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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AlV
cDNS
HA
HAG
HPAI
LPAI
M

NA
NP
NS
OIE
PCR
RNS
RT-PCR

WHO

avian influenza virus, madarinfluenza virus

complementary DNS, RNS-rél készilt DNS masolat

hemagglutinin

hemagglutinacio-gatlas

highly pathogenic avian influenza, magas patogenitdsu madarinfluenza
low pathogenic avian influenza, alacsony patogenitast madarinfluenza
matrix fehérje

neuraminidaz

nukleoprotein

non-structural, nem-szerkezeti fehérje

Office International des Epizooties, Nemzetkézi Allatjarvanyiigyi Hivatal
polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

ribonukleinsav

reverse transcription-polymerase chain reaction, reverz transzkripciot
kévetd polimeraz lancreakcio

World Health Organisation, Egészséglgyi Vilagszervezet



2. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataink soran két madarinfluenza-viruscsoporttal (avian influenza, Al)
foglalkoztunk. Az egyik a '70-es években, az orszag keleti részén, hazikacsa-, pulyka- és
gyongytyuk-allomanyokbdl izolalt térzsek gyljteménye. A masik csoportot a 2006-2007-
es magas patogenitasu (highly pathogenic, HP) H5N1 jarvany hazai képviselbi, valamint
az ezen iddszak soran izolalasra kerilt két alacsony patogenitasu (low pathogenic, LP),
H3N8 és H7N7 szubtipusba tartoz6 virusok adtak. Genetikai vizsgalatra 15 régi térzset,
13 vadmadarbdl és 3 baromfiallomanybdl szarmazdé HP H5N1 tdrzset, valamint a két Uj
LP izolatumot valasztottunk ki.

A régi térzsek genetikai vizsgalataval a kdvetkez6 eredményeket kaptuk: A korabban
szerologiai prébaval megallapitott HA (hemagglutinin)-szubtipusokon (H4, H5, H6, H7 és
H10) kivil meghataroztuk az ezekkel kombinalédd NA (neuraminidaz)-alcsoportokat is.
A HA-fehérjén levé proteolitikus vagashely melletti aminosav-szekvenciaja alapjan
megallapitottuk, hogy a H5-és a H7-szubtipusu térzsek mindegyike a mérsékelt
patogenitasi kategoridba tartozott. A HA-, NA- és NS (nem strukturalis) gének
filogenetikai vizsgalata tébb fontos epidemiolégiai vonatkozasu tényre deritett fényt: (i) A
hazai izolatumok az AlV eurazsiai agaba sorolhaték. (ii) A H4-t6rzsek harom kilénb6zd
forrasbdl szarmaztak (ebbdél kettd tavol-keleti, egy eurdpai), mig a H5-szubtipusuak
mindegyike tavol-keleti eredetl lehetett. (iii) Az a tény, hogy a H4- és H5-szubtipusok
mindegyike reasszortans (akar tébbszdrds is) volt, amellett sz6lt, hogy nem természetes,
hanem mesterséges (hazikacsa altal fenntartott) virusok rezervoarjaib6l szarmaztak.

Az Uj térzsek genetikai vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az elsé kitérés soran két
virusvarians keringett a hazai vadmadar-populaciékban, amelyek a filogenetikai
vizsgalattal a 2.2B (HU-1) és a 2.2.1 (HU-2) csoportokba kerultek. A genetikai vizsgalat
szerint nem tértént reasszortacié a két viruscsoport kézétt. A HU-1 csoport legkdzelebbi
rokonait Horvatorszagban, mig a HU-2 térzsekét Szlovakidban talaltuk. A masodik
hullam Eurépa legnagyobb HP H5N1 baromfijarvanyat jelentette. Az ide tartozd térzsek
(HU-3) a 2.2A1 csoportba kerliltek, németorszagi és svajci vadmadar- és
libaizolatumokkal. A HU-4 tbérzsek esetében megerésitettik az A/turkey/United

Kingdom/750/2007 virussal valé azonossagot.



3. BEVEZETES

A 20. szazadi epidemiolégiai tapasztalatok alapjan ugy tlnhetett, hogy — mivel a
kérokozbk globalis terjedésében a legfébb tényezé a fert6zétt gazda nagy tavolsagokra
val6é eljutdsa, gyakran még a lappangasi fazisban (pl. l1égi kdzlekedés révén) — egy
vilagjarvany kialakulasanak csak emberek kéz6tt van meg a feltétele. Ezt az elképzelést
a mult-szazadban négy influenza-pandémia fellépése, és allati megfelel6ik hianya ala is
tamasztotta. Ennek fényében mutatkozik meg a 2003-as madarinfluenza (avian
influenza, Al) jelent6ésége, ami kiterjedése okan, az elsd influenza-panzootidnak
tekintheté. A jarvanyt egy, a H5N1-szubtipusba tartoz6 magas pathogenitasu Al-
virustérzs (highly pathogenic, HPAI-virus) okozta, ami csirkék, hazi vizi szarnyasok és
vad vizimadarak k&zétt okozott sulyos veszteségeket. Mint ismertes, elébb csak a tavol-
keleti orszagokban terjedt szét Kinabdl, majd eljutott Oroszorszagba, Europaba és
néhany afrikai orszagba is. Az6ta, a jarvany folyomanyaképpen, a virus leszarmazottai a
kiindulasi terileteken, és azoktdl tavol (Egyiptomban, Indidban) endémia formajaban
fordulnak elé. A H5N1-jarvany még tovabbi elsének mindsithet6 jegyeket is mutatott. PI.,
korabban nem fordult el6, hogy egy nagyvirulenciaja (HPAI) t6rzs képes lett volna
jelentds és dsszefliggd teriileti terjedésre. De el8szér tapasztaltak azt is, hogy egy HPAI-
virustérzs az influenzavirusok primordialis rezervoarjanak, a vadon él§ vizimadaraknak
kilénbdz6 populacioit is megfertézte, sét ezek is a panzootia részeivé valtak. A jarvany
2006 februarjaban érte el Magyarorszagot, de elészér csak vad vizimadarakban (féként
hattyl) jelentkezett. Ezt kdvetéen két tavolabbi terulet libatelepei kdz6tt Utétte fel a fejét a
megbetegedés, 2006 juniusaban, illetve 2007 januarjaban.

