
virussal ferbztik i.p. A kontroll egereket 100 upl virusmentes tapfolyd@é oltottuk. Az el$
fokisérlet soran 28 egeret féztink és 14 kontroll allatot tartottunk. Az egereadertizést kvaten

naponta vizsgéaltuk Klinikai tinetek megjelenésénegmeértik a testtomeguket, a sulyos tineteket
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mutatd allatokat C@Qsegitségével exterminaltuk. Emellett naponta B54éit és 1 kontroll egeret
extermindltuk a kisérlet 14 napja soran. A masbglksérletben 10 allatot feéztiink és exterminaltuk

a klinikai tinetek megjelenésekor, hogy a gerintivelvaltozasokat pontosabban tudjuk vizsgalni. Az
elss kisérlet soran extermindlt egereket felboncoltsila2 agy, tid, sziv, maj, 1ép, vese és vékonybél
szovetekBl mintat gyijtottink részben kérszovettani, immunhisztokémigiiré situ hibridizacios
vizsgélatra (4%-os pufferolt formaldehid oldatbar§szben virol6giai vizsgalatokra. A virolégiai
vizsgélatokhoz gg§jtott mintaknal allatonként és szervenként kildariseszkdzoket hasznéltunk és a
szovetmintakat feldolgozésig -80°Grhérsékleten taroltuk. A masodik kisérlet soran cagk- és
gerincveb mintékat gyijtottink korszovettani és immunhisztokémiai vizeddkra (Weissenbdck és
mtsai., 2004). Az USUV patogenitasat a haziszawly&$zul tydkban és ladban vizsgaltuk a Bécsi
Allatorvos-tudomanyi Egyetemen (Chvala és mtsdlQ%2 Chvala és mtsai., 2006). A tylk teési
kisérlethez (allatkisérleti engedély szam: 68.206/&rGt/2002) két hetes korl, SPF statuszu csirkék
(VALO; Lohmann, Cuxhaven, Németorszag) 18 egye@étzhaltuk fel. Tiz csirkét intravénas uton
(i.v.) ferztiink 10 TCIDso mennyiség USUV 939/01 térzzsel, 100 pl inoculomban. A Seiitt
madarakat és harom fézetlen csirkét (kontakt kontroll) izolalt allatszdian egyltt tartottuk.
Tovabbi 6t, nem feéiz6tt kontroll csirkét egy masik helyiségben neveitiA madarakat naponta
klinikai vizsgalatnak vetettik ala a férest kovet 14 napig, valamint a feéizott és kontakt-kontroll
egyedekBl kloaka és garat-tamponmintakatiggttink az 1., 2., 3., 4., 5., 7. 10. és 14. napon
Vérmintakat gyijtottink a ferézott és kontakt-kontroll egyedeidaz 1., 3., 5., 7., 10. és 14. napon. A
két-két ferbzott csirkét és egy-egy fémetlen kontroll csirkét elvéreztettink 3., 5., 70. és 14.
napon. A kontakt kontroll madarakat a 14. naporezi@ttik el. A ledlt &llatokat felboncoltuk,
korbonctani vizsgélatnak vetettik ala és szovetmkatt gyijtottink az agybol, sziih, tudobdl,
majbal, 1éplél, vesélsl, vékonybéllbl, mirigyes- és zazdégyomorbdl, valamint a hasnydlygbol. A
mintakat részben 7%-os pufferolt formalinban fixkltszévettani vizsgélatokra, részben -80°C-on
taroltuk virologiai vizsgélatokra. A 1ad féizési kisérletet (allatkisérleti engedély szama2@&/128-
BrGT/2004) koztenyészté8b szarmazd kislibdkon végeztik. A szarmazéasi allrban a
tenyészallatokat megvizsgéltuk flavivirusok elleslienanyagok jelenlétére és negativnak taléltuk
6ket. Napos koru libdk husz egyedét elkulonitettl(BShiztonsagi szirif) helyiségekben neveltlink.
Tizennégy napos korban 11 libat fetiink 5x16 TCIDs, mennyiséfj USUV 939/01 térzzsel,
mellizomba oltva (intramuscularm.), 500 ul inoculommal. A febtzott allatokat egyitt neveltik o6t
kontakt-kontroll libaval. Tovabbi négy nem fébtt madarat kilon helyiségben neveltiink. A
fertézést koveten a madarakat naponta klinikai vizsgalatnak vigtedda. Vérmintakat dijtottink a

3., 5. és 10. napon; klodka és garat tamponmintEdig a 3., 5., 8., és 10. napon. Harontitt és
két kontroll libat leéltiink az 5. napon; harom &eiitt, két kontroll és két kontakt kontroll-libatgig
ledltiink a 10. napon. A kisérletet a 22. naponukalk a megmaradé madarak elvéreztetésével. A
viraemia és az ellenanyagok megjelenésének vizégal&00 ul alvadasban gatolt vertig§ttiink

minden madar szarnyvénajabdl a fent emlitéipahtokban. A vérek lUlegditcentrifugalasat (6.700 x
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g gyorsulason, 5 perc) koven a plazmakat 6sszdijpttiik €s -80°C-on taroltuk. Az elpusztult vagy
ledlt madarakat korbonctani vizsgélatnak vetettidkés mintakat gijtottink az agy, sziv, maj, 1ép,
vese, tud, vékonybél, hasnyalmirigy, Fabricius-féle bursagscsedmirigy szoveteibl valamint a
szemekBl. A mintakat a fent leirtak szerint, mind korsztisei, mind viroldgiai vizsgalatokra
alkalmas korulmények kozott taroltuk. Véletlensizer kivalasztott nyolc liba szervmintaibol

bakteriologiai vizsgalatokat is végeztink.

A nyugat-nilusi virussal végzett allatkisérleteiplakcina-hatékonysagi kisérlet lovakban, Minke és
mtsai., 2011; patogenitas vizsgélata hazigalambbangdch és mtsai., 2015; virulencia markerek
vizsgalata egérmodellben; Szentpdli-Gavallér ésaimt2016) nem képezik jelen dolgozat alapjat,

ezért az alkalmazott mddszerek részletes ismeétetéem keril sor.
2.7. Szeroldgiai vizsgalatok

A nyugat nilusi virus és az Usutu virus elleni rdleyagok kimutatasara tobbféle moddszert is
alkalmaztunk. Kutatésaink kezdetén a szakirodalombam allt rendelkezésre USUV-fézések
indirekt diagnosztikajara kidolgozott mdédszer, €zdénas flavivirusok szerodiagosztikdjaban
hasznélatos modszereket adaptéltunk. Virus-nezdtélellenanyagok kimutatdsara modositott plakk-
redukcios virusneutralizaciés prébat (plague rédocheutralisation test, PRNT) alkalmaztunk (De
Madrid és Porterfield, 1974; Hubalek és mtsai.,Q9A vérsavo mintakat 56°Cémérsékleten 30
perces inkubalassal inaktivaltuk, majd 1:10-es ldlgipast koveten 1:2 ardnyl higitasi sort
készitettlink bélik, EMEM hozzdadasaval. A savéhigitdsokbdl 30 phnyiségeket dsszekevertliink
30 ul, 8-10 PFEh mennyiséfi USUV 939/01 torzset tartalmazo virusszuszpenziésaB0-60 percig
inkubdltuk 37°C-on. Ezt kowéen 60 pl, 3% fotalis borjusavot tartalmazé, EMENSftdyadékkal
készitett sejt szuszpenziot (PK-15, Vero vagy ladbed fibroblaszt sejtek) adtunk a savo-virus
keverékekhez és 37°C-on 4 oran at inkubadkét, majd 120 pl 2% karboxi-metilcellul6z (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Egyesiilt Allamok) tartalm( tébfadékot adtunk a sejttenyészetekhez és 37°C-on,
5% CQ tartalmu légkorben inkubéltukket 3-4 napig. A vizsgélt savomintakkal parhuzamosa
fertézetlen kontroll sejteket is szaporitottunk a temydemezeken. A savok esetleges sejt-toxikus
hatasanak vizsgéalatara az alaphigitdsokat virugdhdasa nélkil is inkubaltuk sejttenyészeteken. Az
alkalmazott virus mennyiségének elierésére virustitralast is végeztink a lemezeketamiat
ismert ellenanyag titér savot tartalmazé pozitiv kontroll mintdkat is fériink. A
szOvettenyészeteket naponta, fénymikroszképos alatgl elleidriztik. Az inkubécids id letelte
utan a tapfolyadékokat eltavolitottuk és 150 pl90,Naphthol Blue Black (Sigma-Aldrich) oldattal
megfestettik a sejteket (40 perc inkubaci6). Eztvekin a festéket eltavolitottuk, a
szOvettenyészeteket csapvizzel, kiméletesen dbkités UV-fény alatt megszaritottdket. A prébat
fénymikroszkdopos vizsgalattal biraltuk el. A titkahal megfigyelt PFU mennyiséghez viszonyitott 50,
70 és 90%-o0s plakkszam-cstkkenést mutatd higitbtsljegyeztik (Meister és mtsai, 2008).
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Az USUV haemagglutindl6é antigénjei ellen terfiukitt ellenanyagok kimutatdsara haemagglutinacio
gatlasi (HAG) probéat dolgoztunk ki a Japan encdpbalirus szerodiagnosztikgjaban hasznalt
protokoll alapjan (OIE, 2016). A haemagglutinaci@®ba ebtt a szOvettenyészeten elszaporitott,
USUV 939/01 virusszuszpenziobdl 4% BSA tartalmtdbqufferrel (pH 9) 1:2 aranyu higitési sort
készitettlink és 0,5% mosott lud vorosvérsejt-sarszpt adtunk a higitasokhoz. Az optimélis pH-t
kalonb6d pH-ja vorosversejt-higitd oldatokkal hataroztukgmA virushigitdsokat haemagglutinéacios
mikrolemezen 30 percig, szolimhérsékleten inkubaltuk a vorosvérsejtekkel. A viédsejtek
lelllepedését kovéen elbiraltuk a haemagglutinacio kialakulasat azeeg higitasokban. A
virusszuszpenzié 16 haemagglutinalé egység viausaltazott pH 6,2 kémhatadsu prébaban. A
haemagglutinacié-gatlasi prébakhoz a savomintal@C5r6meérsékleten 30 perces inkubalassal
inaktivaltuk. A nem specifikus haemagglutinalé Isat&aolinnal és mosott lad vordsvérsejtekkel
meritettiik ki. A savokbdl 1:2 ardnyl higitasi s@bokészitettiink, majd minden savohigitashoz 8
haemagglutindlé egység mennyisé@ntigént adtunk. A keverékeket 60 percig inkubaltu
szobalimérsékleten, majd 0,5% mosott I0d vorbsversejt mmuwiot adtunk a savo-virus
keverékekhez. Tovabbi, 30 perces inkubalast K@vetbiraltuk el a probakat. A vizsgalt savok
haemagglutinacié-galé ellenanyag titereként azegndgyobb savohigitast tekintettiik, amelyiknél

még nem alakult ki agglutinicié (Chvala és mtsas).

A nyugat-nilusi virus elleni szeroldgiai vizsgakitoz a kutatasaink kezdetén az Orszagos
Epidemioldogiai Koézpontban kifejlesztett, és a rutidiagnosztikAban hasznalt, indirekt
immunfluoreszcencias probat alkalmaztuk. Vero B&ket fertztink a WNV (WN,4, ,,Gresikova”)
jeld, lineage 1 térzsével (Molnar, 1982) és 3 nap idkidt kdveben a sejteket tripszin-EDTA oldat
segitségével levalasztottuk a tenyéedény falardl, majd centrifugalast és mosast kiaret
targylemez fellletére cseppentettiink a sejtszuzafidsl és acetonnal fixaltuk. Az 1gG tipusu
ellenanyagok kimutatasdhoz a savokbol 1:10 arahgphigitasokat kovéen 1:2 aranyu higitasi
sorokat készitettiink és minden higitasbdl 30 pkargylemezre kotott, fefzott sejtekre mértink.
Nedves kamraban inkubaltuk a targylemezeket 379@®0rpercig, haromszor mostuk (PBS oldattal,
5-10 percig), majd fluoreszceinnel jeldlt konjugatt (30 pl) mértink a sejtekre. A ludsavok
vizsgélatahoz Dr. Drén Csaba (MTA, Allatorvos-tudoyi Kutatdintézet) bocsatotta
rendelkezésunkre a fluoreszceinnel jel6lt, anti-lkdnjugatumot. A 16 és vadmadar savok
vizsgélatdhoz a Bethyl Laboratories (Montgomery, T§A), az emberi savék vizsgalatahoz pedig a
DAKO (Golstrup, Dania) altal éAllitott konjugatumokat hasznaltuk. A konjugatumziéadasat
kdvetben a lemezeket nedves kamraban inkubaltuk 37°G@percig, majd fluoreszcens mikroszkdp
segitségével birdltuk el a prébakat. Pozitivnakekéttik azokat a savohigitasokat, ahol a
virusfertzott sejtek citoplazméjaban gocszedtuoreszcens fénylést lehetett latni, ami elgértegativ
savoval kezelt, fedzott kontroll sejtekben esetlegesen megfigyétidét Az IgM tipusu ellenanyagok

kimutatdsara a savémintakat ioncsété¢omatografias modszerrel tisztitottuk (Nagy észde 1977),
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1:10 és 1:20 aranyu higitasokat 3 éraig inkubéadtulertozott sejteken, majd a fent leirt 1épésekkel
folytattuk az indirekt immunfloureszcencias profiatitasi és mtsai., 2011; Bakonyi és mtsai., 2013).
A WNV elleni ellenanyagok kimutatasara haemaggédia géatlasi probat is alkalmaztunk, Clarke és
Casals (1958) leirasa alapjan. A nyugat-nilusisveiterjedtségének szeroldgiai alapu felméréséhez a
leggyakrabban ELISA modszert hasznaltunk. Mivel avdsintakat kilonbdy allatfajokbol
(vadmadarak, baromfi-fajok, lovak, kutyak)igpttiik, a kompetitiv ELISA rendszerek hasznélata
volt a legcélszéibb, mivel azok barmilyen gazdafajbdl szarmaz6 samtanvizsgalatara alkalmasak.
A kutatdsok soran az ID-Screen West Nile Competitidulti-Species Kit (ID.Vet, Grabels,
Franciaorszag), és az Ingezim WNV Compac assayufioiogia y Genética Aplicada, SA, Madrid,
Spanyolorszag) éaltal gyartott kiteket hasznaltugvéhy idegrendszeri tiineteket mutato lovakbol vett
vérmintakban IgM tipusu ellenanyagok kimutatas&rdlaScreen West Nile IgM Capture (ID.Vet)
ELISA kitet alkalmaztuk. A neutralizalé ellenany&kg&imutatasara a fent leirt, PRNT probat
hasznaltuk (Meister és mtsai., 2007). A WNV linedgarototipus torzsét (Eg-101) sertés embrid vese
(SPEV) sejtvonalon, a hazai izolalasu, lineage Bustdrzset (578/10) Vero E6 sejtvonalon
szaporitottuk el. A savdmintakbdl 1:10 aranyu aigithsokat, majd 1:2 aranyd higitasi sort
készitettiink. A sejteket 4-5 napig inkubaltuk a &bdgitasokat, virust és karboxi-metilcellul6z

tartalmazé tpoldattal. A titereket 50, 80 és 90@dtlasi szinteken hataroztuk meg.
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3. Eredmények

3.1. Az Usutu virussal kapcsolatos vizsgélataieklerenyei
3.1.1. Az Usutu virus genetikai tulajdonsagai

Az USUV ausztriai felbukkanasa idején a virus gémettulajdonsagairdl csak nagyon korlatozott
adatok alltak rendelkezésre. BPavivirus genus egyes tagjainak filogenetikai 6sszehasealitdz
meghatarozték tobbek kozott az USUV dél-afrikait@iipus térzsének (SA Ar 1776) részeges genom
szekvencigjat (1035 nt, NS5 — 3'UTR, génbanki as@do AF013412; Kuno és mtsai., 1998). A
kutatdsunk egyik célja a virus prototipus torzsédelausztriai izolatuméanak teljes genomszekvencia
meghatarozasa és elemzése volt. A 2. tablazatbamertitett primerek segitségével atfed
amplifikacidés termékeket szintetizaltattunk az auaiz (939/01, Vienna 2001-blackbird) és a dél-
afrikai (SA Ar 1776) virustorzsek nukleinsavabol-RTR segitségével, majd a termékek nukleotid
sorrendjét direkt szekvenalds segitségével meglzaitkr és a szekvenciak illesztését kodeet
egybefligg (konszenzus) szekvencidkat alakitottunk ki. A 039brzs esetén 11066 nt, a SA Ar 1776
térzsnél pedig 11064 nt hosszUsagu genomszakagwesmgajat hataroztuk meg. A szekvencidk
elemzése soran egy feltételezett nyitott leolvakésetet azonositottunk a 97. és 10401. nukleotid
pozicié kozott. Meghataroztuk a 3434 aa hosszugddjprotein prekurzor szarmaztatott aminosav
szekvencigjat, és illesztettilk azt a JEV szerokemglgyes képviséinek (WNV, MVEV és JEV)
szarmaztatott aminosav szekvenciaival az egyesjédh&onzervalt szerkezeti elemek és feltételezett
enzim motivumok helyémlésének azonositdsa céljabol. A szekvencia hasguksalapjan a
virusfehérjék génjeinek sorrendjét, helyaesét, valamint a fehérjek méretét és heiglezét az 5.

tablazat szemlélteti.

Az USUV és rokon flavivirusok szarmaztatott aminosszekvenciainak pozicionalis illesztése
segitségével homolbég szakaszokat azonositottuokanrvirusok mar ismert, konzervalt szekvencia
motivumaival. A flavivirusok burokfehérjéjéberbfeirdulé 12 cisztein reziduum (aa poziciok: 3, 30,
60, 74, 92, 105, 116, 121, 190, 287, 304 és 335intagrin kobhely (Argsg-GlysggASpsgg), @ Virus
receptorfehérje sejtfelszini szulfatélt proteogtigkhoz koddésében részt véy Glugos €S ASpsy
reziduumok, megrzottek voltak. Hasonlé médon az NS1 fehérje distdlidakat kép# 12 cisztein
reziduuma (aa poziciok: 4, 15, 55, 143, 179, 288, 291, 312, 313, 316 és 329); az NS3 protein, N-
terminalis harmadaban helyeld, tripszin-szeilt szerin protedz katalitikus triddja (ktis Asps és
Sensy) és szubsztrat kéhelye (Glyizs, Sekss, Glyiss, Glyiss, Leliyg €s Glysy), a C-termindlis
harmadban helyédé RNS helikaz motivum (Asps-GluageAlasg-Hisygg); valamint az NS5 fehérje C-
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terminalis részén talalhatdé RNS-fiigBNS polimeraz motivum (Gly-AspsseASpssg) is homoldgiat

mutatott a rokon flavivirusok szekvenciaival.

5. tdblazat: Az USUV genomszervegse

Fehérje neve Nukleotid pozici§* Perkurzor polipmotgozicié** | A peptid mérete (aa)
anchored C 97-474 1-126 126
C 97-408 1-104 104
preM 475-975 127-293 167
M 751-975 219-293 75
E 976-2475 294-793 500
NS1 2476-3531 794-1145 352
NS2A 3532-4212 1146-1372 227
NS2B 4213-4605 1373-1503 131
NS3 4606-6462 1504-2122 619
NS4a 6463-6840 2123-2248 126
2k 6841-6909 2249-2271 23
NS4b 6910-7683 2272-2529 258
NS5 7684-10398 2530-3434 905

*Az NC_006551 génbanki azonositéju nukleotid szelcie szerint

**Az YP_164264 génbanki azonosit6ju aminosav szaekigszerint

A két USUV torzs nukleotid szekvenciainak 0Osszehhssa soran nukleotid szubsztiticiokat
azonositottunk. A 96 nt hosszusagu 5'UTR szakas&wom eltérést talaltunk (nt pozicio: 31, 32 és
38.). A nyitott leolvasasi keret szekvenciai 30&leatidban tértek el egymastol, amelyek kozul 25
eredményezett aminosav szubsztituciét. Ezeknektéreseknek az eloszlasat, valamint a énegtt

motivumok helyeddését az 1. abra és a 6. tablazat szemlélteti.

II‘IF’II | HH| | i §E ¢+ W |

B | |
rorm 1 II.I.l ni [ nm

i
Anc. LA " 2K A
G

U AR

[ Ns2a] NS NS 3

Jelmagyarazat

} mutacio @ integrin k&tdhely [J RNS helikaz motivum

| cisztein reziduum *  katalitikus triad A RdRp motivum

[ receptor kdtéhely + szubsztrat kotohely

1. abra: Az USUV két torzse aminosav szekvenciaelhései és mégzott szekvencia szakaszai
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6. tAblazat: Az USU\Két térzse és rokon flavivirusok aminosav szekiénak eltérései (A) és mégott szekvencia szakaszai (B)
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A: Az USUV Vienna (939/01) aminosav szekvencidjavainoldg aminosavat pont, deléciotdét jeloli.

B: m: : szulfatalt proteoglikan kéhely; *: tripszin-szeit szerin proteaz katalitikus triadja
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A 3'UTR régiéban a két USUV torzs 21 nukleotidban ¢l egymastdl (6. A tablazat). A 10945. és
10951. pozicio kozotti, oligo-A szakaszon az USWBAM1 torzs genomja két nukleotiddal hosszabb.
A JEV csoportra jellemtz 3’ hurokstrukturdk (CS2, RCS2 és TL2) kialakitéesa résztvey
nukleotidok (nt poziciok 10908 — 10929, 10830 —510&s 10886 — 10894) az USUV torzsekben is
megtartottak voltak. A két USUV torzs aminosav sagkcidi a C, preM, M, NS2b, és 2K protein
terlletén homoldgiat mutattak. Bar az anchored @dban a JEV komplex virusai kdzott nagy
véltozatossagot lehet medfigyelni, az USUV torzeslypan egy aminosavban (Val/pJatértek el
ezen a terlleten. Az E fehérje szakaszan 6t ditieféstett azonositani; ezek kdzil haromnal sgly
Thryos és Asnps;) a 939/01 térzs homolég a MVEV, JEV és WNV szekiékkal, mig a Gly
pozicioban a SAAr trzs homoldg azokkal. A Metpozicibban mind az 6t szekvencia eltért a
tobbitsl. Az NS1, NS2a, és NS4b régibban nyolc szubsifittalalhatdé, melyek nagy része
kuloénbozik a tobbi JEV-csoportba tartozé virusgdlAz NS3 és NS4a régiokban hét aminosavban tért
el egymastol a két térzs. A JEV szerokomplex vindaaltalaban valtozatos NS4b szakaszon két
aminosav eltérést lehetett talalni, mig a legnaby(05 aa) NS5 fehérje csekély valtozatossagot
mutatott (5 aa szubsziticid). A két USUV torzs mgakid és szarmaztatott aminosav szekvenciait
illesztettik egymashoz, valamint a génbanki add@bam elhelyezett 22 flavivirus genom
szekvencidhoz. A két USUV torzs nukleotid szekv@n®7%-os, aminosav szekvenciai 99%-0s
hasonlésagot mutattak egymashoz. A tobbi flavivikézil a legnagyobb hasonlésagot a JEV
szerokomplex virusaival talaltuk: MVEV 73%, JEV 71%s WNV 68%. A legnagyobb eltérés az
USUV szekvenciaktol a Tamana bat virus (TABV, 438&sdnldsag) esetében mutatkozott. A teljes
nukleotid és aminosav szekvencidk alapjan neigfdiomg statisztikai modszerrel szamitott

rokonsagi viszonyokat a 2. és 3. abran bemutaiasfak abrazoljak (Bakonyi és mtsai., 2004b).

Az USUV részleges nukleotid szekvencidjat mutattdlegy észak-kelet spanyolorszagi telepilés
(Viladecans, Katalonia) kézpontjaban, 2006-barijigyt, Cx. pipienspoolbdl (Busquets és mtsai.,
2008). A mintdbdl (MB119/06) RT-PCR moddszerrel fégdtett, atfed, USUV-specifikus nukleinsav-
szakaszok segitségével meghataroztuk a virus tg§aem szekvencigjat, majd illesztettik azt a
génbanki adatbazisokban hozzaféshetljes és részleges nukleotid szekvenciakhozlégefietikai
vizsgélatokat végeztiink a rokonsagi viszonyok lgséske (Bakonyi és mtsai., 2014). Hasonléan az
USUV dél-afrikai prototipus torzséhez (SA Ar 1778)spanyolorszagi virus (MB119/6) genomja
11064 nukleotidbdl all és 3434 aminosav hosszusadgliprotein prekurzort kédol. A korabbi
vizsgalataink sordn azonositott és fent részldtemetdrzott szekvencia szakaszokat az MB119/06
torzsben is megtalaltuk, bar az NS3 fehérje RN&&zimotivuma (DEAH/DEAD) utols6 aminosava
(H170D) eltért az 6sszes tobbi vizsgalt USUV tordkét
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Szunyogok-terjesztette flavivirusok

DENVZ~ WNV ey

CFAV DENV4

USUV VIENNA

TABY

2. &bra: Flavivirusok teljes genom nukleotid szeki@ alapjan készitett torzsfa.

A virusfajok réviditéseit az 1. tablazat tartalmaza JEV szerokomplex virusait sziirke hattér erkielA bal
alsé sarokban szeréplvonal a genetikai tavolsdgot mutatja. A bootsteaplizis mindegyik elagazasnal
1000/1000 értéket mutatott, kivéve az MVEV — USU&gazast (970/1000).

RBY MMLY Kullancsok-terjesztette flavivirusok

TABV

DENV2, USUV CFAV

SAAR USUV myEy
VIENNA

JEV

Szunyogok-terjesztette flavivirusok

0.1

3. &bra: Flavivirusok poliprotein prekurzor szartatatt aminosav szekvencidi alapjan készitett

torzsfa.

A virusfajok réviditéseit az 1. tablazat tartalmaz& JEV szerokomplex virusait sziirke hattér erkielA bal
alsé sarokban szeréplonal a genetikai tavolsdgot mutatja. Az 1000 is#sés bootstrap analizis érékeit az

elagazasokndl szergmzamok mutatjak. A nem jeldlt elagazasoknal adtoay érék 1000.
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Az MB119/06 és tovabbi 12 USUV torzs teljes genasksencigjat, valamint tovabbi két tdrzs
részleges nukleotid szekvencidjat (7. tablazageisssonlitottuk. A nukleotid hasonlésag 96,9% (SA
Ar 1774, Dél-Afrikai Koztarsasag, 1959) és 78,3%RA303, Kozép-Afrikai Koztarsasag, 1969)
kozotti értékeket mutatott, mig a szarmaztatottnasav szekvenciak hasonlésagai 98,8% (939/01,
Ausztria, 2001) és 94,4% (ArB1803, Kozép-Afrikai Kérsasag, 1969) kozott voltak. A filogenetikai
analizist otféle statisztikai algoritmussal (TamMel modellre alapulé maximum likelihood médszer
[ML], neighbor-joining médszer [NJ], minimum evoloh médszer [ME],unweighted pair group
method with arithmetic meamodszer [UPGMA] és maximum parsimony médszer [MiNgEgeztik.

A kulonbo® statisztikai feldolgozasok alapden hasonlo szerkeZettdrzsfakat eredményeztek,
csupan a bootstrap értékekben voltak eltérések. efyik legjobb felbontast és statisztikai

tamogatottsagu, ML mddszerrel készitett torzsfat.ara mutatja be.

{AT 2001

% I AT 2002

HU 2005

_EDI[;I' 2009 B
IT 2009 A

— GE 2011
SE 1993
CAR 1981
100 SE 2007
SE 1974
SP 2006 @

SA 1959

CAR 1969

MVEV

e
0.05

4. dbra: Usutu virusok teljes genom nukleotid seakiéi alapjan készitett torzsfa.

Az USUV szekvenciak kddjait a 7. tablazat tartalm@azAz Eur6paban kimutatott virusokat sziirke hétéeli
ki. A bal als6 sarokban szerépbonal a genetikai tavolsagot mutatja. Az 1000 ibsés bootstrap analizis
szazalékos érékeit az elagazasoknal szersgAmok mutatjak. A MVEV szekvenciaja kiltagkéntilagram

gyokerének becsléséhez szerepel a térzsfan.
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Izolalas / kimutatas

Kod Torzs / virus| GenBatlk’ Hivatkozéas
helye éve | gazdeeéktor azonosito
SA1959 | SA Ar1776| DE-Afkal 1959 | Cx.neavei | Avas3atz | Bakonyies
Kdztarsasag mtsai., 2004b
CAR 1969 | ArB1g03 | KOzep-Afrikai 1969 | Cx. perfuscus | KC754958 | Nikolay €s
Koztarsasag mtsai., 2013
SE 1974 | ArD19848 | Szenegal 1974 Cx. perfuscus | KC754954 Nikolay €s
mtsai., 2013
CAR 1981 | HBg1pog | Kozep-Afrikai 1981 | ember KC754955 | Nikolay es
Koztarsasag mtsai., 2013
SE 1993 | ArD101291| Szenegal 1993 Cx. univittatus| KC754956 Nikolay €s
mtsai., 2013
AT 2001 | Yienna Ausztria 2001 | feketerigd Av4s3ail | Bakonyiés
2001 mtsai., 2004b
. . s Becker és
AT 2002 Meise H Ausztria 2002 kékcinke JQ219843 mtsai., 2012
. L . Bakonyi és
HU 2005 Budapest Magyarorszag 2005  feketerigo EB206 mtsai.. 2007
i - Bakonyi és
SP 2006 MB119/06 Spanyolorszag 200B Cx. pipiens KF573410 mtsai.. 2014
SE 2007 | ArD192495| Szenegal 2007 Cx. neavei | KC754957 Nikolay €s
mtsai., 2013
. . . Savini és
[e
IT 2009A | Italia 2009 Olaszorszag 2009 feketerigd 2618698 mtsai., 2011
IT 2009B | Bologna/09| Olaszorszag 2009 ember HM569263 Galqu es
mtsai., 2013
HU10279 . Cx. . Véazquez és
SP 2009 09 Spanyolorszag 2009 perexiguus HQ833022 mtsai., 2011
BH65/11- . . _ Becker és
GE 2011 02-03 Németorszag 2011| feketerig6 HE599647 mtsai., 2012
SP 2012 Flavil Spanyolorszag 2012  énekes rigq K837 Hofle es misai.,

2013

* NS5 részleges szekvencia

Az USUV MB119/06 teljes genom szekvencia (a 4. afekete ponttal kiemelve) a SA Ar 1776

referencia torzzsel all a legktzelebbi genetikorsagban. Egy masik afrikai izolatum (ArD19848,

Cx. perfuscusSzenegal, 1974) helygdik k6z0s dgon az emlitett két virussal. A tébhitopai és
afrikai eredai USUV a torzsfa tovabbi agaiba rendeik.

Két tovabbi, Spanyolorszagban kimutatott USUV régek genomszekvencidja (NS5 régid) érhet

még el a GenBank adatbazisdban (Vazquez és mfdil, Hofle és mtsai.,, 2013). Ezeket a
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szekvencidkat is bevontuk a genom 8377. és 930kleatidja kdzotti szakasz filogenetikai

elemzésébe. Az ML mddszerrel készitett torzsfalfba) alapjan az MB119/06 USUV a legkdzelebbi
rokonsagban a HU10279 0K, perexiguus2009; Vazquez és mtsai., 2011) virussal all. Aika

Spanyolorszagban kimutatott virus (Flavil, énekgg, r2012; Hofle és mtsai., 2013) viszont egy
szenegdli virussal (ArD101291) és Eurdpaban kirotitatirusokkal all kdzelebbi rokonsagban. A
szarmaztatott aminosav szekvenciak ML moédszerrgketé filogenetikai vizsgélatai a nukleotid
szekvenciak alapjan készitett toérzsfakhoz hasardékezetet mutattak, viszont a bootstrap statiztik

értékek altalaban alacsonyabbak voltak.

AT 2002
851 AT 2001
HU 2005
gc)IT 2009 B
IT 2009 A
GE 2011
— SE 1993
——SP 2012
SE 2007
CAR 1981
SP 2006 ®
95
SP 2009
SA 1959
SE 1974
CAR 1969
MVEV

81

100

0.05
5. abra: Usutu virusok részleges genom nukleogkhv&nciai (NS5) alapjan készitett térzsfa.

Az USUV szekvenciak kddjait a 7. tablazat tartalm@|zAz Eur6paban kimutatott virusokat sziirke hétéeli
ki. A bal als6 sarokban szeréplonal a genetikai tavolsagot mutatja. Az 1000 i#sés bootstrap analizis
szazalékos érékeit az eladgazasoknal szeremmok mutatjadk. Az 70°%-nal magasabb értékekltedrizsak

feltlintetésre. A MVEV szekvencigja kiltagként adilam gyokerének becsléséhez szerepel a térzsfan.

Afrikai eredeti USUV-k (Nikolay és mtsai., 2013) és egy olasz etinimegbetegedégbizolalt virus
(Bologna/09, Gaibani és mtsai., 2013) genetikabsgdtatai soran a székz lehetséges virulencia
markereket azonositottak. Nikolay és mtsai.,, (2008gallapitotta, hogy az 1AV €s Mg
szubsztituciok jellegzetesek az afrikai / eurépamizéekre. Ezek alapjadn a lokuszok alapjan az
MB119/06 szekvenciaja az afrikai virusokéval egyanieg. A szerdk leirtak egy afrikai, emberi
megbetegedésbizoldlt térzs (HB81P08, Kbzép-Afrikai Kdztarsasd@81) szekvenciajdban egyedi
aminosav szubsztiticiokat {156S, Hoe77Y és Q7oH) valamint egy szakasz tédését az 3'-UTR
régioban (nt 10494-10510). Ezek az eltérések sktBHL9/06 torzsben, sem az olaszorszagi etiedet

emberi izolatumban nem voltak jelen. Gaibani ésamts(2013) két egyedi aa szubsztitaciot
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azonositott a Bologna/09 tdrzsben. Az E fehérjglGs mutaciét az MB119/06 szekvencigja is
tartalmazta, a tobbi vizsgalt térzs viszont nem. W35 fehérje By szubsztitdcidja csak az
olaszorszagi torzsben fordultéelA tobbi vizsgalt USUV szarmaztatott aminosav seekiahoz
viszonyitva az MB119/06 virus 24 egyedi szubsziiiitartalmaz (KoiR, V/IA11L, T1saM, D/IE;7G,
&73G1 A454V1 V563|a A636V1 H967Ya V/T1067|1 A1227V1 A1235T, L127d:1 |1460Va K164£1 H1771Y1 H1791D1
G198151 VZOOda P2301H1 N2355Ta D2552E1 H3055Y1 éS V3322|)-

Az egyéb eurdpai orszagokbol kimutatott Usutu \dkugenetikai jellemzésére a kbvetkdejezetben

kerdl sor.

3.1.2. Az Usutu virus kdzép-europabfekduldsa és terjedése
3.1.2.1. Ausztria

Az USUV ausztriai felbukkanasat kdgen elhullott madarak virolégiai vizsgélatara al@puyassziv
surveillance programot hajtottunk végre 2003 éb2airott, a virus éforduldsanak és terjedésének
felmérése céljdbdl (Chvala és mtsai., 2007). A @mogsoran, a 2001 és 2002 évek tapasztalatai
alapjan (Weissenbock és mtsai., 2003) a juliuzéptember kdzotti itbzakban gfjtottik a mintakat
Ausztria keleti tartomanyaibdl (Als6-Ausztria, BéBairgenland és Stajerorszag). A program kezdetén
a sajtd (helyi és orszagos terjesitémpok, radio- és televiziddmorok) segitségével hivtuk fel a
lakossag figyelmét a varhaté vadmadar elhullas@gadsztonodztilbket a mintdk giijtésére és
bekuldésére. A mintdk atvételében és szallitas@zansztrak hatdésagi allategészséguigyi szolgéalat
jelents segitséget nydjtott. A madartetemek feldolgozadsés viroldgiai vizsgalatara a Bécsi

Allatorvos-tudomanyi Egyetemen kerdilt sor.

A kutatds harom éve alatt 504 vadmadar tetemégaizgk meg és 107-ben mutattuk ki az USUV
jelenlétét. A 107 pozitiv madarmintdbél 100-at mRd-PCR, mind immunhisztokémiai médszerrel
megvizsgaltunk. 99 esetben mindkét vizsgalat poeitedményt adott, egy esetben csak az RT-PCR
volt pozitiv. A tébbi 7 pozitivnak biralt minta apjota nem tette lekaté az immunhisztokémiai
vizsgalatot, ezért ezeknél az RT-PCR eredménygaalaplapitottuk meg a fézottséget. A 2003-ban
megvizsgalt, 27 fajhoz tartozé, 177 madar 52%-3 (@& USUV fertzott. A legtbbb pozitiv madar
feketerigd Turdus merulavolt (87), de két széncinkdérus majoj, egy csuszkaSjtta europaen
egy énekes rigd Turdus philomelgs és egy vordsbegyE(ithacus rubeculn fertszottségeét is
megallapitottuk. A pozitiv madarak tetemeit juUliL& és szeptember 23. kdzottiggittek. A legtobb
pozitiv tetemet (az 0sszes 22%-at) a 34. hétenugatigs 18-24.) talaltak. 2004-ben 30 faj 224
tetemének vizsgalatara kerllt sor. 11 feketerigé)(Bintabdl lehetett a virus jelenlétét kimutathi.
pozitiv mintak 37%-at a 34. héten igtték. 2005-ben 103 madartetemet (19 faj) vizsy,
amelyek kozul négy feketerigd esetében lehetetutdini a virus jelenlétét. Harom pozitiv tetemet a
30. héten (julius 25.-31.) talaltak. A vizsgalt ragdtemek megtalélasi helyeit az 6. 4bra szemiléltet
Meghataroztuk 12 mintabdl kimutatott USUV részlegeskleotid szekvencigjat az 1159-2505 nt
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poziciok kozotti szakaszon (E fehérje régid). Aksemcidk 99,7-100% hasonldésagot mutattak az
USUV 2001-ben, Ausztridban izolalt térzséhez (93R/0A szarmaztatott aminosav szekvencidk
megegyeztek az ausztriai virusokban, kivéve egyettainosav szubsztituciot (MV) egy Bécsben,
2005-ben talélt feketerigdbol kimutatott virus ébein (Chvala és mtsai., 2007).

152 16° 17¢ 15° 16° 17° 15 16° 17°

6. abra: Elhullott vadmadarak vizsgélatara alapu®UV passziv surveillance 2003 és 2005 kdzott

kelet-Ausztridban

A térképeken a pontok a madartetemek megtaléldgeibhébrazoljak. Fehér: USUV-negativ madarak; egin

USUV pozitiv madarak — piros: feketerigo, zold:rezéege, kék: vérosbegy, sarga: csuszka

A passziv surveillance mellett szeroldgiai felthéizsgalatokat is végeztink 2003 és 2006 kozott
Ausztriai vadmadarakbdl ¢ijtott savomintakkal (Meister és mtsai., 2008). Antdkat a korabbi
felmés vizsgalatok alapjan USUV-endémias teriileteketijtgttiik. Osszesen 442 madar mintdjat
vizsgaltuk meg: 2003-ban 113 vérmintatig§ttink augusztus és december kozott, 2004-ben 109
vérmintat januar és oktéber kdzott, 2005-ben 19virdat marcius és oktober k6zott, valamint 2006
elss 6t hdnapjaban tovabbi 23 vérmintat a 2005-0s summo bekdvetkezett férések kimutatasara.
A vérmintakat figgdnyhaléval befogott énekesmadadbk2003: 14, 2004: 27, 2005: 91, 2006: 23), a
Bécsi Allatorvos-tudomanyi Egyetem madarklinikajénagykezelésre bevitt vadmadarakbdl (2003:
28, 2004: 2, 2005: 45), egy ragadozomadar rehédiiis kozpontban (Haringsee, Alsé-Ausztria, E
48°11’, K 16°46’) nevelt madarakbol (2003: 28, 2088), valamint kérbonctani vizsgélatra bekuldott
madarakbol (2003: 43, 2004: 80, 2005: 23Jij@tuk. A savomintakat haemagglutinacio-géatlasi
probéaval vizsgéltuk. A pozitiv (titer1:20) mintakat PRNT probéaval vizsgéltuk tovabb USWYNV

és TBEV elleni ellenanyagok jelenlétére. A prob&@¥-os gatlasi szinten biraltuk el, pozitivnak a

>1:20 titei savomintékat tekintettuk. A vizsgalatok eredménged. tablazat foglalja 6ssze.
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irAnyuld szeroldgiai felmérvizsgélatok eredményei.