Vizsgalataim egyik részében az ezen kitdréseket okoz6 magas patogenitasu Al-térzsek
egy-egy reprezentansanak, ezen Kkivil sz(irbvizsgalatok soran talalt, két alacsony
patogenitasu (low pathogenic, LP) virustérzs genetikai azonositasat végeztem el. Miutan
a madarinfluenza ilyen dramaian kertilt a figyelem kdzéppontjaba, elhataroztuk, hogy a
genetikai azonositas lehetségeit felhasznalva megvizsgaliuk a Debreceni
Allategészségligyi Intézetben &rzétt régi Al-virustdrzseket is, amelyeket még Dr. Tanyi
Janos izolalt az 1970-1980-as években, féként nagylzemi kacsaallomanyokban kitdrt
megbetegedésekbdl (Tanyi, 1970; 1972a, b, c, f; 1973; 1976b; 1983; 1993). Az ilyen
korai betegségesetek epidemiolégiai vonatkozasairdl alig tudunk biztosat, minthogy a
baromfiallomanyokban és a vadmadar-populacidkban talalt virusok esetleges szubtipus
szintl egyezése (ami természetesen nem jelentett kdzvetlen leszarmazasi viszonyt)
miatt, automatikusan az utébbiakat tekintették virusforrasnak. E régi térzsek

vizsgalataval az volt a célunk, hogy elhelyezzik Oket a korabeli virusmozgasok



viszonylataban, és pontositsuk ismereteinket ezek epidemiologiai és 6koldgiai szerepére
vonatkozdan.

A baromfi AIV fertézéseinek jelentéségére a '60-as évektdl kezdve terel6doétt a figyelem,
amikor is szerte a vilagon kulénbdz6 szubtipusokhoz tartoz6 virustérzseket talaltak
elsésorban nagytzemi koérilmények kozétt tartott pulykdk és kacsak allomanyaiban.
Azonban e fert6zések epidemioldgiaja tébb ok miatt sem volt egyértelml. Az egyik, hogy
ugyanabban az allomanyban vagy teriileten egyszerre tébbféle szubtipus is el6fordult,
ami nehezen egyeztetheté dssze egy bizonyos helyrdl behurcolt korokozé okozta tipikus
jarvanymenettel. Mégis, amikor a '70-es években kezdték megismerni a szabadvizi
vadmadarakban (kiléndsen kacsafélékben) él6 AlV szubtipusok oriasi valtozatossagat
és foldrajzi eloszlasat, ugy vélték, hogy megtalaltdk a baromfivirusok forrasat is, mert a
vadmadarak és a baromfitelepeken talalt térzsek szubtipusa gyakran megegyezett. A
vizimadar populacidkban talalt artalmatlan virusok szubtipus-kombinacidinak nagy
szama egyébként arra engedett kovetkeztetni, hogy ezek a madarfajok az AlV-k
primordialis gazdai és természetes rezervoarjai lehetnek (Webster et al., 1992). Ha pedig
ez igy van, akkor az ezekkel a primer virusrezervoarokkal kapcsolatba kerll6
baromfipopulaciok folyamatosan veszélyeztetve lehetnek, hacsak ki nem deriil, hogy a
baromfitartds sajatossagai miatt, utébbiak is képesek fenntartani sajat virusaikat, igy
ezek masodlagos rezervoarnak tekinthet6k. Ennek igazolasa azonban az egyedi
virusazonositas hianya miatt abban az idében nem volt lehetséges. Afelél ugyan kevés
kétség lehetett, hogy a baromfi influenzavirusai eredetileg a sokkal régebbi vadmadar-
virusoktdl szarmaznak, ami evoluciés kapcsolatra utal. Eszerint egy-egy
baromfipopulacioban talalhaté szubtipus-kombinacié eredetileg, talan évtizedekkel
korabban, valéban a természetes rezervoarbdl érkezett, de aztan a tartasi viszonyok
(szaporito-rendszerek, zsufoltsag stb.) soran és adaptaciéo kbvetkeztében mar a
baromfiban is fennmaradt a fert6zési lanc, és igy bizonyos szubtipusok tekintetében
mesterséges rezervoarok alakultak ki. Ebbél az is kévetkezik, hogy a termelésbe Aallitott
Ujabb és ujabb csoportok megfertézéséhez mar egyaltalan nincs sziikség
virusutanpétlast biztositd ismételt atviteli, epidemioloégiai kapcsolatokra, azaz kivilrdl

térténd behurcolasra egy adott rendszerbe.



4.

CELKITUZESEK

A régi és az uj madarinfluenza virustérzsek kulénb6z6 mélységl genetikai jellemzésétél

altaldnossagban jarvanytani és evoluciés ismereteink gyarapodasat reméltik. Ennek

érdekében, az alabbi kérdéseket kivantam megvizsgalni:

1.