» Fa bosg, 2008 204 08 2006 20082006
Magyar név Latin név pozitiv/ossz.  pozitiv/ossz.  pozitiv/éssz.  pozitiv/ossz.  pozitiv/ossz.
1 feketerigd Turdus merula 165 3/33 8/83 20/35 6/14 37/165
2 baratposzata Sylvia atricapilla R 23 12/23 12/23
3 urdli bagoly Strix uralensis 22 16/22 16/22
4 balkéani gerle Streptopelia decaocto 20 0/11 6/9 6/20
5 széncinege Parus major 19 01 0/9 3/9 3/19
6 erdei flulesbagoly  Asio otus 17 3/11 5/6 8/17
7 nagy fakopancs Dendrocopos major 16 2/7 3/9 5/16
8  vords vércse Falco tinnunculus 12 017 4/5 4/12
9  vordsbegy Erithacus rubecula R 11 5/11 5/11
10 macskabagoly Strix aluco 10 3/8 0/1 11 4/10
11 cso6ka Corvus monedula 10 0/3 6/7 6/10
12 énekes rigo Turdus philomelos R9 0/4 0/1 4/4 4/9
13 mezei veréb Passer montanus 9 0/8 0/1 0/9
14 szajko Garrulus glandarius 8 Y 1/4 2/2 4/8
15 szakdllas saskesélly Gypaetus barbatus 7 0/2 2/5 217
16 kék cinege Parus caeruleus 7 0/1 0/6 o/7
17 cserred nadiposzata Acrocephalus scirpaceuH 7 3/7 3/7
18 egerészolyv Buteo buteo 6 0/2 0/2 0/2 0/6
19 dolményos varjl Corvus corone cornix 6 0/2 3/4 3/6
20 vetési varju Corvus frugilegus T5 0/3 0/2 0/5
21 csuszka Sitta europaea 4 1/4 1/4
22 uhu Bubo bubo 3 1/3 1/3
23 barna rétihéja Circus aeruginosus H3 0/2 11 1/3
24 citromsarmany Emberiza citrinella 3 0/3 0/3
25 fusti fecske Hirundo rustica H 2 2/2 2/2
26 tengelic Carduelis carduelis 2 0/2 0/2
27 jégmadar Alcedo atthis 2 0/2 0/2
28 kis poszata Sylvia curruca H 2 1/2 1/2
29 kozép fakopancs  Dendrocopos medius 2 0/2 0/2
30 bitykds hattyd Cygnus olor 2 0/2 0/2
31 facén Phasianus colchicus 2 0/1 11 1/2
32 néadi sarmany Emberiza schoeniclus R2 1/2 1/2
33 mezei poszata Sylvia communis H2 1/2 1/2
34 gybngybagoly Tyto alba 1 1/1 171
35 hazi rozsdafarkd Phoenicurus ochruros R1 171 11
36 fenydpinty Fringilla montifringilla T 1 0/1 0/1
37 siketfajd Tetrao urogallus 1 0/1 0/1
38 erdei pinty Fringilla coelebs 1 0/1 0/1
39 csilpcsalpflzike Phylloscopus collybita R1 0/1 0/1
40 keresztcéri Loxia curvirostra 1 0/1 0/1
41 Kkerti poszata Sylvia borin H1 171 11
42 zoldike Carduelis chloris 1 0/1 0/1
43 molnéarfecske Delichon urbica H1 171 11
44 tékeés réce Anas platyrhynchos 1 0/1 0/1
45 filemile Luscinia megarhynchos H1 0/1 0/1
46 pava Pavo cristatus 1 11 11
47 fuggécinege Remiz pendulinus R1 0/1 0/1
48 kormos légykapé  Ficedula hypoleuca H1 11 11
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49 firj Coturnix coturnix H1 0/1 0/1
50 tdvisszur6 gébics  Lanius collurio H1 0/1 0/1
51 siraly Larus sp. 1 0/1 0/1
52 karvaly Accipiter nisus 1 0/1 0/1
53 seregély Sturnus vulgaris R1 171 11
54 csonttolld Bombycilla garrulus T1 0/1 0/1
55 erdei szalonka Scolopax rusticola R1 0/1 0/1
442 10/113 9/109 110/197 9/23 138/442

R: rovid tava vandorlé (mediterraneumban @)eH: hosszu tava vandorld (Szaharatol délre &glel

T: nem vonulé6 / téli vendég (K6zép-Eurépaban &lel

A haemagglutinacié gatlé ellenanyag-titerek 1:2Ad8L80 k6zott szérddtak, mértani atlaguk 1:51,8
volt. Egy savOominta kivételével az dsszes haemdigdltié-gatlasi prébaval pozitiv eredményt a
PRNT vizsgélat is megésitette. Egy USUV ellen 1:1280 ellenanyag fitsavé TBEV ellen is
mutatott haemagglutindcio gatlé aktivitast (1:8@r)i TBEV elleni neutralizal6é ellenanyagokat 7,
WNYV elleni neutralizal6é ellenanyagokat 15 savotabidtett kimutatni. A vizsgélt madarak kdzoétt 78
egy évnél fiatalabb volt. 42 fiatal madar (54%) &abol ki lehetett mutatni USUV elleni
ellenanyagokat. A ragadozomadar rehabilitaciés @itgan nevelt madarakbol 2005-ben harom
alkalommal gyjtottink vérmintakat. A majusban gjyott 86 savobdl 63 (73%) tartalmazott USUV
elleni ellenanyagokat; a haemagglutinacio-gatkreit 1:20 és 1:640 kozott szérodtak, kdzel 70%-uk
titere<1:80 volt. Augusztusban 39 savé (45%) volt pozisimelyek 56%-a 1:20-1:40 koz6tti titerben
tartalmazott ellenanyagokat. Az oktoberbefijgitt mintak kozul 56 (65%) volt pozitiv,=1:80 titeki
savok aranya meghaladta a 60%-ot. A vérmintakk@ztitott fehérvérsejteld kivont RNS-ek RT-
PCR vizsgéalata egyetlen esetben sem mutatta ki Ugdly WNV nukleinsav jelenlétét (Meister és
mtsai., 2008).

Jelents vadmadar elhullasokat 2005-6t kdveiz évben nem jelentettek Ausztriaban. Ez alatt az
idészak alatt 6sszesen hét feketerigo teteme érkezsgalatra, amelyek mindegyike negativnak
bizonyult flavivirus ferézottség szempontjabol. 2016-ban viszont ismétiriélimértéki feketerigd
elhullasokrél szamoltak be Ausztria keleti rész€sak harom madartetem érkezett vizsgalatra, de
ezek kozul kettbdl kimutattuk az USUV nukleinsavanak és antigénjkijeenlétét. Meghataroztuk
egyik, Fischamend telepulésen, afggtt rigébdl szarmazo virus teljes nukleotid szmhkgiajat
(GenBank azonositdé: MF063042) és filogenetikai gddatokkal megallapitottuk, hogy az eltér az
Ausztridban 2001-ben felbukkant tokdstés a virus kettes genetikai vonalahoz soroliszmrszagi

eredet torzsekkel all a legkdzelebbi genetikai rokonségtizakonyi és mtsai., 2017a).

A hatalyos kozegészségugybiehsok alapjan azokban a régidkban, ahol nyugasnilirusferézést
allapitanak meg, a véradast vagy fel kell fliggesztagy a g¥ijtott vérmintakat vizsgalni kell WNV
kontaminacié szempontjabdl. Ausztriaban, 2017 gdlhan és augusztusabaifijgitt vérmintak WNV
jelenlétére iranyuld sizévizsgalatai soran hét mintanal pozitiv reakciotiedszk. Ezeket a mintakat

megvizsgaltuk specifikus primerekkel valos id€js konvenciondlis RT-PCR mddszerrel WNV és
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USUV nukleinsav jelenlétére. Egy mintanal a vizat@h igazoltak a WNV kontamindciét, a tobbi hat
esetben viszont az USUV nukleinsavat lehetett katmiita mintédkbol. Emellett a 2016-benigitt és
WNV pozitivnak diagnosztizalt plazmamintdk isméteizsgalatdval egy tovabbi mintdbdl is az
USUV RNS jelenlétét mutattuk ki. Meghatéroztuk egsus teljes (GenBank azonositd: MF991886)
és Ot virus részleges nukleotid szekvenciajat (BI89-R régidé, GenBank azonositok: MF991887-
M991890). Filogenetikai vizsgélatok segitségévelgafiapitottuk, hogy a virusok a 2016-ban,
Ausztriaban, feketerigdbol kimutatott Usutu virdsédnak a legkdzelebbi genetikai rokonsagban
(Bakonyi és mtsai., 2017b).

3.1.2.2. Magyarorszag

Az ausztriai felmé¥ vizsgéalatokkal egyidben Magyarorszagon is megkezdtuk elhullott vadneadar
USUV ferozottségre iranyuld vizsgalatainkat a virus hazdbulkanasénak felismerése és
terjedésének nyomon kovetése céljabol (Bakonyi ésaim 2007). A vadmadar mintdk dént
tobbségét az Ocsai Madarvarta Egyesilet munkatbmszsatottak rendelkezésiinkre, de az orszag
szamos részér érkeztek még vadmadar tetemek a nemzeti padkek, a Magyar Madartani
Egyesiilet ornitologusai, allatorvosok és a lakog&agltabdl is. A felméréseket 2003 és 2006 kozott
végeztik és Osszesen 52 faj 332 egyedét dolgoauUKOf tablazat). A tetemeket kdérbonctani,
korszovettani, RT-PCR, immunhisztokémiai iéssitu hibridizacios vizsgalatoknak vetettik ala. A

pozitiv mintakbdl virusizolalast végeztiink ludendkfibroblaszt primaer szévettenyészeten.

A 2003-ban és 2004-benigtott madartetemek mindegyikének vizsgalata negaédmeénnyel zarult.
2005 augusztusaban egy feketerig6 tetemet talBlialapest XI. kertletében és vizsgélatra eljuttattak
az Orszagos Allategészségugyi Intézetbe. Az RT-Rig®yalatok mind JEV szerocsoport-specifikus,
mind USUV-specifikus primerekkel pozitiv eredmémgtitattak. Az amplifikdcidés termékek direkt
szekvenalasa alatAmasztotta a reakcidk specifigassa tetem megtalaloja beszamolt a kérnyéken
még tovabbi nyolc beteg vagy elhullott feketeriggzlélésél a megebz6 hetekben. A megfigyelt
feketerigd elhullasok szama szeptember végéig I&tta 2006 juliusaban és augusztusaban kilenc
feketerigd teteme érkezett az orszagos madarirdhsemonitoring program keretében virologiai
felmérs vizsgalatra az Orszagos Allategészségugyi Intézetbtetemek koziil hat volt vizsgalatra
alkalmas és mindegyikukbki lehetett mutatni az USUV nukleinsavéat. A madat Budapest XVI és
XVIII keruletében talltak (harom-harom tetemet)2005-ben és 2006-ban megvizsgalt tobbi madar
USUV feribzottségre negativnak bizonyult. Az USUV pozitivdekigdk makroszképos kérbonctani
lelete jellegtelen volt. A |ép és a m4j megnagyal#sa mellett az egyéb zsigeri szervek kisebbedését
lehetett megfigyelni. A kérszovettani elvaltozadakott a heveny majgyulladas multiplex elhalasos
és gyulladasos gocokkal (7A &bra), elhalasos géctépben, heveny hurutos bélgyulladas, enyhe,
goécos lympho-histiocitas érkopenyek a vesékben é&zieben, gbcos szivizom-elfajulds, a vese

tubularis hdmsejtek vakuolizalé elfajuldsa, valamaigyi perivascularis és perineuralis oedematizacio
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kevés lymphocytabdl all6 érkdpennyel voltak a ldgigzetesebbek. Az USUV antigéneket
immunhisztokémiai modszerrel, éorban az agykeérgi terileteken lehetett kimutalli &bra), de
voltak pozitiv sejtek a szivizomzatban (7C abrajoeds l1éppulpaban, a télden, a hasnyalmirigyben
és a belek intramuralis idegducaiban is. A virukleinsavat az agyszovetbém situ hibridizacios

maodszerrel is kimutattuk (7D abra).

9. tdblazat: Az USUV magyarorszagbfelrdulasanak felmérése céljabol 2003 és 2006 kagdjtott

€s megvizsgalt vadmadar tetemek listaja

Ne Magyar név Latin név Mintaszadm
1 baratposzata Sylvia atricapilla 22
2 cigany csalancsics Saxicola rubicola 1
3 cserred nddiposzata | Acrocephalus scirpaceus 12
4 csilpcsalpfuzike Phylloscopus collybita 10
5 egerészolyv Buteo buteo 2
6 énekes nadiposzata | Acrocephalus palustris 3
7 énekes rigé Turdus philomelos 5
8 erdei filesbagoly Asio otus 1
9 erdei pinty Fringilla coelebs 4
10 erdei szurkebegy Prunella modularis 5
11 facén Phasianus colchicus 1
12 fehér gélya Ciconia ciconia 6
13 feketerigo Turdus merula 33
14 fenypinty Fringilla montifringilla 6
15 foltos nadiposzata Acrocephalus schoenobaenus | 4
16 fugdicinege Remiz pendulinus 2
17 fulemulesitke Acrocephalus melanopogon 8
18 fustifecske Hirundo rustica 14
19 hézi rozsdafarku Phoenicurus ochruros 3
20 héazi veréb Passer domesticus 2
21 hazigalamb Columba livia 1
22 hegyi fakusz Certhia familiaris 1
23 jégmadar Alcedo atthis 1
24 kékcinege Parus caeruleus 33
25 kerti poszata Sylvia borin 2
26 kerti rozsdafarku Phoenicurus phoenicurus 1
27 kis poszata Sylvia curruca 5
28 kormos légykap6 Ficedula hypoleuca 1
29 kozép fakopancs Dendrocopos medius 1
30 mezei poszata Sylvia communis 1
31 mezei veréb Passer montanus 3
32 nadi sarmany Emberiza schoeniclus 7
33 nadi tlicskmadar Locustella luscinioides 7
34 nagy fakopancs Dendrocopos major 1
35 Okoérszem Troglodytes troglodytes 3
36 6szapd Aegithalos caudatus 1
37 réti ticsékmadar Locustella naevia 1
38 rovidkarmu fakdsz Certhia brachydactyla 1
39 sargafdj kiralyka Regulus regulus 1
40 sargalabu sirdly Larus cachinnans 1
41 sargarigo Oriolus oriolus 2
42 seregély Sturnus vulgaris 2
43 siseg flzike Phylloscopus sibilatrix 1
44 suvold Pyrrhula pyrrhula 2
45 széncinege Parus major 24
46 sziirke gém Ardea cinerea 1
47 tengelic Carduelis carduelis 1
48 torpegém Ixobrychus minutus 2
49 tovisszurd gébics Lanius collurio 5
50 vOros vércse Falco tinnunculus 1
51 vorosbegy Erithacus rubecula 51
52 z0ldike Carduelis/Chloris chloris 23
¥ 332
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7. bra: USUV felizott feketerigd egyes kérszévettani elvaltozasaiamint a virus kimutatasa a
szovetekben immunhisztokémiaigssitu hibridizaciés eljarassal.

A: mdj, heveny elhaldsos majgyulladas, hematoxysirefestésB: agy, USUV antigén immunhisztokémiai
festése a neuronokbaB; sziv, gocos szivizom-elfajulas, USUV antigén inmmisztokémiai festése a
szivizomsejtekberD: agy, USUV nukleinsain-situ hibridizaciés kimutatasa a neuronokban. 400x riagyi

A 2006. augusztusaban igiott feketerigok agy és maj homogenizatumait pem&id embrid
fibroblaszt szovettenyészetekre oltottuk. Haromosamkubéaciét kovéen citopatogén hatasokat
(sejt-lekerekedés, lizis) lehetett megfigyelni avettenyészeteken. Két napon belll a sejtkdrosédaso
a sejtek 80-90%-at érintették, mig a kontroll stékieen nem lehetett elvaltozasokat megfigyelni. A
citopatogén hatasok még kifejezettebbeké valtaiz@atum tovabboltasa soran. A virusizolatumot a
genom részleges felimitését kovet direkt szekvencia meghatarozassal azonositottuk.

A 2005-ben kimutatott USUV teljes genomszekventifglerssitettiik atfed amplifikacids termékek
direkt szekvenaldséaval. A szekvenciat (GenBank @gibdt EF203550) 6sszehasonlitottuk az USUV
ausztriai (939/01) és dél-afrikai (SA Ar-1776) teimek szekvencidival. A magyarorszagi USUV
nukleotid szekvencigja 99,9% hasonlésagot mutatottusztriai viruséhoz és 97% hasonlésagot a dél-
afrikai viruséhoz. A magyarorszagi és ausztriausék nukleotid szekvenciai k6zott 14 nukleotid
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eltérés fordult &, amelyek kozil o6t idézett &laminosav eltérést is (10. tablazat). A 2006-ban
kimutatott virusok részleges nukleotid szekvenciétE fehérje régiéban (nt pozicio: 1175-1529)
meghataroztuk. C/T tranziciok fordultalé édlarom nukleotid poziciéban (1231 — harom virushal,7

— egy virusnal, 1431 — egy virusnal) amelyek eggim okozott aminosav szekvencia valtozast.

10. tablazat: Magyarorszagi és ausztriai USUV gespekvencidk eltérései

grzg?ém preM | E NS2a NS2bl NS3 NS4a NS4b NS5 3UTR

nt pozicié 623 2181] 3686 4067 4366 54B2 6700 1976897 7992| 9321] 9556 10311 10948

~

usuv
Vienna- c c c t ¢ c ¢ t a t a c a a
2001

USuv
Budapest- t t t c t t t g g c g t g -
2005

aa pozicio 176 695 119y 1324 1424 1779 2203 2867 30 252631 | 3075] 3154 3408 -

usuv

Vienna- T S T I L A L F R Y R L R -
2001
USuv

Budapest- | . | T . \% . L . . . . . -
2005

A pontok a Budapest-2005 USUV szarmaztatott aminosaekvencigjaban a Vienna-2001
szekvencigjaval megegy®aminosavakat jelolik. A 3'UTR régido 10948 pozidban a budapesti

USUV nukleotid szekvenciaban adenin nincs jelen.

A kovetked években folytattuk az orszagos madarinfluenza-todng program keretében virologiai
felmérs vizsgalatra érkezett mintak kézul az USUV &edsre gyanis madarak vizsgalatat. 2010 és
2015 kozott ot feketerigd és egy fénigo (Turdus pilarig szervmintaibdl tudtuk kimutatni a virus
jelenlétét. A pozitiv feketerigd tetemeket az ogszdzépd (2010: Kunadacs, 2011: Véac, 2012:
Kecskemét, 2013: Kiskunfélegyhdza) és keleti ré@sZ@015: Fabianhaza) talaltak. A fémigo
viszont az orszag nyugati rés@érLovaszibol szarmazott. A kovetkezZvben az orszag kdzéps
részén, Imrehegyen @yott szajkobdl Garrulus glandariuy és Kecskeméten talalt seregéiyb
(Sturnus vulgarislehetett kimutatni USUV fedizést. Halmozott feketerigd elhullasokat figyelte&gn
2016 nyaran az orszag nyugati részérjseldan Zala és Gy-Moson-Sopron megyében. Az Usutu
virusfertizést tiz feketerigd mintajabol mutattuk ki. Meghertuk egy, Zalaegerszegen, 2016-ban
gytjtott feketerigobol szarmazé USUV nukleotid szeksifat a poliprotein kodolo régidban
(GenBank azonosité: MF063043), valamint tovabberd virus részleges nukleotid szekvenciéit
(NS5-3'UTR régi6, GenBank azonosit6: MF063044-MAI&3. Filogenetikai vizsgalatokkal
megallapitottuk, hogy a 2010 és 2015 kozott, azéyskozeéps részédl gyijtott madarakbol
kimutatott virusok az USUV 2001-ben Ausztriabafetile 2005-ben Magyarorszagon kimutatott
genotipusaival alltak a legkdzelebbi rokonsagha2(¥6-ben és 2016-ban, az orszag nyugati rélszér
szarmaz6 mintdkbol kimutatott virusok viszont azs#daban, 2016-ban, feketerigobdl kimutatott
USUV-hoz, illetve olaszorszagi eretlegenotipusokhoz hasonlitottak leginkabb (Bakonyirésai.,
2017a).
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3.1.2.3. Olaszorszag

Egy Milan6 kbzelében taldlhaté vadaspark 32 bagply0d egyedétl allé gyiijteményében az egyik
szakallas bagolyStrix nebulospheveny tiineteket (levertség, borzolt tollazatikkent vizfelvétel)
kovetben 2006. augusztus 5-én elhullott. A kdvetkéz hétben a faj tovabbi 6t egyede hullott el
hasonlé tlnetek k6zott. A kétaiményi adatok (faj, évszak) és a jellegtelen kockami elvaltozasok
(majduzzanat, gyulladasos sejtes infltracié a n@jdapben és vesékben) felvetették az USUV
fert6zés gyanujat. A baglyok szerveinek RT-PCR és imnsatbkémiai vizsgalataval megallapitottuk
az USUV ferbzés tényét (Manarolla és mtsai.,, 2010). A kovetkéz nyaran két gatyaskuvik
(Aegolius funereyshetegedett meg €és hullott el a vadasparkban yatrelfaj hat fiokaja, egy eurodpai
torpekuvik Glaucidium passerinujnés egy karvalybagolySgrnia ululg kovetett. 2007. augusztus
28-an az egyik milanéi parkban repképtelen fekgéer{T. meruld fogtak be. Az allat a begjtést
kove® néhany percen belll elhullott. Az elhullott madakerbonctani és kérszdvettani vizsgalatai
soran a baglyokban a majak és vesék megnagyobhdgagacos gyulladasos sejtes infiltraciot (maj,
Iép, vese, tud), a feketerigdban dvéni és megnagyobbodott I1épet és majat (8. abra), apasios,
elhalasos és vérzéses mgj- és lép-elvaltozasokaizam elfajulast és gyulladast, valamint az
agyszobvetben (glia-sarjadzast és neuronophagiattetthenegfigyelni. Az USUV antigént
immunhisztokémiai médszerekkel kimutattuk a majistivese, petefészek, zuzégyomor, agy és sziv
szoveteiben a kuldnbéZajok mintaibdl. 2008. juliusdban a vadaspark letéin talaltak egy elhullott
feketerig6t. A madar majaban gyulladasos sejtesibgdést lehetett megfigyelni, valamint az USUV

antigént immunhisztokémiai médszerrel, a nukleias@edig RT-PCR vizsgalattal mutattuk ki.

R\

8. abra: USUV fefizés okozta kérbonctani elvaltozasok feketerigdldaqzorszag, 2006)

A: bévéri és megnagyobbodott m&; bévéni és megnagyobbodott [€p

A 2006-ban elhullott szakéllas bagoly és a 2008addit feketerigd formalinnal fixalt, paraffinba
agyazott szovetedh, valamint a 2007-ben elhullott feketerigd -80°€4arolt szervmintaibdl kivont
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nukleinsavakbdl RT-PCR segitségével fésitettink négy genomteriletet (részleges E-NS16régi

1179-2504 nt pozicio; részleges NS3 régio, 48022508ozicio; részleges NS5 régio, 9267-9425 nt
pozicio; és részleges 3'UTR, 10646-10808) és mégbetuk a nukleotid szekvenciaikat. Az E fehérje
és a 3'UTR régidban az olaszorszagi szekvencidkold@n megegyeztek az ausztriai (939/01) USUV
torzs szekvencidjaval és egy nukleotidban,4{C) tértek el a magyarorszagi rigébol 2005-ben
kimutatatott virustol. Az NS3 régidban a szakalleyolybol szarmazd virus szekvencidja egy
nukleotidban (AgdS) tért el az ausztriai és magyarorszagi virustbbely szubsztiticio aminosav

szekvencia valtozast is okozottghV). Az NS5 régidban feltart harom tranzicidodghC, Coizel,

To154C) egyike sem jart aminosav szekvencia valtozgs&aharolla és mtsai., 2010).

Az USUV olaszorszagi kimutatasat kogen felmerilt annak a gyanuja, hogy a virus esétegbban

is okozott mar vadmadar elhullasokat az orszagitwak akkor oki diagndzist nem sikerilt felallitani.
Toszkana tartomanyban, Firenze és Pistolia kozel&886 korgszén jeleriis vadmadar-elhullasokat
figyeltek meg. El§sorban a feketerigok szama fogyatkozott meg, defajék is érintettek voltak. A
korbonctani vizsgalatokdként maj és lépduzzanatot allapitottak meg; a bakbgiai, virologiai és
toxikologiai vizsgalatok alapjan nem sikeriilt alawdlasok okat kideriteni, a parazitologiai vizsgala
gyakran bélféreg-feézottseget tartak fel (Mani és mtsai., 1998). A falimal fixalt, paraffinba
agyazott szervmintakat médgték és azokat 2012-ben bocséatottdk kutatécsoplomendelkezésére.
Osszesen 33 szovetminta (agyyemdj, Iép, vese, tigd sziv, mirigyes gyomor, zizégyomor,
vékonybél, hasnyalmirigy és vazizom) vizsgalatéeallkt sor. A szdvetekih készitett metszeteken
immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztink az USUWigenek kimutatasara, valamint a paraffin
eltavolitasat kovéen a szévetekid RNS-t vontunk ki és valds ideRT-PCR mddszerrel vizsgaltuk a
virus nukleinsavanak felésitése céljabdl. Kimutattuk az USUV antigénjeit dgiteterigd vese és
harom feketerigd agymintabdl (Weissenbdck és mt4113). A virus nukleinsavat az emlitett
mintakon tdl kimutattuk feketerigdk mirigyes- ézdgyomor, vese és maj mintaibdl is. A madarakat
1996. augusztus 28. és szeptember 25. kdzdjtog¥ek Toszkana tartomanyban. A valés {d&T-
PCR segitségével felgitett genomszakasz (NS5 régio, 9739-9777) megetyaz USUV génbanki
adatbazisban hozzafértietzekvenciaival. Egyes, a valos @& T-PCR vizsgélattal legésebb jelet
addé mintakat rovid (<300) nukleinsavat fégits, konvencionalis RT-PCR mobdszerrel is
megvizsgaltunk (NS5 régio, 9247-9445; 3'UTR régid)626-10828). Az NS5 régid nukleinsav
szekvenciai megegyeztek az Ausztriaban 2001-beaszOiszagban és Svajcban 2006-ban kimutatott
virusokéval, és 98,7-99,3%-ban hasonlitottak tovablisztriaban, Olaszorszagban, Magyarorszagon
és Németorszagban kimutatott USUV szekvenciakkal.sganyolorszagi (MB119/06) USUV
szekvencigjahoz 95,6%-ban, a dél-afrikai (SA Ard)78zekvenciahoz 96,2%-ban hasonlitott az
olaszorszagi szekvencia. A rokonsagi viszonyok Zidésara készitett torzsfat a 9. dbra mutatja be

(Weissenbdck és mtsai., 2013).
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Italy-1996
JF331430 Italy-2009
AY453411 Austria-2001
EF206350 Hungary-2005
631

HE599847 Germany-2011

JQ219843 Austria-2002

JXA473242 Italy-2008

JX473239 Switzerland-2006

JF331434 ltaly-2008

JF331431 Italy-2009

998

JF331433 ltaly-2009

JF331432 Italy-2009

JF266598 Italy-2008

HQ833022 Spain 2009

AYA453412 South Africa 1959
0.01

9. abra: Az olaszorszagi feketerigbkbol 1996-bamutatott USUV filogenetikai kapcsolata mas

USUV torzsekkel, az NS5 régié részleges nukleatakgenciaibdl készitett torzsfa alapjan.

Neighbor-joining statisztikai algoritmussal késttitéilogram. A szekvencidkat a génbanki azonositbt,
szarmazasi orszag neveét és &js évét tartalmazo kddok jeldlik. A kutatas sordaeghatarozott szekvenciat
félkovér betivel emeltiik ki. Az 1000 Ujramintdzasos bootstraghars értékeit az elagazasokndl feltiintettik (a

>500 értékeket). A genetikai thvolsagot a bal atsélkdban talalhatd vonal mutatja.

3.1.2.4. Svéjc

Szamotted elhullasokat figyeltek meg a zurichi allatkert $agban tartott madarai és a kérnyéken
(kb. 2 km-es korzetben) &lvadmadarak @ként veréb- és bagolyalkatuak [Passeriformes,
Strigiformes]) korében 2006. julius vége és szepwmmkozepe kozott. Az elhullott madarak
szerveildl gyijtott mintak madarinfluenza virusra, baromfipestisusra és nyugat-nilusi virusra
irAnyuldé vizsgalatai negativ eredménnyel zarultaklmerult az USUV feéizés gyanuja, ezért a
tetemekiBl (n=113) gwjtott mintdkat megvizsgaltuk a virus nukleinsavanék antigénjeinek
jelenlétére RT-PCR és immunhisztokémiai modszelglteinmetz és mtsai., 2011). Megallapitottuk
az USUV ferbzést 22 hazi verébP@sser domesticysl3 feketerigd Turdus. merulg 3 gatyaskuvik
(Aegolius funereys 2 szakallas bagolysfrix nebulosp egy zoldike Carduelis/Chloris chloriy egy
vorosbegy Erithacus rubeculp és egy eurdpai torpekuvikGlaucidium passerinunesetében. A
kovetked évben (2007-ben) tovabbi elhullasokat figyeltelgraegusztus kézepe és szeptember vége
kozott az allatkertben és kornyékén (n=66). A megp@lt madartetemek kozil 8 haziveréb, 7

feketerigd, egy vorésbegy, egy gatyaskuvik, egkéttas bagoly és egy karvalybagoyurnia ululg
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mintaib6l mutattuk ki az USUV jelenlétét. A 2008yaman az allatkertben megfigyelt vadmadar
elhullasok (n=16) egyikénél sem utaltak a korbamoés kérszovettani elvaltozasok USUV éxdsre,

és az RT-PCR vizsgalatok is negativ eredménnyeiltair A 2009. julius és szeptember kdzott az
allatkertben elhullott madarak (n=25) kozul kimtu&ta virus jelenlétét 2 szakallas bagoly és egy
karvalybagoly mintaib6l. A madarakban megfigyeltrib@nctani és korszdvettani elvaltozasok,
valamint az antigén eloszlasa az egyes szerveketadben nagyon hasonlitottak az ausztriai,
magyarorszagi és olaszorszagi eseteknél megfighelte(10. 4bra). A kilonbdzévekben gijtott,
USUV pozitiv mintakbdl meghataroztuk a részlegesfeBérje kodolo régié (nt 1175-2490), a
részleges NS5 régidé (nt 9170-9704) és a részle§&sIWTR régio (nt 10128-10736) szekvencidit. A
szekvencia eltéréseket az 11. t4blazat foglalj@aedsa tranziciok egyike sem okozott aminosav

szekvencia valtozast (Steinmetz és mtsai., 2011).

10. dbra: USUV fefizés okozta kérbonctani és kérszévettani elvaltdzéeleterigéban (Svajc, 2006)

S: lépduzzanat; N: agykérgi neuronok gocos elhal&saagykérgi kapillaris endothel duzzanat és éal

(hematoxylin-eosin festés, vonal: 25 pm)

11. tdblazat: Svjci, ausztriai, magyarorszagiésftikai ereddt USUV részleges

genomszekvenciainak pozicionalis illesztése seggisd feltart eltérések

régio E NS5

nt pozicio 1524 9549 9669 10289 10311 10374
USUV Ziirich 2006 C C t t g t
USUV Ziirich 2009 t . C . . C
USUV Vienna 2001 t t c C a

USUV Budapest 2005 t t C C

USUV SA Ar 1776 t . C C
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3.1.2.5. Csehorszag

Az USUV Kkozép-eurbpai terjedésének tovabbi bizakgt volt a virus kimutatasa dél-nyugat
Németorszagban vadon és fogsagbd@nnéhdarakban 2011-ben (Becker és mtsai., 2012)muaia
USUV-elleni specifikus ellenanyagok kimutatasa @ssbagban (Hubalek és mtsai., 2008a) és
Lengyelorszagban (Hubalek és mtsai., 2008b) mititdmadarakban. A virus kozvetlen kimutatasara
iranyuld vizsgalatokat végeztink Brno egyik varezén (Brno — Pisarky, Dél-Morvaorszag,
Csehorszag; E 49°19', K 16°58'"), 2011. 05. 25.addttfeketerigo teteméh A szivizomzatbol és
agyvebbdl gyijtott mintak homogenizatumaival szopdsegerekettoitd, valamint USUV-specifikus
és JEV-szerokomplex specifikus primerekkel, RT-Pselgitségével vizsgaltubket virusnukleinsav
jelenlétére (Hubalek és mtsai., 2014b). A beokgtrek mindegyike elhullott az oltast kdvdt és 6.
nap kozott. (Az atlagos tulélésididaz agy homogenizatummal oltott egereknél 5,7 rapziv
homogenizatummal oltottaknal 4,9 nap volt). A PGRsgalatok mind az eredeti rigd szervmintak,
mind az oltott egerek agyvemintai esetében pozitiv eredményt adtak. Az E-N&floban (nt 1179-
3017) felebsitett genomszakasz nukleotid szekvencigja (GenBaokositd: JX236666) 99,7 %-ban
hasonlitott az ausztriai, 939/01 izoldtuméhoz. sheert 6t Mutacio (GiiT, T133LC, Aarsl, T2 L, €S
T.u1L) egyike sem okozott valtozast a szarmaztatottnasaiv szekvencidban. Az NS5-3'UTR
régioban (nt 10128-10828) meghatarozott szekvefBenBank azonositd: JX236667) 100%-ban
megegyezett a magyarorszagi, 2005-ben kimutatottJ\WSzekvencidjaval. Az E-NS1 régio
szekvenciai bevonasaval, neighbor-joining algorggsall készitett térzsfa (11. abra) a virus kdzép-
eurdpai torzseinek rokonsdagi viszonyait abrazdal2 augusztusaban tovabbi két, Brno varosban
talalt feketerigd mintaibdl sikertlt kimutatni USUert6zést (Hubalek és mtsai., 2014b).

A flavivirusok szunyog vektorokban valos@rdulasanak felmérése céljabdl csehorszagi kaléga
gockutatast végeztek harom dél-morvaorszagi halaktg,Nesyt” és “Novy” Sedlec teleplilés
kozelében, és “Mlynsky” Lednice telepiilés kozelédemge47', K 16°42'-16°49T.0, csalogatoval
kiegészitett CDC minilight csapdakkal tjipttek szinyogokat 2010 és 2014 évek kozott, galiu
augusztus honapokban (Rudolf és mtsai., 2014). thysxgmintakat WNV és USUV jelenlétére
vizsgaltuk RT-PCR segitségével. A vizsgalatok né&yg alatt 61 770 szunyogot igittek és
rendeztek 1243 pool-ba kollégaink. Egy 2013. aumssZ.-én aMlynsky tonal gyjtott, Culex
modestus néstényeket tartalmazd pool (#13-622) vizsgalata tpozieredménnyel zarult.
Meghataroztuk a virus részleges genomszekvendgjégioban (6sszesen 4218 nukleotidot, a teljes
genom 38%-at). A szekvencia 12 nukleotidban téat 2001-ben, Ausztriaban felbukkant USUV torzs
(939/01) szekvencigjatol (99,7% hasonlésag).

Az E-NS1 genom régiodban (nt 1610-2980, 1371 nt) 1s=itbiciot, az NS1-NS2a régiéban (nt 3021-
3685, 665 nt) 2 szubsztiticiot, az NS2b—NS3 régiora 4444-5615, 1172 nt) 6 szubsztitlciot, az
NS4a—-2K régidban (6582-6907, 326 nt): 0 szubsifitlaz NS4b—NS5 régiéban (7351-8034, 684 nt)
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3 szubsztitdciét azonositottunk. A részleges szmkige a KT445930 azonositéval helyeztik el a
GenBank-ban. A szekvenciat illesztettik a génbaadatbazisokban hozzéaférbettelies USUV
genomszekvenciakhoz. A neigbor-joining statisztikeidszerrel készitett torzsfat a 12. abra mutatja
be. A maximum likelihood, minimum evolution, UPGM#&s maximum parsimony algoritmusokkal
készitett torzsfak topoldgiaja nagyon hasonlitottbemutatottéhoz. A fent emlitett, 2011-ben,
feketerigobdl kimutatott USUV kordbban meghatarbazekvenciai az E fehérje kddold régidban
1371 nukleotid hosszusagban (nt 1610-2980) fedhalC&. modestubol kimutatott viruséval. A két
virus szekvencidja harom nukleotidban g¢XC, Gl és Guiol) tér el egymastol (99,78%

hasonlésag); a szubsztituciok egyike sem jart asamcszekvencia véltozassal (Rudolf és mtsai.,

2015a).
HE599647 Germany-2011
772
740| JF330418 Germany-2010
EF078298 Austria-2004

t— EF078300 Austria-2004
JF266698 Italy-2009

EF078297 Austria-2003

— "Zurich 2006" Switzerland-2006

— EF078296 Austria-2003

— EF078295 Austria-2003

— EF206350 Hungary-2005

627 EF078299 Austria-2004

—|— JN257983 Italy-2009

JQ219843 Austria-2002

AY453411 Austria-2001

EF078294 Austria-2003

EF393681 Austria-2005
520
JN257982 Italy-2010
754]
JN257984 Italy-2009
1000 JX236666 Czech Republic-2011

EF078301 Austria-2005

987| EF393679 Austria-2005

EF393680 Austria-2005

"MB-119" Spain-2006

AY453412 South Africa-1959

11. abra: Csehorszagi feketerigobol 2011-ben izdllBUV filogenetikai kapcsolata mas USUV

torzsekkel, az E-NS1 régiok részleges nukleotitt\szeciaibdl készitett torzsfa alapjan.

A szekvencidkat a génbanki azonositét, a szarmarssig nevét €s a ijies évét tartalmazéd kddok jeldlik. A
kutatds soran meghatarozott szekvenciat szirkérteltemeltik ki. Az 1000 Gjramintdzasos boots&aplizis
értékeit az elagazasokndl feltiintettik>G00 értékeket). A genetikai tavolsagot a bal amdidan talalhatd

vonal mutatja.
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rKJ438751, V16, T. merula, Germany, 2011

KJ859682, BAT1USUTU-BNI, P. pipisirellus, Germany, 2013
HE599647, BH65/11-02-03, T. merula, Germany, 2011
KJ859683, BAT2USUTU-BNI, P, pipistrelius, Germany, 2013
KJ438715, V66, P. domesticus, Germany, 2011

- KJ438742, V399, T. merula, Germany, 2013

|- KJ438737, 4356, Cx. torrentivm, Germany, 2011

* —KJ438763, V210, T. merula, Germany, 2012

&)

Hi-KJ438759, V70, T. merula, Germany, 2011

KJ438744, V190, T. merula, Germany, 2012

—KJ438768, 6950, Cx. pipiens/torrentium, Germany, 2013
KT « modestus, Czech Republic, 2013

, Budapest, T. merula, Hungary,

1o {76

JQ219843, Meise H, C. caeruleus, Austria, 2002

AY453411, 939/01 Vienna, T merula, Austria, 2001

HM569263, Bologna, H. sapiens, Italy, 2009

L JF266698, Italia, T. merula, Italy, 2009

KC754956, ArD101291, Cx. univittatus, Senegal, 2007

s KC754955, HB81P08, H. sapiens, Gentral African Republic, 1981

KC754957, ArD192495, Cx. neavei, Senegal, 2007
KC754954, ArD19848, Cx. perfuscus, Senegal, 1874
8 AY453412, SAAR-1776, Cx. univiftatus, South Africa, 1959
= KF573410, MB119/08, Cx. pipiens, Spain, 2006

KC754958, ArB1803, Cx. perfuscus, Central African Republic, 1969

12. abra: Csehorsza@x. modestupool-bdl 2013-ben kimutatott USUV filogenetikai kaplata mas
USUV torzsekkel, az E, NS1, NS2a, NS2b, NS3, N®B4b és NS5 régiok részleges nukleotid

szekvenciaibol készitett torzsfa alapjan.

A szekvencidkat a génbanki azonositot, a torzstnev@azda/vektor latin nevéT.(merula Turdus merula
[feketerigd], P. pipistrellus Pipistrellus pipistrellus [k6zonséges torpedenelérP. domesticus Passer
domesticughazi veréb],Cx. Culex C. caeruleusCyanistes (Parus) caerulelisék cinege]H. sapiensHomo
sapiens[ember]), a szarmazasi orszag nevét és Eteg évét tartalmazd kodok jeldlik. A kutatds soran
meghatarozott szekvenciat sziirke hattérrel emddtiildz 1000 Ujramintazasos bootstrap-analizis dé&pa
értékeit az elagazasoknal feltiintettik (az 50%ttfeéartékeket). A genetikai tavolsagot a bal alsdogban

talalhat6 vonal mutatja.
3.1.3. Az Usutu virus gazdaspektruma és patogenitas
3.1.3.1. Az Usutu virui vitro sejt-spektruma

Az USUV in vitro szaporoddképességét 13 permanens sejtvonal (\Geeke15, HelLa, ED, MDBK,
RK-13, MDCK, DK, CRFK, BHK-21, BF, C6 és TH1) ésrben primaer szdvettenyészet (csiko vese,
Iud embri6 fibroblaszt és csirke embrio fibroblasaijtjein vizsgaltuk (Bakonyi és mtsai., 2005by. A
egybefligg, egyrétef tenyészeteket kép&zsejteket az USUV 939/01 tdrzs haromszoros
mennyiségével (MOI — multiplicity of infection) olttuk és 3-5 napig inkubaltuk. Ezt kdgeh a
sejteket fixaltuk, hematoxylin-eosinnal festettigkfénymikroszkoppal vizsgaltuk sejtkarosité hatasok
(CPE) jelenlétére. A virusfehérjék kimutatasara imhisztokémiai vizsgalatokat végeztink. A
fertozést koved 2-4. napon kifejezett CPE volt medfigyelbies Vero E6 és PK-15 sejtvonalak,
valamint a lad embri6 fibroblaszt szovettenyésagtiesn. Az el$, gdcos sejtlekerekedéseket a 2-3.

napon lehetett megdfigyelni 4-8 sejtes csoportokb®. @bra). A lekerekedett sejtek 24 éran belll
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elszakadtak a tenyésedény falatdl és a tapfolyadékban sodrddtak. Tavéadb 6ran belll a
tenyészetek sejtjeinek 90-100%-a lekerekedett gsselult. A kontroll tenyészetekben nem lehetett
medfigyelni sejtkdrosodasokat. A tobbi tenyészétiesea fertozést koved 5 napig nem mutattak
specifikus elvaltozdsokat. Ezt kdgeh mind a fefizott, mind a feiizetlen tenyészetekben
degenerativ folyamatokat figyeltink meg, igy a tiavizsgalatnak nem volt értelme. Az
immunhisztokémiai vizsgélatok segitségével a ceimMario fibroblaszt szbvettenyészet kivéetelével
mindegyik vizsgalt sejttipusban ki lehetett mutaniUSUV antigénjeinek jelenlétét. Az pozitiv skjte
gyakorisdga ugyanakkor jelést eltéréseket mutatott (pl. DK — a sejtek kb. 1%¢m, embrio
fibroblaszt — a sejtek kb. 50%-a) (13. &bra, 1Bl4tZat).
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13. dbra: USUV fefizés hatdsara kialakul6 sejtlekerekedés és a virgéarkimutatasa

immunhisztokémiai mddszerrel férbtt sejtekben

1A: fertézetlen kontroll Vero E6 sejttenyészet; 1B: USUMWdebtt Vero E6 sejttenyészet. Hematoxylin-eosin
festés a fetizést koveat 4. napon. Lépték: 100um,

2A: fertézetlen kontroll Vero E6 sejttenyészet; 2B: USUVidedtt Vero E6 sejttenyészet. Immunhiszokémiai
festés a fetizést kdvei 3. napon. Lépték: 50um

2C: fertzetlen kontroll CR sejttenyészet; 2D: USUV &dtt CR sejttenyészet. Immunhiszokémiai festés a
fert6zést kovet 3. napon. Lépték: 100um

2E: fertzetlen kontroll 10d embrié fibroblaszt szévettergats 2F: USUV feiizott [Gd embrié fibroblaszt

szovettenyészet. Immunhiszokémiai festés @4édt kovet 3. napon. Lépték: 100um
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12. tablazat: Az USUV antigénédbrdulasa a fefizétt sejttenyészetekben

Sejttipus Vero HelLa PK-15 ED RK-13 MDCK TH-1 16 ves’
IHC! ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
o lad csirke
Seijttipus = MDBK CR BHK-21 BF C6 DK s
embrio embrid
IHC!? ++ + + + + + (+) -

'Szemi-kvantitativ immunhisztokémiai vizsgalat: (£)5% pozitiv sejt; +: 6-25% pozitiv sejt; ++: 26-
50% pozitiv sejt.

Primaer szovettenyészetek

3.1.3.2. Az Usutu virus patogenitasa szoposegeérben

Az USUV egér-patogenitdsat egy hetes egerek kisérlierézésével vizsgaltuk (Weissenbock és
mtsai., 2004). Ekisérletek segitségével megdéllapitottuk, hogy a/@®39eki USUV térzs 1.000
TCIDsp
kovetkezetesen megbetegszenek. Két hetes egerakbermlakultak ki tinetek az emlitett dézisnal.
100 TCIDy, dozisu virussal a mortalitas nem érte el az 509%ntfcranidlis oltdssal (1.000 TGHP3

honapos koru egerek is megbetegedtek. Aé Bikisérlet soran a feizést koveien 12 éranként

mennyisé virust tartalmazé szuszpenzidjat intraperitonedlisoltva az egerek

megfigyeltik a klinikai tinetek kialakulasat édggkét, valamint minden napon két ferdtt és egy
kontrol egeret feldolgoztunk. A féést kdved 5. napig az egerek egyike sem mutatott klinikai
tineteket. A 6. napon hét férbtt egéren levertség és tajékozodasi zavar jieledtett latni. A 7.
napon tovabbi hdrom, a 8. napon egy, a 9. napanhar 10. és 11. napon egy-egy deitt egérben
alakultak ki a fenti tinetek. A tinetek a megjeldiiet kovaet 24-48 6éran belll sulyosbodtak, a
végtagok gyengesége (paraparesis) és bénulasty¢pmranajd koma alakult ki (14. abra). A végs

stadiumu tiineteket mutat6 allatokat exterminaltuk.

14. dbra: USUV fefizott, 13 napos egerek klinikai tlinetei a deést kovet 6. napon
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A fert6zott allatok testtdmeg-gyarapodasa a klinikai tékeamnegjelenésekor megallt és az allatok
fogyni kezdtek (15. és 16. abra). A femetlen kontroll egerek nem mutattak klinikai tlrketeés
testtomeg-gyarapodasuk trendje emetketaradt (15. és 16. 4bra).

Testtomeg-valtozas

A Fert6zott atlag

testtémeg (g)

X Kontroll

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
napok

15. abra: Usutu virussal fégbtt és ferdzetlen kontroll egerek testtémegei a feldolgozasabjan

A fert6zott egerek testtdmeg-atlagat az adott napon fgddolt (exterminalt vagy elhullott), ép allatok

testtdmeg-adataibol szamoltam. A gérbék a mozg@akl alapjan szamitott trendvonalak.

16. abra: USUV fetizott és ferdzetlen kontroll, 18 napos egerek testméret eltéaéeetizést kovet
11. napon.

Alul USUV fert6zott egér, felll fetizetlen kontroll alomtarsa

A masodik ®bkisérletben a fefzés hatasara kialakulé gerinasiel elvaltozasokat kivantuk

részletesebben vizsgalni. A fé&zbtt egerek (n=10) mindegyike megbetegedett éatdd@at tineteket
mutatta a 6-9. napon. Négy egeret a 7., harom-hégaret a 8. és 9. napon dolgoztunk fel.

A kozponti idegrendszer kérszovettani vizsgalateimaedményei alapjan a féretlen kontroll

egerekben és a fémest kovat negyedik napig a feizbtt egerek egyikében sem voltak kéros
elvaltozasok, az apoptotikus sejtek (TUNEL vizstalgoozitiv sejtek) szama 100x nagyitas mellett
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nem haladta meg latéterenként az oOtot, valamint rnehetett kimutatni a virus antigénjeit
immunhisztokémiai médszerrel és a virus nukleinsewvaitu hibridizacioval. Az 6todik naptol a ledlt
vagy elhullott, ferdzott egerek agyaban gocos vagy diffuz idegsejtl@hgsejtmag zsugorodasa,
magallomany rogos szétesése, citoplaznia rstdése) lehetett megfigyelni. A neuronok tilnyomé
részében apoptotikus folyamatok (DNS téredezés)ltakimeg. Az 5-6. napon az elvaltozasok enyhe-
kdzepes mértélek voltak és dként a nyudltagyi teriletekre, a kisagy Purkinjejsieg és a kozépagy
egyes részeire szoritkoztak. A 7-9. napotitgyt mintakban az elvaltozasok nagyobb agyi tesket
érintettek (beleértve az agykérget is), diffizalerjtkeztek és sulyosabb fokuak voltak. A 10-12.
napon feldolgozott egerekben az idegrendszeri teké@$ok enyhébbek voltak azé® napok
mintaiban megfigyeltekhez viszonyitva. Gocos eb#dsok voltakdként a kisagyban, az agytdorzsben
€s a nylltagyban. Az elvaltozasok mértéke jéemigyedi valtozatossagot mutatott. Az elvaltozasok
helyeztidését a 17. dbra szemlélteti. A demyelinizacié aapig csak enyhe fokd volt, a 8. naptdl
viszont, Bként a kisagy allomanyaban kifejezetté valt. Az gelglak kimutatasara iranyuld
immunhisztokémiai festés emellett nem mutatta amak karosodaséat vagy megfogyatkozasat, ami
primaer demyelinizaciéra utal. A demyelinizacidvatintett terlleteken gyakoriak voltak az
apoptotikus sejtek. Csak enyhe gyulladasos segasgszkularis infiltraciét lehetett megfigyelni és

nem tapasztaltunk felismeragliasejt-szaporodast.

A maéasodik ®kisérlet soran dijtott mintakban az agyi elvaltozdsok megegyeztekfeat

ismertetettekkel (18. &bra). A gerinchleén enyhe fokl idegsejt-elhalast lehetett megfigyel
kulondsen a ventralis szarvakban és jéisslbb demyelinizicidt,6ként a dorsalis szarvakban.
Apoptosisra utalé elvaltozasok voltak a fehérallogian. A demyelinizacié nem jart az axonok

karosodaséaval és nem jelentek meg szambtt@nnyiségben gyulladasos sejtek a geririban sem.

A virus antigénjeit és nukleinsavat a éést kdved 5. naptdl lehetett kimutatni a neuronokban,
foként az agyi terlleteken. A virusalkotok jelléram a sejtmag kortli tertleteken fordultaks.ei
virusferhzott és apoptotikus tertletek altalaban egybeesieka virussal fafzott sejtek szama
jelentsen meghaladta az apoptotikus sejtekét. A Purlgajeek gyakran voltak virusféaottek de
nem mutattak pozitivitast a TUNEL festéssel. A féltlémanyban a demyelinizacié jelenléiét
fuggetlendl, altaldban csak kis mennyiségben \afin a virus. A gerincvében a virus jelenlétét
leggyakrabban a szlrkeallomany ventralis szarvarargainak citoplazmaiban lehetett megfigyelni.
Emellett gbécokban éfordultak a fehérallomany ép és demyelinizalt tetgih is, valdszifleg
oligodendrocitakban. A fafzott egerek szervmintdin végzett RT-PCR vizsgéalanikden mintaban,
igy a ferbzést kdvet 1-4. napon is kimutattak a virus nukleinsavanédnjétét. A ferézetlen kontroll

allatok szervei RT-PCR vizsgalattal is negativnaiotyultak.
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17. dbra: USUV fe#izott egerek agyi elvaltozasainak helygese

Elvéltozasok a feéizést kovei (d.p.i.) 5.-12. napon. A pettyek szdma az elvakok (idegsejt apoptdzis és
elhalas) mértékével és a virus jelenlétével aranfodemyelinizacioval érintett tertleteket szirkdds minta

jelzi.
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Az 1A képen bemutatottal szomszédos metszeten UStuigének kimutatdsa immunhisztokémiai festéss&l. 1
Az 1A képen bemutatottal szomszédos metszeten UBUKEinsav kimutatasan situ hibridizacios probaval.
270x nagyitas

2: Jelents neuron-elhalds (fokozott citoplazma &efsts, karyopyknosis, karyolysis) a thalmus terulet&n
fertszést kovet 9. napon; hematoxylin-eosin festés, 260x nagyités.

3: Szdmos apoptotikus (TUNEL pozitiv) sejt a thalaban. A festdés olykor a teljes sejtben megfigyethet
(rdmutatd nyilak). A fefizést kdvei 7. napon; TUNEL festés, 260x nagyitas.

3.1.3.3. Az Usutu virus patogenitasa hazityukban

Az USUV szaporodo6- és kérokozé képességeét hazigrulBallus domesticyskét hetes SPF csirkék
kisérletes fefizésével vizsgéltuk (Chvala és mtsai., 2005). A megd 1.000 TCIBRy mennyisé
virussal ferdztlk intravénas oltdssal. A féebtt csirkéket ferizetlen kontroll madarakkal egydutt
tartottuk, megfigyeltikoket és a 2.6. fejezetben leirt protokoll szerinhtdkat vettink bélik. A
mintakat vizsgaltuk az USUV féizéttség jelenlétére RT-PCR maddszerrel, immunhisatoki
festéssel és virusizolalassal; kérszovettani elgakok jelenlétére, valamint a vérsavdé mintakat

virusellenes ellenanyagok jelenlétére haemaggkitrgatlasi probaval.

A fertézést kovaei 14 napig a madarak egyike sem mutatott klinikaietéket. A korbonctani
vizsgalatok soran a féott madarakban enyhe lépmegnagyobbodast leheggftigyelni. Kdzepes
vagy sulyos fokd mononukleédris gyulladadsos sejtesZibdés fordult el a fertzott madarak

begyének tunica muscularis rétegében és a miriggesgy lamina propria részében. A ferést
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kovetb 7-14. napon vizsgalt csirkék lépeiben a $lkisanegnagyobbodasat és a majban gécos
lymphocytas infiltrciot talaltunk. Egy, a 7. napdedlt csirke agydban lehetett enyhe, gbécos
lymphocytas érkdpenyt és endothel-szaporodast megfii. A fertzetlen (kontakt) kontroll madarak
nem mutattak koérbonctani és korszovettani elvafiokat. Virusfehériéket egyik madar
szervmintéibdl sem lehetett kimutatni immunhisztola@ modszerrel. A virus nukleinsavat hat madar
egyedenként egyesitett szervmintaibdl (DPI 3, 5,valamint két fekizott madarnak a fefzést
kdvetb 5. napon gijtott klodka tamponmintajabol és egy madar 7. nagyijtott garat és kloaka
mintajabol mutattuk ki. Két madar 7. naponigdtt kerings fehérvérsejtjeitl is kimutattuk a virus
nukleinsav jelenlétét RT-PCR segitségével. A viegtik mintabdl sem sikerdlt izolalni. Egyetlen
fertzott csirke savomintaiban lehetett USUV elleni hagglutinacié géatlé ellenanyagokat kimutatni
a 10. napon 1:40 titerben, a 14. napon 1:20 titer®e kontakt kontroll madarak mindegyike

szeronegativ maradt.

Az USUV szaporodoképességeét csirkeembrioban isg&iask (Bakonyi és mtsai., 2005b). SPF
allomanybdl szarmaz6 tojasok allantoisz Uregébettatik 6x10 TCIDs, mennyisé USUV 939/01
virust a keltetés 10. napjan. A tojasokat tovabBgyn napig keltettik, majd felbontottuk és
korszovettani, immunhisztokémiai és RT-PCR modstevizsgaltuk 6ket. Az embribkban nem
fordultak eb kérbonctani és korszovettani elvaltozasok és amunhisztokémiai vizsgéalatok is

negativ eredménnyel zarultak.
3.1.3.4. Az Usutu virus patogenitasa haziladban

Az USUV szaporodd- és korokozo képességét hazihidhaser anser domestip&ét hetes kord,
koztenyésztésth szarmazo libak kisérletes féresével vizsgaltuk (Chvala és mtsai.,, 2006). A
madarakat 5x10TCIDs, mennyiség virussal femztiik intramuscularis oltassal. A fézbtt libakat
fertézetlen kontroll madarakkal egydtt tartottuk, megétjuk dket és a 2.6. fejezetben leirt protokoll
szerint mintakat vettink b#lik. A mintékat vizsgaltuk az USUV féizottség jelenlétére RT-PCR
moddszerrel, immunhisztokémiai festéssel és virldassal, korszovettani elvaltozasok jelenlétére,

valamint a vérsavo mintékat virusellenes ellenaolgelenlétére haemagglutinacié gatléasi prébaval.

A fertézést kdvet 2. napon elhullott egy feéizott és egy kontakt kontroll liba, a 3. napon peeliy
fertzott liba. Egy tovabbi, fedzott madar hullott el a 16. napon. A madarak azalEb ebtti
napokon nem mutattak klinikai tiineteket. A regg@sgalatkor elpusztulva talaltdket. A kontakt
kontroll madarat az allatszobaban elhelyezett jatékavarodva talalték; feltételezbet megfulladt.

A jatékot az Aallatvédelmi szabéalyokoehsai szerint, kdrnyezetgazdagitasi céllal hedleztl a
madarak tartasi helyén. A kérbonctani vizsgalatokas néhany madarban sargasfehér gocokat
lehetett megfigyelni a Iégkamrak felszinén. Egyétbknctani elvaltozasok nem voltak felismetiket
Egy, a ferbzést kovet 5. napon ledlt madar agyaban gliaszaporodastdtthétni. A fertizést kovei

3. napon, spontan elhullott liba majaban és lépé&laseny, gbcos coagulativ necrosis jelei latszottak
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A tobbi, fer6zott és ferbzetlen kontroll 10d vizsgalt szerveiben nem voltakos elvaltozasok. Az
USUV antigénjeit egyik madar mintaibdl sem lehetéthutatni immunhisztokémiai vizsgéalattal. A
fertézést koved 2. napon elhullott, fezott madar vékonybeléb nagyszamuEscherichia coliés
kisszdmuClostridium perfringensbaktériumot lehetett kitenyészteni. A 2. naponukditt, kontakt
kontroll madar vékonybel@&bnagyszamik. coli ésCl. perfringensyalamint a szivlll kbzepes szamu
Staphylococcus sghaktériumot lehetett kitenyészteni. A 3. naporultditt, fert6z6tt madar majabol
nagyszam(Pseudomonas aeruginosmktériumot lehetett kitenyészteni. Tovabbi Ohetinentesen
leolt, fertzott vagy kontroll allat egyes szervéil{f 6ként vékonybélBl) lehetett még a fent emlitett
baktériumok valamelyikét kis szamban kitenyészténiirus nukleinsavat a 11 féeotthsl 9 liba
egyedenként egyesitett szervmintaibdl (DPI 2-18)amint egy fedzott madar, a fezést kovet 5.

és 8. napon dytott kloaka tamponmintajabol mutattuk ki. Ugyanekna madarnak az 5. napon
gyijtott, kering fehérvérsejtjeibl is kimutattuk a virus nukleinsav jelenlétét RTHREegitségével. A
virust egyik mintabol sem sikerdlt izolalni. USUMemi, haemagglutinacio gatlo ellenanyagokat
mutattunk ki két fedzott liba 10. napon ditott savomintajabol (1:80 és 1:20 titerben) és a
virusuritnek talalt madéar 10. napon (1:40 titer) és 22. ngAd20 titer) gyijtott mintaibol. A kontroll

madarak mindegyike szeronegativ maradt.

Az USUV szaporodoképességét Iludembrioban is viadgal(Chvala és mtsai.,, 2006).
Koztenyésztéshh szarmazé 10d tenyésztojasok allantoisz iregétiettunk 10 TCIDs, mennyiséd
USUV 939/01 virust a keltetés 12. napjan. A tojasa&vabbi négy napig keltettik, majd korbonctani,
korszovettani €s immunhisztokémiai modszerrel \aits§ 6ket. Az embriokban nem fordultakéel
kérbonctani és korszovettani elvaltozasok. Az imhistokémiai vizsgélatok a virusantigén gocos
eléfordulasat mutattdk ki egy embrio retingjdban, szmnautondm idegdudcédban (19. abra), az
izomszdveteiben, és Kistzoveti sejtjeiben (feltételezlden fibroblastokban). Két masik embriéban
csak az izomszovetben, ésdsitdvetben talaltunk immunhisztokémiéval pozitivededt. Egy tovabbi
embrio vese tubularis hamsejtjei ésdgibveti sejtjei mutattak pozitivitdst. A féretlen kontroll

embrié immunhisztokémiai vizsgalata negativ eredméhzarult.

19. dbra: USUV antigén kimutatdsa ludembri6 szdbeteimmunhisztokémiai médszerrel

Bal oldali kép: retina, jobb oldali kép: autononeddiic. A ferdzést kdvet 4. napon. Avidin-biotin jeléléses
modszer, lépték: 54 um
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3.2. A nyugat-nilusi virussal kapcsolatos vizsgaidt eredmeényei
3.2.1. A nyugat-nilusi virus genetikai valtozatags&eurdpai éfordulasa és terjedése
3.2.1.1. A nyugat-nilusi virus 200G#lizolalt, eurépai térzseinek genetikai jellemzése

A nyugat-nilusi virus ets hazai izolaldsarél a '70-es években, arbovirudéforluladsara iranyulo
gockutatasokkal kapcsolatban szamoltak be (Molsdmésai., 1982). Az 1972-ben Gic kdrnyékén
gyijtott erdei pocok Clethrionomys glareolysmintdbdél a Csehszlovak Tudomanyos Akadémia
pozsonyi virolGgiai intézetében izolalt, és az @mgrs Epidemiologiai Kozpont (Budapest) részére
visszajuttatott torzs (WN, ,Gresikova”) részleges genomszekvencigjat 7 geeaiteten (az M, E,
NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, 2K, NS4b, NS5 gének &-UTR régi6 egyes szakaszaiban)
hatéroztuk meg. A feltart szekvenciak teljes ho€&6 nt, a virusgenom 55,2%-a. A szekvenciak a
legnagyobb hasonlésagot a WNV Eg 101 referenciasébrez (génbanki azonosit6 AF260968 és
EU081844) mutattak. A vizsgalt szakaszokon a MBIt torzs szekvenciaja 4 nukleotidbam {AG,
T162C, Tae5/G, T407C) tér el a referencia torzéét A szubsztiticiok egyike sem eredményezett

valtozast a virus szarmaztatott aminosav szekviéhea (Bakonyi és mtsai., 2004a).

A dél-kelet morvaorszagi Lanzhot telepitésth. 10 km-re, a cseh-osztrak hatar kdzelében @917
egy flavivirust izolaltak 6stényCx. pipiensszunyogokbdl (Hubélek és mtsai., 1998). Az izatatu
(azonositd: 97-103) virusneutralizacioés vizsgéleabla nyugat-nilusi virushoz mutatta a legnagyobb
antigénrokonsagot, szopos egerekben intracramfifisaval viszont csekélyebb virulenciat mutatott,
mint a WNV referencia térzse (Eg 101). A torzsetizaldlasahoz legkdzelebb fekvausztriai
telepllés utan Rabensburg virusnak (RabV) nevettékz 1997-es izolatummal szerolégiailag és
patogenitdsban megegyewzrust izolaltak 2 évvel kébb, ugyanarrdl a dyjtohelyrsl, Cx. pipiensbdl
(tbrzs azonositd: 99-222) (Hubalek és mtsai., 20@0virus részletes genetikai jellemzése céljabol
meghataroztuk a 97-103 virustorzs teljes genomszekiajat RT-PCR segitségével fékitett, atfed
genomszakaszok direkt szekvenalasaval. A vizsddlatwan feltart, 10972 nukleotid hosszusagu
virusgenom BLAST vizsgélattal 78-90% hasonlésagottatott a génbanki adatbazisokban
hozzéaférhdét WNV szekvencidkhoz. A virusgenom egy 3433 amindsasszusagu nyitott leolvasasi
keretet kodol a 97. nukleotid pozicidoval kédden. A szarmaztatott aminosav szekvencia
vizsgalataval meghataroztuk az egyes virusfehéojadizacidjat: Az anchored C fehérje a 97-465 nt
pozicidban kbédolt, amelyen belil a C fehérje gangy—411 nt kdzott taldlhato. A preM fehérje génje
a 466-966 nt kdzotti szakaszon van, amelyen beltl &ehérje a 742-966 nt poziciékban kbdolt. Az
E fehérje génjét (nt 967—2469) a nem szerkezeéirfék génjei kévetik, az aldbbi sorrendben: NS1 (nt
2470-3525), NS2a (nt 3526—-4218), NS2b (nt 4219-46483 (nt 4612—-6468), NS4a (nt 6469—
6846), 2K (nt 6847-6915), NS4b (nt 6916-7680) €% Ni& 7681-10395). A JEV szerokomplex
virusaira jelleméd, konzervalt szekvencia motivumokat (Cys-reziduuneak E és NS1 fehérjek

diszulfid hidjaihoz, az E fehérje integrin kbelye, az NS3 fehérje szerin proteédz katalitiki&lja és
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szubsztrat kdhelye, az NS3 fehérje helikdz motivuma és az N8&rfe RdRp motivuma, Id. 3.1.1.1
fejezet) a RabV szarmaztatott aminosav szekvemggjds megtalaltuk. A virustdrzs szekvencigjat
dsszehasonlitottuk a génbanki adatbazisban (aalasg idpontjaban) hozzaférhetl6 teljes WNV
genom, illetve a JEV szerokomplex virusainak teljg&Vv, MVEV, USUV) és részleges (SLEV,
ALFV, CPCV, KOUV, YAOV; NS5 gén) szekvenciaival (18blazat). A nukleotid hasonléséagi
értékeket a 14. tdblazat mutatja be.

13. tablazat: A szekvencia 6sszehasonlitasokhitogerietikai analizisbe bevont, JEV

szerokomplexhez tartozo flavivirusok adatai

Izolalas WNV
. . . 1 GenBank — oo
Virus (torzs) név Jeldlés x . : foldrajzi genetikai
azonosito éve gazdafaj
eredet vonal
WNV HNY1999 NY99a AF202541 1999 ember New York la
WNV _
NY99flamingo38299 NY99b AF196835 1999 flamingo New York la
WNV 1S98-ST1 1s98 AF481864 1998 fehér golya Izrael la
WNV . .
Italy1998Equine 1t98 AF404757 1998 16 Olaszorszag la
WNV R0O9750 R096 AF260969 1996 | Cx. pipiens Romania la
WNV VLG4 Rus99a AF317203 1999 ember Volgograd la
WNV ;Iilggg/lg%- Rus99b | AY277252 1999 ember Volgograd la
WNV PaH001 Tu97 AY268133 1997 ember Tunézig la
WNV PaAn001 Fro0 AY268132 2000 16 Franciaorszag la
WNV Eg101 Eg51 AF260968 1951 ember Egyiptom la
WNV Chin-01 Chin01 AY490240| ismeretlen ismeretler in& la
WNV Kunjin . Cx. .
MRM61C Kunjin D00246 1960 annulirostris Ausztralia 1b
WNV Sarafend Sarafend  AY68894¢ (B956 derivatumottirzs) 2
WNV B956
(WNFCG) Ug37 M12294 1937 ember Uganda 2
WNVLEIV-KMA88- | o cog | Avor7osi| 1998 | PEMACeNON| o kazus 42
190 marginatus
Rabensburg virus RabV AY765264 1997 Cx. pipiens Csehorszag 3?
(97-103)
Japanesg encephalitis JEV NC 001437 B B 3 3
virus -
Murray Valley MVEV | NC_000943 - - - -
encephalitis virus -
Usutu virus Usuv AY453411 - - - -
saint Louis SLEV | AF013416 | - - - -
encephalitis virus
Alfuy virus ALFV AF013360 - - - -
Cacipacore virus CPCV| AF013367 - - - -
Koutango virus KOUV | AF013384 - - - -
Yaounde virus YAOV | AF013413 - -

"A részleges nukleotid szekvenciakat (NS5 géiff) wktivel jel6ltik.
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14. tablazat: Nukleinsav és aminosav szekvenciart@sagok a Rabensburg virus és mas, JEV-

szerokomplexhez-tartozé flavivirusok kdzott

hasonlésag a RabV-hoz (%)
Jelolés WNV genetikai vonal nukleotid aminosav
teljes | részleged | teljes | részlege®
NY99a la 77 78 90 95
NY99b la 77 78 90 95
1s98 la 77 78 90 95
1t98 la 77 78 90 95
R096 la 77 78 90 95
Rus99a la 77 78 90 95
Rus99b la 77 78 90 95
Tu97 la 76 78 90 95
Froo la 77 78 90 95
Eg51 la 77 78 90 95
Chin01 la 77 78 90 95
Kunjin 1b 75 77 89 94
Sarafend 2 77 78 90 96
Ug37 2 77 78 90 96
Rus98 4 (javasolt) 73 77 87 95
JEV - 68 74 75 86
MVEV — 69 74 76 86
uSuv - 68 72 75 83
SLEV — - 71 — 78
ALFV - — 74 - 88
CPCV - - 71 — 79
KOUV - - 76 - 90
YAOV - - 75 - 87

4 A 9067 — 10101 nt poziciok kozotti szakasz alapjan
® A 2991 — 3335 aa poziciok kozétti szakasz alapjan.

A szekvencia hasonldsagi adatok alapjan a Rabgkételebbi genetikai rokonsagban a WNV-vel all
(75-77%), am a hasonlosag mértéke elmarad a WN¥/é&s@-es genetikai vonalain bellli hasonlésagi
ertékekél (>90%). A rokonséagi viszonyok pontosabb feltaréasadekében filogenetikai vizsgélatokat
végeztink a WNV telies genomszekvenciak és a JEvokmamplex virusainak részleges
genomszekvenciainak felhasznalasaval. A WNV szat@&rfilogenetikai elemzésének eredményét a
20. abra szemlélteti, a JEV-szerokomplex virudagéinetikai elemzésének eredményét a 21. abra

mutatja be.
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Kunjin
Rus99a
Rus99b FrOII)98 Ug37
NY99aR096  \/!t
NY99b
Is98

Sarafend

Rus98
0.1

20. abra: Nyugat-nilusi virusok teljes genomszeki&nak felhasznalasaval készult torzsfa.

Neighbor-joining mddszerrel készitett, gyokértei@rzsfa. A virusok adatait a 13. tdblazat tartalmaa? lépték

a genetikai tavolsagot mutatja.
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SLEV
JEV ALVF

usuv

CPCV

MVEV

YAQV
Ug37

WNV2

Sarafend

KOuU

Rus99a
WNV1

0.1

21. abra: A JEV-szerokomplexbe sorolt flavivirugékzleges genomszekvenciainak felhasznélasaval
készult torzsfa.

Az NS5 gén részleges szekvenciai alapjan, neigjuing médszerrel készitett, gyokértelen térzgfaiirusok

adatait a 13. tablazat tartalmazza. A Iépték atgendavolsagot mutatja.

A filogenetikai vizsgalatok eredmény@ikitiinik, hogy a Rabensburg virus genetikailag jeéisen
eltér a WNV két, korabban ismert genetikai vonakatastozé virusoktdl. A genetikai tadvolsag a RabV
és a tobbi WNV kodzott meghaladja a WNV két genétikanala kozotti tavolsagot. Ez felvetette
annak a lehéségét, hogy a RabV a WNV egy korabban nem ismerétdei vonalanak képvisge
(-lineage 3"), vagy a WNV-vel rokon, Uj flavivirudgj. A filogenetikai vizsgalatok feltartak, hogyyeg
masik, WNV-ként azonositott virustorzs (,Rus98”, WNEIV-Krnd88-190) is jelertisen eltér mind

a WNV korabban ismert, 1-es és 2-es genetikai abmal sorolt virusoktol, mind pedig a RabV-tdl,
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igy Uj genetikai vonalba sorolasa (,lineage 4")dkdlt. Ezt a virustdrzset a Kaukazusban izolaltak
1998-ban Dermocentor marginatukullancsbdl (Prilipov és mtsai., 2002, Lvov és ants2004). Az
NS5 gén részleges nukleotid szekvenciai segitségéseitett torzsfa alapjan a RabV monofiletikus
csoportot alkot a WNV lineage 1 és lineage 2 tiveseA Rus98 torzsnek legkozelebbi koziset a
Koutango virussal valos4isiti a vizsgalat. A Koutango virust eredetileg Keggrbilsl (Tatera
kemp) izolaltdk 1968-ban, Szenegalban, am dbés egyéb ragcsalokbdl és kullancs fajokbdl

(Rhipicephalus, Hyalomma, Alectorobjus kimutattak eifordulasat Afrikaban.

A RabV 1999-ben izolalt torzsének (99-222) résaegenomszekvencigjat meghataroztuk. A feltart
3656 nt hosszusagu szakasz a 117-752 (C-M gén94-5536 (NS3 gén), 5565-6343 (NS3 geén),
7321-8112 (NS4b-NS5 gének) és 9095-10305 (NS5rgéa@otid pozicidi kozotti genomterileteket
tartalmazzak. A szekvenciak >99% hasonlosagot makaa 97-103 torzs szekvencidjdnak homoldg
szakaszaival. Az eltéréseksl, CrooA, Gs72A, Tsoidll, Ts96:C, GossdA €S Ggasl. Két nukleotid
szubsztitucio eredményezett aminosav szubsztit{@ab-A: Met—lle, Tso1LC: lle—Thr) (Bakonyi és
mtsai., 2005).

A korébban kimutatott arbovirusok é@rdulasanak nyomon kovetésére a dél-morvaorszagi
gytjtéhelyen tovabbi szunyogmintakat igittek 2006 és 2008 kozott. Az egyik, Soutok-Hwezd
telepulés kdzelében, 2006. junius 30.-afijgyt, 50 Aedes rossicussstényt tartalmazéd szdnyog pool-
bél sikertlt virust izolalni szopGsegerek intrateédis oltasaval. A virustorzs (06-222) kereszt-
neutralizicids vizsgalatokkal a RabV-hez mutatkegadzelebbi antigén-hasonlésagot (neutralizaciés
indexek: RabV: 3,5; WNV Eg-101: 3,0; USUV: 1,5; DEN.: 1,0). A 06-222 virustdrzs és a korabban
emlitett, 99-222 tdrzs nukleotid szekvenciajat a3134 nt poziciok kozott meghataroztuk (GenBank
azonositok: GQ421358 és GQ421359) és Odsszehasmlibbet a RabV 1997-ben izolalt térzsének
homoldg szakaszaval. A szekvencia eltéréseket dabhBzat mutatja be. Osszesen 12 szubsztitlciot
lehetett felfedezni a szekvencidk vizsgélata sora®6-222 térzsben megfigyelts4G mutacio a
preM fehérje szarmaztatott aminosav sorrendjélmgMet szubsztitlcidét eredményezett, mig a 99-
222 torzsben megfigyelt 4sdG mutacio az E fehérje szarmaztatott aminosav sdpgben ThyAla

szubsztitlciét okozott (Hubalek és mtsai., 2010).

15. tdbldzat: Nukleotid szekvencia eltérések a Retlerg virus hdrom izolatumanak nt 23-3114
kozotti genomszakaszan.

genom 5UTR preM M E NS1
régio

nt 84 582 609 720 885 1330 1599 2016 2148 2247 2613 2949
pozicio
97-103 C a C C C a t t C t g C
99-222 . . t a t g* C C t C a t
06-222 t g* . a

*: aminosav valtozast okozo szubsztiticiok. . 7a193 térzzsel megegyé&nukleotid
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3.2.1.2. A nyugat-nilusi virus magyarorszagi fekardsa és terjedése, térzseinek genetikai
jellemzése

Egy dél-alféldi ladallomanyban 2003. nyaran idegiszeri megbetegedéseket és fokozott elhullasokat
figyeltek meg 6 hetes libdkban (Glavits és mts005). A korszovettani elvaltozasok és szeroldgiai
vizsgalatok alapjan nyugat-nilusi virustemés gyantja merdlt fel, viszont a virust sem Vero
sejtvonalon, sem embrionalt tyaktojasban, sem szgér agyvébe oltassal nem sikerdlt izolalni. A
JEV-csoport virusai nukleinsavanak kimutataséraalalas primerpéarral (Weissenbock, 2002)
vizsgaltuk elhullott libak agyvél homogenizatumaibdl kivont RNS-t RT-PCR segitsélyégetobb
mintanal is specifikus amplifikacids terméket déddtlank. A termék szekvenciajanak meghatéarozésat
kovett BLAST keresés a WNV 1S-98 ST1 (GenBank azonosi6481864) térzshdz, valamint az
Egyesiilt Allamokban 1999-ben felbukkan virustorzsskekvenciainoz talalta azt leginkabb
hasonlénak (4/673 nt szubsztitucié) (Glavits ésamt2005). Az 1S-98 ST1 virustorzset Izraelben
izolaltak 1998-ban fehér golyabol (Malkinson és ans2002). A virus (WNV goose-Hungary/03)
részletes genetikai jellemzése céljabol meghatdkoatteljes genomszekvencidjat, tuneteket mutaté
ludak agyved-homogenizatumaibdl kivont virusRNS atfegbrimerparokkal végzett RT-PCR-es
felerositését kovet direkt szekvendlassal. A virus genomjat 10969 eutld alkotja (GenBank
azonosito: DQ118127), amely egy nyitott leolvadd@sietet tartalmaz a 97. és 10398. nukleotidok
kozott, és 3434 aminosav hosszlUsagu polipeptiddnlké\ telies genom nukleotid szinten 98%-ban,
szarmaztatott aminosav szekvencia illesztéssel @3 dasonlitott az 1S-98 ST1 tbérzs és az 1999-ben
az Egyesilt Allamokban kimutatott WNV torzsek szmksidihoz. A teljes genomszekvenciak
bevonasaval végzett filogenetikai vizsgalat eredmméazt mutatja (22. abra), hogy a hazai lud
megbetegedésesb kimutatott virus az emlitett izraeli és amerikdrustérzsekkel monofiletikus
csoportot alkot. Hozzajuk legkdzelebbi rokonsdgbagy Tunéziaban, 1997-ben, emberi
megbetegedésb izolalt virustorzs &all. Az eurdpai (franciaorszéglaszorszagi, romaniai és

oroszorszagi) WNV torzsek aelkiloBiikozos genetikai 4gat alkottak (Bakonyi és mt24i06).

87



dc_1462 17

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés — Bakonyi Tamas

i Rus99a
: Rus99b
Ro96

: 1to8
Froo

: NY99a

i NY9Sb lineage 1a
E 1s98

: Hu03

i Tu97
Chin01

_EEQ51

Kunjin lineage 1b

------------------------

lineage 2

RabV javasolt lineage 3

Rus98 javasolt lineage 4
JEV

0.1

22. 4bra: Magyarorszagon 2003-ban libabdl (HuO32@34-ben héjabol (Hu04) kimutatott nyugat-

nilusi virusok teljes genomszekvenciainak rokons#égionyait 4brazolo torzsfa.

Neighbor-joining médszerrel készitett filogram. Ausok adatait a 13. tablazat tartalmazza. A virasts 2
genetikai vonalainak megfelelcsoportokat szaggatott vonalas négyzetek keretézitagyarorszagi virusok

szekvenciait piros szinnel emeltem ki. A Iéptéleadfikai tavolsagot mutatja.