Régi és recens térzsek hemagglutinin (HA) és neuraminidaz (NA) szekvenciainak
meghatarozasaval az izolatumok szubtipusat, ill. ezek kombinacidjat kivantam
megallapitani, egyes régi térzsek esetében pedig ezek besorolasat megerésiteni és

kiegésziteni.

. A H5 és a H7 alcsoportbeli virustérzsek virulencia-szintjének megallapitasa a HA-

polipeptid proteolitikus vagashelye kériili aminosav-sorrend mintazata alapjan.
Régi izolatumok szubtipus-kombinacidinak féldrajzi besorolasa filogenetikai

vizsgalatok segitségével.

. A jarvanytani sajatossagok (endémias jelenségek vagy U0j behurcolas), esetleg

konkrét kapcsolatok felderitése, alacsony patogenitasu térzsek okozta fert6zések
esetében is.
A harom hulldmban jelentkez6 hazai H5N1 kitérések kozoétti epidemioldgiai

Osszefliggés kimutatadsa vagy kizarasa.

. Az altalunk izolalt H5SN1, H3N8 és H7N7 izolatumok teljesgenom-analizise, olyan mar

ismert markerek elemzése céljabol, melyekbdl tovabbi jarvanytani kévetkeztetések

vonhatok le a virustérzsek elééletére (pl. reasszortacios eseményekre) vonatkozoan.



5. IRODALMI ATTEKINTES

5.1. AZ INFLUENZAVIRUS-FERTOZES ES JARVANYOK ALTALANOS JELLEMZESE

Influenzavirusok okozta megbetegedések vilagszerte el6fordulnak, mind az emberek,
mind az eml&sallatok, mind pedig a hazimadarak kérében. A megbetegedés lazzal, az
altalanos allapot romlasaval, 1égz6szervi és/vagy emésztészervi, esetleg idegrendszeri
tinetekkel, sulyos esetben elhullassal jar (Varga és mts., 1999). A fert6zés
megnyilvanulasa és a kialakult tiinetek jellege szamos tényezé fliggvénye. Ezek kdzé
tartozik egyrészr6l az érintett gazdafaj (Slemons and Easterday, 1972), annak
immunallapota és kora, illetve minden olyan egyéb kdérnyezeti hatas (stressz,
masodlagos fertézés, kedvezdtlen tartasi koérilmények) megléte, mely az egyed
ellenallbképességét hatranyosan befolyasolja (Newman et al.,, 1981; Varga és mts.,
1999). Masrészt a betegség megjelenésében dént szerepe van az adott virus kérokozé
képességének, patogenitasénak is. Erdekes modon, az emlésék kdziil 6nall6 influenzaja
az emberen kivll csak a sertésnek és I6nak van, de amig emberi influenzajarvanyokat
évszazadokra visszamenden is sikerilt azonositani, az utobbiakét foként csak a 20.
szazadban ismerték fel. Ezzel szemben a csirke nagy patogenitasu virustérzse altal
kivaltott slulyos megbetegedését mar a 19. szazad végén leirtak Olaszorszagban, de
eleinte nem kilénbodztették meg a hasonlbéan sulyos és késdbb Newcastle disease-nek
elnevezett betegségtél (Doyle, 1927). A '60-as évektdl egyre tébb helyen fordultak elé
Uzemi korilmények kozott tartott pulykdk és kacsak megbetegedései is, amelyekbdl
kulénféle szubtipusu térzseket lehetett izolalni, gyakran olyan szubtipus-kombinaciokat,
amiket késébb vadmadarakban is megtalaltak.

Amig az emberi influenzavirus fertézések bizonyos id6ké6zdnként vilagjarvannya,
pandémiava, fejlédtek, mara szezonalisan is visszatér6é jelleggel, addig az allatok
fertézései szinte mindig lokalizaltak maradtak. Ezért jelentett nagy ujdonsagot a 2003-as

H5N1-kitérések panzootias jellege.

5.2. AZ INFLUENZAVIRUS

5.2.1. Besorolasa és a virion jellemzése

Az influenzavirusok az Orthomyxoviridae csaladba tartoznak. A nukleoprotein (NP) és a
matrix (M1) bels6 fehérjék antigénszerkezete alapjan A, B és C tipusba sorolhatdék. Az A-
tipuson bellll a virionok fellletén talalhatd két fehérje — a kb. 4-5:1 aranyban jelen 1év§
hemaggqlutinin (HA) és neuraminidaz (NA) — alapjan szubtipusokba sorolhatdék (Lamb et
al., 1996; Swayne et al., 2003). Jelenleg 16 HA és 9 NA szubtipus ismert (Fouchier et

10



al.,, 2005), amelyek elvileg 06sszesen 144 lehetséges mddon kombinalodhatnak
(altalaban ezek kettését emlitik ,szubtipus” néven; pl. H5N1 vagy H3N2) (lasd
reasszortacio).

Hivatalos neve: avian infuenzavirus (AlV).

A dolgozat szempontjabdl lényeges, A tipusba tartoz6 Al-virusok altalaban gémb
alakuak, atmérdjik 80-120 nm, burokkal rendelkeznek. A virion &sszetétele: 0,8-1%
RNS, 5-8% szénhidrat, 20% lipid és 70% fehérje (Swayne et al., 2003). Helikalis
szimmetriaju nukleokapszid veszi kéril a nyolc szegmensbdl allé egyszalu, negativ RNS
genomot, amely 11 virusfehérjét kodol, igy: a polimeraz komplex fehérjéi (PB2, PB1,
PB1-F2, PA), a HA, az NP, a NA, az M1- és M2-fehérje, valamint a nem-szerkezeti
fehériék (NS1 és NS2) (Chen et al., 2001; Swayne et al.,, 2003). A teljes genom
izolatumtol fuggden kb. 13600 nukleotid hosszusagu.