A ludakban medgfigyelt nyugat-nilusi encephalitis/gnykitorést kovet év (2004.) augusztusaban egy
kdzponti idegrendszeri tineteket mutaté fiatal héf&ccipiter gentili taldltak a Kords-Maros
Nemzeti Park munkatéarsai. A gyogykezelési préb&kok ellenére a madar elhullott. A korszovettani
vizsgalatok felvetették a nyugat-nilusi viruséeds gyanujat. A WNV antigének kimutatésra iranyul6
immunhisztokémiai, és a nukleinsav kimutatasat &cd®d-PCR vizsgalatok pozitiv eredménnyel
zarultak. Az amplifikacidés termék szekvencigja umpkkor eltért a 2003-ban, ladbdl kimutatott
virusétol és a WNV ugandai prototipus toérzséhezy8lJ, B956) mutatta a legnagyobb genetikai
hasonldsagot. A virustorzs részletes genetikarjakese céljabdl az Ug37 genomszekvencia alapjan
tervezett primerek segitségével meghataroztuk as vielies genomszekvenciajat. A virus (WNV
goshawk-Hungary/04) genomjat 11028 nukleotid atk¢GenBank azonositdé: DQ116961). A nyitott
leolvasasi keret a 97. és a 10401. nukleotid kokdtolja a 3434 aminosavbdél allé prekurzor

poliproteint. A szekvencia BLAST kereséssel a B 36&s, a WNV kettes genetikai vonalanak
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prototipus tdrzse szekvencigjahoz volt leginkabtsohl (96%); a szarmaztatott aminosav
szekvencidk hasonlésaga 99%-os volt. A vizsgaladieken a WNV lineage 2 csoporthoz sorolt
virusok kozul csupén tovabbi két, kozép-afrikaildrombol (AnB3505, 1972-ben izolalt, GenBank
azonositd: AF001563 és HB83P55, 1983-ban izol&nRBank azonositdé: AF001557), az E fehérje
gén részleges nukleotid szekvenciai alltak rendékkee (Berthet €s mtsai., 1997). Ezek a szekvenciak
97-98%-ban hasonlitottak, a szarmaztatott aminazakvenciak 100%-ban megegyeztek a hazai
héjabol kimutatott virus szekvenciajanak homolégakeszaval. A teljes genomszekvencia
filogenetikai vizsgalatanak eredménye (22. abrapégebdsitette, hogy a héjabol kimutatott WNV a
virus lineage 2 genetikai vonalahoz tartozik (Baka@s mtsai., 2005a). A virus kimutataséat kv
(2005.) augusztusaban tovabbi ragadoz6 madaraldpaeiték meg idegrendszeri megbetegedéseket a
Korés-Maros Nemzeti Park teriletén. A park munisgtagondozasaba kerult, harom beteg héja és két
beteg karvaly Accipiter nisuy kozul két héja és egy karvaly elhullott. Az elbtil madarak
idegrendszeréih és a tuléd madarak fehérvérsejtjgibki lehetett mutatni a WNV nukleinsavéat. A
genom részleges nukleotid szekvencigja (NS5-3'UERiI&; ~1000 nt) csupan egy nukleotidban
(Ggz75A) tért el a 2004-ben kimutatott virusétol (Bakomd mtsai., 2005a). Az esetek részletesebb
vizsgalata soran a virus hosszabb (1918 nt) gerakaszanak szekvencidjat hataroztuk meg (a 9076
€s 10993 nukleotid pozicidk kozoétt; GenBank azdnodtF116943) ami tovabbi harom nukleotid
Szubsztitlcio (Agzedl, Crososl €S Aosadl) jelenlétét tarta fel az NS5 gén és a 3'UTR régésiiletén.

A 2003-2005 kozott hazai esetékbkimutatott nyugat-nilusi virusok nukleotid szehkeéit az
emlitett, NS5-3'UTR régioban filogenetikai analfmk vetettik ald a génbankban a vizsgalat
idépontjdban hozzaférhgt homoldg pozicidju szakaszok bevonaséval (16.atab). A neighbor-

joining modszerrel készitett torzsfat a 23. abraatjmbe (Erdélyi és mtsai., 2007).

Kutatasaink késbbi szakaszaban alkalmunk nyilt megvizsgalni eggimhéja tetemét is, amely 2003-
ban hullott el a Koérds-Maros Nemzeti Parkban, sk egyik munkatarsa fagyasztott allapotban
tarolta (valoszitileg ké®bbi preparalas céljabdl). Ennek a madarnak az agywéntajabdl is ki
lehetett mutatni a kettes genetikai vonalhoz tadrteizustorzs nukleinsavanak jelenlétét (nem kozolt
adat).
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23. 4bra: Magyarorszagon 2003-ban libabdl (HuO8)amint 2004-ben (Hu04 és 2005-ben héjabdl

(Hu05) kimutatott nyugat-nilusi virusok NS5
abrazolo torzsfa.

-3'UTRengpmszakaszainak rokonsagi viszonyait

A virusok adatait a 16. tablazat tartalmazza. Agatzasoknal szerépszamok az 1000 Ujramintazasos bootstrap

analizis segitségével generalt statisztikai tanuigdigok szazalékos értékei. A JEV kiltagként gmdreaz

analizisben. A Iépték a genetikai tavolsagot matat]
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16. tablazat: A filogenetikai analizisbe bevontgauinilusi virusok szekvenciainak adatai

Jelolés Virustorzs Kimutatas / izolalas genetik@enBank
helye éve forrasa vonal | azonositd
CAR-67 ArB-310/67 Kozép-afrika| 1967 szunyog la AF458343
Kdztarsasag
Eg-50 Eg t101 Egyiptom 1950 ember la AF45835%5
Et-76 EthAn4766 Etiopia 1976 madar la AF458347
Fr-00 PaANn001 Franciaorszag 2000 16 1a AY268132
Hu-03 | Goose-Hungary/03 Magyarorszag 2003 lud la mQ27
Is-98 1IS98-ST1 I1zrael 1998 fehér golys la AF481864
1t-98 WN Olaszorszag 1998 16 la AF40475Y
Italy1998Equine
Ni-65 IbAn7019 Nigéria 1965 madar la AF458348
R0-96 RO97-50 Romania 1996 | Cx. pipiens la AF260969
Rus-99a VLG-4 Oroszorszag 1999 ember 13 AF317203
Rus-99b LEIV-VIg99- Oroszorszag 1999 ember la AY277252
27889
Se-79 AnD-27875 Szenegal 1979 majom 1a AF458350
Tu-97 PaH001 Tunézia 1997 ember la AY268133
NY99a HNY1999 USA 1999 ember la AF2025411
NY99b | NY99flamingo382- USA 1999 flaming6 la AF196835
99
Kunjin- | MRM16 (Kunjin) Ausztrélia 1960 Cx. 1b AF458351
60 annulirostris
Kunijin- K6453 (Kunjin) Ausztralia 1991 szunyog 1b AF458356
91
Ind-57 1G-15578 India 1957 szunyog 1c AF458353
Ind-80 804994 India 1980 ember 1c AF458352
CAR-82 ArB3573/82 Kbozép-afrikaj 1982 kullancs 2 AF458349
Koztarsasag
Cyp-68 Q3574-5 Ciprus 1968 karvalyposzata 2 AF458346
(Sylvia
nisoria)
Hu-04 Goshawk- Magyarorszag 2004 héja 2 DQ116961
Hungary/04
Hu-05 Sparrowhawk- | Magyarorszag 2005 karvaly 2 EF116943
Hungary/05
Kenya ArNa 1047 Kenya ismeretlen szunyog 2 AF196585
Mad-78 DakAnMg789 Madagaszkar 1978 madar 2 AF458358
Mad-88 ArMg-979 Madagaszkar 1988 szlnyog 2 AF4583p4
SA-58 SAH-442 Dél-afrikali 1958 ember 2 AF458359
Kdztarsasag
SA-89 SPU 116-89 Dél-afrikai 1989 ember 2 AF458357
Kdztarsasag
Sarafend Sarafend laborat6riumi torzs 2 AY688918
Se-90 ArD-76104 Szenegal 1990 szunyog 2 AF458345
Ug-37 B956 (WNFCG) Uganda 1937 ember 2 NC 001563
RabV 97-103 Csehorszag 1997 Cx. pipiens | javasolt | AY765264
(Rabensburg) 3
Rus-98 | LEIV-Krnd88-190| Oroszorszag 1998 Dermacentor | javasolt | AY277251
(Gruzia?) marginatus 4
JEV Japan encephalitis (nem relevans) NC_001437
virus, JaOArs982
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A nyugat-nilusi virus hazai felbukkanasat kiegt passziv és aktiv felnéévizsgalatokat végeztink a
virus hazai éffordulasanak, aktivitasanak és terjedésének nyddivetése céljabol. 2005-ben a virus
jelenlétét sikerllt kimutatni egy idegrendszeri digkben elhullott juhbdl (Kecskeméti és mtsai.,
2007) és 2007-ben egy idegrendszeri tiinetek neétt I16bdl (Kutasi és mtsai., 2011.). (Az esetek
részletesebb ismertetésére a 3.2.2 fejezetben &erjl Jelerdts szamu megbetegedést tapasztaltunk
2008. augusztus 20. és oktéber vége kozott, émua szamottay foldrajzi terjedését figyeltik meg.
Abban az évben a passziv felhdmonitoring) vizsgalataink soran 33 fajhoz tart@®b vadmadar
tetemét vizsgéltuk meg. Emellett fehérvérsejt ésad® mintdkat gijtottiink harom madarfajbol
(héja, hazigalamb{olumba livi§ és barna rétihéjadircus aeruginosyy A mintakat RT-PCR
segitségeével vizsgaltuk JEV-szerokomplexhez tartomdsok nukleinsavanak jelenlétére. A pozitiv
mintakat immunhisztokémiai modszerrel is megvizegdl valamint megkiséreltik a virusok
izolalasat az arra alkalmas mintakbdl (Bakonyi éslélyi, 2011). A vadmadar monitoring
vizsgalatokat 2009-ben is folytattuk. Abban az évi3d madarfaj 70 elhullott egyedének mintait
vizsgaltuk a janiustél oktoberig terjgddészakban. A két évben 6sszesen 37 hazai madar abbtdj
mutattuk ki a WNV jelenlétét (17. tablazat). Az imnhisztokémiai vizsgalatok minden olyan esetben
aldtdmasztottak az RT-PCR pozitiv eredményét, amikeszovetmintak mennyisége és allapota
lehetbvé tette a vizsgalat elvégzését. A virust 13 mibitabikerllt izolalni. Magyarorszagi
vadmadarakbol dijtétt 20 vérsavd minta vizsgélata soran 8-bol lettdtVNV antigénekkel reagald
ellenanyagokat kimutatni. Hazigalambokbol 2009-lpfijtott 29 vérsavé mintdbdl 25 bizonyult
pozitivnak a szeroldgiai vizsgalatok soran. Kozulg® mintdt olyan galambokbdl @yottik,

amelyeket a WNV 2004-es felbukkandséanak helyéattakt

A 2008-ban medgfigyelt esetek foldrajzi eloszladarj®sen szélesebb kbrolt, mint a 2003-2007
kozott diagnosztizalt fefzéseké. A korabban érintett orszagrész (a Naggatiéli és keleti régioi)
mellett a virust kimutattuk az orszag kéz&gs dunantuli tertletein is, valamint 2008. augus28-

an Ausztria északkeleti részén (Also-Ausztria tagoyban) talaltak egy elhullott héjat, amellyb
szintén ki lehetett mutatni a virus jelenlétét (\Wods mtsai., 2011). A virust 2008-ban Wodak és
munkatarsainak tovabbi 6t héjabdl és egy északoatol, mig sajat vizsgalatainkkal 6t héjabdl, egy
saskesel§pol (Gypaetus barbatysés egy kedbodlNestor notabili¥ sikerllt kimutatni RT-PCR és
immunhisztokémiai modszerrel. Harom héja szévethiolk izolaltuk a virust. Ujabb vadmadar esetek
bukkantak fel 2009-ben Ausztridban: hat héja, eg@a lk€s egy hobagolyNyctea scandiada
szOvetmintdibol tudtuk a virus jelenlétét kimutaRT-PCR és immunhisztokémiai modszerekkel
(Bakonyi és mtsai., 2013).
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17. tablazat: Nyugat-nilusi virusféebttség kimutatasa vadmadarak mintaibél Magyargeza2008-

2009-ban.
madérfaj pozn_!v / vgsgalt po,zmv / ,V|z§galt
. szbvetminta vérsavo minta
eV RT virus
4 : 4 - 1 2
magyar nev latin név PCR IHC olalas ELISA IIF PRNT
héja Accipiter gentilis | 17/34 | 17/22| 13/17 NE NE NE
északi sélyom| Falco rusticolus 3/4 3/4 NV NE NE NE
2008 | s olyv Parabuteo 2/2 | 1/1| NV NE NE NE
unicinctus
fehér golya Ciconia ciconia NE NE NE 217 217 2/2
héja Accipiter gentilis 6/9 6/9 NV 5/10 5/10 5/5
vorésbegy | Erithacus rubecula| 2/3 NE NE NE NE NE
karvaly Accipiter nisus 1/12 1/12 NV NE NE NE
vandors6lyom| Falco peregrinus 1/1 1/1 NV NE NE NE
hollé Corvus corax 1/1 1/1 NV NE NE NE
haziveréb Passer domesticus 1/6 NE NE NE NE NE
2009 hazi Phoenicurus 1/2 | NE NE NE NE NE
rozsdafarku ochruros
,fcl)ltos ' Acrocephalus 1/2 NE NE NE NE NE
nadiposzata schoenobaenus
_ nadi Locustella 1/1 | NE NE NE NE NE
tlicsbkmadar luscinioides
hazigalamb Columba livia NE NE NE 251729 2517125 251725
barna kanya Milvus migrans NE NE NE 1/2 NV NV

NV: nem vizsgélt, NE: nem elérliet
L immunhisztokémiai médszerjndirekt immunfluoreszcencias médszer
*: 22 szervminta és 12 fehérvérsejt minta. (A feBésejtek immunhisztokémiai vizsgélata nem volt

lehetséges)

Tekintettel arra, hogy a WNV altal okozott megbetdések egy része fokozottan védett
madarfajokban fordult 8] és igy természetvédelmi jelésé€ge is lehet, egy tovabbi kutatasban
megvizsgaltuk, hogy a virusfémés ebfordul-e a hazankban szintén fokozottan védett K(£tis
tarda) legnagyobb hazai populacidjaban. Egy atfogé eédi@szségiigyi monitoring program részekeént,
tojasmentést kovéen a Dévavanyai TuzokmeéntAllomason keltetett és felnevelt madarakbol
szabadon engedésil6elvérmintakat giijtottink. A vérvételeket 2006-ban, 2009-ben és 20dr,
julius-augusztus hdénapokban végeztik; a mintakikdilag egészséges tuzokokbdl szarmaztak. A
vérsavo-mintakat kompetitiv 1gG ELISA kittel (ID Ve vizsgaltuk nyugat-nilusi virus elleni
ellenanyagok jelenlétére, tovabba haemagglutingéttisi probaval madarinfluenza virusok és
baromfipestis virus elleni ellenanyagokra, valanithiSA modszerrel madar orthoreovirusok elleni
ellenanyagokra (IDEXX FlockCheck Avian Reovirus oy Test Kit). A 2006-ben dytott, 7
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savominta kozll 2, a 2009-bentgiptt 9 savominta mindegyike, valamint a 2011-bexijiitt 11
savominta kozul 3 bizonyult pozitivnak WNV 1gG elenyagok jelenlétére. Madarinfluenza virus,
baromfipestis virus és madar orthoreovirus elldananyagok egyik mintdbdl sem lehetett kimutatni
(S6s és mtsai., 2012).

A vadmadar esetek mellett lovak halmozott idegreadsmegbetegedéseit is megfigyeltik a 2008-
2009-es jarvanyigszakokban: 2008-ban a virus nukleinsavat és angigémutattuk ki egy 16
fehérvérsejtjeibl, valamint két, a betegség végsstadiumaban extermindlt 16 agydel
homogenizatumaibdl. Egy mintabdl izoléltuk a virdsmnellett szeroldgiai vizsgalatnak vetettiink ala
27 idegrendszeri tlinetet mutato Iobolugdtt vérsavd mintat. Az 1gG ellenanyagok kimutaiids
irAnyul6 ELISA vizsgalattal pozitivnak talalt mikit indirekt immunfluoreszcencias,
haemagglutinacié gatlasi és plakk-redukciés naméeids probaval is megvizsgéltuk. A szeroldgiai
vizsgélatok 12 I6nadl mutattak ki WNV antigénekketaktiv ellenanyagokat. 2009-ben 40
idegrendszeri tiineteket mutaté 16 mintait vizsdaltuvirus jelenlétét kimutattuk négy, sulyos tialet
miatt ledlt 16 agyvel mintajabol. Ezek kézul az egyik 16bdl a betegségak stadiuméban gjtott
fehérvérsejtekdil is kimutattuk a virust. Ebben a I6ban IgM ellepagok jelenlétét, és a savoparban
IgG ellenanyag-titer emelkedést (<1:10>-1:640) tapasztaltunk. Egy mintdbdl jart sikerrel a
virusizolalads. IgG ELISA mobdszerrel megvizsgaltuagészséges lovakbdl, 2009. aprilisaban és
majusaban dijtott, 92 savomintat. A lovakat 20G&zén olyan allomanyokban tartottdk, ahol mas
lovakban diagnosztizalt, klinikai tinetekkel jarONW fert6zések fordultak él Pozitiv eredményt
kaptunk 34 16 (37%) mintdjabdl. 2009. juniusabarvatibi harom, 2008-ban nyugat-nilusi
encephalitissel érintett allomanybdl szarmazg, [B8davémintajat vizsgaltuk IgG ELISA mdbdszerrel
és 45 mintanal kaptunk pozitiv eredményt (24%)zosis a megdisits immunfluoreszcencias és
plakk-redukcids neutralizacios probak két savomasatében a kullancsencephalitis virussal szemben

magasabb titerben reagaltak, mint a WNV-vel szeniBakonyi és mtsai., 2013).

Az allati megbetegedésekkel nagyjabdél megegyaiiszakban és foldrajzi terlleteken, emberi
idegrendszeri megbetegedések hatterében is igaza@tanyugat-nilusi feéizést, szerologiai
modszerekkel. Mig korabban, 2003. és 2007. kotag@san évi hat személyben diagnosztizaltak
Magyarorszagon (nem importélt) nyugat-nilusi vinlozta encephalitist (Krisztalovics és mtsai.,
2008), a hazai emberi esetek szama is jédem megemelkedett 2008-ban: 22 esetet diagnosakizal
augusztus 14. és oktdber 28. kozott (Krisztaloéssmtsai., 2008), és 2009-ben hat idegrendszeri
megbetegedés hatterében igazoltak is a nyugai-rilus kéroki szerepét szerologiai modszerekkel.
Ausztriaban a 2008. és 2009. kozottisdakban sem lovakban, sem emberekben nem allagitotg
nyugat-nilusi feizést. A virustorzs foldrajzi terjedését a 24. dkramlélteti (Bakonyi és mtsai.,
2013).
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&

24. abra: A lineage 2 WNV torzs foldrajzi terjedésiéarpat-medencében

A: 2004 és 2007 kozott diagnosztizalt esetek. BX820an és 2009-ben diagnosztizalt esetek. A pikingk a
gazdafajokat, a szinkddok az éveket mutatjak. rvddg (2003), Iid, kékvércse (2004)

Vizsgalatokat folytattunk 2008-ban a WNVéfrdulasara szanyog vektorokban is. Egy Kardoskut
kozelében talalhatd vords vércsEalco tinnunculup koléniaban 2007-ben nyugat-nilusi virust
mutattunk ki fiokdk tetemeith. A fészkek kdzeléberCx. pipensszinyogokat gijtottink 2008.
juliusaban és Osszesen 19 db 2-25 egyedet tartalpaal-t vizsgaltunk és egy pool-bdl tudtuk
kimutatni a WNV RNS jelenlétét. Ausztriaban 200@egtembere és oktdbere kdzott Bécs, Also-
Ausztria, Fel§-Ausztria, Burgenland és Stéjerorszag szovetséminiinyokban gjtott, 138 pool-ba
csoportositott szanyogmintak vizsgélata sordn 7Cdb pipiensnéstényeket tartalmazé pool-bol
lehetett kimutatni a virus jelenlétét. Mindegyikop@\Is6-Ausztriabol, a vadmadéar esetek kdzéléb

szarmazott (Bakonyi és mtsai., 2013).

Annak megéallapitdsara, hogy a 2008-ban és 200%imeutatott megbetegedéseket okozé WNV-k
milyen rokonsagi viszonyban allnak a korabbi évekbMagyarorszdgon kimutatott virusokkal,
meghataroztuk 22 virusnak a részleges nukleotikivereiajat az E fehérje gén régiojaban (nt 1617-
2483): 9 virus Magyarorszagrol, 13 Ausztridbol;va@imadarbol, 2 16bol; 7 szekvencia 2008-bol és
15 szekvencia 20098h. Ugyancsak meghataroztuk 18 virusnak a szekagiicaz NS5-3'UTR
régioban (nt 10146-10820): 12 virus MagyarorszadgiGhusztriabol; 17 vadmadarbol, 1 16bdl; 10
szekvencia 2008-bdl és 8 szekvencia 208194 szekvencidkat illesztettik a korabbi vizsgakaual
leirt WNV szekvencidkkal és neighbor-joining maodsek filogenetikai analizist végeztink. A
legvaloszitibb rokonsagi viszonyokat abrazolo torzsfakat aé2526. abra mutatja be (Bakonyi és
mtsai., 2013).
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25. abra: Az E fehérje régio részleges nukleotakgznciainak neighbor-joining algoritmussal végzett

filogenetikai analizise alapjan készitett torzsfa.

A vizsgdlataink sordan meghatarozott szekvencidkatdgfaj - orszag rovidités (Hu: Magyarorszag, AT:
Ausztria) - kimutatds éve (08: 2008, 09: 2009) Kddo jeloltik. A magyarorszagi térzseket piros seln az
ausztriai torzseket kék szinnel emeltik ki. A gébaszekvencidk kodjainak feloldasat a 16. tablazat
tartalmazza. Az elagaz6dasoknal olvashatd szanfmotstrap analizis értékeit mutatjak (1000 isméttéak a

nagyobb elagazddasoknal kiirva). Az abra bal adské&ban a |épték a genetikai tavolsagot mutatja.
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26. abra: Az NS5-3'UTR reégio részleges nukleotigksenciainak neighbor-joining algoritmussal

végzett filogenetikai analizise alapjan készitattsfa.

A vizsgdlataink sordan meghatarozott szekvencidkatdgfaj - orszag rovidités (Hu: Magyarorszag, AT:
Ausztria) - kimutatds éve (08: 2008, 09: 2009) Kddo jeloltik. A magyarorszagi torzseket piros seln az
ausztriai torzseket kék szinnel emeltik ki. A géibbaszekvenciak kodjainak feloldasat a 16. tablazat
tartalmazza. Az elagazddasoknal olvashaté szanimotstrap analizis értékeit mutatjak (1000 ismétéak a

nagyobb elagazddasoknal kiirva). Az abra bal adské&ban a |épték a genetikai tavolsagot mutatja.
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A nyugat-nilusi virus hazai szunyog vektorainak tpeabb meghatarozdsa, és bennik a WNV
eléfordulési gyakorisdganak megismerése céljabol fielmizsgalatokat végeztiink 2011-ben és 2012-
ben Magyarorszag hat, keleti és déli megyéjébeszesen 24 dijtohelyen (27. abra). 2011-ben 24
szunyogfaj, 11728 egyedét gittuk be, majd gfjtési hely, faj és ivar alapjan 1-50 egyedet
tartalmazo, 362 pool-ba rendeztiuk. 2012-ben 18ysxyfaj 11465 egyedébképeztiink 283 pool-t. A
gytjtott szanyogok kozul 23095 voltéetény és 68 hinCulex pipiens emellett 30 Anopheles
maculipennis him egyedet is dyjtottunk 2011. telén. A szanyog pool-ok homogeninddit
megvizsgaltunk a nyugat-nilusi virus nukleinsavajedénlétére, valos id&jRT-PCR modszerrel. A
2011-ben gijtott szanyogok kozul harom pool-bol mutattuk ki \@rusRNS jelenlétét: egy
Fényeslitkén (a 27. abran “1"-el jelolt, E48° 1&1,76", K22° 04' 07,64"), juniusban gott,
Ochlerotatus annulipesibstényeket tartalmazé pool-bél; egy, a debrecenicgika-tonal (“11"-el
jelolt, E47° 30" 36,37", K21° 44' 27,18"), juliusbayyfijtott, Coquillettidia richiardii néstényeket
tartalmazé pool-bol; és egy kardoskuti kékvércsdéianal (“18"-al jeldlt, E46°29' 49,00", K20° 42'
13,98"), szeptemberben igiott, Culex pipiensnéstényeket tartalmazé pool-bol (18. tablazat). A
2012-ben gijtott és csak himeket tartalmazé pool-ok egythétem lehetett a WNV nukleinsavat

kimutatni.
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27. abra: A szunyogminték gjyési helyei.

Ures korok: WNV negativ mintak; feketével kitoltokorok: WNV pozitiv mintak. 1: Fényeslitke, 2:
Szabolcsveresmart, 3: Doge, 4: Kékcse, 5: Kisvagdanarcs, 7: Ajak, 8: Gyulahaza, 9-13: Debrecbf,
Hortobagy-Halasto, 15: Egyek (Hortobagyi Nemzetikpal6: Dévavanya, 17: Kérosladany, 18: Kardoska@t,
Ocsa, 20: Felerek, 21: Mohécs, 22: Pécs, 23: DravaszabolcsS@dony
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18. tablazat: A nyugat-nilusi virus RNS jelenlétémegvizsgalt szinyog pool-ok szama és

Osszetétele

gyiijtés éve: 20112012
szanvoafai gyfijts- szunyogok szama
yogrdl helyek psoc;;T?; a pool-okban gyiijtés hénapja
szama | % 1-3 4-19 >20

Aedes cinereus 8;6 52;16 8;5 8;1 36;10 5,6,7,8,95,6,7,8
Aedes rossicus 1;2 4;10 1;1 2;3 1;6 5,6,7,8,5,6,7,8
Aedes vexans 9;9 94;133 7;25 9;3 78;105 5,6,7,8,95,6,7,8,9
Anopheles algeriensis 1;0 1;0 1;0 0;0 0;0 5;-
Anopheles atroparvus 0;2 0;2 0;1 0;0 0;1 -2
Anopheles claviger 1;0 3;0 2;0 1;0 0;0 7,8,9;-
Anopheles hyrcanus 5,7 20;20 4;11 0;3 16;6 5,7,8,95,6,7,8
Anopheles maculipennis  7;6 13;6 2;2 5;3 6;1 5,6,7,8,91,2,7
Anopheles messeae 0;1 0;1 0;1 0;0 0;0 -1
Anopheles plumbeus 1;2 2;3 1;3 1;0 0;0 6,8;7,8
Coquillettidia richiardii 9;9 35;43 7,17 11%; 9 17;17 6,7,8,9;6,7,8,9
Culex martinii 1;0 2;0 1;0 1;0 0;0 6,8;-
Culex modestus 9;7 20;22 6;12 9;9 51 6,7,8,9,5,6,7,8,9
Culex pipiens molestus 1;0 1;0 1;0 0;0 0;0 12;-
Culex pipiens pipiens 7,3 19;5 5;4 9;0 51 6,7,8,9,12;1,2,8
Culex territans 1;0 1;0 0;0 1;0 0;0 7;-
Culex torrentium 1;0 1;0 0;0 1;0 0;0 8;-
Culiseta alaskaensis 0;1 0;1 0;1 0;0 0;0 -5
Culiseta annulata 1;3 1;3 1;2 0;0 0;1 9;1,2
Ochlerotatus annulipes 4;4 22,7 5,7 7;0 10;0 5,6+,7,8;5,6,7,8
Ochlerotatus cantans 5;0 16;0 7;0 4;0 5;0 5,6,7;-
Ochlerotatus caspius 0;1 0;3 0;3 0;0 0;0 - 7,8,9
Ochlerotatus excruciang  0;1 0;1 0;1 0;0 0;0 -
Ochlerotatus flavescenyg  3;1 51 1;1 4;0 0;0 5,6;6
Ochlerotatus geniculatus  2;0 2;0 2;0 0;0 0;0 8;-
Ochlerotatus rusticus 1;0 1;0 0;0 1;0 0;0 6;-
Ochlerotatus sticticus 5;3 44;3 3;2 51 36;0 5,6,7,8,97,8
Ochlerotatus sp. 1;0 1;0 1;0 0;0 0;0 9;-
Uranotaenia 1;0 2;0 1;0 0;0 1;0 7,8;-
unguiculata

* WNYV pozitiv pool-ok.

A 2011-ben talalt, pozitiv pool-ok egyedszamai gapkiszamoltuk a minimalis szinyog WNV
fert6zottségi aranyt (minimal infection rate, MIR = atézott szinyogok szama 1000 szunyogonként,
amennyiben a pozitiv pool-ban csak egyetlen posititnyog volt). Ez az érték az 6sszes szunyogra
vonatkoztatva 0,28)chlerotatus annulipege 2,03,Coquillettidia richiardii-ra 0,63,Culex pipienge
2,70 volt. A pool-ok valtozé elemszdmanak (a sz@agkoszamanak) figyelembe vételével prevalencia
értékeket is szamoltunk, 95%-0s konfidencia intéumaokkal (95% CL). A szamitott WNV
prevalencia értékek az 6sszesjttt szinyogra vonatkoztatva 3x1als6 95% CL = 19, felss 95%

CL = 7x10%; Ochlerotatus annulipes2x10® (als6 95% CL = 16, felss 95% CL = 9x10);
Coquillettidia richiardii. 7x10* (alsé6 95% CL = 0, fets 95% CL = 2,9x10); és Culex pipiens
2.9x10° (als6 95% CL = 2x18 felss 95% CL = 1,26x16) (Szentpali-Gavallér és mtsai., 2014.)
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A Baranya megyében 2011-2012-ben és 2013-béjidttyszinyog pool-okat tovabb vizsgaltuk, a
flavivirusok széles korét kimutato, ,univerzalis'rimppereket hasznald, nested RT-PCR préba
(Scaramozzino és mtsai., 2001) segitségével. Azkegy Pécs kozelében talalhaté pellérdi
halastavaknal (E46° 3'23,48”, K18° 9'23,97”) 20aLigusztusaban, fehér fénycsapdavdijtiyt, 32
Uranotaenia unguiculatanéstény egyedet tartalmaz6 pool homogenizatumabétsidtett, 250 bp
hosszUsagu amplifikacids termék szekvenciaja BLASESéssel a legnagyobb hasonldésagot a WNV
8 1-05-Uu jel torzséhez mutatta (GenBank azonositd: FJ159134).aBEvirust 10,Uranotaenia
unguiculatanéstényt tartalmazo pool-bdl mutattak ki 2005-benorvszag Volgograd régidjdban. A
hazai mintabdl kimutatott virus (WNV/189/Uu/2011,PegJlérd virus”) részleges nukleotid
szekvencigjat két szakaszon sikerllt meghataroani:egyik szekvencia (KJ592830) 79,6%-ban
hasonlitott a FJ159131 génbanki azonositoju, oresagi torzs E fehérje gén 1261-2118 nukleotid
pozicio kozotti szakaszahoz; a masik szekvenciaqg329) pedig az NS5 gén 8161-9035 nukleotid
pozicio kozotti szakaszahoz hasonlitott 82,5%-Bafilogenetikai vizsgalatok eredményeit a 28. abra

mutatja be (Kemenesi és mtsai., 2014a).
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28. abra: Neighbor-joining algoritmussal szamitotzsfak a WNV/189Uu/2011 virus NS5 (A) és E

fehérje (B) génjeinek részleges nukleotid szekvaradapjan.

A hazai torzs szekvenciait félkdvér thegl emeltik ki. A genetikai vonalak elnevezésénéh&dieu és mtsai.,
(2013) Altal javasolt némenklatirat hasznaltuk. élagazasoknal szergpszamok az 1000 Ujramintdzasos
bootstrap analizis segitségével generalt stat@ztdmogatottsagok szazalékos értékei. Az USUVakliént

szerepelt az analizisben. A Iépték a genetikailsagot mutatja

3.2.1.3. A nyugat-nilusi virus Gérogorszagban katuntt tdrzsének genetikai jellemzése

Gorogorszag észak-keleti részén jelerézamu emberi esettel jaré nyugat-nilusi enceghgrvanyt
figyeltek meg 2010. nyardn é&$szén (Papa és mtsai.,, 2010). A jarvatigmhkban 191 esetet
diagnosztizaltak, amelyek kozul 32 haldlos kimelieteolt. Az el emberi megbetegedéseket
kdvetben szunyogokat gytottek a jarvannyal érintett telepiléseken és WIRNS jelenlétére
vizsgaltaksket RT-PCR segitségével. Egy 2010. augusztus NedrSanta (E40,84194° K22,91499°)
telepllésen gyjtott, 50Cx. pipiensndstény szunyogot tartalmazé pool vizsgélata poeitédménnyel
zarult. Az NS5 gén terlletén fedsitett, 146 nt hosszusagu genomszakasz nukleotiénsije a
legnagyobb hasonlésagot a Magyarorszagon, 2004-béjabol szarmaz6 nyugat-nilusi virus
szekvencigjahoz mutatta (Papa és mtsai., 2011@yul (Nea-Santa-Greece-2010) részletes genetikai

jellemzése és rokonsagi viszonyainak feltarasaloéljmeghataroztuk a teljes genomszekvenciajat és
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filogenetikai vizsgalatokat végeztink. A szunyograbdl kivont RNS atfed primerparokkal végzett
RT-PCR felebsitése, és az amplifikacioés termékek direkt szeddéma segitségével a virusgenom
11028 nt hosszusagu szakaszat hataroztuk meg (Gke@Banositd: HQ537483), amely tartalmazza a
nyitott leolvasasi keretet. A nukleotid és a szatam@tt aminosav szekvenciakat 6sszehasonlitottuk a
génbanki adatbazisokban hozzafé$h@tNV szekvenciakkal. A legnagyobb nukleotid hasealgot
(99,6%) ebben az esetben is a magyarorszagi héiamditatott, ,goshawk-Hungary-2004” virus
szekvencigjaval talaltuk. A két virus nukleotid lsznciaja 44 bazisban tért el egymastol; a mutaciok
nagyjabol egyenletesen oszlottak el a genombarzdfnemaztatott aminosav szekvenciak pozicionalis

illesztései az eurdpai, kettes genetikai vonaltentord virusok egyedi és jellegzetes aminosav-
szubsztitacioit tartak fel (19. tablazat).

19. tabldzat: A Nea-Santa-Greece-2010 WNV szarnwiztaminosav szekvencia eltérései afrikai

lineage 2 virusokhoz és a WNV mas genetikai vonalaképvisalihez viszonyitva

Fehérje NS1 NS2B NS3 NS4B NSb
Aa pozicié 44| 88| 119 11 249 14 3 32 49 113 190
Gr-10 (lin. 2) Arg| lle| lle| Arg| Pro| Gly| Thr| Asn| Ala| Met Arg
Hu-04 (lin. 2) Arg| lle | Val| Arg| His| Ser Thr Asn Thr Val | Lys
tovabbi, lineage 2
WNV tdrzsek

N

Lys | Met| Val| Lys| His| Ser| Ala | Ser| Thr | Val | Lys

NY-99 (lin. 1) Lys | Met| Val| Lys| Pro| Ser| Val| Glul Thr| Val Lys
RabV (lin. 3) Arg| lle| Val| Lys| Asn Ser Thr Asp Ser aVN| Lys
Rus-98 (lin. 4) Lys| Met Val Arg Thr Gly Ser Ser SerVal | Lys
Ind-80 (lin. 5) Lys| Met| Val| Lys| Thni Gly Ald Gly Thn Vval | Lys

A kutatds soran meghatarozott, Nea-Santa-Greede-2fkvenciajat a Gr-10 kéd jeldli; a tébbi virus
roviditésének feloldasa a 16. tdblazatban talalhA NS3 fehérje 249 aminosav pozicidjdban
megfigyelt Pro aminosav homoldég az amerikai, lireag térzsben virulencia markernek vélt
aminosavval (szurke hattérrel kiemelve).

"kivéve SE-90, WNFCG, Mad-78 és Sarafend (Gly)

“kivéve Mad-78 (Ala)

A Nea-Santa-Greece-2010 WNV nukleotid szekvenaidi@nsagi viszonyait vizsgalo filogenetikai
analizis eredményét a 29. abran bemutatott torgséamlélteti. A torzsfaban a gorogorszagi és
magyarorszagi eredetvirus kilonallo &gat alkot, kozeli feltételezettzks 6ssel. Hozzajuk
legkdzelebb Dél-Afrikaban kimutatott WNV tdrzsekekzenciai alltak. A bootstrap-analizis 100%-
ban tamogatta ezt a csoportosulast.
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29. abra: WNV toérzsek teljes nukleotid szekvenekimeighbor-joining algoritmussal végzett

filogenetikai analizise alapjan készitett torzsfa.

A kutatds soran meghatarozott, Nea-Santa-Greedg-20dkvencijat a Gr-10 kod jeldli. A tébbi szeksien
kodjanak feloldasat a 16. tablazat tartalmazzaeldgazodasoknal a bootstrap analizis értékei océkh{1000
ismétlés). Az dbra jobb oldalan az egyes genetikaialak jelolése lathatd. A 1épték a genetikai ts&got

mutatja.
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3.2.1.4. A nyugat-nilusi virus Csehorszagban 2rBkimutatott térzsének genetikai jellemzése

A gorogorszagi felbukkanast koven a virustorzs élorduldsat jelentették Olaszorszagban 2011-ben
(Bagnarelli és mtsai., 2011), Horvatorszagban 204r2-(Merdé és mtsai., 2013; Pem-Novosel és
mtsai., 2014) és Szerbiaban 2013-ban (Popovic &si.m2013), ami alatamasztotta a terjedés nyomon
kovetésére iranyuld vizsgélatok fontossagéat. A 2351.fejezetben emlitett csehorszagi szunyog
arbovirus monitoring vizsgalatok soran a dél-morsaagi tavak (Nesty, Novy, Mlynsky) kdzelében
2013. jdliusa és augusztusa soran 3253émyCx. modestuszunyog egyedet ¢jtottek cseh kutatd
partnereink. A 650 pool-ba rendezett szunyogmikédtes genetikai vonalhoz tartoz6 WNV RNS
jelenlétére iranyuld, specifikus RT-PCR vizsgalatgy (13-104, a Novy tonal dgyott; 13-329, a
Nesty tonal giijtott, 13-479 és 13-502, a Mlynsky tonaligiptt) pool esetében pozitiv eredménnyel
zarult. Ez alapjan 1:8,125 (0,012%) MIR értéketahattak meg. Harom mintabdl (13-104, 13-479 és
13-502) a virust izolaltak szopdsegér intracramialiassal. Az egerek az oltast k@vét10. napon
hullottak el. Meghataroztuk a virusok teljes genpehsencidjat (GenBank azonositok: 13-104:
KM203860, 13-329: KM203861, 13-479: KM203862, és502: KM203863) és tsszehasonlitottuk
kettes genetikai vonalhoz tartozé nyugat-nilusisdk szekvencidival. A neighbor-joining statisztika
modszerrel készitett filogenetikai analizis segisél készitett torzsfa (30. &bra) a csehorszagi
virusok feltételezett rokonsagi viszonyait mutagjacsehorszagi virusok szekvenciai a torzsfan két
agat alkottak, és Olaszorszagban 2013-ban embegbetegedésekb kimutatott nyugat-nilusi
virusokkal van feltételezett legkdzelebbi kozisik (100%-0s bootstrap-tamogatottsag). A torzsfa
topoldgiaja alapjan a csehorszagi és egyeb, 2@080£3. kdzott Kozép-Europaban kimutatott WNV-
k szekvenciai a 2004-ben felbukkant, magyarorszdgiséval allnak a legkozelebbi genetikai

rokonsagban (100%-o0s bootstrap-tdmogatottsag) (Réslontsai., 2014).
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71 [ KF647248, human, Italy, 2013
KF647252, human, ltaly, 2013
KF647250, human, Italy, 2013
100 | KF647249, human, Haly, 2013
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KF647251, human, Italy, 2013

_E(MZOBBBD, Cx. modestus, Czech Republic, 2013
100 KM203863, Cx. modestus, Czech Republic, 2013

LE KM203861, Cx. modestus, Czech Republic, 2013
- KM203862, Cx. modestus, Czech Republic, 2013

JN858070, human, Italy, 2011

T4
— KF179640, goshawk, Austria, 2008

KC407673, goshawk, Serbia, 2012

i KC496015, horse, Hungary, 2010
:‘l; KF179639, human, Greece, 2012
HQ537483, Cx. pipiens, Greece, 2010

KC496016, Cx. pipiens, Serbia, 2010
— DQ116961, goshawk, Hungary 2004

80

100

100

JN393308, horse, South Africa, 2008

100
_li EF429197, human, South Africa, 1989
& EF429198, human, South Africa, 2001

DQ318020, Mimomyia lacustris, Senegal, 1990

AY532665, human, Uganda, 1937
JX041631, bird, Ukraine, 1980

M12294, WNFCG, derivate of Uganda-1937

EF429199, human, South Africa, 2000

FJ425721, human, Russia, 2007

100
100 DQ318020, Cx. tigripes, Central African Republic, 1972

EF429200, human, South Africa, 1958

0.005
30. 4bra: Kettes genetikai vonalhoz tartoz6 WN\zgék teljes nukleotid szekvenciainak neighbor-
joining algoritmussal végzett filogenetikai anaizialapjan készitett torzsfa.