A virus ellendlloképessége viszonylag csekély: hére, pH valtozasra, szerves
oldoszerekre, detergensekre, zsirolddszerekre és beszaradasra érzékeny (Varga és
mts., 1999; Swayne et al., 2003).

5.2.2. Az influenzavirusok el6fordulasa és evolicioja

Egy AIV-térzs genomjanak valtozasa két modon kévetkezhet be, amelyek mindegyike
antigénszerkezeti atalakulast eredményez. Egyrészt a genom kisléptékl moédosulasaval
(a felszini HA és NA fehérjék esetében ez az un. antigén sodrédas; antigenic drift),
amely jorészt az RNS-polimeraz hibajavité (proofreading) aktivitasanak hianyabél adédé
RNS-mutacioknak készénheté. Osszehasonlitasképpen: mig az RNS-polimeraz egy
replikacios ciklus alatt minden 10%-10° bazisonként épit be egy nem megfeleld bazist,
addig ez a DNS-polimeraz miikédése soran csupan 10%-10"" bazisonként kévetkezik be
(Domingo, 1996).

A genom moddosulasat eredményezd masik folyamat a reasszortalédas, amelynek soran
ugyanazon gazdasejt két kulénbdzd virussal vald fert6zésekor a két genom egyes
szegmensei kicserélédnek. Abban az esetben, ha ez a nagy |éptékd valtozas eltérd
alcsoportokba tartoz6 HA és/vagy NA géneket érint, Uj szubtipus-kombinacié jon létre
(Webster et al., 1992), melyet antigén csuszamlasnak (antigenic shift) is neveznek.
Reasszortacié azonban kizarélag azonos tipusu (A, B vagy C) virusok génjei kozétt johet

[étre.

5.2.3. A viruspatogenitas genetikai hattere

Az Al virusnal, szemben mas fajok influenzavirusaival, két nagy patogenitasi (virulencia)
kategériat kilénbdztetliink meg: az alacsony patogenitasu (low pathogenic, LP), illetve a

magas patogenitasu (highly pathogenic, HP) torzsek csoportjat. Amig a HP térzsek
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Iényegében 100%-0s mortalitas el6idézésére képesek, mind gyakorlati, mind kisérleti
kérulmények kozott, addig az LP-szintl térzsek elvileg nem halalosak, a hajlamosito
tényez6ktél flliggben azonban mégis valtozd sulyossagu megbetegedés Iéphet fel. Az
emlés gazdakban csak utdbbi szintl térzsek fordulnak elé, mig a vadmadarak fertézése
tinetmentes.

A csirke influenzavirusok egyedulallé sajatossaga volt a H5N1 felbukkanasaig, hogy egy-
egy jarvanykitérést okozé HP-szintl virustérzs rendszerint helyben keletkezett, egy
korabban mar endémiasan eléforduld LP-térzsbél. Erdekes viszont, hogy a virulencia
ilyen nagy mértékl névekedése eddig csak a HS és a H7 szubtipusba tartozo virusokban
kévetkezett be, és mindig csak csirkében, de hénapokig tartdé passzaldédas soran (R6hm
et al., 1995; Senne et al., 1996; Lomniczi, 2004). A magas virulenciaszint kialakulasakor
a HA-polipeptid proteolitikus vagashelye elétti, un. kétészekvencia néhany bazikus
aminosavval gyarapodik. A HA a virus célsejtekhez vald kapcsolédasért felel6s felszini
fehérjéje, ennek ellenére a virionban nem aktivalt formaban van jelen (prekurzor;, HAO).
Ez azt jelenti, hogy adszorbealdédni ugyan képes az ilyen virion, de a sejtmembrannal
fuzionalni (hogy genomja az intracellularis térbe kerlljén) csak akkor tud, ha egy
proteolitikus enzim, a fuziés szekvencia el6tti fehérjerészt levagja (aktivalas), a
sejtbehatolast elbseqitdé fuzids szekvencia ui. az aminosav-lanc k&ézepén mélyen
.eltemetve”, az emlitett vagashely utan talalhaté. Kilénds, hogy a HA proteolitikus
hasitasat a nyalkahartya fellletére exkretalédd sejtenzim(ek) végzik el a virus szamara:
a fuzioés szekvencia ez altal szabadul ki és fér hozza a sejtmembranhoz. Az aktiv fehérje
HA1 és HA2 jelii alegységekbdl all, amiket diszulfid hidak kétnek 6ssze. Az eltérd
virulenciaju virusok proteolitikus hasitasuk médjaban, illetve a folyamat lejatszédasanak
a helyszinében kilénbéznek.

bélrendszer és a légutak nyalkahartyajaban megtalalhaté sejtfelszini (extracellularis)
enzimek. Ennek k&vetkeztében az LP virusok csak a bemeneti kapu helyén képesek
szaporodni, és sejtkarositdo hatasuk lokalisan, ezen szerveket érinté elvaltozasokban
ervényesil. Ezzel szemben a HP térzsek HA-ja, a mar emlitett extra ligos aminosavai
miatt mar aktivalt formaban épll be a virionba. Ezaltal lehetévé valik a virus sejtbdl-
sejtbe vald kbdzvetlen terjedése is, egy egész szervet érintd, s6t generalizalt fertézés
kialakulasaval.

A két virulencia-csoportba tartozé térzsek genomja kozti alapveté kilénbség a HA
protein vagashelye el6tti kétészekvencigjanak aminosav-mintazataban nyilvanul meg. Az
LP virusok két8szekvenciajanak altalanos képlete B-X-X-R (H5) és B-X-R (H7), ahol B
jelentése bazikus aminosav (arginin/R vagy lizin/K), X jelentése pedig barmely mas

aminosav. Ezzel szemben a HP virusok kétészekvenciaja — a vagashelyhez képest -1 és
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-4 (H5), illetve -1 és -3 (H7) poziciok kdzétti helyeken — beékeldédés (inszercié) vagy
kicserél6dés (szubsztittucid) révén tovabbi bazikus aminosavakkal gazdagodva
polibazikussa valik. A kétészekvencia mintazatat ismerik fel a vagashelyen hasitd extra-
vagy intracellularis enzimek.

Az AlV virulenciajat mindazonaltal t6bb gén, illetve az egyes gének kdlcsénhatasa, azok
meghatarozott kombinacidja is befolyasolja (Brown, 2000). Kisérletileg igazolt, hogy a
HA gén vagashelyének polibazikus jellege dnmagaban nem elegendd a magas

patogenitasu kérforma kivaltasahoz (Stech et al., 2009).

5.3. AZ INFLUENZAVIRUSOK ALTAL OKOZOTT MEGBETEGEDESEK, A FERTOZES JARVANYTANA

5.3.1. Az influenzavirus gazdaspektruma

A jelen téma szempontjabdl érdekes A tipusba tartozé virusok a madarakat (vadon él§
és hazimadarakat, illetve diszmadarakat), az eml&sallatokat, valamint az embert is

képesek megfertézni.

5.3.1.1. Vadmadarak
Vadmadarakban AlIV-t 2006-ig 26 csalad, tdbb mint 100 fajaban izolaltak (Olsen et al.,

2006). A kilénb6zd vadmadar fajokban a virus valamennyi HA (H1-H16 jellek), illetve
NA (N1-N9) altipusa el6fordul, a populacié éléhelyétdl, a vizsgalt idészaktdl és a
gazdafajtol fiiggéen (Stallknecht and Brown, 2007; Webster et al., 2007). igy példaul a
H14 és a H15 szubtipusokat az amerikai kontinensen ezidaig még nem tudtak izolalni
(Krauss et al., 2007), a H13 és a H16 szubtipusoknak pedig a siralyfélék a gazdai
(Fouchier et al.,, 2005). A genomelemzés segitségével a vadmadarakbél szarmazo
virustdrzseknél az egyes altipusokon belll féldrajzi elkilénilést is megfigyelhetink, igy a
virusokat eurazsiai, amerikai és bizonyos esetekben ausztraliai csoportokra oszthatjuk
fel (Donis et al., 1989; Webster et al., 1992). Ez a tagozddas arra utal, hogy a virusok
csak a kulénb6z6 szubtipusok kialakuldsa utan terjedtek el vilagszerte, majd ezt
kévetden Uj helylkdén folytattak a mai napig is tartdé tavolodasukat (diverzifikacidjukat),
létrehozva az egyes szubtipusokon belll jél felismerhetd féldrajzi vonalakat (Lomniczi,
2006). Az amerikai és az eurazsiai kontinensek kozotti ,atjaras”, és a vilag tavoli
helyeirél, a vadmadarakbdl szarmazé virusok keveredése ritka; a tdbbnyire csak egy-egy
szegmensre korlatoz6dd csere a vandormadarak utvonalanak részleges atfedésébdl
adodhat (Makarova et al. 1999; Olsen et al., 2006; Krauss et al., 2007).

A virusok fenntartdsaban azért jut kiemelt szerep a vizimadaraknak, mert a virus
terjesztésében a viz elengedhetetlen kozvetitd, lévén, hogy ezekben a gazdakban a

virus a bél és a kloaka hamjaban szaporodik (Webster et al., 1992). Kézllik messze a
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legmagasabb fert6zbttséget a lddalakiak (Anseriformes) rendjébe tartoz6 vadkacsa
(réce) fajokban figyelték meg, mig a hattydk és ludak, valamint a lilealakuak
(Charadriiformes) rendjének tagjai (a csér- és a siralyfélék) alarendelt szerepet
jatszanak. Az a sokat emlegetett megallapitas, hogy a szabadvizi vadmadarak a
madarinfluenza virusok természetes gazdai és fenntartoi, rezervoarjai, azonban nem ugy
értelmezend®d, hogy a haziallatok é€s ember influenzait okozé virustérzsek fenntartasaban
is részt vesznek, jollehet nem kétséges, hogy utobbiak eredetileg ebbdl a vadmadarak
primordialis  virus-pool-jabél szarmazhattak. E virusoknak annal inkabb sem
tulajdonithatunk jarvanytani szerepet, mert fertézéseik teljesen artalmatlanok (Olsen et
al., 2006; Fouchier et al., 2007). Vadmadarak megbetegedése igen ritka, csak kivilrdl
érkez®, hazimadarak jarvanykitéréseit okozé AlV-tdrzsek fertdzése idézi eld, amint ezt a
2003-as H5N1 panzootia idején is lathattuk.