A kutatas sordn meghatarozott szekvenciakat pie@isnel emeltik ki. A szekvenciak koédjai a GenBank-i
azonositét, valamint a kimutatas eredetét (gazdafagag, év) tartalmazzak. Az elagazédasoknalaistrap

analizis értékei olvashaték (1000 ismétlés). Adkt genetikai tavolsagot mutatja.
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3.2.1.5. A nyugat-nilusi virus Térokorszagban kiatott térzseinek genetikai jellemzése

A nyugat-nilusi virus kdzelmultban izolalt térzseingenetikai jellemzésére iranyulé kutatdsaink
keretében, egyuttiikddésben torokorszagi kutatokkal, egy WNV torzgeselgenomszekvencigjat
meghataroztuk. A virust Torokorszag kozép-anatdeségének Eskisehir tartomanyaban (E39°24’,
K31°02) 2011. januarjdban, lazas &ltalanos, mdggiendszeri tlineteket mutaté 16bol izolaltak
(Ozkul és mtsai., 2013). A virustorzs (T2) teljengmszekvenciajat a korabban leirtak szerint, &tfed
szakaszok amplifikaciojat kouviedirekt szekvenélasokkal hataroztuk meg (Bakonyinésai., 2006).

A szekvencidk pozicionalis illesztése utdn Ossitetill genomszekvencia (GenBank azonosito:
KJ958922) a 93. nukleotid poziciotol tartalmaz egjtott leolvasasi keretet, amely 3433 aminosav
hosszUséagu, feltételezett prekurzor poliproteirddkd A génbanki adatbazisokban végzett BLAST
homoldgia keresés eredménye szerint a genomszakweetegnagyobb hasonldsagot (99,3%) a WNV
l-es genetikai vonaldhoz tartozd, ArB310/67 vinestdszekvencidjahoz (GenBank azonosito:
GQB851608) mutatta. Ezt a virust a Kozép-Afrikai gasagban izolaltak 1967-ben. Tovabbi, 1-es
genetikai vonalhoz tartoz6 nyugat-nilusi virusokn@mszekvenciainak bevonaséaval filogenetika
analizist végeztlink a virustorzs rokonsagi viszomakafeltardsara. A neighbor-joining mdédszerrel
készitett torzsfat a 31. dbra mutatja. A May ésamt$2011) altal javasolt csoportositas alapjan a
torokorszagi virustdrzs a WNV 1-es genetikai voria, klad, 6. klaszterébe sorolhato, egyutt az
ArB310/67 torzzsel (Ergunay és mtsai., 2015). Azki&ad eurdpai virusokat tartalmazo 2. és 4.
klaszterei kuloén agakat alkotnak. A maximum-likeldd és UPMGA statisztikai modszerekkel

végzett filogenetikai analizisek hasonlé topoldgidirzsfakat eredményeztek (nem kozoélt adat).

A T2 torzs mellett tovabbi 37, Torokorszagban 20&%. 2013. kodzott izolalt WNV részleges
genomszekvencigjat (E fehérje kodolo régio) is mg@toztuk és filogenetikai analizisnek vetettik
ala. A szekvenciak (GenBank azonositok: JN8288R8310862, JX310863, KC290932 — KC290942,
KC466019 — KC466021, KF437832 és KJ433822 — KJ4@B8&y kivételével a legnagyobb
hasonléséagot (98,8-100%) a T2 és ArB310/65 torazekvenciaihoz, valamint egymashoz mutattak.
A neighbor-joining médszerrel végzett filogenetikaializis segitségével készitett torzsfat a 32 abr
mutatja. A vizsgalt 37 virus kozul 36 szekvencidgjd2 viruséval képez monofiletikus agat, egy
(Eqnl, GenBank azonosit6: JIN828805) viszont ataszkrhez sorolt virusokkal (a Nigéridban, 1965-
ben izolalt IBAN7019 torzzsel és a Szenegalban948sh izolalt ArD27875 torzzsel) kerult kozos
agra. Ez az a virus, amelyet 2011. februérjabarélia&@ egy I6bol, Torokorszag Eskisehir
tartomanyabdl (I. kordbban). Megjegyzéndhogy a vizsgalt nukleinsav szakasz révidsége (133
miatt, ez a csoportosulas statisztikailag nem tatoiy Az UPGMA mddszerrel készitett térzsfa
hasonld topoldgiat mutatott (nem kozolt adat). A tdBzs szarmaztatott aminosav-szekvencidjanak
elemzése sordn medfigyelt aminosav szubsztiticid& atalnak, hogy ez a virus a mediterran
térségben kimutatott egyéb virusoktdl figgetlenl@iés folyamaton esett at. Az egyes genetikai

vonalban virulencia markernek feltételezett aminasaibsztiticiok (NS2A &P, NS3 4P és NS4b
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C102S) a T2 torzsnél nem fordultakéelviszont a WNV 2-es genetikai vonalab&@x. pipensben

révidebb replikacios idvel 6sszefliggésbe hozott EsyA szubsztiticié (Moudy és mtsai., 2007 ¥

formaban volt jelen (Ergunay és mtsai., 2015).

97

100

100

100

GUO011992-1ta09-Italy ]
JF719069-H1b-Spain
DQ786573-407/04-France
AY701413-04.05-Morocco
AJ965628-PT5.2-Portugal
AF404757-1T98-ltaly
FJ766332-GE.20/V-Spain
JF707789-HU6365/0-Spain
AY268132-PaAn001-France | Cluster 2
JQ928174-Livenza2011-Italy
140 | KC954092-Livenza.37.1-Italy
HM152775-0304h.ISR00-Israel
AY262283-KN3829-Kenya
AF260969-R097.50-Romania

100

100

GQ851607-IBAN7019-Nigeria |
Cluster 5
GQ851606-ArD27875-Senegal |

@ KJ958922-T2-Turkey
AY268133-PaH001-Tunisia
DQ118127-Hun03-Hungary

GQ379160-ArEq001-Argentina
AF481864-1S98-Israel Cluster 4
AF260967-NY99. eghs-NewYorkUSA
DQ164205-TX.2002.2-TexasUSA
99t DQO8006I-TVPI117-Mexico

_EArzsoges-Emm-Egypt

100
100

Cluster 1

100 AY603654-EthAn4766-Ethiopia

D00246-KUNCG Kunjin-Australia | Clade 1b

(GQ851605-G16146-India | Clade 1c
EF429199-SA381/00-SouthAfrica | Lineage 2

|
0.05

31. abra: Egyes genetikai vonalhoz tartoz6 WNV gékzteljes nukleotid szekvenciainak neighbor-

AF075723-Japaneseencephalitisvirus. GP78

joining algoritmussal végzett filogenetikai anaiialapjan készitett torzsfa.

& GQ851608-ArB310/67-C AfricanRepublic
Cluster 6

AY277251-LEIV. Km688.190Russia:| Lineage 4

Clade 1a

Lineage 1

A kutatds soran meghatarozott, T2 torzs szekvext#ja vele kozeli rokon ArB310/67 torzs szekvencidat

jellel emeltiik ki. A szekvenciak kodjai a GenBankzonositot, a virustorzs nevét és kimutatasi gremvét

tartalmazzak. A dbb elagaz6dasokndl a bootstrap analizis szazakikékei olvashatok (1000 ismétlés). Az

abra jobb oldalan taldlhato fiiglgges vonalak és kapocs jelek a May és mtsai. (2@&lthl javasolt

csoportositast mutatjak. (A 3. klaszter nem kefdlttintetésre.) A JEV GP78 térzsének szekvenciéjagként

kerilt az analizisbe. A lépték a genetikai tavobsagutatja.
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KC290934-MOcc3 EDR 2012-Turkey
KC290938-MOcc4 EDR 2012-Turkey
KJ433839-MCxp2 MRS . 2011-Turkey
|- KJ433837-MOcc1.EDR 2013-Turkey
KJ433838-MCxp1.MRS.2011-Turkey
KJ433831-Eqn1. MGL 2012-Turkey
KJ433833-Eqn2 ADN.2011-Turkey
KJ433835-Eqn1.MRS 2011-Turkey
KJ433830-Eqn4 MGL 2011-Turkey
KJ433829-Eqn3 MGL 2011-Turkey
KJ433828-Eqn2 MGL 2011-Turkey
KJ433827-Eqn1.MGL 2011-Turkey
KJ433826-HmnSu ANK 2013-Turkey
KJ433825-Hmndc ANK 2013-Turkey
KJ433824-Hmn3 ANK 2013-Turkey
KJ433823-Hmn2 ANK.2013-Turkey
KF437832-Hmn2 ANK 2012-Turkey
JX310862-Hmn1s ANK 2012-Turkey
KJ433832-Hmn1 EDR.2012-Turkey
KC466020-Hmnd . TKR 2012-Turkey
KC290832-Hmn1.TKR.2012-Turkey
|- KJ433822-Hmn1 ANK 2013-Turkey
|- KJ433834-Eqn1.ADN.2011-Turkey
@ KJ958922-T2-Turkey
4 GQ851608-ArB310/67-CentralAfricanRepublic
KC290936-MOcc5.EDR 2012-Turkey
KC290939-MOcc7 EDR.2012-Turkey
KC290941-MOcc1.EDR.2012-Turkey
JX310863-Hmn1c ANK 2012-Turkey
KJ433836-Eqn2 MGL 2012-Turkey
KC290933-Hmn2 TKR.2012-Turkey
KC466021-Hmn5. TKR 2012-Turkey
KC290935-MCxp1.EDR 2012-Turkey
KC290942-MCxp2 EDR 2012-Turkey
KC290940-MOcc2 EDR 2012-Turkey
5_1 KJ433840-MCxp3 MRS 2011-Turkey
KC290937-MOcc6 EDR 2012-Turkey
k. KC466019-Hmn3 TKR 2012-Turkey
.|— GQB851606-ArD27875-Senegal

1

GQB851607-IBAN7019-Nigeria
JN828805-Eqn1 ESK 2011-Turkey
- AY268133-PaH001-Tunisia
DQ118127-Hun03-Hungary
DQOB006S-TVPI117-Mexico
GQ379160-ArEq001-Argentina
DQ164205-TX2002 2-Texas USA
AF481864-1598-Israel
AF260967-NY99 eqhs-NewYork USA
AY277252-LEIV-Vig99-Russia
o3| AY262283-KN3829-Kenya
AY278442-LEIV-VigOO-Russia
AF260969-R097 50-Romania
AF404757-IT98-taly
GUO11992-1ta09-Italy
AY268132-PaAn001-France
AY701413-04 05-Morocco
| AF260968-Eg101-Egypt
_L AYB03654-EthAnd766-Ethiopia
D00246-KUNCG. Kunjin-Austrakia
GQ851605-G16146-India
EF429199-SA381/00-SouthAfrica
AF075723- phalitis virus GP78

65
—

0.05

32. abra: Egyes genetikai vonalhoz tartozé WNV gékzE fehérje kodol6 régid részleges nukleotid

szekvencidinak neighbor-joining algoritmussal végfilegenetikai analizise alapjan készitett téazsf

A kutatds soran meghatarozott, T2 torzs szekvext#ja vele kozeli rokon ArB310/67 torzs szekvencidat
jellel emeltik ki. A tobbi, torokorszagi erefletzekvenciat a GenBank-i azonositd, a térzs nevégzdafajt
(Egn: 16, human: ember, M: szinyog, CxPx. pipiens Occ: Ochlerotatus caspiys az izolalas helyét
(tartomanyi szinten, ADN: Adana, ANK: Ankara, EDRdirne, ESK: Eskisehir, MGL: Mugla, MRS: Mersin,
TKR: Tekirdag) és évét, valamint az orszag (Torékag) nevét tartalmazé kédok jeldlik. A mas kutchdiial
meghatarozott szekvenciakat a GenBank-i azonositditustérzs nevét és a kimutatasi orszag nevétnaazo
kddokkal jeléltik. Az elagazédasoknal a bootstrapliais szazalékos értékei olvashatdék (60%-nal oblgy
értékek, 1000 ismétlés). A JEV GP78 torzsének smmkdja kiltagként kerllt az analizisbe. A lépték a

genetikai tAvolsagot mutatja.
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3.2.2. A nyugat-nilusi virus gazdaspektruma ésgmatitasa
3.2.2.1. A nyugat-nilusi virus magyarorszagi tonesepatogenitasa hazilidban

Egy dél-alfoldi telepen, szabad tartdsban neveB003 egyedet tartalmazo6 ladallomanyban
idegrendszeri megbetegedéseket figyeltek meg 2808usztusaban (Glavits és mtsai., 2005). A
ludakat a Duna arterében, mas baromfi fajoktél I6kitive tartottak, de vadmadarakkal érintkezésben
kerllhettek. A legkozelebbi ladallomanyt kb. 30 keniartottdk. Ugyanabbdl a s#allomanybol
szarmazo0, mashol keltetett és nevelt libakban regrasiztaltak megbetegedéseket, viszont circovirus
fertozést mind az érintett allomanyban, mind a masholelhelibdkban is kimutattak. A
megbetegedések a 6. élethéten kdiek és kb. 6 hétig tartottak. Az napi elhullas5elyed volt, a
betegség teljes édzaka alatt 564 liba (az allomany 14%-a) pusztulh detegségdbb tlnetei ataxia,
torticollis, opisthotonus, inkoordinacio, clonickgnyszermozgasok és kényszer-testtartasok voltak

(33. &bra). A tuneteket mutatd madarak dadbbsége 4-5 napon belul elhullott.

33. abra: Nyugat-nilusi virus okozta agyglulladas tlinetei hazilidban (szarnylégatas, réewmes

fejtartas).Dr. Glavits Rébert felvétele

A korbonctani vizsgéalatra kertlt libdk kondiciojaybén (5/12) vagy ésen (7/12) elmaradt az
atlagostol. A makroszkopos vizsgalat sordn esetdnkéllegtelen elvaltozasokat (tficboveniség,
enyhe tiddéedema), valamint az agydetgyes teriletein 3-4 mm-es atGjér sargasszirke gécokat
lehetett latni. A bursa Fabricii fala vékonyabbpé&tyhtdtebb volt, mint a hasonl6 koru, egészséges
allatoké. A korszovettani vizsgalatok soran mindegyn=12) vizsgalt allatban lymphocytas
agyvebgyulladast, 7 allatban gerincdelgyulladast is latni lehetett. Az agyi elvaltozas(ik3
sejtsoros, lymphocytas és plazmasejtes érfal- ghdatya besirédések, gocos glisasarjadzas, 34a
abra) kulonbo& terlleteken (agytorzs, kéreg, thalamus, szaglé@lebekisagyveb) egyarént
eléfordultak, de a kisagyvél molecularis rétege volt leginkabb érintett. Nédlatagerincved
mintdiban az idegrostok degeneracidjat és repaglisejt-sarjadzast is meg lehetett figyelni. A
vizsgalt allatok mindegyikében a lymphoid szervekbgoursa Fabricii, 1ép, thymus) jelést
lymphocyta-depletiot és histiocytosist lehetethilagyulladasos reakciok nélkil. Négy allat mingaib

a folliculusok reticulumsejtjeinek citoplazmaibarakuolizaciot és basophil zarvanyokat lehetett
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kimutatni (34b. abra). Elektronmikroszkopos vizegdkkal 12-14 nm &tmépi, helyenként
parakristalyos formaba rendeldtt, kerekded virionokat lehetett kimutatni. Nyasetben a bursa
folliculusok veballomanyanak teljes degeneracidja és a kéref)-heltaron hamsejt-proliferacio
fordult eb.

Az elhullott madarak szerveib nem lehetett patogén baktériumokat kitenyésztéai. agyveb
mintakbol (n=5) végzett virusizolasasi kisérletekdettenyészet, embriondlt tydktojas és szopdsegeér
intracerebrdlis oltds) nem jartak sikerrel. Az agJ§vmintakbodl készitett homogenizatumokbol RT-
PCR vizsgéalataval WNV 1-es genetikai vonalahoortvirus RNS-ét tudtuk kimutatni (Id. 3.2.1.2.
fejezet). A Iépmintdk (n=5) Iad circovirus DNS kitathAsara iranyuld PCR vizsgalata mindegyik
mintanal pozitiv eredményt adott. A falsitett termék szekvencidja 95%-0s hasonlésagottotuta

Iud circovirus referencia szekvencia (GenBank agitdpnAJ304456) homoldg szakaszaval (Glavits és
mtsai., 2005).

34. abra: Korszovettani elvaltozasok nyugat-niliigis és Iud circovirus féizés hatasara ludban.

A: Lymphoid sejtes érképeny és gliosis az agysziemet haematoxylin-eosin festés, 200x nagyitas. (BydS
lymphocyta-depletio, vakuolizacio és zarvanykigizs (ramutatd nyilakkal) bursa folliculusban; hatrglin-

eosin festés, 400x nagyitas.

3.2.2.2. A nyugat-nilusi virus kettes genetikai albioz tartozo torzsének patogenitdsa vadmadar-
fajokban

Kozponti idegrendszeri megbetegedést figyeltek rkég a Koros-Maros Nemzeti Park terlletén
nevelt, fiatal héjaban, 2004. augusztusaban. A raaidakikelésuk utan gytotték be a nemzeti park
munkatérsai egy ragadozé madar itegsi program keretében. Az egyik héja, egy 3 hosdpgm
egyed, hirtelen jelentkézidegrendszeri tlinetek (ataxia, fejremegés, go)ckdkepette, 2 napos
betegeskedés utan elhullott (1. eset). Két héésgibb egy masik héja enyhébb tlineteket mutatott, és
egy heti betegeskedés utan allapota jobbra forfeijydgyult. A kévetke& év (2005.) augusztus
elején a nemzeti park teriletén taléltak két, ggelkgndicioju, idegrendszeri tlineteket mutato,
ndvendék héjat. A mesterséges taplalas és gyddgisezrobalkozasok ellenére a madarak allapota
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harom napon belil olyan mértékben rosszabbodafly bathanasia alkalmazaséara volt sziikség (2. és
3. eset). Egy, a madarménéllomason 2005. juniusa Ota tartott karvaly a fentlitett madarak
érkezése étt idegrendszeri tiineteket kezdett mutatni, valaregy, az alloméason nevelt névendék
héja és egy kifejlett héja tojo is idegrendszenietéket mutatott, a fent emlitett két héja elpuastu
utdn. Az &lloméson nevelt madarak mindegyike naggokondiciéban volt a betegség kialakulasa
elétt, am kondiciojuk gyorsan romlott. Ezek a madaiak mesterséges téplalasban és tlneti
gyogykezelésben részesiltek; hozzélegfesen egy hetes betegeskedés utan idegrendszeteik

jelentsen enyhlltek és fokozatosan felgyogyultak.

A 2004-ben elhullott héja j6 kondiciéban volt (8§2esttomeg), a 2005-ben elpusztult példanyok
viszont eésen lesovanyodottak voltak (668 és 612 g testtomdidrbonctani vizsgalat soran (a
zsigeri szervek megkisebbedésén tul) koros maképexkelvaltozasokat nem lehetett megfigyelni. A
korszovettani vizsgélatok a kodzponti idegrendszerbeultifokalis, lymphocytas panencephalitist
tartak fel. ldegsejt degeneraciét, elhalast és armaytophagiat, valamint kifejezett gliasarjadzast
lehetett megfigyelni mindharom madar agyvelejénaloikbdz részein. A 2. és 3. esetnél a kisagy
fehéréllomanyaban demyelinizacio és lymphocytasingiis is kialakult. Az 1. esetnél a keresztfonat
idegeinek enyhe, gocos, mononuclearis sejtesibitsét lehetett megfigyelni. Mindharom madar
Iépében a lymphoid sejtek kitrllését és reticulagypliferaciot, valamint a szivizomzatban lympho-
histiocytas gyulladast lehetett megfigyelni. A 8.3 esetnél a majban vérzéses és lympho-histecyta
(és heterophyl granulocytas) gyulladasos gécokultall eb. Az 1. és a 3. esetnél gocos, interstitalis,
lympho-histiocytas vesegyulladas is kialakult. Emylymphocytas mirigyesgyomor- és bélgyulladast,
illetve tuds-bévéniséget lehetett mindhdrom madarban medfigyelni; @s8tben masodlagos, gbcos,

fibrines bronchopneumonia is kialakult.

A nyugat-nilusi virus elleni monoklonalis ellenaggéikal végzett immunhisztokémiai vizsgalatokkal
a virusantigént az agy és a lép sejtjeiben lehletgitikdbb kimutatni, de mas szervek egyes szovetei
€s sejtjei is pozitivitast mutattak. Az agyban aumeok, a gliasejtek és a Purkinje sejtek
citoplazméjaban (35a. abra), a macrophagokbanriagéemonocytakban, a szivizomsejtekben (35b.
abra), a fibroblastokban, a vese tubularis hamdegt® az endothel sejtekben, a kiserek simaizom
sejtieiben, a leveikapillarisok epithel sejtjeiben, a vékonybél nydldsya hamsejtjeiben és
simaizom sejtjeiben, a hasnyamirigy Kulslvalasztasu sejtjeiben, a majsejtekben és amijgy
tusk hamsejtjeiben is ki lehetett mutatni a virusadmigelenlétét (Erdélyi és mtsai., 2007.) A
madarak agyszovet-homogenizatumaibdl a nyugatiniiuss kettes genetikai vonaldhoz tartozo virus
nukleinsavét lehetett kimutatni RT-PCR moédszenl §.2.1.2. fejezet). A fefzést 2005-ben tulél
héjak és karvaly kerirdgfehérvérsejtjeibl kivont RNS-l is kimutattuk a virusRNS jelenlétét RT-
PCR segitségével, valamint a virust szopdsegéraagyb Vero sejttenyészeten izolaltuk is (Erdélyi és
mtsai., 2007).
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AT

35. abra: A nyugat-nilusi virus antigén kimutatésamunhisztokémiai maodszerrel héjaban.
A: pozitiv sejtek a kisagy neuronok axonjaiban éBuakinje sejtekben. B: pozitiv sejtek a szivizothaa,
korulottik lympho-histiocytas gyulladdsos gocok.rifiaperoxidazzal jeldlt polymer (EnVision+ Kit, Dako

Golstrup, Dania), Mayer-féle haematoxylin kontréestés, 200x nagyitas.

A virusttrzs ausztriai felbukkanasa (Id. 3.2.1eefet) sordn megbetegedéseket tapasztaltak adonra
Lorenz Etoldgiai Intézet Bécshez kozeli (Wilhelmiberg, E48°13'14”, K16°17°04”) kisérleti telepén
nevelt kea lestor notabilis Gould) allomanyaban. A 24 madarat (13 him ésdd) ttartalmazé
csoportbdél hat him allat idegrendszeri tiineteketatott 2008. nyar végén. A madarakat volierekben
tartottak. Mind a tlineteket mutatd, mind az egégzsénadarakbol mintakat (vér, garat és kloaka
tampon) gyijtéttek. Az elhullott allatokat kérbonctani és kabsettani vizsgalatoknak vetettik ala,
valamint a nyugat-nilusi virusfémés kimutatasa céljabdl direkt (RT-PCR, immunhisztoia,
virusizolalasi prébalkozas szopds egerek intracalistoltasaval) és indirekt (kompetitiv IgG ELISA,
PRNT) vizsgalatokat végeztiink. Az &imegbetegedéseket 6t kean figyelték meg 2008. atigusl.

és 13. kozott, amit egy tovabbi kovetett szeptembén. A madarak étvagytalanna és inaktivwva
véltak, 6sszekuporodva, 106g6 fejjel, borzolt tolitial gubbasztottak. Gyengeségik miatt el kellett
6ket kiuloniteni a tobbi egyedlt A madarak tuneti kezelésben részesultek. Azkeglidsebb madar
(Sepperl) tinetei sulyosbodtak, ezért augusztusn28uthanasiat kellett alkalmazni. A kérbonctani és
korszovettani vizsgdalat sordn kdzepes sulyossaguandépduzzanatot, a majban multiplex elhaldsos
gocokat, és szdmos egyéb szervben nem-gennyesdgsds folyamatokat lehetett felismerni. Az
agyban nem voltak korszovettani vizsgalattal kirthagd koros elvaltozasok. Az immunhisztokémiai
vizsgélatokkal a nyugat-nilusi virus antigénjeltdeett kimutatni nagy mennyiségben a madar méj, lép
€s vazizom sejtjeiben, (az agyszovetben viszont)nBh-PCR segitségével a kea minden vizsgalt
szovetmintajabdl (agy, maj, Iép, vese,d&lidzivizom, bél) és keritigfehérvérsejtjeibl is ki lehetett
mutatni a WNV RNS jelenlétét.

A tébbi beteg madar (Mismo, Zappel, Berliner, Kiést Tammy) tineti és tAmogat6 kezelés mellett,
tobb hét utan meggyogyult. Szerologiai (ELISA) gaktokkal mindegyikik savomintajabol WNV
elleni, IgG tipustu ellenanyagokat lehetett kimutath primaer ferézés utdn egy évvel, 2009.

szeptemberében a Mismo fiemadarban kidjultak az idegrendszeri tinetek ésrolynértékben
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sulyosbodtak, hogy euthanasia mellett dontott &téelllatorvos. Néhany héttel kb a Zappel
nevi keaban is kilGjultak a tlnetek, ami miatt 2010.upaban kellett végleg elaltatni. 2011.
marciusdban a Berliner niekea egy labtorést kovegyogykezelés utan visszakerilt a kutatéintézetbe
és ott, idegrendszeri tiinetek nélkil, néhany napail elhullott. A Knut nelr kea tiinetei 2011.
juliusdban ujultak ki, és leromlasa miatt ez a madé&uthanasiaban részesult. Az utolsd, Tammy
nevi kea tlinetei 2014. nyaran Ujultak ki és augusztushit szikségessé az euthanasia. AZég és

a madarak elhullasa kozottidhrtamokat az 36. abra szemlélteti.

SEPPERL | 0.5
MISMO
ZAPPEL

BERLINER
KNUT
TAMMY

36. abra: A 20085szén nyugat-nilusi virussal féz6dott keak tulélési ideje honapokban mérve

Az elpusztult madarak kozul Mismo, Berliner és Tayrtietemét tudtuk korbonctani, kdrszévettani és
virolégiai vizsgalat ala vetni. A madarakban makiagpos kérbonctani elvaltozasokat nem lehetett
felismerni. Kdrszovettani vizsgalatokkal az agys#tékben kulonbdz sulyossagu, lymphocytas
agyvebgyulladast (multiplex gobcos gliasejt-sarjadzas, phoid sejtes érkdpenyek, gobcos
demyelinizacio, 37. &bra) talaltunk. Az elvaltodddeginkabb az agytdrzs és a kisagy tertletén
fordultak eb. A kisagy Purkinje sejtjeinek pusztulasa és a mdbis réteg vékonyodasa jelletinz
elvaltozas volt. A WNV antigénjeit sem az agyszbéktsem a zsigeri szerveébnem lehetett
kimutatni immunhisztokémiai médszerrel. Az RT-PCRsgalatokkal a virus RNS-ét mindharom
madar agyszovet mintaibol ki lehetett mutatni, mers szervek viszont negativnak bizonyultak. A
virusizolalasi probalkozasok egyik kea mintaja éseh sem jartak sikerrel. A heveny &e#st
kdvetben évente savomintakat igiottink a betegségen atesett allatokbol. Minddillen magas
(1:64 — 1:640) titerben lehetett WNV elleni neutzald ellenanyagokat kimutatni PRNT modszerrel.

Meghataroztuk a pozitiv madarak agyvehintaibél kimutatott WNV-k teljes genomszekventidi
(GenBank azonositok: KP780837-KP780840), Osszelitsttwk mas, kettes genetikai vonalhoz
tartozo, eurépai WNV-k szekvencidival, és filogéket vizsgalatokat végeztink (neighbor-joining,
maximum likelihood, minimum evolution, és maximurargimony algoritmusokkal). A szekvenciak

kozotti rokonsagi viszonyokat a 38. dbran bemutatatighbor-joining modszerrel készitett torzsfa

s
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eredményezett.) A négy, keabdl kimutatott szekwenéiét Ausztriaban kimutatott WNV
szekvencigjaval helyédik kozos agon. Az egyik virust egy egészségesdobi@, a masikat eggx.
pipiens pool-bol mutattdk ki. Mindkét mintat Bécsbenuggtték 2014-ben (Kolodziejek és mtsai.,
2015). A szekvenciak monofiletikus csoportot alledtia csehorszagtx. modestugél izolalt WNV-

k egyik képvisaljével (Id. 3.2.1.4. fejezet), illetve egy Ausztrét) 2008-ban héjabol kimutatott virus
szekvencigjaval. A filogramon a kea-erddaégy szekvencia genetikai tavolsaga feltételedistts
6sukol a primaer feiizést| eltelt idsvel arAnyosan meghosszabbodott. A szarmaztatotiosanw
szekvencidk alapjan készitett torzsfa topoldgiamsonlitott a nukleotid szekvencidk alapjan
készitettekéhez. Megjegyzeéndzonban, hogy mig harom szekvencianal a WNV eset@gdlems,
3434 aminosav hosszusagu prekurzor polipeptid srekat lehetett leforditani, a Berliner riev
2011-ben elhullott kea agyabdl kimutatott szekvanmiedeti, kezil metionin ATG kédja ACG-re
valtozott, igy a szekvencia élé¢ 45 nukleotidra helyézls, alternativ transzlacio-iniciacios hedyr
irédhatott at, az N-terminalis részen 15 aminoslanxadebb polipeptidet eredményezve (Bakonyi és
mtsai., 2016).

37. abra: Nyugat-nilusi virussal prezisztensen6iéit kea (Mismo) agyszovetének korszovettani
képe.

Lymphocytas érkdpenyek (nyilakkal jeldlve) és ghgsarjadzas (nyilhegyekkel jelélve). Haematoxdosin
festés; lépték: 80 um
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KP109691, Human, Austria, 2014
KP109692, Cx. pipiens, Austria, 2014
KP780837, Kea ,,Sepperl”, Austria, 2008
KP780838, Kea ,,Mismo”, Austria, 2009
KP780839, Kea ,,Berliner”, Austria, 2011
KP780837, Kea ,Tammy”, Austria, 2014
KM203860, Cx. modestus”, Czech Republic, 2013
KF179640, Goshawk, Austria, 2008
KC407676, Goshawk, Serbia, 2012
KC496015, Horse, Hungary, 2010
it _|_7 KF179639, Human, Greece, 2012
100 - HQ537483, Cx. pipiens, Greece, 2010
KC496016, Cx. pipiens, Serbia, 2010
DQ116961, Goshawk, Hungary, 2004
EF429197, Human, South Africa, 1989

79

75

—
0.002

38. abra: A keakbdl kimutatott nyugat-nilusi virkisteljes nukleotid szekvencidinak rokonsagi
viszonyai mas eurdpai WNV szekvenciakkal

Neighbor-joining algoritmussal végzett filogenetilanalizis alapjan készitett térzsfa. A keakbdlrsezo
szekvenciakat kék szinnel emeltik ki. A szekvendid@ljai a GenBank-i azonositét, valamint a kimwutata
eredetét (gazdafaj, orszag, év) tartalmazzak. A42BF97 szekvencia kiltagként szerepelt az anatimisbz
elagazédasokndl a bootstrap Ujramintazasi probéikaszkos értékei olvashaték. (1000 ismétlés alagigak a
tamogato [>70%)] értékeket tlintettiik fel.) A |épgegenetikai tavolsagot mutatja.

3.2.2.3. A nyugat-nilusi virus kettes genetikaialboz tartozo6 térzsének patogenitasa juhban

A 2004-ben és 2005-ben vadmadarakban megfigyeljatynilusi encephalitis esetékkb. 30 km-re
tartott juhallomanyban, 200%szén az egyik négy éves anyajuh idegrendszeri dkieieimutatott
(elmaradt a ny4jtol, I6gatta a fejét, csikorgattm@ait és jaraszavarokat mutatott). A nyajbanotart
tovabbi 75 anya és 5 kos nem mutatott idegrenddmeeieket sem 2005-ben, sem a korabbi években,
valamint elhullasok sem fordultak 6e2005-ben. A beteg allat tineti gydgykezelése (kg
dexamethasone, Dexafort, Intervet, USA és 10 mgikgpicillin, Vetrimoxin, Ceva-Phylaxia,
Magyarorszag) hatastalan volt, a juh néhany namdial lelhullott. Az allat tartasi helyén elvégzett
kdrbonctani vizsgalat soran makroszkopos korosltelkésokat nem talaltunk. Az allat feje a NEBiH
ADI debreceni intézetébe keriilt korszovettani vigatés bejelentési kotelezettség ala tartozdAert
betegségek (veszettség, surlokor) kizarasa célj@bkbrszovettani vizsgalatok soran az agy minden
részében lymphocytas polio- és leucoencephalitishphoid sejtes érkdpenyt, gocos és diffuz
gliasarjadzast) talaltunk (39. abra). A bakterigddgrizsgalatok negativ eredménnyel zarultak. A
veszettség virus jelenlétét direkt immunfluoresz@enmaodszerrel, a surlokért pedig a korszdvettani

lelet alapjan zartuk ki.
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39. éabra: Lymphocytas érkdpeny nyugat-nilusi vils$erozott juh agyvedl szovetében.

Haematoxylin — eosin festés, 100x nagyitas.

A juh agyszovetének homogenizdtumaval oltottuk Veé&® BHK-21 sejtvonalak sejtjeit. Az
inokulaciot kéved 48-72 éra mualva mindkét sejttipusban diffiz citogén hatast (sejtlekerekedés)
lehetett megfigyelni. A sejttenyészet fellllszokhvéltt mintakat 9 napos embrionalt tyuktojasok
allantoisz Uregébe oltottuk. Az embridk 72 6ranibelpusztultak, sulyos fokl oedema, & hlatti
kotdszovetben vérzések és majkarosodas alakult ki emid622 jeli virusizolatumot szopdsegér
agyba oltva, az egerek az oltast kévét6. napon idegrendszeri tineteket mutattak, éamgé ora
mulva elhullottak. Kérszovettani vizsgalatokkal lghocytas agyvébyulladast lehetett felismerni az

elhullott egerek agyvélmintaiban.

Az izolatum azonositasa céljabdl megvizsgaltuk J&dportba tartozé flavivirusok kimutatasara
alkalmas RT-PCR mddszerrel (Id. 2.3 fejezet, WNVABRV2r primerpar). Az ampifikacié soran
képzdott DNS termék szekvencidja a legnagyobb (99,500k@sonlésagot a WNV goshawk-

Hungary/04 virustérzs homolog szakaszahoz mutgtdaskeméti és mtsai., 2007.).

3.2.2.4. A nyugat-nilusi virus kettes genetikaialbioz tartozo térzsének patogenitédsa I6ban

A SzIE AOTK ullsi nagyallatklinikajara 2007. szeptember elején Kz jellegtelen, kolikas
nyugtalansag tinetei miatt vettek fel egy o6t évielz, melegvéii kancat. A lovat a 2005-ben
diagnosztizalt juh WNV agyvégyulladasos eset helysziékb. 20 km-re nyugatra tartottak. A
korhazi felvétel idpontjaban a 16 izommerevség tiineteit mutatta, résiegs a hatsé végtagok
nehezitett mozgasa volt megfigyelheAz allapota néhany éran belll romlott; a jaraszak a mell§
labaknal is jelentkeztek, valamint a mélyérzés mivis kialakultak. Egy napon belll zavart tudat,
fogcsikorgatas, feji remegés jelentkezett, és ségitel sem volt képes tébbé labra allni. A betegség

végs stadiumaban izomgorcsok voltak megfigyeltketd0. abra).
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40. &bra: Nyugat-nilusi virus okozta agy- és gemitcgyulladas tinetei l0bamr. Korbacska-Kutasi

Orsolya felvétele.

A vérkép-vizsgalat emelkedett fehérvérsejtszametlycthphocytopeniat €s neutrophiliat mutatott. Az
atlanto-occipitalis résen at vett cerebrospindlgddéek fehérjetartalma a normélisnal magasabh volt
emelkedett sejtszamadikiént neutrophil granulocytdk és kis lymphocytak ziké. A 16 sulyos és
gyorsan romlé allapota miatt a ke&etvosok euthanasia mellett dontottek. A kérbonctérsgalatok
soran makroszkdpos kéros elvaltozasokat nem leHetismerni. Az agyvel kérszovettani vizsgalata
soran lymphocytas-plasmocytas érkopenyt, gliasgjadzast, gocos, neutrophil granulocytas
infiltraciét és neuronelhalast lehetett megfigyetd agytoérzs terlletén. Lymphocytas-plasmocytas
érkopeny és gliasejt-sarjadzas forduli al gerincval szirke- és fehérallomanyaban, legsulyosabb
mértékben a nyaki és agyéki szakaszon. RT-PCR alatgl a nyugat-nilusi virus nukleinsavat
lehetett kimutatni a 16 m4j, agy- és gerinédvatintaibdl, valamint immunhisztokémiai vizsgalattal
virus antigén jelenlétét a gerincédehérallomanyabdl (41. dbra). A virus RNS részdegekleotid
szekvencigja a legnagyobb (99,7%) hasonlosdgotgydarszagon, 2004-ben és 2005-ben kimutatott
nyugat-nilusi virusok szekvenciaihoz mutatta.
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41. &bra: Nyugat-nilusi virus antigén kimutatdsamimhisztokémiai moédszerrel 16 gerinavel

axonjaban100x nagyitas. Dr. Erdélyi Karoly felvétele.