5.3.1.2. Hazimadarak

A baromfi (pulyka, csirke, kacsa) AlV-fert6zéseit, az ismétlések elkeriilése végett, itt csak
réviden targyalom, mert hatrabb bévebben lesz réluk sz6. Kézel 10-féle HA-szubtipust ill.
ezek bizonyos NA-kombinacioit talaltdk meg a kilénbdz6 gazdafajokban. Zémik az LP
kategériaba tartozik, és nagyobb féldrajzi teriileteken belll maradnak. Kivétel talan a
HION2 kombinacid, ami ugy tlnik, panzootias jellegl. Minthogy e virusok a Iégz6hamhoz
adaptalddtak, terjedéslikhéz a zsufoltsag és folyamatos fogékony gazda utanpétlasa
(rossz higiénés korilmények). Nagyobb ,termelési rendszerekben” endémias fertézés
formajaban maradnak fenn, igy a baromfi masodlagos és mesterséges rezervoarja
ezeknek a szamara nem artalmatlan virusoknak.

A csirkéhez tértént adaptalodas egy szélséseges kévetkezménye az LP—HP atalakulas
csirkében [5.2.3.], amely eddig csak a H5 és a H7 szubtipus esetében fordult eld. llyen,
HP-t6rzsek okozta sulyos Al-jarvanyok mar a 19. szazad végén eléfordultak, bar a

korokozo6 eredete természetesen nem volt tisztazott.

5.3.1.3. EmI6sok

Az emlésok influenzajarvanyait okozd virustorzsek valdészinlleg nem kézvetlendl
vadmadaraktél, hanem inkdbb a baromfibdl szédrmaznak (Webster et al., 1992).
Virusevoluciés és/vagy virusjarvanytani szempontbél kilénbséget kell tenni az emléstk
influenzajanak két nagy csoportja kézt (Lipatov et al., 2004).

Az egyik csoportban a madarbdl szarmazé virus gazdavaltasaval, majd adaptalédasaval
,sajat’, fajspecifikus influenzavirus-vonal alakult ki, €s maradt fenn az adott emlésfajban.

llyen atlépések a multban tdbbszér is eléfordultak, sét napjainkban is keletkeznek (pl.
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sertéseredeti’  H1N1/2009 emberben), de nemcsak madar—emlés, hanem
emlés—emlds viszonylatban is. Az ismertebb fert6zési lancok: (i) Emberben: A 20.
szazad harom nagy human influenza pandémiajat az A-tipus H1N1 (spanyolnatha/1918),
H2N2 (azsiai/1957) és H3N2 (hongkongi/1968) szubtipusba tartozé virusai okoztak. (ii)
Sertésben: klasszikus vagy amerikai H1N1 és kulonféle (amerikai és eurazsiai H3N2)
stb. (iii) Loban: H3N8 és H7N7 jarvanyok.

A masik csoportba tartozé, emléséknél észlelt megbetegedésekre jellemz&en a virus
nem tud tartésan megtelepedni az érintett fajon belll, és a fertézés elterjedése egy
szlkebb kérre (populaciéra) korlatozodik. Széls6séges esetben minden egyes
megbetegedés gazdavaltas eredménye, ahogy ezt a HP H5N1 jarvany idején lattuk, és
ma is térténik (Subbarao et al., 1998). A tengeri emlésdk (féka) vagy pl. a nyérc ritka, de
sulyos megbetegedéseit soroljuk ide (Berg et al., 1990; Webster et al., 1992; Ohishi,
2002).

Ezen tulmenden, a madar-eml8s jarvanytani kapcsolat kétiranyu is lehet: sertésbél
szarmazo vagy sertés és madar eredet(i géneket vegyesen tartalmazo ,viruskeveréket”
leggyakrabban az influenzara egyébként is kildondsen érzékeny pulykaallomanyokbdl
izolalnak, elsésorban Eszak-Amerikaban (Wright et al., 1992; Choi et al., 2004a).

5.3.2. A baromfi Al-jarvanyai

A kovetkezdkben réviden bemutatom a mai terminolégiaval HPAI és LPAIl jarvany
térténetét (Alexander (2000), Swayne et al. (2003) és Lomniczi (2004) 6sszefoglaldi

alapjan).

5.3.2.1. A jelentésebb HPAI jarvanyok térténete

A HPAI fert6zésre utalo elsé dokumentum egy 1878-ban, csirkeallomanyokban lezajlo,
olaszorszagi jarvanyt ir le. A kérokozot két évtizeddel késébb, 1901-ben,
Olaszorszagban Centanni és Savunozzi izolalta elészér, és hatarozta meg virus voltat
(Petek, 1980). Az angol irodalomban fow!/ plague-nek, nalunk Manninger kés&bbi
allasfoglalasat koévetéen klasszikus baromfipestisnek nevezték. A rakdvetkezd
évtizedekbdl tébb fowl plague-ként jelélt, a H7 szubtipusba tartozé izolatum maradt fenn

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A kezdetben két betegség lefolyasanak hasonl6saga

alapjan gyakran &sszemosodott a Newcastle disease-zel (nalunk azsiainak nevezett
baromfipestissel). A két korképet a fert6zési kisérletek alapjan Doyle kuldnitette el
egymastol 1927-ben. A virust csak 1955-ben soroltak be az influenzavirusok koézé
(Schéfer és Rott, Swayne et al., 2003).

Magyarorszagon az els6 Al-jarvany valdszinlileg 1903-ban zajlott, az elsé hazai izolatum

pedig 1969-bél, gydngytyukbdl szarmazik (Tanyi, 1972b, d).
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Az elsd dokumentalt H5 szubtipusu HP-jarvany (A/chicken/Scotland/1959 (H5N1)) 6ta
eddig tébb mint 25 esetben irtak le H5 vagy H7 szubtipusba sorolt HPAIV okozta
jarvanyt (Capua and Alexander, 2004).