A fent bemutatott, hazankban @tént diagnosztizalt, |6ban medfigyelt nyugat-nilesicephalitis
esetet koveét évben 17 idegrendszeri tiunetet mutatd, nyugasniirusferbzésre gyands lovat
vizsgaltunk. A megbetegedések 2008. augusztus26ktdber 10. kdzott fordultak &l Az érintett
lovak (8 kanca, 6 herélt és 3 mén) atlagéletkorév8volt; a legfiatalabb egy 6 honapos telivér
méncsiko, a legitkebb egy 16 éves félvér kanca volt. A lovakat azdy kilonbdg részein tartottak.
Legtdbbjuk (10/17) félvér volt, de telivérek (3/1Bhetland ponik (3/17) és egy friz fajtdhoz tadtoz
16 is megbetegedett. A leggyakoribb tlinet a jandezdataxia) és gyengeség volt (13/17). Ezek a
tinetek 4 16nél a mellsvégtagokon kifejezettebbek voltak. Tovabbi 4 |6febe testtartast is meg
lehetett figyelni. A triceps, quadriceps, fej- émkizmok remegése 7 esetben, hiperszenzitivitas 5
esetben, izommerevség 5 esetben fordult ®iselkedészavarokat két 16 mutatott; 4 esetben az
agyidegek érintettségére utal6 tiinetek (ragaszayaigszavar, egyoldali facialis bénulas) alakultak
ki. Az izomgyengeség 7 esetben mind a négy véglkitgged bénulassa sulyosbodott, 5 16 elhullott
vagy tulaltatasra kerdlt. A takdk kozil 9 két hdénapon belll teljesen felgyégyult, 3
maradvanytinetként facialis bénulast és ataxidatotita heveny stadium utdn hat hénappal is. A
szerolégiai vizsgalatok mindegyik 16 esetében WNNere ellenanyagok jelenlétét mutattak Ki.
(Heveny ferézésre utald szerologiai eredménynek tekintettikaedgarban az IgG ellenanyagok
szintjének legaldbb négyszeres emelkedését, vagghzllenanyagok kimutatasat.) A neutralizald
ellenanyagok titere 1:10 és 1:270 kozott valtofotedian 1:90). Emelkedett fehérvérsejtszamot és
neutrophilidt harom, elhullasra veé&etesetnél lehetett megfigyelni. A plazma metabolikus
profilvizsgélatai soran a mért értékek az egészséggomanyban maradtak, csak két 16 esetén volt
emelkedett plazmafehérje szint (>8,9 g/dl) és eeddk kreatinin kindz szint (>3,233 NE/I). A
cerebrospinalis folyadékban két I6nal lehetett &mugtt fehérjeszintet (>210 mg/dl) és emelkedett
neutrophil granulocyta és kis lymphocyta szamot &apitani. Az elhullott allatok makroszkopos
kérbonctani vizsgalatai sordn kéros elvaltozasokam lehetett megfigyelni. A kdorszovettani

vizsgalatok §ként lymphocytas-plazmasejtes érkdpenyt, gliasadsti gdcos neutrophil granulocytas
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infiltraciot és idegsejt-degeneraciot tartak fekldzen az esetekben is (42. abra). Az elvaltozasok
féként az agytdrzsben, a nyultében és a gerincuelszirke- és fehérallomanyaban fordultak &
legsulyosabb gerincuél elvaltozasok a nyaki-hati és agyéki szakaszokottak. A virusRNS
jelenlétét két 16 agyvél és egy fehérvérsejt-mintaibdl mutattuk ki RT-PCRdseerrel. A virusok
részleges nukleotid szekvenciai a legnagyobb hasagbt a 2008-ban, vadmadarakbdl kimutatott
nyugat-nilusi virusokhoz mutattak (Kutasi és mis011.)

B

42. abra: Nyugat-nilusi virus okozta agygfulladas l6ban.

Gocos gliasejt-sarjadzas és lymphocytas érképemyekatoxylin-eosin festés, 200x nagyitas.

119



dc_1462 17

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés — Bakonyi Tamas

4. Megbeszélés

Az arbovirusok §ként a tropusi orszagokban jelentenek komoly k&zalkategészségugyi problémat.
Eurdpai ebfordulasukra iranyuld felmérvizsgalatokat etssorban az 1960’-as és '70-es években
folytattak. Akkoriban hazéankban is végeztek goctagekat, és szamos arbovirusfeldulasat
igazoltak (Molnar, 1982). Ezekben a felthéizsgalatokban, Eurbpa-szerte, a ,klasszikus”Gy@i
moddszereket alkalmaztdk (pl. virusizolalas szopésdg intracerebralis oltdsaval, szeroldgiai
moddszerek: haemagglutinacié gatlas, virusneutbsiproba). Ezek a mddszerek hatékonynak
bizonyultak szdmos virus kimutatasa sordn, am Wégpdesuk nagyszamu és gyakorlott laboratériumi
személyzetet igényelt. Az arbovirusok kimutatasétveki részletesebb (pl. elterjedtségre és
patogenitasra irdnyuld) vizsgalatok feltartak, hogyek a virusok — kevés kivétellel, (pl.
kullancsencephalitis) — altalaban sporadikusan &bz megbetegedéseket emberekben és
haziallatokban. Talan ez is oka lehetett annak,yhag arbovirusokkal kapcsolatos kutatasok
intenzitasa az 1980-as és '90-es években Eurépteszskkent. A rutin diagnosztikdban csaliksz
korben végeztek arbovirusok célzott kimutatasaaayinld vizsgalatokat. Az 1990-es éuvikegyre
szigorodo laboratériumi biztonsagib@sok egyre jobban behataroltak azoknak a kutap@rtoknak

a korét, amelyek bizonyos arbovirusokkal kapcsalatkutatasokat folytathattak. Romaniaban, 1996.
€s 1998. kozott, észlelt nyugat-nilusi encephglitisany (Tsai és mtsai., 1998; Cernescu és mtsai.,
2000), és kulonosen a WNV amerikai felbukkandsa94$#h (Rappole és mtsai., 2000) ismételten
rairdnyitotta a kutaték figyelmét az arbovirusoktldi jelenségére. Az utébbi két évtizedben a
virusok kimutatasara éisorban mar molekularis diagnosztikai médszereket RER) hasznaltak.
Ezekkel a modszerekkel nagyszamu minta vizsgélatiitamdd és hatékonyabban lehetett kimutatni
a virusok nukleinsavanak jelenlétét. (Sajat vizsgahk eredményei is azt mutatjdk, hogy a PCR
segitségével olyan esetekben is sikerult igazolirasfertizést, ahol a virusizolalasi probalkozasok
negativ eredménnyel zarultak.) A romaniai és amerlW/NV fertszések kapcsan a patologiai
diagnosztikdban dolgozé kollégakban, bizonyos &séte (pl. vadmadarak lymphocytas
agyvebgyulladasaindl) felmerilt annak az igénye, hogyiffiausok jelenlétére iranyuld vizsgélatokat
végezzink. Ezeknek a vizsgalatoknak az eredménydJ@dV és a WNV egzotikus torzse

felbukkanasanak kimutatdsa Kozép-Eurépaban.

4.1. Az Usutu virus eurdpaicbrdulasaval kapcsolatos megfigyeléseink

Az Usutu virus ausztriai megjelenésének kimutatdlsgdonképpen egy szeroldgiai keresztreakcionak
koszonhet. Az el jarvanyban elhullott feketerigok szdvetmintdit ionmhisztokémiai mddszerrel
vizsgaltdk nyugat-nilusi virus antigének jelenlétgroliklonalis ellenanyagokkal. A pozitiv eredmgény

viszont WNV-specifikus PCR-rel nem sikerllt meggdteni. Ezek utan tobb flavivirus kimutatasara
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alkalmas PCR-rendszerekkel sikertlt amplifikalni verusgenom rovid szakaszait, amelyek a
szekvencigjuk alapjan az Usutu virusénak bizonkul¥eeissenbock és mtsai., 2002). A kimutatas
idépontjdban az USUV genomjabdl csak egy rovid szakbsNS5-3'UTR) Allt rendelkezésre
szekvencia-adat (Kuno és mtsai., 1998). Sajat &sadttk soran meghataroztuk az USUV ausztriai,
illetve dél-afrikai ereddtreferencia térzsének (SA Ar 1776) teljes genomazeigjat; annotaltuk, és
0sszehasonlitottuk  aFlavivirus genus tobbi ismert virusanak teljes vagy részleges
genomszekvenciajaval. A vizsgalatok igazoltdk a@mdgy az USUV a legkozelebbi genetikai
rokonsagban a JEV szerokomplex virusaival all;opedra jellem# genetikai motivumok fellelhék

a nukleotid szekvencidkban (Bakonyi és mtsai., BPOA teljes genomszekvencia meghatarozdsa
leheth'séget teremtett egyrészt () diagnosztikai modsze(B-PCR, real-time RT-PCR)
kifejlesztésére, masrészt a &Bbi filogenetikai vizsgalatokhoz referenciat képdzt Ezekkel a
vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a kdzép-eurdgasegben (Magyarorszag, Svajc, Németorszag €s
Csehorszag) és Olaszorszagban kimutatott Usutsoknbagyon kdzeli genetika rokonsagban allnak a
2001-es ausztriai izolatummal, valodey annak leszarmazottjai. Az eredmények arra akalhogy

a virus képes volt attelelni az egymast kdwetekben és endemiassa valt a régidban; a felbakkan
egyes kdzép-eurdpai orszagokban nem egymastdl tidggefrikai behurcolasok eredménye. Ezzel
szemben a Spanyolorszag észak-keleti részéjiogyCx. pipenspool-bdl kimutatott USUV teljes
genomszekvencidjanak meghatarozasa és filogenetilaizise azt bizonyitotta, hogy Eurdpa dél-
nyugati részén az USUV egy masik térzse forddl @akonyi és mtsai., 2014). Ez a virus nem
okozott diagnosztizalt megbetegedéseket gerincesekdimi lehetséges magyarazatul szolgél arra,
hogy USUV elleni ellenanyagokat mutattak ki az Egjife Kiralysagban tartott baromfi fajokban
(Buckley és mtsai., 2003; Buckley és mtsai., 200&ynak ellenére, hogy sem héazi-, sem
vadmadarakban nem tapasztaltak USUVossel Osszefiggésbe hozhatdé megbetegedéseket vagy
elhullasokat. Lehetséges, hogy ez a virustorzssk&vgirulens, mint az Ausztriaban / Olaszorszagban
felbukkant torzs. Megjegyzetid hogy kimutattak egy masik USUV-t is elhullott &ee rigd
mint4jabol Spanyolorszagban (Hofle és mtsai., 2063)a virus kézelebbi genetikai rokonsagot mutat
a kozép-eurdpai virusokkal, de nyugat-afrikai vz is kozel &ll. Az utdébbi években szamos
alkalommal mutatték ki az USUV jelenlétét olaszaggz2s németorszagi mintakbdl (Savini és mtsai.,
2011; Becker és mtsai., 2012; Cadar és mtsai.,,Z0ddar és mtsai., 2015; Calzolari és mtsai., 2017)
Nagyszamu virustorzs telijes vagy részleges szelkvemeghatarozasa és filogenetikai analizise
lehetbséget teremtett az USUV genetikai valtozatossagapaktosabb leirasara, valamint a
virustorzsek eredetével és terjedésével kapcsotdinéletek kialakitdsara (Engel és mtsai., 2016;
Ziegler és mtsai., 2016; Cadar és mtsai., 201 7&p&ai és mtsai., 2017). Ezekben a tanulmanyokban
az eddig ismert Usutu virusokat 5-8 genetikai ceypo(genetikai vonalba vagy kladba) soroljak.
Egyeseket ,afrikai”, masokat ,eurGpai” vonalaknakkihtenek. Mindemellett, az elnevezések
valéjaban tendencia-szk, mivel egyrészt éfordulnak Eurdpaban is ,afrikai” vonalak képvisil

masrészt a kilonbdz statisztikai mobdszerekkel és kiulénBozhosszusaglu szekvenciak
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felhasznélasaval készitett torzsfak topologiajakalyeltér, és polifiletikus csoportok kialakitaséat
eredményezi. A virusok Europan bellli terjedéséegicsolatban a tanulmanyok mindegyike arra a
kovetkeztetésre jut, hogy a Kozép- és Nyugat-Ewapa (Belgiumban, Hollandiaban,
Franciaorszagban) abrduld (direkt mddszerrel kimutatott) Usutu virksaz ausztriai, 2001. évi
jarvanybdl szarmazo izolatummal allnak a legkoZaiaienetikai rokonsdgban. A spanyolorszagi,
szunyogbdl kimutatott USUV a kdzép-eurdpaitdl flitgye behurcolas eredménye, ahogy a 2014-ben,
Németorszagban felbukkant virustorzs is (Cadarak)t 2015). Az a kbvetkeztetés, hogy a virus
elészor Ausztridban bukkant fel és onnan terjedt tbvalikdrnye# orszagokra, azonban nem biztos,
hogy megallja a helyét. Retrospektiv vizsgalataahkgiazoltuk, hogy az USUV nukleinsava jelen van
azoknak a vadmadaraknak a szervmintaiban, amelyl€}@g-ban Eszak-Olaszorszagban (Toszkana
tartomanyban) elhullott vadmadarakbélugiittek (Weissenbtck és mtsai., 2013). A formalimba
fixalt szovetmintdkban a virus-RNS a tarolas éeeas jelenisen tdredezett, ezért sajnos csak révid
genomszakaszok amplifikacidjara és szekvencia-magimsara nyilt moéd. Ezeknek a
szekvencidknak a filogenetikai analizisével nemeteth megfelél statisztikai tAmogatottsaggal
igazolni azt, hogy az 1996-0s, olaszorszagi viru20®1l-es ausztriaihoz all a legkdzelebbi
rokonsagban @se”). Az USUV ebfordulasat Eszak-Olaszorszagbanéelsmutatasa 6ta minden

évben igazoltak (Savini és mtsai., 2011; Calzalanmtsai., 2017), ami endémias jelenlétre utal.

Legutdbbi vizsgalataink eredményei alapjan az UMAgyarorszagon 2010. és 2015. kozoftijtitt
mintakbdl kimutatott szekvenciai a 2001-es ausz&$2005-6s magyarorszagi virusokkal allnak a
legkdzelebbi genetikai rokonsdgban. Az orszag nyugszén, 2015-ben és 2016-ban, valamint
Ausztridban 2016-ban kimutatott virusok az Olaszngban, 2009-ben és 2010-ben talalt virusokhoz
hasonlitanak leginkabb (Bakonyi és mtsai., 201Ea)arra utal, hogy a virus Olaszorszagbdl el tud
jutni Magyarorszagra és Ausztriaba. Ezért semmi z&nja azt ki, hogy az 1996-ban, Olaszorszagban
jelen lew virus fennmaradt és atterjedt Ausztridba és Manggaagra is. A genetikai orat is
figyelembe ve¥ filogenetikai becslések az ,eurdpai” genetikai alak 6sének elkilonilését az
.afrikai” vonalakétol az 1970-es — '80-as évekr8@@-1991 kozé teszi) (Engel és mtsai., 2016). Ez is

alatdmasztja, hogy a virus mar jéval a 2001. dfedezése élt jelen lehetett EurGpaban.

A virus afrikai felbukkanasa a filogenetikai alapécsliések szerint a XV. szdzadban (XIl. és XVIII.
szazad kozott) torténhetett (Engel és mtsai., 20&EBfordulasa a Dél-Afrikai Koztarsasag mellett
egyenliti orszagokban (Szenegal, Elefancsontpart, BurkamFNigéria, Kozép-Afrikai Koztarsasag
és Uganda) ismert, valamint szeropozitivitast ntakaki Marokkdéban mintazott feketerigobdl is
(Nikolay és mtsai., 2011). Eisorban szunyogfajokbol mutattak ki Afrikdban, daraps madarfajban

is igazoltak USUV fefizést (Id. 1.4. fejezet). A virus nukleinsavéat vadpus elleni ellenanyagokat
mutattunk ki olyan, Ausztriaban mintadzott, vonulbéadarfajokbdl (barna rétihéja, cseréeg
nadiposzata, fusti fecske, kerti poszéata, kis gasa@rmos légykapd, mezei poszata, molnarfecske,

voros vercse), amelyek Afrikaban telelnek (Meiséasr mtsai., 2008). Ezekben az esetekben nem

122



dc_1462 17

dc_1462_17 — MTA doktori értekezés — Bakonyi Tamas

bizonyithat6, hogy a madarak Afrikaban 8efidtek, de hosszl tava terjeézdzerepiiket nem lehet
kizarni. Az USUV elleni ellenanyagokat Marokkobaekéterigobol mutattak ki (Figuerola és mtsai.,
2009), amely faj kuléndsen fogékonynaknik erre a virusra. Azt azonban még nem sikerult
megallapitani, hogy mely vonulé6 madarak jatszanaerepet a virus kontinensek kozotti
terjesztésében. Egyes kdzlemények az USUV kim#tbigak le afrikai ragcsalokbol. A sokcsécs
egérldl (Praomys) izolalt és eredetileg USUV-nak véltugnol (S-t Y 276) késbbi vizsgalatok
kimutattdk, hogy attél eltér és jelenl¥gounde viruként 6nallé fajnak tekintik (Nikolay és mtsai.,
2011). Viraemia jeleit mutattak ki afrikai kdozoneég pasztasegéib (Arvicanthis abyssinicgs
(Simpson és Lule, 1964), de @rma lelet6l tovabbi részletek nem allnak rendelkezésre. Aabldj
europai kutatasok kimutattédk, hogy az USUV &stiket (pl. denevért, embert) is képes természetes
aton fertzni, ezért nem zarhaté ki, hogy az afrikai &nfjazdak kore tagabb az eddig ismerteknél.
Emberekidl eddig kétszer izolaltak USUV-t Afrikdban. Az elyalkalommal a Kodzép-Afrikai
Kdztarsasagban tortént 1981-ben, egy kiltéses lietaglil, a masik esetben laz és sargasag tlneteit
mutatd, 10 éves gyermelhizolaltak a virust Burkina Faso-ban 2004-ben (Nbly és mtsai., 2011).
Figyelembe kell venni azt is, hogy Afrikaban az spglgyi ellatds szintje szamos terlleten
alacsony. A lazas betegeknek csak egy része keviikiovizsgdlatra, a virusfézésekre iranyuld
laborat6riumi vizsgalatok aranya alacsonyabb (@llama klinikai diagnézisa miatt), illetve a kevésb
specifikus vizsgadlomodszerek hasznalatdval tévagndizisok (pl. nyugat-nilusi 1az) szilethetnek.
Ezért joggal feltételezh&t hogy az USUV altal okozott megbetegedések @ddibbségénél az oki

korjelzés elmarad.

Az USUV ausztriai felbukkanasat kodgen, 2002. és 2005. kdzott, célzott kutatast falyrdt a virus
el6fordulasanak és terjedésének nyomon kovetéséreerddmények alapjan a jarvany 2003-ban
csucsosodott ki Ausztriaban. 2002-ben a vizsgattarak (72) 42%-abdl (3 fajbdl) lehetett kimutatni
a virus (RNS és antigén) jelenlétét (Weissenbtcknésai., 2003), 2003-ban a megvizsgalt 177
madarminta 52%-a (5 fajbdl) volt pozitiv. A vizsgahadarak szama hasonlé volt a kovetk&eét
évben is, 2004-ben a mintak 5%-a (11/224), 2005dselg 4%-a (4/103) bizonyult USUV pozitivnak
(Chvala és mtsai., 2007). Ezzel parhuzamosan,rapzativ madarak ardnya a 2003-ban és 2004-ben
kimutatott ~8%-rdl (10/113 és 9/109) 2005-re 56%X&0/197) emelkedett és 2006-ban is magas
szinten maradt (39%, 9/23) (Meister és mtsai., 20A& adatok alapjan valésZisithet), hogy a
2001-et megeélz6 években az USUV nem volt jelen Ausztria keletzéds ezért a gazda populaciok
immunoldgiailag védtelenek voltak vele szemben.iiyy 2001-ben (vagy akar 1-2 évvel korabban)
jutott a tertletre (pl. telél terlletdl visszatéd, virusferbzott madarral, de akér virussal Gendtt
szunyoggal, passziv modon) Afrikabdl vagy a meditetérséghl. A virus elszaporodott a fogékony
gerinces gazdakban és a szunyog vektorokban. d&eakkor sikerilt felismerni, amikor a (jelenlegi
tudasunk szerint) leginkabb érzékeny, és rdadaswbsban & (antropophil) gazdafajban, a

feketerigbban olyan aranyban fordultaks ainegbetegedések és elhullasok, hogy e4irfelaz
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embereknek és vizsgalatra kildtek rigd tetemekefarkanytani és filogenetikai adatok alapjan
egyértelniinek tinik, hogy a virus képes volt attelelni az ausztkiainatikus viszonyok kozott, s
szaporodasi ciklusa 2002-ben és 2003-ban is folgtdt. A vadmadar gazdak mind nagyobb szamban
fertézodtek a virussal, és jeldistrészuk tulélte a feéizést, bennuk immunologiai védettség alakult ki.
A szikimmunitdsnak koszonhien valoszifileg a fiokak is védetté valtak olyan mértékben, yhog
benniik a megbetegedések és elhullasok aranya cgokke immunis madarak a kovetkeZvek
folyaméan valoszitleg ismételten febzédtek a szinyog vektorok csipései alkalmaval, amkszder
immunvélaszt valtott ki bennik, és ezért védettkéfgnnmaradt. 2004-re mar olyan aranyud
immunitas alakulhatott ki a gazdapopulacioban, jetensen csokkentette a fogékony és igydeés
utédn viraemiassa valo madarak aranyat, ezért aysgumektorok is egyre ritkdbban fértidtek.
Modellszamitasaink alapjan a 2003-ban 1,33¢erték 2004-re 0,54-re cstkkent (Rubel és mtsai.,
2008). Ezért 2004 utan egyre ritkabban fordultdkmeégbetegedések és elhullasok; a jarvany véget
ért (Meister és mtsai., 2008). Hasonl6 médon téregn USUV el§ kimutatasa Magyarorszagon,
Olaszorszagban, Svajcban és Csehorszagban is. Masgagon mar 2003-2004 soran végeztlink
passziv monitoring vizsgalatokat az USUV kimutatasée a vizsgalt madartetemek egyikében sem
volt jelen a virus. EEként 2005. augusztusaban jelentettek Budapest kéhbetélsl is feketerigd
elhullasokat, és a vizsgalatra érkezett madarakveibél ki tudtuk mutatni a virus jelenlétét.
Ornitologusok beszadmoltak arrdl, hogy 2003-ban,oegzdg nyugati részén (Sopron kornyékén)
megfogyatkozott a feketerigdk szdma, de az onzégdiatra érkezett, két madartetéhmem lehetett
kimutatni a virus jelenlétét, ezért biztonsaggalmnéllithatd, hogy ennek az egyedszdm-
csokkenéseknek a hatterében az USUV terjedéseBaittapesten a kovetkézét évben (2006.
augusztusaban és 2007. juliusdban) is kimutattuékamy feketerigd elhullaséaval jar6 USUV
fertézéseket, ami a virus fennmaradasara utalt a paphkic (Bakonyi és mtsai., 2007). Eszak-nyugat
Olaszorszagban egy vadasparkban nevelt baglyokeddgzeri megbetegedései vetették fel az USUV
fertozés gyanujat. Kuléndsen azért, mert a 2001-es réaisprvanykitorés sordn — a feketerigok
mellett — a schonbrunni &llatkert szakéllas bagigmaialakultak ki elhullassal jar6 megbetegedések;
ugyanugy, mint az olaszorszagi jarvanykitorésnéksyalataink igazoltak az USUV jelenlétét az
elhullott madarak szévetmintaiban, és kozeli gémetiokonsagot allapitottunk meg az ausztriai és
olaszorszagi virusok kozoétt (Manarolla és mtsaD1®. Svajcban szintén 2006-ban okozott
jelentsebb jarvanyt az USUV. A zdrichi allatkertben jeéden szamu bagoly (koztuk szakallas
baglyok) és feketerigok elhullasa vetette fel azZJVSfertézés gyanujat. Erdekes médon, a svéjci
jarvanykitérésben haziverebek is nagy szédmban eft@ht voltak, valamint kék cinegéb és
vorésbegybl is ki tudtuk mutatni a virus jelenlétét (Steinmeis mtsai., 2011). Csehorszag déli,
Ausztridhoz koézeli varosaban, Brnoban, 2011. méjasatalaltdk azokat a feketerigd-tetemeket,
amelyeklsl elész6r mutattuk ki a virus jelenlétét az orszagbariezottség fennmaradasara utal,
hogy a virust 2012-ben is ki tudtuk mutatni a vheos talalt rigok tetemedlb (Hubalek és mtsai.,
2014b), valamint 2013-bai®x. modestusszinyogokbdl (Rudolf és mtsai.,, 2015b). Az USUV
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németorszagi (Becker és mtsai., 2012), belgiumirifBany és mtsai., 2014; Garigliany és mtsai.,
2017), franciaorszagi (Lecolliet és mtsai., 2016héllandiai (Rijks és mtsai., 2016) felbukkan&sa i
vagy varosi kornyezetben megfigyelt vadmadéar-effsakhoz, vagy fogsadgban nevelt madarak
megbetegedéseihez kotheA felbukkanast kovét években végzett, célzott monitoring vizsgalatok
Eszak-Olaszorszagban (Savini és mtsai., 2011; @aizés mtsai.,, 2017) és Magyarorszagon
(Bakonyi és mtsai., 2017a) is igazoltdk a virusydatatos jelenlétét. Olyan években is, amikor
kalondsebb mérték vadmadar megbetegedéseket és elhullasokat nersztalpak. A filogenetikai
vizsgalatok eredményei is aldtamasztjak azt azletaté hogy az USUV legaldbb 2001. (vagy 1996.)
Ota endémiasan jelen van EurOpaban. Azt, hogy tfdebb vadmadar elhullasokkal jaro
jarvanykitorések melyik években alakulnak ki nelmepelezhed elére. Valoszifileg a gazdafajok
védettségi szintjének csdkkenése (fogékony gerdrdeindvése) mellett az éfhras is befolyasolja, a

vektorok szaporodasat és benntik a virusreplikatéhzitat.

Az Usutu virus gazdafaj-spektruméval kapcsolatbgyree tobb adat all rendelkezéslinkre. A
vadmadarak kozul feketerigokban fordultaks deggyakrabban megbetegedések. Korszovettani,
immunhisztokémiai ésn situ nukleinsav-hibridizaciés vizsgalatokkal is igamélt hogy a virus
szaporodik a feketerigok szbveteiben. Ez a fajszhileg szerepet jatszik a virus fenntartadsaban és
terjesztésében; am mivel szamos mas madarfaj fogélkga is ismert, nem feltétlenil a feketerigd a
legfontosabb amplifikaciés gazddja a virusnak, ablkkkabb indikator-fajnak tekinth&tfokozott
érzékenysége és antropophil életmddja miatt. Sgagalataink soran 36 vadmadar faj fogékonysagéat
igazoltuk direkt vagy indirekt virologiai médszekek Mas kutatasok adatait is figyelembe véve
elmondhaté, hogy a virus legalabb 62 madarfajt &dpebzni Afrikdban és Eurdpaban (Nikolay,
2015).

A baromfi fajok fogékonysaganak vizsgalata céljaledtozesi kisérleteket végeztink hazityukban és
haziludban. Két hetes koru csirkék intravénassfgse 16 TCIDg, mennyiségq virussal nem okozott
klinikai tlnetekkel jar6 megbetegedéseket, és osajhe korszovettani elvaltozasokat lehetett
megfigyelni egyes madarak Iépében, majaban és dggtsben. A fefizést kdvet 5-7. napon a
fert6zott madarak egy része viraemias volt és Uritettérust testvaladékaival. Ellenanyagok csak
néhany fezott csirkében, alacsony szinten kégiek (Chvala és mtsai., 2005). Amikor két hetes
korG libakat nagyobb (5xf0TCIDs;) mennyiséq virussal intramuscularisan fértink, hasonlé
eredményeket kaptunk. A madarakban nem lehetety@dV-fertszéssel dsszefliggésbe hozhatd
klinikai tiineteket megfigyelni a kisérlet 22 napjatt. A virus nukleinsavanak jelenlétét tobb madar
kilonboz szerveildl ki lehetett mutatni, valamint viraemia és teshdilkokkal virusurités alakult ki a
fertézést kdvat 5-8. napon. Ellenanyagok a libak egy részébenddipk, és viszonylag alacsony
titert értek el (Chvala és mtsai., 2006). A kétékist eredménye arra utal, hogy a tyukok és libak
meérsékelten fogékonyak az USUV feésre, nem betegszenek meg, rovid ideig tarto milaes

alacsony szirit ellenanyag-valasz alakul ki bennik. Ez alapjairaswnem jelent kilondsebb veszélyt
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erre a két baromfi fajra (és a klinikai tapasztétahlapjan a tbbbi haziasitott madarfajra sem), és
val6szirileg ezek a fajok nem jatszanak fontos szerepetus ikoldgiajaban (nem amplifikacios
gazdak). A feidzott madaraknak csak egy részében és alacsongrstarmeddtek ellenanyagok, ami
egyben arra is utal, hogy ezek a fajok kevéssélmtiegak az USUV aktivitds nyomon kovetésére

(szentinel allatok gyanant).

Az USUV embs gazdafajainak kére kevéssé ismert. Sajat vizegakais alatamasztottak, hogy — sok
mas arbovirushoz hasonléan — szopdsegerek intidlisaroltassal fefizhetk a virussal, az
szaporodik az egerek idegrendszerében. Intracisandbltva a 3 hénapos egereket is megbetegiti.
Intraperitonedlisan bejuttatva a virus egy heteasi legereket megbetegitett (kb. a deés utani 6.
naptol), két hetes kortakban viszont mar nem atakWli tinetek. Korszdvettani elvaltozasokat és a
virus jelenlétét a tunetek kezdetéiként az agytodrzs, a nyultagy és a kisagy neurcajaibhetett
medgfigyelni, ké8bb viszont tovabbi agyi terlletek érintettsége imktathato volt (Weissenbdck és
mtsai., 2004). Egerekben az USUV a tdbbi, JEV-daemplexbe sorolt virushoz nagyon hasonlé
elvaltozasokat (lymphocytds panencephalitist) ittézels. Eurdépai endséllatokban Klinikai
megbetegedéseket és elhulldsokat eddig csak Né&mégian figyeltek meg, kozonséges
torpedeneveérekbenPipistrellus pipistrelluy (Cadar és mtsai., 2014.). Kilonidozenevér fajok
szamos, gyakran kozegészségugyi jéleddi virus (pl. rhabdo-, filo-, corona-, henipavirusok)
hordozoéi. Az izeltlabu vektor nélkdli flavivirusgklents részét is denevérakdbmutattak ki. Nem
megle, hogy a denevérek fogékonyak az Usutu virusmagiganakkor jarvanytani szerepik egyel
nem ismert. Tekintettel életmddjukra, elképzealhétogy ugyanazok a szunyogfajok (@ix. pipiens
pipieng szivnak vért bélik, mint amelyek a vadmadarakbdl, és igy gyakrablaedetnek kitéve
USUV fertszésnek is. A denevérek jeléaégének vizsgalata az USUV jarvanytanaban jeleisleg
folyd kutatdsok targya. USUV elleni ellenanyagokahetett még kimutatni lovak, kutyak és
gimszarvasok savomintaibél (Durand és mtsai., 2@ércia-Bocanegra és mtsai., 2016). Sajat
vizsgalataink is igazoltadk, hogy klinikai tiinetekem mutatd lovak és kutydk kdzottfeirdulnak
USUV pozitiv egyedek (nem kozolt adatok). Ennek aegfigyelésnek etsorban differenciél-
diagnosztikai jelerisége van, mivel a rutinsZemn hasznalt szerologiai médszereknél (ELISA, HAG)

gyakoriak a keresztreakciok pl. WNV és USUV vonatisaban.

Emberi USUV ferbzéseket Eurdopaban ék€nt Olaszorszagban irtak le. Az egyik esetben
thromboticus thrombocytopenids purpura (Moschcowitadrome) és heveny majgyulladas tineteit
kovetben, majtranszplantacién atesett betegben alakuitédegrendszeri tinetek. A transzplantacio
elétt elvégzett, WNV viraemiara iranyul6 molekularisaghosztikai vizsgalat (nucleic acid
amplification test — NAAT) pozitiv eredményt adoth WNV specifikus kimutatasara végzett
vizsgélat viszont negativ eredménnyel zarult, eaémiverzalis, flavivirus-kimutaté rendszerrel
(Scaramozzino és mtsai., 2001) tovabb vizsgaltéktag savomintait. Pozitiv eredményt kaptak; az

amplifikaciés termék szekvencia analizise segitsglgénegallapitottak, hogy az USUV okozott
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viraemiat a betegben (Cavrini és mtsai., 2009)alapbetegségen tul, valésilieg a szervatiltetéshez
kdtheth immunszuppresszio is szerepet jatszhatott a kivggonti idegrendszerbe jutdsaban. A masik
esetben B sejtes lymphoma miatt gyogykezelt (sziet&sen immunszuppresszalt) betegben alakultak
ki ldzas, majd idegrendszeri tinetek. Az USUV nuidavat kimutattdk a beteg cerebrospindlis
folyadék mint4jabdl (Pecorari és mtsai., 2009). dkigt megbetegedés nagyjabodl edien (2009.
augusztus-szeptember) tértént Eszak-Olaszorszagemdods Emilia-Romagna tartoméanyaiban. Az
eseteket kovét retrospektiv vizsgalatok kimutattak az USUV nukszEivanak jelenlétét tovabbi
harom, heveny meningoencephalitissel 2008-ban €9-B6n az emlitett régidkban kezelt beteg
cerebrospinalis folyadékaban is (Cavrini és mts20]11). Egy kdzelmultban publikalt tanulmény
tovabbi nyolc esetben mutatott ki USUV RNS-t ésaldszorszagi meningoencephalitises betegek
cerebrospindlis folyadék mintaibdl, illetve egégese vagy mas betegségben szetivedemély
vérmintajabdl. Az USUV fefizés gyakorisaga meghaladta a WNV gyakorisagat yeen ijelledi
mintakban a régidban (Grottola és mtsai.,, 2017)rvétorszagban 2013-ban diagnosztizaltak
(szerolbégiai modszerekkel) USUV férest egy idegrendszeri megbetegedésben szérbetdgnél
(Vilibic-Cavlek és mtsai., 2014). Emellett véradoklifegészséges emberéRbgyiijtott vér WNV-re
iranyuld NAAT vizsgalata soran pozitivnak talaltntdik RT-PCR-es ellémzése Németorszagban is
azonositott human USUV férést 2016-ban (Cadar és mtsai., 2017b). Legut@jét sizsgalataink
soran ausztriai véradok WNV-NAAT pozitiv vérmintdfd mutattuk ki az USUV RNS jelenlétét
(Bakonyi és mtsai., 2017b). Szerolégiai felthgizsgalatok észak-olaszorszagi véradokban 0,23%-0s
(Pierro és mtsai., 2013) és 1,1%-0s (Gaibani ésimtd012), kevert populacidban (egészséges és
beteg emberekben) 6,5%-0s (Grottola és mtsai., )2@Y@korisaggal mutattak ki USUV elleni
ellenanyagokat (ELISA és PRNT moédszerekkel). Némsetmban 4200 vérado szeroldgiai (ELISA,
IIF és PRNT) vizsgélata soran 1 esetben (0,02%Makl USUV pozitivitast (Allering és mtsai., 2012).
Szerbidban, szunyogcsipésnek gyakran kitett, 9fé&yekozul hétBl mutattak ki USUV elleni
ellenanyagokat (Hrnjako&iCvjetkovic és mtsai., 2016). A kutatasok egyertédm bizonyitjak, hogy

az USUV emberi fetizéseket okoz Européban is, bar a gyakorisaga wampralacsony. Mivel az
USUV és a WNYV eifordulési terulete jelefisen atfed, a WNV-re irdnyulé molekularis és szagialid
felmérs vizsgalatoknal tekintettel kell lenni a két virkdzti keresztreakciok lehgtégére (Nikolay,
2015; Grottola és mtsai., 2017).

Az USUV ebfordulasat eddig kimutattdkedes albopictus, Anopheles maculipennis s.l., >Cule
neavei, Culex pipiens/torrentium, Culex perexigu@syjiseta annulata, Ochlerotatus caspiuss
Ochlerotatus detritus(Nikolay, 2015) szunyogfajokbdl, valamint @oquillettidia és Mansonia
nemzetség egyes fajaibdl (Gaibani és Rossini, 2atasaink igazoltak az USUV&ébrdulasat
Culex modestuban is (Rudolf és mtsai., 2015a). Felthés vektor-kompetencia vizsgalatok alapjan a

Cx. pipiengiinik a virus elédleges vektordnak (Calzolari és mtsai., 2012, Esositsai., 2015).
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Az Usutu virussal kapcsolatos kutatasaink kezdegm alltak rendelkezésre a virus kimutatdsara
irAnyuld, specifikus virolégiai vizsgald modszereld virus teljes genomszekvencidjanak
meghatarozasat kowetn konvenciondlis és TagMan hibridizaciora alapwdlds idefi RT-PCR
rendszereket fejlesztettiink ki a virus nukleinsakédkimutatasara kilonbézmintakbol. Ezekkel a
modszerekkel igazolni lehetett a viruséedst olyan mintak esetén is (pl. autolizalt mintak,
formalinnal fixalt szovetek, szinyogok, vérsejtetnikor a klasszikus, izolalasi modszereket nem
lehetett haszndlni, illetve a fehérje-kimutaté naek kudarcot vallottak. A molekularis modszerek
hasznalata azonban nem valthatja fel tellesen @skleus virologiai modszerekét. Sikeres
virusizolalast koveéien olyan tovabbi tulajdonsagait lehet vizsgalni iausnak (pl. virulencia,
antigenitas) amelyre a nukleinsav szekvencia-atféloksak kovetkeztetni lehet. Virusizolalasi és -
szaporitasi vizsgalatainkban ezért meghataroztud@idV in vitro sejtspektrumat. Megallapitottuk,
hogy a virus szamos, efsl és madar eredgtpermanens sejtvonal és primaer szovettenyészet
sejtjeiben képes szaporodni. A legielibb citopatogén hatast a Vero és PK-15 sejtvonadak Eid
embrié fibroblaszt primaer szovettenyészet sejtjeitattak. Megjegyzeridazonban, hogy a CPE
intenzitasa Vero és PK-15 sejtekben végzett passaiélsoran csokkent, és akéar elntt(de a
virusszaporodas immunhisztokémiai és PCR modszeigakolhaté volt), a lad embrid
szOvettenyészetben viszont sorozatos passzazsokatién is fennmaradt. Ezért ez a szdvettipus
megbizhatébban hasznalhatd a virus elszaporitéis@raszamos, edsorban gyakorlati szempontbdl
nehézkesebb a haszndlata, mint a sejtvonalaké)UB8BV izolaldsara vizsgalataink alapjan a
csirkeembriok nem alkalmasak, a libaembriok visagah. Szoposegerek intracerebralis oltasaval az

USUV (hasonléan mas arbovirusokhoz) hatékonyaslizalo.

Szeroldgiai vizsgalatra kifejlesztettiink haemagdgldié-gatlasi prébat is: a virus a lad
vorosversejteket agglutindlja, de a préba kivitétez soran figyelemmel kell lenni arra, hogy az
agglutinacio efsen pH-fiigg. (Altalaban pH 6.2 értéknél volt a legkifejezetiebhaemagglutinacio.)
A kereskedelmi forgalomban kaphatdé WNV IgG kompetitELISA kitek egy részénél
keresztreaktivitast figyeltink meg; a kit a WNV teétl az USUV (és TBEV) elleni ellenanyagokat is
kimutatja. Gyakorlati szempontb6l ez azt jelentiopgh ez a kit alkalmas az USUV
szerodiagnosztikajara is, &m a pozitiv (és kétagdraintakat specifikusabb szerologiai médszerrel,
leginkdbb PRNT-vel (vagy WNV-specifikus ELISA-vatpvabb kell vizsgalni a homoldg virus
pontosabb beazonositdsa céljabdl. Mivel a WNV é3JWSgyes neutralizalé ellenanyagai is
keresztreagalnak a masik virussal, mindkét antiglerszimultan végzett (és 90%-0s gatlasi szinten
elbiralt) PRNT segitségével lehet legpontosabbaghatérozni a szeropozitivitas specifikussagat
(amennyiben legaldbb négyszer magasabb neutralitéilehet megfigyelni az egyik virus ellen,
mint a masik ellen). A WNV (és egyes véleményekiaz@z USUV is) fokozott biologiai kockazatu
virus, emiatt a szaporitasahoz BSL-3 dziaboratorium hasznalata sziikséges, ami a szimBRMT

vizsgalatokat védzlaboratoriumok kérét ésen behatarolja.
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4.2. A nyugat-nilusi virus eurépaibrdulasaval kapcsolatos megfigyeléseink

A nyugat-nilusi virussal kapcsolatos tudomanyosergtek sokkal szélesebb kék, mint amit az
Usutu virusrél tudunk. Az Egyesiilt Allamok kdézegggiigyi intézete (National Institute of Health)
altal tUzemeltetett Nemzeti Orvostudomanyi Konywd6 National Library of Medicine) nyilvanos

publikacios adatbankjdban (PubMddtps://www.ncbi.nim.nih.gov/pubméd kereprogram 2017.

november 29.-én 6682 olyan kézleményt talal, ameiyh West Nile virus kifejezést emlitik. (Az
Usutu virus kifejezést 183 publikacio tartalmazzaz) elss emlités (1943) és a virus 1999. oktéberi,
new york-i felbukkanasa kozott eltelt 56 évben ésupl6é kdzlemény emliti a virust; a tdbbi 5966 az
utdbbi 18 évben jelent meg, vagyis atlagosan éu RB8zleményt publikaltak a témaban. A
tudomanyos érdettiés a virus irant nem csokken, hiszen 2017 jané&jaovembere kozott 343
olyan kdzlemény jelent meg, ami a nyugat-nilususs$al (is) foglalkozik. Emiatt a nyugat-nilusi
virussal kapcsolatos Uj ismeretek teljességre vérelattekintése és 0sszegzése meghaladja
értekezésem kereteit; csak a kutatasaink szempohtgginkabb relevans publikacidk hivatkozasai

szerepelnek a dolgozatban.