Ezek kozll az 1983-84-ben, Pennsylvaniaban lezajlott H5N2 jarvany segitette hozza a
kutatékat ahhoz a megallapitashoz, hogy az LP virus — amely mar hénapok 6ta, enyhébb
tinetekkel jelen volt a terllet tobb allomanyaban — képes magas patogenitasu virussa
alakulni csirkeallomanyokban. Az itt izolalt tdrzsek tinetekben is megnyilvanulo
virulencia-névekedése a polibazikus vagashelyet elfedé oldallanc eltlinésével
kévetkezett be (Kawaoka et al., 1984; Deshpande et al., 1987).

Az 1994-95-6s mexikdi jarvany, szintén H5N2 szubtipusu, de a pennsylvaniaival nem
rokon virusanak kétészekvenciaja inszercié és szubsztitucié révén alakult polibazikussa,
megndvelve igy a virus patogenitasat (Horimoto and Kawaoka 1994; Horimoto et al.
1995).

Hogy a virulencia-fokozédas veszélye miatt, mennyire fontos az LP H5 és H7 fert6zések
felismerése, azt j6l példazza az 1999-ben indult olaszorszagi jarvanysorozat. A tlinetek
jelentkezésekor az orszag — féként pulykatelepekkel zsufolt — északi részén mar igen
nagy elterjedtséget mutatott a virus apatogén valtozata, mivel azonban a virus LP
jellemzdkkel birt, az akkori hatésagi eldirasok még nem kévetelték meg az allomanyok
felszamolasat, és nem alkalmaztak szigort jarvanyvédelmi intézkedéseket sem. igy a
magas patogenitasuva valt virus veégigsdpdrt az orszag északi allattartd telepein.
Osszesen 13 millié allat hullott el vagy kerlilt ledlésre (Capua and Maragon, 2000,
Capua et al., 2003).

Az olaszorszagi esethez hasonld okokra vezetik vissza a pakisztani H7N3 LP—HP
jarvany okozta igen nagy mérték(i veszteségeket is (Naeem et al., 2007).

A 2002-es chilei jarvanynal az LP virus (H7N3) érdekes modon valt magas
patogenitasuva: a HA gén vagashelyéhez rekombinacido (vagyis csak egy révid
génszakasz kicserélédése) soran, ugyanezen virus NP génjébdl szarmazé, 30
nukleotidbdl all6 szakasz épult be, polibazikussa téve a fehérjét (Suarez et al., 2004). A
jelenség megismétlddott a 2004-es  brit-kolumbiai H7N3 jarvanynal, ez utébbinal
azonban az M génbdl szarmazott a HA génbe ékelddott 21 nukleotid (Pasick et al.,
2005).

A fentiekkel ellentétben, az eddigi legnagyobb pusztitast végzé 2003-as azsiai H5N1
HPAI jarvany virusanak nem talaltdk meg a csirkékre nézve avirulens prekurzorat. A
jarvany a Kina déli részén fekvé Guangdong tartomanyban, egy hazilud teleprdl indult
1996-ban (indextdrzs: A/Goose/Guandong/1/96 (H5N1)). Az itt izolalt t6rzs HA génje
egyéb (a belsé gének tekintetében pl. egy HIN2 szubtipusba tartoz6) madarinfluenza

virusokkal képzett reasszortansa 1997-ben bukkant fel egy csirkeallomanyban nagy
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pusztitast végzd jarvanyban (Guan et al., 1999; Xu et al., 1999). Az (j reasszortans azért
keltett nagy riadalmat, mert ez volt az elsé, sulyos l1égzdszervi tiinetekkel és halallal jaroé
(@ 18 megbetegedésbdl 6 esetben végzetes kimenetell) emberi fertézés, amelyben
madarinfluenza virus kézvetlen uton jutott at madarr6l emberre; tehat elézetes human
virussal tortént reasszortacié vagy valamely emlésben végbement adaptacié nélkil
(Subbarao et al., 1998). 2004-re Azsia tébb orszaganak baromfitelepein is endémiassa
valt a kilénbdz6 variansok okozta fert6zés (Li et al., 2004). 2005 aprilisaban a virus egy
Ujabb variansaval toértént fert6zés vadmadarak populacidiban vezetett nagyaranyu
pusztulashoz: par hét leforgasa alatt tdbb ezer vizi vandormadar elhullasat jelentették
északnyugat Kinabdl, a Qinghai-té vidékérdl (Chen et al., 2005). Ez az ugynevezett
,Qinghai-tipust” HPAI H5N1 virus a kévetkez6 idészakban végigséport Kozép-Azsian at
egészen a Fekete-tenger partjaig, majd 2006 januarja és marciusa kézoétt 18 europai
orszagban okozott jelentds elhullast mind a hazi, mind a vadon él§ allatok kdrében.
Eurépan belll a nyugati iranyu, rovidebb tavu terjedést a 2006 januari szokatlan
vadmadar-vandorlassal magyarazzak (Weber et al., 2007; Kilpatrick et al., 2006).