A WNV elsb hazai izolatumanak (WN, erdei pocok, Gic, 1972) genetikai jellemzéseat®| végzett
vizsgalataink kimutattdk, hogy a virusgenom >55%lkatisszehasonlitdsa alapjan a virus nukleotid
szekvencigja 99,93%-ban (6081/6085 nt), szarmdrtaiminosav szekvencidja pedig 100%-ban
megegyezik a WNV lineage 1 referencia torzsének 188) szekvenciajaval (Bakonyi és mtsai.,
2004a). Ezt a virustorzset 1951-ben izolaltak Bgyipan emberi megbetegedéiskes azt kdveten
szadmos europai arbovirus laboratériumba eljutothadyfokl hasonlésdgnak két magyardzata lehet.
Az egyik szerint az 1970-es években, arbovirus g@dtésok sordn gjtott mintdkat a Csehszlovak
Tudoméanyos Akadémia pozsonyi virolégiai intézetélmtgoztak fel. Efordulhatott az, hogy a
virusizolalds soran, tévedésba laborban hasznalt referencia torzset oltodtdkzoposegerekbe, de az
is, hogy amikor az Orszagos Epidemiolégiai Kbézponinkatarsai kértek az izolatumbdl, valamilyen
félreértés folytdn a szlovak kollégak a refereniiezset kildték el. Ebben az esetben kétségbe
vonhat6, hogy a WNV val6ban jelen volt-e a BakomyBa Borzsonyben az 1970-es évekbeljtgy
kisembsok mintaiban. A mésik lehetséges magyarazat, hogyustorzs valoban, szinte valtozatlanul
volt jelen 20 évvel kaibb, az eredeti izolalds helgéttobbezer kilométerre. Ezt a feltételezést egy
masik, WNV lineage 1-be tartozé virustdrzzsel véigzzsgalataink eredményei tAmaszthatjak ala.
Torokorszagban észor 2011-ben mutattak ki a WNV jelenlétét. Egyzsét (T2) izolaltak
idegrendszeri tlineteket mutatd 16bdl. Meghatarozauk/irustorzs telies genomszekvencidjat, és
O0sszehasonlitottuk azt a génbanki adatbazisokbarzaférhet virusokéval. A legnagyobb
hasonlésagot (10954/10964 nt; 99,9% és 3428/3433%B8%) a Kozép Afrikai Kdztarsasagban,
1967-ben izolalt WNV tbrzshdz (ArB310/67) mutattarqunay és mtsai., 2015). Egyik vizsgald
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laboratoriumban sem volt jelen az ArB310/67 tozért a laboratoriumi kontaminécié lebstge
kizarhat6. Nehezen magyarazhat6 tény, hogy hogydettta virus fennmaradni szinte valtozatlanul
tobb mint 40 éven keresztll és eljutni Kozép Afbé&h Torokorszdgba. A T2 virustorzshoz
genetikailag nagyon kozeli virusokat mutattunk Kirdkorszag kulonbde régidiban, embereldh
lovakbdl és szunyogokbdl, 2011-2013 kozottijgitt mintdkbdl is. Az egyik (, Kbzép-Anatdliaban,
I6bol, 2011-ben izolalt) virus viszont mas afrikdizsekhez (IBAN7019, Nigéria, 1965 és ArD27875,
Szenegal, 1979) hasonlitott jobban. Hasonlo jelgetsitak le Shah-Hosseini és munkatarsai (2014)
is: egy idegrendszeri tlineteket mutaté irani betegb09-ban kimutatott, lineage 2 WNV részleges
nukleotid szekvencigja 100%-o0s hasonlésagot matatetrus Kozép Afrikai Koztarsasagban, 1982-
ben izolalt toérzséhez (Shah-Hosseini és mtsai.4RQlehetséges, hogy ezek a virustérzsek olyan
szelekcios éinyoket élveznek, ami miatt genomjuk (az RdRp pdetatiga ellenére) szinte
valtozatlanul maradt fenn az évtizedek folyamanyege még nem azonositott gazdaban vagy
vektorban. Arra valOszibeg soha nem kapunk valaszt, hogy a magyarorszadei pocokbdl
szarmazonak vélt virusnak is ez-e a torténete, Inaiweeredeti izolalast vé§zszemélyek mar nem
dolgoznak a pozsonyi intézetben. A genetikai viletg& mindemellett megdgzoéen bizonyitottak az
Orszagos Epidemioldgiai Kdzpontban, WNV diagnosittikz (IIF) az utébbi 40 évben hasznalt
virustorzs (WN,) fajazonossagat. Ezt azért is érdemes kihanggiilyoazivel ez alatt az il alatt
arbovirus ferizottség gyanujaval az Orszadgos Epidemiologiai Kitpon kuldott mintak
kullancsencephalitis kizarasat kd¥emnyugat-nilusi lazra iranyuld vizsgalata ezzel ieustorzzsel
tortént. igy az, hogy 2003-ig nem mutattak ki hadém emberekben nyugat-nilusi virusbesst,

nem a vizsgalédmodszer hib4ja, hanem arra utal, fialfipan nem voltak ilyen megbetegedések.

A XX. szdzadban Kdzép-Eurépaban a fent emlitetgyaeorszagi WNV izolalas mellett ugyanannak
a pozsonyi kutatdcsoportnak a tagjai szadmoltak beiras kimutatasardl Nyugat-Szlovakiaban
gyijtott, Aedes cantanszunyogokbdl (Labuda és mtsai., 1974); illetve ¥gMV torzset izolaltak
1997-ben dél-kelet Morvaorszagbh&x. pipiensszunyogokbdl (Hubdlek és mtsai.,, 1998). Ez a
virustorzs virulenciajaban (egér patogenitas) ég@mtasaban is némileg eltért a WNV lineage 1-es
referencia torzsét. A szdnyogok ggijtési helyéhez kozeli osztrék telepilés neve atapjabensburg
virusnak (RabV) elnevezett torzset részletes dgemietizsgalatnak vetettik ald. Meghatéaroztuk a
telles genomszekvencidjat és 0sszehasonlitottuk &S/ szekvenciakkal. A nukleotid és
szarmaztatott aminosav szekvencidk hasonlosagieémaradtak a WNV akkor ismert két genetikai
vonalanak képviséitol. Filogenetikai vizsgélatokkal is igazoltuk, hogyirustorzs nem sorolhat6 be
a két genetikai vonal egyikébe sem. A genetikablgdg meghaladta a két vonal képugstk
egymastol mért genetikai tAvolsagat. Ez alapjan akovetkezetésre jutottunk, hogy a RabV a WNV
egy eddig ismeretlen (harmadik) genetikai vonalakéRvisebje (Bakonyi és mtsai., 2005a). A
génbanki adatbazisokban hozzaféshatNV szekvenciak 6sszehasonlitasa soran azt isigyetfiik,

hogy a Kaukazusban, 1998-baniiggtt Dermacentor marginatukullancsbdél kimutatott WNV
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(LEIV-Krnd88-190) (Prilipov és mitsai., 2002; Lvows émtsai., 2004) hasonléan nagy genetikai
tavolsagra helyeéaik mind a WNV lineage 1 és 2 virusaitdl, mind pediRabV torzél. Ezért ezt a
virust a WNV negyedik genetikai vonala képvigehek tekintettiik. Meg kell jegyezni, hogy a
torzsfa-rekonstrukcios vizsgalat a LEIV-Krnd88-188 a Koutango virus legkishi k6zosoését a
masik harom WNV kdzo8sét eltéronek jelezte. A Koutango virust — ragcsalok melekiilonbos
kullancs fajokbol mutattak ki Afrikdban. A RabV igételten izolalhaté volt ugyanazon aigghelyen
1999-ben befogot€x. pipienskdl (Hubélek és mtsai., 2000) és annak kdzelébenG-Pad gyijtott
Aedes rossicubdl (Hubalek és mtsai., 2010). A virustorzsek legzs genomszekvencidinak
vizsgélataval tobb, mint 99%-0s hasonlésagot muiktki az 1997-es RabV tdrzshdz viszonyitva
(Bakonyi és mtsai., 2005a, Hubalek és mtsai., 2EDplapjan megalapozottan feltételeghbbgy a
RabV endémiasan jelen van Csehorszag dél-keletémédHozza kothétmegbetegedéseket viszont
sem madarakban, sem égullatokban, sem emberben nem figyeltek meg. A RaidMogiai
tulajdonsagainak (szaporodoképesség éemimadar és szunyogsejtekben, virulencia és vektor
kompetencia) részletesebb vizsgalatai feltartakyyha virus Vero sejtekben csak 35°C alatti
hémérsékleten szaporodik (miedes albopictueredeti, C6/36 sejtvonalon 37°C-on is) (Aliota és
Kramer, 2012); valamint hogy madarak mesterségasem ferézhetk a virussal (Aliota és mtsai.,
2012). Mindezek alapjan az az elmélet szlletetiyytoRabV atmenetet képez a csak szunyogokban
szaporodd (mosquito only) és a szunyog vektoroknutgrjesztett flavivirusok kdzott (Aliota és
mtsai., 2012). Lehetséges, hogy a virus elterjetitdiete kiterjedtebb a manapsag ismertnél, &m

ennek feltarasara célzott szunyog-monitoring viledgéra volna szikség.

A WNV 3. és 4. genetikai vonalanak felfedezése midtatécsoportokat tovabbi torzsek genetikai
jellemzésére, illetve a mar ismertek atsorolasasztiette. Az egyik legutébbi javaslat szerint a WNV
nek legalabb nyolc genetikai vonala kulénithet: A kordbban emlitett négy vonalon tal 6tédik
vonalként Indiaban izolalt virusokat (Bondre ésant007), a hatodik vonal képviéglként a WNV
(Kunjin virus?) egy malajziai izolatumat (Schergst mtsai., 2001), hetedikként a Koutango virust
(Donadieu és mtsai., 2013), a nyolcadik vonal keglijieként pedig egy Spanyolorszagban 2006-ban
Cx. pipienshdl kimutatott WNV-t tartanak (Vazquez és mtsai., @0Donadieu €s mtsai., 2013). A
virusok genetikai vonalakba soroldsdnak azonbacseirek altalanosan elfogadott szabdlyai (mivel
nem hivatalos rendszertani kategoridk) és kialallkaak igazabdl akkor van értelme, ha segqitik a

virus evoluciojanak, terjedésének vagy kortanin@eegenek megértéseét.

A WNV hazai szunyogokban valé éébrduldsanak vizsgalata soran, 2011. nyaran a rgellé
halastavaknal djytott, Uranotaenia unguiculata szinyogokbol flavivirus-specifikus RT-PCR
maodszerrel sikerult felésiteni egy nukleinsav szakaszt. A szekvencia filegigai vizsgélata a
legkdzelebbi rokonsadgban a WNV kordbban emliteE|\V=Krnd88-190 torzsével (lineage 4),
valamint Oroszorszag Volgograd régiojaban 20032@36. kozott,Ur. unguiculata szanyogokbdl

kimutatott virusokkal allt. Hasonl6 genetikai téséyra volt a spanyolorsza@x. pipiensbl
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kimutatott HU2925/06 (lineage 8) tbrzzsel, ezénnriehet egyértelifen eldonteni, hogy a negyedik
genetikai vonalhoz tartozik-e, vagy egy Ujabb, ndkedik genetikai vonal képvisge (Kemenesi és
mtsai., 2014a). A pellérdihez nagyon hasonld vazekvenciajat kimutattdk a Duna-deltdban 2012-
ben és 2013-ban §jo6tt, Ur. unguiculatapool-okbdl (Dinu és mtsai., 2015). (A vizsgalt @pbodl 5-
ben jelen volt a virus.) A Fértténal, 2013-ban dijtott négyUr. unguiculatapool vizsgalata soran
egykdl szintén ki lehetett mutatni a WNV negyedik gekaiivonala képviséivel legkozelebbi
rokonsagban allo virust (Pachler és mtsai., 20A4).adatok alapjan a WNV negyedik genetikai
csoportjanak képviséll elterjedtek Kelet- és Kodzép-Europaban, viszontokas okologiai teret
foglalnak el, mivel kbvetkezetesen cgak unguiculataszinyogokbdl sikerult kimutatni jelenlétiiket.
A virus izolalaséara irdnyulé probélkozasok nemajéarsikerrel. Ez alapjan elképzelbehogy ez a
virustorzs (hasonldéan a Rabensburg virushoz) gigazdakban nem, vagy csak mérsékelten képes
szaporodni. A potencialis gerinces gazdak kergsedgdémat jelent, mivel nem tisztazott, hogyaz
unguiculata milyen fajokbol sziv vért. Altalanosan elfogadattlemény szerint az Uranotaenia
nemzetség tagjai valtozo tedthérséklei allatok (kétéltiek, el$sorban békak) vérét fogyasztjak
(Toma és mtsai., 2014; Kurucz és mtsai., 2017)eEgzemben Azerbajdzsanban végzett vizsgalatok
szerint azUr. unguiculatagyakran sziv vért embeib(bar csipése kevésbé fajdalmas) (Bagirov és
mtsai., 1994), valamint Magyarorszagon is siked#fpésszamlalasos modszerrelijtpni a faj
egyedeit (Téth, 2011). A kdzelmultban végzett vidatpk alapjan e a szunyogfaj imago6 alakban telel
at, ami ebsegitheti a virus fennmaradaséat is (Rudolf és mt2ail5b). A szunyogfaj okoldgiai
tulajdonsagainak, valamint a bennik jelen 6léEWNV torzsek szaporodasi tulajdonsagainak
részletesebb megismerése a WNV szerodiagnosztsiz&mpontjabdl is fontos feladat. Szeroldgiai
felméréseket végeztink magyarorszagi, tunetmentggak WNV fertizottségének felderitése
céljabol. Kompetitiv IgG ELISA modszerrel vizsgala&utyak kb. egyharmadaban pozitiv eredményt
kaptunk. A PRNT mddszerrel megsfté vizsgalatokat végeztink WNV (lineage 1), USUV &EV
elleni neutralizal6 ellenanyagszint kimutatdsara.sa@vémintak kevesebb, mint 10%-anal lehetett
igazolni a WNV specifikussagot (négyszeres titeikblség a masik két virushoz képest). TBEV ellen
csak egy kutya savomintgjdban talaltunk neutraizélenanyagokat és néhany eb mintajabol az
USUV ellen magasabb titerben mutattunk ki ellengoyat, mint WNV ellen. A savomintak jeleist
részénél a WNV és az USUV ellen hasonld, jelléanz alacsony (1:20-1:40) titerben tudtunk
ellenanyagokat kimutatni (nem kdzolt adat). Amebewi azUr. unguiculatasziv vért kutyakbdl, és a
benne diforduld6 WNV képes (mérsékelt intenzitassal, viraems tinetek nélkil) szaporodni és
szeroldgiai athangolddast okozni az ebekben, azanagatul szolgalhat arra, hogy miért tapasztaltuk

a fent leirt, pontosan nem azonosithaté hiageeropozitivitast.

A nyugat-nilusi virus Magyarorszagoro&tor diagnosztizalt, klinikai tinetekben és eltsdiéan is
megnyilvanulé megbetegedést 2003-ban okozott, dingssal ferdzott libakban (Glavits és mtsai.,

2005). Az elhullott libadk agysztvetmintaibdl a WNMeage 1. genetikai csoportjdhoz tartoz6 virus
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nukleinsavat lehetett kimutatni. Sajnos a virubbgzori probalkozas ellenére sem sikerlt izolalni
madarak szovetefh Mas, fogékony éllatfajpdl nem lehetett kimutativirust, viszont a ludtartd
telepen dolgoz6 személyek és csaladtagjaik englaaslaltalanos tinetekkel, émelygéssel, fejfajassal
és izomgyengeséggel jaro, heveny betegség tumete#ttak, valamint WNV elleni ellenanyagokat
lehetett kimutatni a savomintaikb6l (Ferenczi éssant 2005). Arra nincsenek kozvetlen
bizonyitékaink, hogy a virus az esetet mégeEvekben is jelen volt-e mar Magyarorszagon. Asiru
teljes genomszekvencidjanak meghatarozasat &él@genetikai vizsgalataink alapjan a szekvencia a
legnagyobb (98%-0s) hasonlésagot a WNV 1998-baaelzen és 1999-ben az Egyesiilt Allamokban
izolalt torzseinek szekvenciaihoz mutatta. Az iliré898-ST1 torzset olyan golya agyabdl izolaltak,
amely tarsaival 1998. augusztusdban érkezett @t Kilzelében lev madar-megfigyé helyre, és
augusztus 28.-an elhullott (Malkinson és mtsaiQ2)0 A kb. 1200 egyedet szamlalé csoportbol
szamos gOlya elpusztult. Az ornitolégiai vizsgékatapjan a madarak 1998. nyaran kelhettek ki,
valahol Eur6pa keleti részé@szi vonulasuk idején &s és forré nyugati szelek elsodortélket a
szokasos Utvonalukrdl és hosszu, aktiv repullés, kigmerilten érkeztek az Akabai/Eilati 6b6lhoz.
Val6sziri, hogy a fizikai megterhelés szerepet jatszott ghetegedések kialakulasdban. A virustorzs
1998-ban és 1999-ben megbetegedéseket okozotti ikiidéllomanyokban, valamint a tel-avivi
allatkert papaszemes siralydchithyaetus leucophthalmugoérében is. A virust kimutattdk emberi
megbetegedésekbis Izraelben (Giladi és mtsai., 2001). A jelenleginkabb elfogadott feltételezés
szerint ezt a torzset hurcoltak be 199&én New Yorkba. Az altalunk meghatarozott szekigenc
ugyan kisebb mértékben hasonlit az izraeli és nak-iytorzsekhez, mint azok egyméashoz, de azt is
figyelembe kell venni, hogy ezt a virus 6t évvesddb fedeztik fel. Az adatok alapjan nem lehet azt
kizarni, hogy az Amerikdban felbukkant virus jeloit-e Magyarorszagon 1998-ban, és akar innen
Izraelbe jutott el és onnan New Yorkba, akar kdevetl 6link hurcoltak be Amerikaba (Bakonyi és
mtsai., 2006). Sajnos egyet nem sikerilt olyan archivalt mintékat talalnumlhazai diagnosztikai
intézetekben 1998-199%h amelyek vizsgalataval ezt a feltételezést alhetiee tamasztani.
Ugyanakkor Fabbi és mtsai., (2014) argentinai WN&hanszekvencidk filogenetikai analizise
alapjan arra a kovetkezetésre jutott, hogy 2008w@gebzéen az 1S98-ST1 térzshdz hasonlo torzsek
tobbszor, egymastél fuggetlenldl behurcolasra kekulbél-Amerikaba. A virustdrzshoéz hasonlo
torzset Eurdpa egyik orszagadban sem mutattak kih@sginkban sem sikerilt fennmaradasat
igazolnunk. Az érintett telepen 2004-ben kacsakavehiek. Augusztus hoénapban szunyogokat
gyijtottink a telepen és kornyékén. Erdekes modorglaanm istallonak a mennyezetén, amelyben az
el6z6 évben a megbetegedett libakat tartottdk, nagy lsaartehetetCx. pipienshim egyedeket fogni
(amelyek nem szivnak vért, azért a deés fenntartasdban és atvitelében nem jatszanadpstk
néstényeket viszont csak a kozeli, fas-bokros tegillétidtunk gyijteni. A szdnyogmintak egyikéb
sem lehetett WNV RNS-t kimutatni és Uj megbetegekigissem tapasztaltak azéta a telepen. A virust
2003. utan egyetlen mintabdl sem tudtuk tébbé latmiit
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A libdkban medgfigyelt megbetegedések utdn egy éevesl a jarvanykitorés helydt kb. 160
kilométerre keletre, a Korts-Maros Nemzeti Parkiilee6l szarmazo, idegrendszeri tlineteket
mutato, majd elhullott héja agyszdveibzintén a WNV nukleinsavat tudtuk kimutatni. Aus teljes
genomszekvencia meghatarozasat kdvibgenetikai vizsgalat viszont — szemben a#zél év
eredménye alapjan varttal — egy masik nyugat-niiiisis jelenlétét tarta fel. Ennek a virusnak a
nukleotid- és szarmaztatott aminosav szekvencidegamagyobb hasonlésagot a WNV mésodik
genetikai vonalahoz tartozo, afrikai virustorzsekneutattdk (Bakonyi és mtsai., 2006). Ez volt az
elss alkalom, hogy klinikai megbetegedésbAfrikan (és Madagaszkaron) kivili terui@trehhez a
genetikai csoporthoz tartozé virust sikerdlt kintoitamivel korabban — a szakirodalmi adatok szerint
— csak egy alkalommal, 1968-ban izolaltak lineage WAV tbrzset, egészséges, vonulo
karvalyposzatabolSylvia nisorig Cipruson (Watson és mtsai., 1972). A virus 208b6-is felbukkant
az el$ kimutatdsa helyén, ekkor héjak mellett karvalyokghetegedéseit is okozva, valamint a
vadmadar esetaktmintegy 30 km-re nyugatra egy idegrendszeri téket koveden elhullott anyajuh
agyvelejéll sikerdllt izolalni is a kdrokozot (Kecskeméti éssai., 2007). A genetikai 6sszehasonlitd
vizsgalatok csupan néhany nukleotid eltérést makaki a 2004-ben és 2005-ben talalt virusok
szekvenciai k6zott. Annak az esélye igen csekébgyha 2004. nyaran felbukkant virus nem élte
volna tul a hazai telet és egy évre ra ugyanodangsik vonulé madar Afrikabdl ugyanazt a virust
hurcolja be. Sokkal valésZihb magyarazata az ismételt feloukkanasnak az, hogyus attelelt és
endémiassa valt. Bar 2006-ban egyetlen allati ntegedéstl sem tudtunk WNV-t kimutatni, az
OEK-ben egy hazai human eset abban az évben sgeiohdddszerrel diagnosztizélasra kerult . A
virus fennmaradasat és tovabbterjedését bizory/@atthogy 2007-ben egy idegrendszeri betegségben
elpusztult 16bdl ismételten ki lehetett mutatni iaus jelenlétét (Kutasi és mtsai., 2011). A lovat a
2005-06s juh eset helyszigékb. 30 km-re nyugatra tartottadk. Ugyancsak 208i-kimutattuk a virus
jelenlétét a kardoskuti kékvércse teleperiijigyt, elhullott fiokakbol, valamint egy a HortobAg
Nemzeti Park tertletér szarmazo héjabdl. Ezek az esetek a virus felbukkanasatol kb. 70 km-re
délnyugatra és északkeletre talalhatok. A virusoles nukleinsav-szakaszainak filogenetikai
vizsgélatai ebben az esetben is igazoltak, hogdOd-ben felbukkant, lineage 2 térzs leszarmazottjai
okoztdk a megbetegedéseket. Az disirom év fokozatos foldrajzi terjedése és alacssstszama
utan 2008. augusztusdban és szeptemberébendégelemtisaktivitast és gyors foldrajzi terjedést
tapasztaltunk. Héjak mellett egyéb ragadozé mathdiatészaki sélyom, Harris 6lyv) és 12 16bal
sikerdlt kimutatni a virust, valamint az OEK 22 aribferitzést igazolt (Krisztalovics és mtsai.,
2008). Az esetek az orszag mindegyik régidjabéfordultak, halmozottan K&zép-Magyarorszagon.
Emellett a virus felbukkant Alsé-Ausztriaban, ahéjak, keak és egy saskeseimegbetegedéseéib
lehetett kimutatni (Bakonyi és Erdélyi, 2011; Bakibés mtsai., 2013). A megbetegedések 2009-ben
is folytatédtak: abban az évben héjdk mellett Kabd@, vandorsélyombdl, holl6bdl és
énekesmadarakbol; 6sszesen 15 madarbdl tudtuk &imnat virus nukleinsavat. Hat 16 és hat ember

idegrendszeri megbetegedésének hatterében lelggtetini a WNV ferbzést. A virus fennmaradt
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Ausztridban is, ahol 2009-ben tovabbi vadmadar lidibokat okozott. Emellett szerologiai
vizsgélatokkal is igazoltuk a virus elterjedéséki@sutattuk jelenlétéCx. pipiensben. Filogenetikai
vizsgélatokkal igazoltuk, hogy a 2008-ban és 2089-Magyarorszagon és Ausztridban kimutatott
virusok a legkdzelebbi genetikai rokonsagban a 2@ felbukkant virussal allnak (Bakonyi és
mtsai., 2013).

A virustbrzs ausztriai felbukkanasat tovabbi eurOmajedése kovette. Jelést szami emberi
megbetegedéssel és halalozdssal jaré encephalitigny tort ki Gorégorszag észak-keleti részén
2010. nyaranak végén. Szeroldgiai vizsgélatokkatattak a WNV koroki szerepét, (Papa és mtsai.,
2011b), a virust kimutattalcx. pipiensbél (Papa és mtsai., 2011c). Teljes genomszekvemeiaja
meghatarozdséat kovetfilogenetikai vizsgalataink feltartak, hogy a \drdegkdzelebbi genetikai
rokonsagban a Magyarorszagon, 2004-ben felbukkaregel all (Papa és mtsai., 2011a). A virustbrzs
tovabbi jelents foldrajzi terjedésére utal, hogy 2011-ben kintétatOlaszorszag adriai-tengeri
partvidékén, lazas tiineteket mutaté betédBagnarelli és mtsai., 2011; Barzon és mtsail3}0
majd vadmadarakbol €x. pipenshdl az orszag észak-keleti részén (Savini és m@12), valamint
2012-ben héjabdl és varjakbdl Szardinia szigetérfSevini és mtsai.,, 2013). A virus tovabbi
megbetegedéseket okozott 2012-ben, horvatorszaperekben (Merdi és mtsai., 2013; Pem-
Novosel és mtsai., 2014). A kezdeti esetekben szatoldgiai mddszerekkel tudtak igazolni a WNV
koroki szerepét, viszont a 2013-ban diagnosztiedktekBl kimutattak a virus RNS-t is és a
filogenetikai vizsgalatok igazoltak, hogy lineag&®zs okozta a fatzéseket (Kurolt és mtsai., 2014).
A virust megtalaltak 2012-ben mintazott szerbiainmiadarakban; a genetikai vizsgalatok ebben az
esetben is igazoltak a lineage 2 torzs jelenl@®étrvic és mtsai., 2013). A kodvetkegv nyaran
jelents emberi jarvany alakult ki 2013-ban Szerbidbarpbtdmint 300 emberi megbetegedést
diagnosztizaltak, amelyek kozil 52 idegrendszaretéket mutatott €s 9 elhunyt (Popovic és mtsai.,
2014). A virus szerbiai szunyog vektorokban valéfatulasara iranyuld vizsgalatok jeléat
fertzottséget mutattak KEx. pipiensdsAn. maculopennipool-okban (Kemenesi és mtsai., 2014b). A
Balkan-félszigeten valosziteg mar korabban is jelen lehetett a virustdrzsjeimiovakban végzett
szerologiai felméf vizsgélatok Horvatorszagban (Madic és mtsai., 2@387Szerbidban (Lupulovic és
mtsai., 2011) szamottévszeropozitivitast allapitottak meg. A virustorz812-ben felbukkant a
mediterran térség keleti részén is: Torokorszag®uégiodjaban, idegrendszeri tlineteket kiemet
elhullott 16bdl is ennek a lineage 2 virusnak a@pédtét mutattak ki (Monaco és mtsai., 2016). Az
északi iranyu terjedésre utal, hogy Csehorszadkeléti részénCx. modestupool-okbol is sikerult
izolalni a virust 2013-ban. Az izolatumok teljemngmszekvenciai az Olaszorszagban és Ausztridban
kimutatott, WNV lineage 2 szekvencidihoz hasor@oeginkabb (Rudolf és mtsai., 2014). A virus
jelenlétét kimutattak elhullott héjakbdl Szlovakiéli részén is (Csank és mtsai., 2016). A kutatasok
eredményei alapjan egyértdlen megallapithatd, hogy a 2004-ben (pontosabbanospektiv

vizsgalataink szerint mar 2003-ban) Magyarorszafgiioukkant, kettes genetikai vonalhoz tartozé
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WNYV torzs sikeresen adaptalédott a helyi klimatikiszonyokhoz, gerinces gazdakhoz és szunyog
vektorokhoz, endémidssa valt a térségben és tialav elterjedt Kozép- és Dél-Eur6pa szamos
orszadgaban. A virustorzs endémias jellegét az dambsztja, hogy 2007. O6ta minden évben

eléfordultak altala elidézett vadmadar, 16 és emberi megbetegedések agyagon is.

A WNV egy masik, lineage 2 genetikai vonalhoz soabd térzse bukkant fel és okozott emberi
megbetegedéseket 2004-ben Oroszorszag Rosztoyatgaid(Platonov és mtsai., 2011). A virustorzs
jelens szdmu emberi megbetegedést idézeit 2007-ben Oroszorszag Volgograd régidjaban
(Platonov és mtsai., 2008). A virustorzs 2010-belbukkant Roménia dél-keleti részén, ahol 57
emberi megbetegedéssel és 5 személy halalavghj@anykitorést okozott (Sirbu és mtsai., 2011). A
virus jelenlétét kimutattak szamos szunyogfajbdl12@s 2013. koz6tt Roméania déli részén (Dinu és
mtsai., 2015), a Duna-deltaban énekes rigordjtgyt Hyaloma marginatunkullancsbél (Kolodziejek

és mtsai., 2014), valamint 2014-b@&x. pipiensbdl észak-kelet Olaszorszagban is (Ravagnan és
mtsai., 2015). Filogeografiai becslések szerinthaék-eurdpai lineage 2 térzs valamikor 1999., az
oroszorszagi pedig 2000. tajekan juthatott el Afiiél Eurdépaba (Ciccozzi és mtsai., 2013). Az utébbi
15-20 évben medgfigyelh@t jelenis WNV aktivitasnak és Uj torzsek felbukkanasénako#@at
egyebre nem ismerjuk. Az viszont egyértélmhogy Eurépa szamos orszagaban a WNV kuléhboz
genetikai vonalaihoz sorolt virusok egyitleg jelen vannak (pl. Magyarorszagon és Ausztridban
lineage 2 és 4 (97?), Csehorszagban lineage 2 €dalzorszagban lineage 1 és kétféle lineage 2,

Romaniaban és Oroszorszagban lineage 1, lineagédirieage 4 virusok).

A kulénbdz®y WNV torzsek gazdaspektrumaban, pontosabban egwygsk fferttzédésének
gyakorisagaban, valamint virulencidjdban (az adajiban a megbetegedések gyakorisagdban és
sulyosséagaban) eltéréseket tapasztaltunk. A 2003Ndagyarorszagon kimutatott, lineage 1 genetikai
elhullasokat okozott. Fontos szempont viszont, hagyelhullott allatokbdl circovirus fézést és
ehhez kapcsoléddéan az immunszévetek karosodasdtetetkimutatni. Valosziisithet, hogy a
circovirus okozta immunszuppresszié éselgitette a WNV  klinikai betegségben valo
megnyilvanulasat. A virustorzs a libak mellett \wlitiileg emberekben is neuroinvaziv. Erre
nincsenek kozvetlen bizonyitékaink, mivel az embmdgbetegedések hatterében csak szeroldgiai
mobdszerrel tudtuk igazolni a WNV fértttséget. Az alkalmazott szeroldgiai modszerekiain
lehetett kulonbséget tenni a lineage 1 és lineadert@zések kozott. A jarvanytani szempontok
(foldrajzi és idbeli egybeesés) figyelembe vételével nem volna tapgaott azt feltételezni, hogy
ugyanabban az #&ben, ugyanott, mas virustdrzs legyen jelen libakiésn emberekben. Ezt a
virustorzset nem sikerult a libak szovetiivolalni, ezért a virulencia meghatarozasara yivh
tovabbi kisérleteket sem lehetett végrehajtani.v&léeljes genomszekvencia meghatarozasa viszont
lehetiséget teremt arra, hogy reverz genetikai médszetgekisérletes korilmények kozottallitsak

a virustorzset. Mivel az 1S98-ST1 tordskeléallitottak fertz6 klont (Bahuon és mtsai., 2012), a
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kisszamu nukleotid szubsztiticié miatt, mutagersetiviszonylag egyszéen eballithaté volna a
magyarorszagi virussal megeg§eszekvenciaju klon. Az bizonyos, hogy mind az IS98E, mind a
hozza kozel all6, Amerikaban felbukkant virustoek3(madarakban, edgallatokban és emberben

egyarant neuroinvazivak és neurovirulensek.

Az el6szor 2004-ben héjabdl kimutatott, lineage 2 geaettknalhoz tartozé térzs gazdaspektruma is
széles kdf; madarakat és etidoket képes megbetegiteni. A virust 2004. és AaiMitt 6sszesen 71
hazai vadmadar mintajabdl mutattuk ki nukleinsas/fahérje-vizsgalé modszerekkel. Az esetek tobb
mint felében (38 madar) héjak megbetegedéseindkrben igazoltuk a féizést. Emellett egyéb
ragadoz6 madarak (karvaly, kékvércse, Harris aipzaki s6lyom, vandorsolyom; dsszesen 18 eset)
mintainak vizsgalata soran diagnosztizaltuk a Wh\édge 2 torzse okozta férést. Kimutattuk a
virust kistesi énekes madarakbdl (8 esetben), varjufélekd esetben) és galambfélékif3 esetben)

is. A ragadoz6 madarak, kilénésen a héjak gyakagbmtegedéseit tobbféle elmélettel is lehet
magyarazni. Az nehezen elképzethehogy ezek a fajok gyakrabban lennének kitéve ktove
szunyogok csipéseinek. Bar szamos ragadozomadéefed megfigyelhét hogy a fiokak korul
nagy szamban fordulnak éel(,rajzanak”) a szunyogok, megbetegedéseket fiGkaklritkan
tapasztaltunk, sokkal inkabb fiatal, de kifejletelibképes) egyedekben. A nagyobb gyakorisag
hatterében allhat egys#en a mintavételezés elfogultsdga. A ragadozomaddiali@ban a fokozottan
védett fajok kdzé tartoznak. Egyedszamuk alacsdmyaiszont testméretik, viselkedésik miatt
nagyobb figyelem iranyul rdjuk. Raadasul, szamogeédgt fogsdgban nevelnek, természetvédelmi
vagy sportolasi célbdl (solyméaszat). Az altalunkgtiosztizalt esetek jeléist része is fogsagban
nevelt madaraknal tértént. Az is igaz, hogy — maekl$ eseteket héjakban és karvalyokban talaltuk
— ezeket a fajokat indikatornak tekintettiik és mdndpy figyelmet forditottunk a beteg vagy elhullott
egyedek giijtésére. (Az évek soran tobb solymasszal és temhdselmi szakemberrel alakitottunk
ki szoros munkakapcsolatot, &k minden évben rendelkezésiinkre bocséatottak iddgeen
megbetegedésesb szarmazd vizsgalati mintdkat.) Emellett, az egyédmadarak (kilondsen
énekesmadarak) magas egyedszama és kis testméiteam elhullasok valoszifeg kevésbé
feltinéek, illetve (hasonléan az USUV férések esetén fennallo helyzethez) a természeti
kdrnyezetben ezeknek a madaraknak a tetemei righalmatok meg, vagy ritkan kerulnek vizsgalatra.
Szamos mas madarfaj egyedeit is megvizsgaltuk i{koztl. gyirizokdzpontokban gfjtott
énekesmadarakét), ezért azt valogsitjiik, hogy mas tényék is szerepet jatszhatnak a ragadozo
madarak nagyobb aranyu megbetegedéseinek hattetBlganlehet példaul a nem vektoridlis atvitel
fokozott szerepe ragadoz6 madarakdlegseiben. Amennyiben a ragadozé madarak zsakmatayall
nyugat-nilusi virussal fefzottek, szerveikben viszonylag magas titerben Igheh a virus. Esetleg a
fertozés miatt lazas éltaldnos tineteik, vagy akar erighegrendszeri tineteik is lehetnek, ami
kedve®tlenil befolyasolja tajékozodasukat és ropképedsdgigy konnyebben eshetnek ragadozé

madarak aldozataul, mint egészséges tarsaik. Adoagamadarak taplalkozasi szokasaibdl fakad,
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hogy a ferézott madarak elfogyasztasakor a torott csontok vegpyéb, kemény, hegyes vagy éles
képletek az emésitss nyalkahartydjanak kisebb sériléseit okozhatjalelpak bemeneti kapuként
szolgalhatnak a nyugat-nilusi virusnak. Mivel dagjasztott madarak széveteiben nagysagrendekkel
tobb virus van, mint amennyi egy-egy szunyogcsig@sin bejut a gazdafajba, ennél adBsi
modndl is nagy (& a ,vector-borne” modnal akar nagyobb) lehet aivikeringésbe jutdsanak és
elszaporodasanak esélye. Hasonld érvekkel magystazayy szokatlan WNV jarvanykitorés az
Egyesiilt Allamokban. A Nagy So6s T6 (Great Salt Dakérnyezetében 2013. novemberében és
decemberében nagyon jelésit elhullasokat tapasztaltak a téleleketenyaku vocsokPpdiceps
nigricollis) populéacidban. A becslések szerint 15.000 - 20r@@dar pusztult el. Ezt a kbrnyékei él
fehérfeji rétisasok Kaliaeetus leucocephalusdbb mint 86 egyedét érihtelhullasa kovette (Ip és
mtsai., 2014). Mind a vocskdékben, mind a sasoklggwelsgyulladasos elvaltozasokat tapasztaltak és
WNYV jelenlétét mutattak ki. A jarvany éontjaban a Nagy Sés To kdrnyékén fagypont koraili &
hémérséklet, igy szdnyog vektorok nem fordultak &l fehérfeji rétisas jelertis mértékben dogéy
ezért nagyon valdsZinhogy a sasok a beteg vagy elpusztult vicskoketeinek elfogyasztasa soran
fertszodtek. Erdekes kérdés az, hogy a vocskok hogyadztethettek. Egy kozelmdltban megjelent
tanulmany alapjan a nyugat nilusi virus a magaartsdind, hideg vizben napokig nieg a
fertozoképességét, valamint a vizberd &orakok Artemia salind képesek felvenni a virust, ami
szaporodik a kozépbél enterocytakban (Lund és mal7). A sérakok a tonal tefefeketenyaku
vocskok legfontosabb (szinte kizarolagos) tapléléks vizimadarak, pl. a szarcsaulica atra)
esetében magas aranyud WNV é&efittséget lehet kimutatni (Fereidouni és mtsail12(Btrakova és
mtsai., 2015), valamint ezek a madarak bélsaruki{tik is a virust. Ez alapjan val6s#githet, hogy

a valamilyen vizimadar Gtjan a té vizébe jutd uidedvették a sérdkok, amelyek elfogyasztasaval a
vocskok egy része férzodott. Ezek bélsarukkal a virust a téba Uritett@hi fldusult és egyre tobb
sorék valt fedzotté. Ez az 6nésits folyamat vezethetett végul a vocskdk tomeges ntegbeéséhez
és elhulladsadhoz. A felszini vizek WNV kontaminaétégs benne a virus tulélésének lébégét a
jovében mi is vizsgalni tervezzik. A vizben tglhek a szunyogok larvai, amelyek vizben lébeg
részecskékkel taplalkoznak. Amennyiben a larvanlynodon fetizédnek, az befolyasolhatja a virus
szaporodasi ciklusat és a germinativ atvitelhezg&eplternativ magyarazatot adhat a him szdnyogok
virusfertzottségeére is. Visszatérve a héjak és egyéb raganararak gyakori megbetegedéseinek
magyarazatara, a mesterségesen nevelt allatokasdnla leggyakrabban hazigalambokat hasznélnak.
Ezért felmerilt bennink a hazigalamb d&eés-kdzvetih szerepének lehidége. Az el
jarvanykitérés helyén nevelt és a héjak taplalasasznalt galambfidkakbdl 2005-ben kimutattuk
virust, valamint magas (>86%-0s) szeropozitividdisipitottunk meg 2009-ben vizsgalt galambokban.
A WNV 1l-es genetikai vonalaval végzett tea€si kisérletek soran arra a kdvetkeztetésre @ktott
hogy a hazigalamb a WNV terjesztése szempontjabédtdsé jeletis, mivel benne csak rovid ideig
tartd és alacsony szintviraemia alakul ki (Komar és mtsai., 2003; Speidicas mtsai., 2016).

Hasonlé eredményt hoztak a balkani gerl8kdptopelia decaoctdertézési kisérletei is (Panella és
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mtsai., 2013). A kézelmdultban végzett hazigalamtiéfesi kisérleteink kimutattdk, hogy a hazai,
WNYV lineage 2 torzs nem betegiti meg a galambalag virust tobb hétig ki lehet mutatni a éeditt
madarak szovetetlh valamint atmeneti viraemia és a testvaladékokkmlsirités is kialakult
(Forgach és mtsai., 2015). A nem vektoridlis alwéka viraemia szintje és hossza kevésbé lényeges,
mint a vektorialis atvitel esetén, ezért a hazigdlak fertzés-kozvettt szerepének vizsgalatara a
jovében is kilonds hangsulyt kivanunk helyezni. Szejiaiofelmél vizsgélataink szamos tovabbi
vadmadar faj fogékonysagat bizonyitottak. Egy ladatprojekt keretében kiemelt figyelmet
forditottunk a hazai tizokallomany érintettségémeert a lineage 2 WNV térzs a Dévavanyai
Tazokmend Allomastol néhany kilométerre bukkant fel. A viasafok jelenss (27-100%; atlagosan
52%-0s) szeropozitivitast tartak fel a nevelésitas@gészseges fiatal madarakban. Ez arra utat, hog
a tuzokfiokdk ugyan jelets ardnyban fedzédhettek az allomason, de tlneteket nem mutattak és

szabadon bocsatasuléjbntjaban mar szeroldgiai védettséget élveztek €Sdstsai., 2012).

A virustorzs ausztriai felbukkanadsanak évében ar&briorenz Etoldgiai Intézet kisérleti telepén
nevelt keék is természetes taésen estek at. Hat madar mutatott idegrendszeetekiet; egyikik
allapota olyan sulyosra fordult, hogy a kézéllatorvos euthanasia mellett dontott. Vizsgatdktai
igazoltdk a WNV lineage 2 torzs altal okozott dedst. A masik 6t madar meggyogyult és
szeropozitivva valt. Honapokkal a heveny betegs&getetien a madarakban vagy kiljultak az
idegrendszeri tlinetek, és emiatt véglegesen atkalltatnicket, vagy egyéb betegség miatt hullottak
el. Harom egyednél nyilt leRetegink kortani és viroldgiai vizsgalatok végzésérekorszovettani
vizsgalatok lymphocytds agyvglyulladast tartak fel, a WNV nukleinsavat RT-PCR dseerrel
kimutattuk a madarak agyszoveWdib az immunhisztokémiai vizsgalatok azonban negativ
eredménnyel zarultak. A zsigeri szervékhem lehetett kimutatni a virus jelenlétét, viszWNV
neutralizalé ellenanyagok magas titerben voltaledngésben. A heveny fazisban, illetve adkds
elpusztult madarakbdl kimutatott virusok teljes @mszekvenciait meghataroztuk és filogenetikai
analizisnek vetettik ala. A torzsfa-rekonstrukciimsgalatok eredmeényei alapjan azt feltételezzik,
hogy mindegyik kea 2008-ban féztdott. A heveny tinetek kozott elpusztult madarbiéhkatott
WNV szekvencia révidebb genetikai tavolsdgra va2088-ban, Ausztriaban, héjdbdl kimutatott
virusétél, mint az idult fetzésekidl kimutatott szekvencidk, de a kedkbdl szarmazé WNV
szekvencidk ko6zo0s agon vannak. A genetikai tavolsaaranyosak a feités idpontja és az
elhullasok kozott eltelt idvel. Valdszitti, hogy azokban a madarakban, amelyek tulélték @rev
fertézést, a virus fennmaradt a kozponti idegrendszedsemtt — csekély intenzitassal — tovabb
szaporodott. Mivel az ellenanyagok nem jutnak &@#zveér gaton, a szeropozitivitas ellenére a keak
immunrendszere nem tudta teljes mértékben elimiéirirust. Hasonl6 folyamatokat més, kronikus
virusfertzések soran is meg lehet figyelni (Sips és mts2007; Patel és mtsai., 2012). Az
immunrendszer szelekcidés hatasatdl veédetten dgik,t hogy a virusok evollcioja felgyorsult, a

genetikai tavolsaguk a feltételezett kozéstol nagyobb lett, mint azoké a virusoké, amelyek a
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természetes ciklusukban szaporodtak. A virusnusdeinvaltozasa egyértetien arra utal, hogy a
hénapok — évek soran RNS replikacio folyt a segek{szemben pl. a herpeszvirusoknal ismert latens
fertozéssel). Arra viszont nincs bizonyiték, hogy a ik&uliot a virus szerkezeti fehérjéinek
kifejezédése és virionok Osszeépulése kovette volna. Aikkegyus C fehérjéjének szarmaztatott
aminosav szekvenciajabol az N-terminalis részearihosav hidnyzik, ami szintén arra utal, hogy a
kdzponti idegrendszerben replikalédo virusok jélenwaltozasokon estek at. Medgfigyeléseink
egyértelniien bizonyitjak, hogy a keédk fogékonyak a WNV line&gtorzse okozta féizésre, de azt
nem tudjuk, hogy miért alakult ki bennik idilt fexés. Természetessékelyiikon (Uj-Zélandon) ezek

a madarak nem taldlkoznak a nyugat-nilusi virusealel annak ausztraliai valtozata (Kunjin virus)
sem fordul & a szigeten. Korébbi kutatdsok csak viszonylagdrdueji (< 1 év) perzisztenciat
mutattak ki vadmadarak WNV fézéseinél (Komar és mtsai., 2003; Nemeth és m&209; Wheeler
€s mtsai., 2012a; 2012b). Amennyiben ez a tipusibztess mas madarfajokban iséfrdul, az
elésegitheti a virus fennmaradasat a gerinces gazddletve foldrajzi terjedését. Az ilyen modon
kronikusan feiizott madarak ugyan nem viraemiasak és nem (Uritikust testvaladékaikkal, am
amennyiben ragadoz6 madarak zsakmanyaul esnekz@ord idegrendszer elfogyasztdsa soran

fertézhetik azokat (Id. a fent emlitett, nem-vektoridisitel).

Kordbban széles koérben elfogadott vélemény volthagy a WNV lineage 2 genetikai vonalahoz
tartoz6 virusok enisdkben kevésbé neurovirulensek, mint a lineagernhlivképvisadi (Beasley és
mtsai., 2002). Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy adylarorszagon felbukkant, lineage 2 genetikai
vonalhoz tartoz6 WNV tbrzs neuroinvaziv és neurdeins szamos edd fajpban. A juhban és
lovakban megfigyelt koérszovettani elvaltozdsok austk &altal okozott agy- és gerinctel
gyulladasoknal ismert képet mutatjak, illetve ausinukleinsavat és antigénjeit ki lehet mutatni az
idegrendszeri tineteket mutaté ésdki®l is (Kecskeméti és mtsai., 2007; Kutasi és mt011;
Sardi és mtsai., 2012; Bakonyi és mtsai., 2013)aAtigén kimutatas hatékonysaga / érzékenysége
emiosoknél is elmarad a nukleinsav kimutatd modszebéekéizért célszér a kétféle modszert
szimultén alkalmazni az oki diagnoézis feléllitasaas. Szeroldgiai felmérvizsgalataink eredményei
viszont arra utalnak, hogy et#sl haziallatokban is jelefd a ferézést tinetmentesen atvésrel
egyedek ardnya. Az altalunk vizsgalt I6allomanyokbdovak 24-37%-anak ver@bNVNV elleni IgG
ellenanyagokat mutattunk ki, holott ezek a lovaknm&szesultek immunizalasban, és nem mutattak
sem idegrendszeri, sem felb, lazas altalanos tineteket. Gyakorlati szempongndlek ott lehet
jelentbsége, hogy — a jelenlegi ismereteink szerint —a&ivflrus fertzés atvészelése (egészséges
immunrendszér allatban) élethosszig tartdé védettséget eredmériyeez képest a lovak részére
forgalomban leg, inaktivalt vagy vektorvakcinak védhatasa roévidebb ideig tart (Seino és mtsai.,
2007; Long és mtsai., 2007). Ezt sajat vizsgalatangazoltak (Minke és mtsai., 2011; JoO és mtsai
2017). Ezért a lotartok szadmara megfontolandé wnkogy lovaik immunizaldsaél szeroldgiai

vizsgalattal ggzoédjenek meg arrél, hogy az allat atesett-e természétrézésen. A lineage 2
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genetikai vonalhoz tartoz6 virusok neuroinvazivitaafrikai ereddt torzsek vizsgalataival is
bizonyitottak (Venter és mtsai., 2005; Botha ésamt2008). A kdzelmultban megjelent, a kilonboz
genetikai vonalakhoz tartoz6 WNV torzsek egér newarivitasat sszefoglalé tanulméany is arra a
kdvetkezetésre jut, hogy a neuroinvazivitas gemetikonaltdl és foldrajzi eredétt figgetlen
tulajdonsdg (Pérez-Ramirez és mtsai., 2017). Ayelég nem ismerjik, hogy mi befolyasolja
leginkabb a WNV neuroinvazivitdsat, noha szamositiast végeztek a WNV virulencia markereinek
megismerése céljdbdl. Az egyik leggyakrabban homikt megfigyelés, hogy a lineage 1 genetikai
vonalhoz tartozd, neurovirulens WNV torzsek NS3éfgh 249. aminosav pozicijaban prolin
taladlhatd, mig a nem neurovirulens térzsekben ttiregan (Brault és mtsai., 2007). A mutacidnak
szerepet tulajdonitanak a virus szaporodasi kégélssa amerikai varjuban (Kinney és mtsai., 2006).
A kordbban ismert, lineage 2-be sorolt virusokhatamint a 2004-ben Magyarorszagon felbukkant
torzsben hisztidin van ebben a poziciéban. A Gadigfgban, nagyszamu emberi megbetegedést
okozd és magas lethalitasu virustorzs viszont -ertiéan a neurovirulens lineage 1 térzsekhez —
prolint tartalmaz ezen a l6kuszon (Papa és mt&aila), ami lehetséges, hogy fokozta a virulanciat
emberben. Ezzel ellentmond az, hogy OlaszorszagBan,pipenspool-bél kimutatott, a 249-es
aminosav pozicidban prolint tartalmaz6 lineage 2zsgt nem tudtak allati vagy emberi
megbetegedésekkel dsszefiiggésbe hozni (Capellisgs. n2013), és a Magyarorszagon, 2008. utan
kimutatott, nem magas patogenitasu WNV szekvenuiakgalata is szdmos esetben feltagt M
mutaciot (nem kdzolt adat). A hazai lineage 2 tdrzslencia markereinek megismerése céljabdl
elédllitott fertvzé klonon végzett mutagenesis nem igazoltagfHmutacio virulencia marker szerepét
egérmodellben, viszont az NS1 fehérjgdP subsztiticidja a virus attenudlodisat eredmémyezt
(Szentpdli-Gavallér és mtsai., 2016). A neuroinviéast a virus virulencia markerei mellett az ésnl
(alkalmi) gazdéak genetikai tulajdonsagai €s egégzséapota is befolyasolja. Mig megbetegedések
lovakban és emberekben fordulnak klggyakrabban, mas fajoknal ez ritkasag, bar eoppeitivitas
aranya gyakran magas (Jeffrey Root, 2013). Emberekbvér-agy gatat karositd koros folyamatok
(kulonosen a magas vérnyomas) ismert kockazatie®jey a WNV &ltal okozott idegrendszeri
megbetegedéseknek (Jean és mtsai., 2007; Lindseysés, 2012; Montgomery és Murray, 2015).
Magyarorszagon 2004. és 2016. kozott 189, idegremidtineteket mutatod betegnél diagnosztizaltak
WNV fert6zést (donden IgM ellenanyagok kimutatasa alapjan). Az dialalos aldozatrol, egy dd
férfibetegbl, 2010-ben szamoltak be. A virus nukleinsavatekietett mutatni az elhunyt személy
agyszovetédll, sajat vizsgalataink szerint a szekvencia leddbka hazai lineage 2 térzshéz hasonlitott
(nem kozolt adat). A virust kimutattdk harom idegiszeri tiineteket mutatd, hazai beteg vizet#téb
is 2014-ben; a filogenetikai vizsgalatok ebbensetleen is a lineage 2 tdrzs jelenlétét igazoltégiN

€s mtsai., 2016). Azt, hogy a WNV vizelettel taaidgirll ebszor aranyhdrcség modellkisérletekkel
bizonyitottak (Tonry és mtsai., 2005a), majd hevemperi ferdzés esetén is kimutattak (Tonry és
mtsai., 2005b). Amerikai betegeken végzett vizdgila heveny fefzés utan hat évvel is ki tudtak

mutatni a WNV RNS-t a vizeleth (Murray és mtsai., 2010), bar ezt egy masik, hastelmérés nem
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igazolta (Gibney és mtsai., 2011). Megvizsgaltukgat-nilusi encephalitises lovak vizeletmintéit, de
a VvirusRNS jelenlétét a legérzékenyebb qRT-PCR peddd sem lehetett kimutatni B&lk (nem

kozolt adat).

A nyugat-nilusi virus hazai szanyog vektorfajainék,benniik a fefzdttség aranyanak megismerése
céljabdl felméé vizsgalatokat végeztiink 2011-ben és 2012-ben. y®gmkat gyjtottiink az orszag
hat megyéjében, 24 helyen. A két év alattijmt, kozel 12 ezer szunyogbdl képzett 362 pool
vizsgalata soran harom, 2011. juniusa és szeptentimdtt gyijtott poolbdl mutattuk ki a WNV
jelenlétét (Szentpdli-Gavallér és mtsai., 2014.ndarom az orszag keleti rés#ébzarmazottCx.
pipens mellett fertzéttnek talaltunkOchlerotatus (Aedes) annulipess Coquillettidia richiardii
fajokat is. Az 8sszes szunyogra szamitott (0,25pjedkra lebontott minimalis fefzottségi aranyok
(0,63-2,7) hasonldak voltak a Gorogorszagban, il mért értékekhez (0,85-3,71) (Patsuola és
mtsai., 2016), valamint a korébbi években olyaiiléteken kimutatott szunyog férési ratakhoz,
ahol emberekben és allatokban nyugat-nilusi vikezta megbetegedéseket diagnosztizaltak (Savage
és mtsai., 1999; Bernard és mtsai., 2001; Condstantsai., 2004; Lotfin és mtsai., 2006). Olyan
teruleteken és tikzakokban viszont, amikor nem figyeltek meg jare@nynegbetegedéseket, a
szunyogokban mért MIR értékek is alacsonyabbakako{Hubalek és mtsai., 2000; Samoilova és
mtsai., 2003; Lvov és mtsai., 2004; Hubalek és mt2@10), bar példaul Portugélia déli részén, 2001
€s 2004. kozott dytott szanyogokban az altalunk kimutatotthoz haSoWNV fertozési aranyt
taldltak (MIR 0,23 az 0Osszes szunyogban és 1083 pipiensben), annak ellenére, hogy
megbetegedésalr nem szamoltak be (Almeida és mtsai.,, 2008). Amldihk pozitivnak talalt
szunyogfajok kozul &€x. pipensés aCo. richiardii a WNV el$dleges vektorai Eurépaban (Zeller és
Schuffenecker, 2004; Higges és mtsai., 2004; Lvewésai., 2004; Hayes és mtsai., 2005; Reiter,
2010; Dinu és mtsai., 2015; Mancini és mtsai., 20A7Co. richiardii gyakran sziv embeébis vért,
ezért lehetséges kozvéié lehet a WNV-nek (Reiter és mtsai., 2010). Tudsum& szerint ez az éls
eset, hogy a WNV jelenlétét lehetett kimuta@g. annulipedajbdl. Németorszagi felmérések ezt a
fajt leggyakrabban emberen taléltdk (Borstler ésamt2016), ezért szintén szerepet jatszhat & viru
kozvetitésében. Csehorszagi kollégéink 2013. angsdizan gjtéttek Cx. modestuszunyogokat
dél-kelet Morvaorszagban. A 32500 egyedet tartain@50 pool kézul négy bizonyult féedttnek a
WNYV lineage 2 genetikai csoporthoz sorolt torzsgRldolf és mtsai., 2014). Mivel @x. modestus
szintén ismert vektora a WNV-nek (Reiter és mtsa010; Dinu és mtsai., 2015) és gyakran

taplalkozik emberdi, egyike a potencialisan emberre kdz\etiektor fajoknak (Reiter, 2010).

A WNV kulonbdz valtozatai eurdpai éfordulasanak leirasa és genetikai jellemzéésegfitette a

fertozések pontosabb diagnosztikajat is. A virus kinas@val foglalkoz6 vizsgaldlaboratoriumok
korében 2005-ben szervezett korvizsgalat sordn &/ Wiheage 1 torzseket a laborok 90-97%-a ki
tudta mutatni RT-PCR maddszerrel, a lineage 2 tbreiszont csak a 43%-anak sikerilt (Niedrig és

mtsai., 2006). Taldn a nagyobb szaml szekvencigéalaidolgozott és tesztelt moédszereknek is
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koszonhet, hogy az 6t évvel kébb, tobb labor bevonasaval végzett kdrvizsgalathan 73%-uk ki
tudta mutatni a WNV lineage 2 térzseket (75% a raagnszagi torzset) (Linke és mtsai., 2011). A
WNV fertézés az emberek nagyobb részében tinetmentesdnleatmeneti viraemia éordulhat.
Ennek kozegészségugyi kockazata van, mert haaamiés, de tinetmentes személyek vért adnak, és
ezt olyan beteg kapja meg aki életkora vagy alagséige kapcsén, vagy valamilyen beavatkozas — pl.
szervatultetés — miatti immunszuppresszié okanZoktek érzékeny a virusféeése, abban a virus
sulyos megbetegedést okozhat. Ezért, az EuropagBégmegékési és Jarvanyvédelmi Kdzpont
(European Centre for Disease Prevention and ComE@DC) ajanlasa alapjan azokat a személyeket,
akik olyan terileten jartak a véradast méa&l30 napon belil, ahol WNV aktivitast jelentettek, k
kell zarni a véradashol. Ez a szabdly a vérellai@hetetlentlését eredményezheti, hiszen pl. 2016-
ban Magyarorszag 15 megyéfebjelentettek WNV eseteket augusztus-szeptembeyaifiofn.
Alternativ megoldas a gjtott vérek vizsgalata WNV nukleinsav jelenlétéfekordbbi években erre
nem allt rendelkezésre infrastrukturalis hattérf@ésas). A NAAT mddszer kifejlesztésével viszont
lehetbség van nagyszamu minta koltséghatékony vizsgalatds tdobb eurdpai orszagban (pl.
Olaszorszag, Ausztria) sikerllt kimutatni a WNV dyaaz USUV) RNS jelenlétét véraddk mintaibdl

(Pierro és mtsai., 2013; Kolodziejek és mtsai., 5301
4.3. Az Usutu virus és a nyugat-nilusi virus jagtani és kortani jeleiségének 6sszehasonlitdsa

Kutatdsaink eredményei alapjan az utébbi két édtiee jelenis valtozasok kovetkeztek be
Eur6paban a szunyogok-kodzvetitette flavivirusobfaetlulasa tekintetében. Két egymaéssal kozeli
rokonsagban &ll6 virus, az Usutu virus és a nynthasi virus bukkant fel olyan régidkban, ahol
korabbi ebfordulasat nem ismerték. A két virus sok szempdntiasonlit egymashoz. Mindkétt
val6szirisitheben afrikai eredét de EurOpéba jutdsuk pontos modja &patja nem ismert. A
filogenetikai vizsgalatok mindkeét virus esetéberggyzéen igazoltak, hogy — szemben a kordbban
elterjedt vélekedéssel — ezek a virusok képeselekiitaz eurdpai idjarasi viszonyok kdzott. Emiatt
néhany év alatt endémiassa valtak majd Eurépa szamszagaban elterjedtek. A részletesebb és
alaposabb felmérvizsgalatok és genetikai elemzések mindkét vifudfagenetikai valtozatossagot
tartak fel, ami arra utal, hogy tobb, egymastoéigitten behurcolas eredményeként vannak jelen a
csak sporadikusan és jelleben a szunyog vektorokbdl mutathaték ki (pl. az USUAfrikai”
genetikai vonalai, a WNV lineage 3, 4 és 8 genetikaalakhoz sorolt térzsei), masok ,sikeresebbek”
€s akar tbbb szaz kilométerre is képesek terjeddivak folyaman. A két virus kilénbdgenetikai
variansai jelenleg a mediterran térségben és szkimép-eurdpai orszagban egyszerre, édadelen
vannak. Kozos tulajdonsaguk az is, hogy legfontbsak vélt vektoruk &x. pipiens illetve hogy
kalonb6d madarfajok, dodien vadmadarak az élleges gerinces gazdaik. Bizonyos madarfajok
fokozottan érzékenyek ezek irant a virusok irantt)8UV feketerigot és bizonyos bagolyfajokat, mig

a WNV lineage 2 genetikai vonalahoz tartozé vimgadoz6 madarakagkiént héjadkat betegit meg
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nagy gyakorisaggal. Sajat kutatasaink is igazoljéky az entisok is fogékonyak mindkét virus irant,
bar alkalmi gazdaként jarvanytani szerepik csekeliyndkét virus irant fogékony az ember is; a
fertozések nagyobb része tunetmentes, de esetenkérdssalyy- és gerincvglgyulladast is
okozhatnak. A két virus kozotti antigén-hasonlosaagtt szeroldgiai prébakban keresztreagalhatnak.
Ezért bizonyos probakkal egyszerre lehet a mintél&ivV és WNV elleni ellenanyagok jelenlétére
sirni, &m az elkulonét korjelzés tovabbi vizsgalatokat igényel. A hasodkdldgiai tulajdonsagok
miatt a védekezés elveiben és mobdszereiben is skézés: a vektoridlis terjedés csokkentése
érdekében aQx. pipiensellen is hatékony) szinyoggyérités, a szunyogésrhelyek szadmanak
csOkkentése és a szunyogcsipések elkerllése (ghalgo megfelél ruhézat, repellensek
alkalmazésa) jétékony hatdsu lehet. Arrdl, hogwamtigén hasonlésdg eredményez-e vadmadarakban
keresztvédelmet, egyek nincsenek adataink; de egérmodellben végzedtigiek eredményei arra

utalnak, hogy bizonyos fokd immunitas kialakultBldézquez és mtsai., 2015).

A két virus kozott legfontosabb eltérés a patogsuoitban, valamint az allat- és kdzegészségugyi
jelentség teriletén van. A WNV nagyobb gyakorisdggal okdegrendszeri megbetegedéseket
emidsokben, elésorban lovakban és emberekben. Ezért az OIE és ® Wathjan is a jelenteisd
korokozok koréhez tartozik. Az USUV dokumentalt goendszeri megbetegedést eddig csak
immunszuppresszalt személyekben okozott. Egyrésztyan személyek aranya jeléstlehet az
eurdpai tarsadalmakban, masrészt — amennyibeniagy képes egy adott fajt fézni — a virulencia
fokozodaséat eredmeényemutacidk varatlanul és kedvilenll valtoztathatjak ezt a helyzetet. Ezért
az USUV egyértelrin kozegészseglgyi kockazatot jelent, terjedéséiyifidgat és annak valtozasait
fontos a jovben is nyomon kovetni. Latszdlagosan eltérések alarankét korokoz6 gyakorisagaban
is. Gyakrabban diagnosztizdlnak a WNV Aaltal okqzattykor témeges megbetegedéseket és
jarvanyokat. De ennek hétterében is a két viruglagrektrumanak és patogenitasanak eltérései
allhatnak. Vektor-monitoring programokkal hasonliakprisaggal lehet a két korokozot kimutatni
endémias tertleteken (Calzolari és mtsai., 2013oRwes mtsai., 2015a). Annak ellenére, hogy a
WNV a legszélesebb korben elterjedt flavivirus aldBn, eurdpai elterjedése északi iranyba
behataroltabb, mint az Usutu virusé. A WNV-t Eutigd legészakabbra Csehorszag déli részén
izolaltak, mig Eszak-Amerikaban joval északabbiatesileteken is éfordul. Az USUV viszont az
utébbi néhany évben széles korben elterjedt Nésmigban, valamint felbukkant Belgiumban és
Hollandiaban is. llyen szempontbdl az USUV sikemrgedése és endémiassa valasa a WNV tovabbi
térhoditasanak éhirndke lehet. Arra viszont még mindig nincseneyéetgImi tudomanyos adatok,
hogy milyen korilmények egybeesése eredményezfgtkerabban egzotikus (,tropusi”) flavivirus
felbukkanaséat és endémiassa valasat. igy példéezee magyarazhatd, hogy a dengue virus miért
nem valt még endémiassa a Mediterran térségbaererhaez egyik leggyakrabban behurcolt flavivirus,
és B vektora fe. albopictup elterjed ebben a régidban. Leirtak ugyan 2010-belyi dengue

fertézést Horvatorszagban (Schmidt-Chanasit és mtsalQ;2Gjenero-Margan és mtsai., 2011), de
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késsbbi vizsgalatokkal nem lehetett kimutatni a virearimaradasat (Pem-Novosel és mtsai., 2015).
Komoly veszélyt jelent ilyen szempontbdl a Japareehalitis virus is, hiszen kdzeli rokona a nyugat-
nilusi és Usutu virusoknak, ésdlteges vektora €ulex tritaeniorhynchugelen van Goérdgorszagban
(Lytra és Emmanouel, 2014). Eidba szempontbdl is fontos, hogy olyan diagnosztikéidszerek
alljanak rendelkezéslinkre, amelyekkel tobbféle ifiaws jelenlétét egyszerre ki lehet mutatni a
vizsgélati mintdban. Az altalunk alkalmazott, umaddis flavivirus RT-PCR a WNV és az USUV
kalonb6d genetikai vonalain tul képes kimutatni a DENV-2e(hes és mtsai., 2004) és a Tembusu
(Baiyangdian) virus RNS-ét is (nem kozo6lt adatkék virus magyarorszagi és ausztriai terjedésének
nyomon kovetése céljabol monitoring rendszerekdgaktunk ki és Uzemeltettink néhany éven
keresztil. Ennek a monitoring rendszernek az etpiffontosabb eleme az elhullott vadmadarak
flavivirusokra iranyul6 vizsgalata. Bar a rendshatékonysagat jelefgéen fokozza, ha célzottan, a
fokozottan érzékeny madarfajokra irAnyul, ugyanaktwonban az allategészséguligyi hatésag altal
jelenleg Uzemeltetett, madarinfluenza passziv rodnij soran gijtott mintakbdl is szamos esetben
ki lehetett mutatni az USUV vagy WNV jelenlétét.salinyog-monitoring érzékenyen és pontosan le
tudja irni egyes teriletek féddttségét. A szlinyogok djgése és hatarozasa specialis képzettséget,
nagyon sok émunkat igényel, ezért kiterjedt alkalmazasanaknjelg személyi és pénzigyi akadalyai
vannak. Kutatdsokat folyatunk olyan felfiénodszerek kialakitdsa céljabdl, amelyekkel gyorssn
koltséghatékonyan lehet ésldirni, hogy a giijtéhelyek melyikén van jelen a WNV a szunyog
vektorokban. A klasszikus felm@&(surveillance) vizsgalatok gyakran alapulnak iekiir(szerolédgiai)
modszerekre. Ezeket a WNV és USUV esetében isesikaralkalmaztuk. Az érzékeny fajokban (16,
ember) végzett szeroldgiai felndérizsgalatoknak az egyik hatranya, hogy az IgGnelfyyagok tartos
perzisztadladsa miatt gyakran nem Aallapithatd megy hoikor kdvetkezett be a fénés; az IgM
ellenanyagok kimutatdsa viszont bonyolultabb (l&gjesebb) lehet. A virusok valddi gazdaibdl, a
vadmadarakbdl szeroldgiai vizsgalatokra korilményéas gyijteni 6, ezért megfontolandd baromfi-
fajokra alapozni a felmérést. Eidla célbol tként a szabadtartasu és viz kozelbénfabk johetnek
szbba. Vizsgalataink szerint ludakban nagyobb gys&ggal alakul ki immunvalasz az USUV
fertézést kdvaeten, mint haztydkban. Ezért a libatelepek elledése — amelyeken a nyar kbzepén-
végén jelleméen ugyanabban a naptari évben tavasszal kelt madareevelnek — alkalmasak
lehetnek a kornyéz terilet szezonalis flavivirus aktivitasanakéjelzésére. Szervezett és
szisztematikus (hatdésagi) WNV és USUV monitoringggamok elinditdsa — a rendelkezésinkre allé
tapasztalat és modszerek birtokaban — lényegéhanelbatarozas, akarat és pénzigyi forrads kérdése.
Az értekezésben leirt kutatds az allategészségiidpzegeszségugy teriletén dolgozd szakemberek
példaérték, tudomanyos érdettiéstdl és szakmai felésségérzettl fakadd, sok éves, faradhatatlan
munkajanak az eredménye. Lehet, hogy ezek a kobddkkarabban is éfordultak Eurépaban, de
akkor nem diagnosztizalta senéket. Az utdbbi 15 évben végzett vizsgalataink wvigzezamos
részletét feltartdk és nyomon koévették az USUV édlWterjedését, és manapsag sokkal

felkészlltebben széllhatunk szembe ezekkel a Wkaso mint ahogy azt kordbban tehettik.
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5. Uj tudomanyos eredmények

Az értekezés alapjaul szolgald kutatasok sordn atankaimmal a kdvetkéza tudomany szamara (j

eredményeket értik el, és az alabbi fontosabb hapdi@isokat tettuk:

1.

Meghataroztuk az Usutu virus ausztriai és dél-afrikeferencia torzseinek teljes
genomszekvencidit; megallapitottuk a feltételeggibek, enzim motivumok és konzervalt
genomszakaszok hely@esét.

Kimutattuk az Usutu virus felbukkanasat vadmadaaakis szUnyogokban, Magyarorszagon,
Olaszorszagban, Svajcban és Csehorszagban; valestiospektiv vizsgalatokkal igazoltuk
az Usutu virus nukleinsavanak jelenlétét Olaszotsad, 1996-ban elhullott vadmadarak
szovetmintaiban.

Filogenetikai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a Kpzéurépdban és Olaszorszagban
el6fordulé Usutu virusok kozeli rokonsdgban allnak redggsal, viszont egy
SpanyolorszagbanCulex pipiens szinyogokbdl kimutatott USUV genomszekvenciaja
jelentsen eltér a virus kozép-eurdpai €s olaszorszazgdifil, illetve a dél-afrikai referencia
torzsol.

Meghataroztuk az Usutu virus &b és szaporodoképességét kulortbézovettenyészetek
sejtjeiben, egérmodellben, valamint hazitydkbah&sladban. Megallapitottuk, hogy a virus
ezekben a baromfi fajokban nem okoz betegséget.

Az Usutu virus kimutatdsara alkalmas, gyors és kérpé molekularis diagnosztikai
vizsgalomoddszereket fejlesztettunk ki és alkalmalkzia virus efordulasanak és terjedésének
nyomon kovetésére, valamint szeroldgiai vizsgalésméceket fejlesztettiink ki a virus elleni
ellenanyagok kimutatdsara. Megallapitottuk, hogy aamsztriai jarvanykitorést kouin
nagyaranyu szeropozitivitas alakult ki a vadmaddgoutaciéban.

Meghatéroztuk a nyugat-nilusi virus WNeli magyarorszagi torzsének részleges nukleotid
szekvencigjat és megallapitottuk, hogy az kdzelnezoa virus Egl0l jil referencia
torzsével.

Meghataroztuk a nyugat-nilusi virus csehorszagi zstemek (Rabensburg virus)
genomszekvencidjat és megallapitottuk, hogy aamtiden eltér a virus korabban ismert
torzseitl, ezért egy harmadik genetikai vonal kép\igahek tekinthet.

Meghataroztuk egy magyarorszagi ludallomanyban 2@08 felbukkant, megbetegedéseket
és elhullasokat okoz6 nyugat-nilusi virus genomeazeiajat és megallapitottuk, hogy az
Izraelben, 1998-ban fehér gdélyakbol kimutatottetie 1999-ben az Amerikai Egyesiilt
Allamokban felbukkant, egyes genetikai vonalhoztoss torzsekkel all a legkozelebbi

rokonségban.
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9. Meghataroztuk egy magyarorszagi héjakban, 2004{etrukkant, megbetegedéseket és
elhulldsokat okoz6 nyugat-nilusi virus genomszekigat és megallapitottuk, hogy az
jelentsen eltér az Eur6épaban addig ismert torZdeks a kettes genetikai vonalhoz sorolt,
afrikai torzsekkel all kozeli rokonsagban. Kimutétta virus eiforduldsat tovabbi hazai
vadmadarakban, juhban és lovakban. Megallapitotiokgy 2004. és 2007. kozétt a virus
endémiassa valt az orszdgban és mérsékelten tegmilt 2008-ban jeletis, az orszag
terlletének nagy részeére kiterfegrvany kovetett, valamint a virus felbukkant Awgban,
Gorogorszagban és Csehorszagban is.

10. Meghatéaroztuk a nyugat-nilusi virus Torokorszagl20i1-ben felbukkant torzsének teljes
genomszekvenciajat és megallapitottuk, hogy az rasvKozép-Afrikdban, évtizedekkel
korabban kimutatott térzséhez mutat nagyfoku gkaketiasonlésagot.

11.Kronikus nyugat-nilusi virusfefzést mutattunk ki keakban. A teljes genomszekvéncia
O0sszehasonlitasdval megallapitottuk, hogy a viemetikai valtozasainak mértéke aranyos a

fertézédés idpontja és a madarak elhullasa kézott elteéivéd.
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Kdszdnetnyilvanitas

A flavivirusokkal kapcsolatos kutatdsokat szélesKiazai és nemzetkozi kutatasi egyiitkidésben
végeztem. A legtobb kdszonettel Norbert Nowotnyfgsszornak tartozom, aki a Bécsi Allatorvosi
Egyetemen felkeltette érdéklésemet a flavivirusok irant és lebstget teremtett az Usutu virus,
majd a nyugat-nilusi virus vizsgalatara. Az altedmdelkezésemre bocséatott laboratériumi hattér,
anyagi tdmogatas, szakmai tudas és nemzetkdzi dapemdszer nélkil az értekezésben leirt
kutatasok toredékét tudtam volna csak elvégeznhagai kutatdsokban alap@eszerepe volt dr.
Erdélyi Karolynak (NEBiH, ADI), aki mind a vizsgdlamintak beszerzésében, mind azok
feldolgozasaban, valamint az eredmények értéked@séb a publikaciok elkészitésében kulcsszerepet
vallalt. Nagyon kész6nbm, és bizom benne, hogy tgyikiddésiink a jodben is fennmarad. Kulon
koszonet illeti dr. Ferenczi Ekét (OEK), aki a nyugat-nilusi virussal kapcsolatagatasaink
kezdetédl példa értél nyitottsdggal, lelkesedéssel és stgiszséggel vett részt a munkaban. A
laboratoriumi vizsgalatok elvégzésében nydjtott itségért tanszéki kollégaimnak, dr. Forgach
Petranak, Somhegyiné Barna Monikanak, dr. Tapagstizsannanak, Kojnok Adamnénak, Stoll
Gyuldnénak, Hofbauer Gyongyinek, Bakonyid2inek és dr. Marosi Andrasnak, a szakdolgozatukat
és TDK munkgjukat kés#ithallgatoknak, dr. Ivan Lividnak, dr. Kovacs Kitosk, dr. Kuczmog
Zitanak, dr. Patkd Csillanak, dr. Anna Bergenhemésldr. Majid Al-Qasimi-nek, valamit feltétlen
tamogatéséért dr. Fodor L&szl6 tanszékwemkt jar koszonet. A kutatdsokban jetentszerepet
véllaltak az Orszagos Allategészségiigyi Intézet EBMI Allategészségiigyi Diagnosztikai
Igazgatdsag dolgozdi, név szerint dr. Ivanics EvaUrsu Krisztina, dr. Szentpéli-Gavallér Katalin,
dr. Glavits Robert, dr. Kecskeméti Sandor, dr. Béam, dr. Hornyak Akos, dr. Bajmocy Endre, dr.
Bacsadi Arpad és dr. Kiss Istvan; valamint az Qgeg&Epidemioldgiai kozpont munkatarsai: Kaposi
Tamasné, dr. Palyi Bernadett, dr. Takacs MariaBdn Enil6, dr. Krisztalovics Katalin és dr. Kis
Zoltan. Készonet mondok a SzIE AOTK-n / Allatorvedgdmanyi Egyetemen dolgozé kollégaimnak
segitségukért, kilénésen dr. Korbacska-Kutasi @ésalk, dr. Molnar Beatanak, dr. Sardi Saranak,
dr. Rusvai Miklésnak, dr. Dobos-Kovacs Mihalynak ds Biksi Imrének. A szunyogmintak
gyijtéséért és fajmeghatarozasaért halas vagyok gp Paszlénak, dr. Soltész Zoltdnnak, Nyarady
Katanak, dr. Kemenesi Gabornak és dr. Jakab Fezknénmadar- és 16-mintak gjésében nydijtott
segitségért dr. CsdasgTibornak, Halmos Gefgnek, dr. S6s Endrének, dr. Molnar Viktornak, dr.
Harrach Balazsnak, Veprik Robertnek, dr. Szilvdssyentének, Puskas Laszlénak valamint a Kords-
Maros Nemzeti Park és a Hortobagyi Nemzeti Parlaltbv munkatarsainak jar koszonet. Egyes
vizsgélatok elvégzéséért dr. Palya Vilmosnak, drérDCsabanak, dr. Bényai Krisztiannak és

Schindler Gabornak vagyok halas.
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Kalfoldi kollégaim kozdl, dr. Jolanta Kolodziejekelga Lussy, Sonja Chvala, Tania Meister, dr.
Herbert Weil3enboéck, dr. Franz Rubel, dr. Gyula Gajdir. Katharina Brugger, dr. Bernhard Seidel,
dr. Ndria Busquets, dr. Anna Papa, dr. Zdenek Hahar. Ivo Rudolf, dr. Giovanni Manarolla, dr.
Hanspeter Steinmetz, dr. Stephanie Lim, dr. Peeeldpraka, dr. Byron Martina és dr. Albert
Osterhaus munkajaért és segitségéert vagyok ldginkalas. A felsorolas nem teljes; halas vagyok

azoknak is, akik segitettek a munkaban de névdzeim emlitettem megket.

A kutatasok anyagi tAmogatasat az OTKA D 048647K®K 67900, NKFIH K 120118, a ,Bolyai
Janos” Kutatoi Osztondij, a Magyar-osztrak bildteriéT A-9/2005, valamint a Vectorie, EDENext
és EuroWestNile EU FP7 projektek biztositottak.

A legnagyobb koszonetet csaladomnak szeretném montdizelmuikért és tamogatasukért, hogy a
kutatéi munka és az értekezés elkészitése miatktabdevesebb st és figyelmet tudtam rajuk

forditani, mint amennyit szerettem volna, illetwveennyit érdemelnének.
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