Bar a virus Eurépaba kerilésének mddja mindeddig ismeretlen maradt, az eurdpai
kitérések egyidejl és témeges megjelenése a vadmadarak és a baromfikereskedelem
egyuttes jarvanykozvetitd hatasara utal (Kilpatrick et al., 2006). Egyesek a kereskedelmi
utvonalakat latjak lefedve a jarvanykitdrések helyszinei és iddbeli eléfordulasai altal, s
ezért az azsiai gécpontu jarvany nyugati terjedésében fontosabbnak tartjak az emberi
tényez6t (Gauthier-Clerc et al., 2007). Masok szerint viszont az endémiasan fert6zo6tt
Azsiabol, féként a vadmadarak vandorlasa révén keriilt Eurépaba a virus (Kilpatrick et
al., 2006). Létezik egy nemzetkdzi kutatas, amely kizarélag a vadmadarakkal tortént
terjedés rekonstrualasat tlzte ki célul (Veen et al., 2007). Ebben meghataroztak azokat a
madarfajokat, amelyek Azsiab6l Eurépaba a legnagyobb valdszinliséggel hozhattak,
illetve a kontinenslinkén belll terjeszthették a fertézést. Vizsgaltak tovabba, hogy mely
madarak tartozhatnak a vadmadarak és a baromfitelepek k&zétt jarvanytani kapcsolatot
teremtd, un. ,hidfajok” k&ézé. Csakhogy olyan tinetmentes és virushordozé
vandormadarakat nem sikerult talalni. Ezen tulmenéen tdébb tanulmany is az eddigi
vizsgalatok gyenge pontjaira hivja fel a figyelmet, és szorgalmazza a vadmadarakat
érinté 6kolbgiai és madartani adatok nagyobb mértékii figyelembevételét (Feare et al.,
2006; 2007; Yasué et al.,, 2006; Gauthier-Clerc et al., 2007; Guberti, 2007). Tdbb
esetben nehézséget okozott a vadmadar fajanak meghatarozasa, de még a baromfitol
val6 elkildnitése is: vagy azért, mert a két csoport morfologiailag nagyon hasonld, vagy,
mert nyilt vizi tartdsban vadmadar fajokat nevelnek haziallatként (Feare et al., 2006;
Yasué et al., 2006). Sajnalatosan jellemzé példa erre az indiai vadludak (Anser indicus)

hosszutavu terjeszté szerepének tényként vald prezentalasa, a Qinghai-té melléki, eddig
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legnagyobb vadmadar-pusztulads kapcsan, jollehet: mint utébb kiderllt, a fertézést nem
ezek hoztak be, hanem a természetvédelmi terilleten folytatott csirketartas volt felelds.
Mivel az eset a jarvany elején toértént, az indiai vadlud valt a nagy tavolsagra valo
terjesztés szimbdlumava, a valésag viszont utdlag mar alig befolyasolhatta a

véleményeket (Butler, 2006).

Magyarorszagon mar a kitorési esetek id6- és térbeli eloszlasa, valamint az aldozatul
esett madarak faji hovatartozasa is arra utalt, hogy harom, egymastdl fliggetlen
jarvanyvonulattal/menettel lehet dolgunk (Palmai és mts., 2007). Ezért az alabbiakban

jarvanytani hatterét kilon-kalén ismertetem (1. abra).

HU-I Csoport Cpae T
HU-2 csoport } 1. kitorés

HU-3 csoport 2. kitorés
HU-4 csoport 3. kitorés

1. abra. A hazai HPAI H5N1 kitérések helyszinei. A négy kiilénb6z4 varians okozta

fert6zéseket, a kiilbnb6zb szind kérék jelblik. A kivalasztott reprezentativ térzsek izolalasi
helyszineit haromszégek mutatjak.

Elsé kitérés (2006 februar-marcius)

Magyarorszagon a H5N1 jarvany 2006. februar 6-an jelentkezett elészér, amikor az
orszag déli részén, a Duna-Drava Nemzeti Parkhoz tartoz6 Duna-menti arterek és
mellékagak kérnyékérél (Bacs-Kiskun megye) bliitykds hattyuk (Cygnus olor) elhullasat
jelentették (1. abra). Ezt par nappal késébb, az elsé kitdrés helyétél 60-200 km-rel

északra, Pest, Baranya és Tolna megyei esetek kdvették, a Duna mellett 6sszegylilt vad
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vizimadarak kézoétt. A H5N1 fertézottségre virusizolalassal is megerdsitett hattyltetemek
felbukkanasa heteken keresztil folyamatos volt. Az utolsé pozitiv esetet 2006. 03. 22-én
allapitottak meg. Osszesen 12 telepiilésen erésitették meg a magas patogenitasi H5N1-
térzs jelenlétét. A kdzel két honapig tartd jarvany alatt 2109 bekildétt minta ker(lt
feldolgozasra (50% vadmadar, 30% galamb és gerle, 16% viziszarnyas és 4% baromfi).
Ebbdl 60 bltykds hattyu, 1 szarcsa, 1 dankasiraly, 1 kormoran és 1 t6kés réce bizonyult
pozitivnak a virusizolalas soran (Palmai és mts., 2007). Figyelemre méltd, hogy a zarlat
alatt 1évd terlleteken végzett ellenérzévizsgalatok baromfi fertézéttségét nem mutattak
ki.

A kovetkezb 2 hdonapban a teriileten végrehaijtott szlrévizsgalat soran 284 mintabdl (51
galamb, 30 viziszarnyas, 112 baromfi és 91 vadmadar) egyetlen esetben sem siker(lt

virust kimutatni.

Masodik kitdrés (2006 junius-julius)

A jarvany masodik hulldma junius 3-i bejelentéssel indult, amikor is szabadon tartott
noévendék libakban észleltek altalanos és idegrendszeri tlnetekkel kisért
megbetegedéseket, ezuttal is Bacs-Kiskun megyében (lvanics és mts. 2007a; b). Az
elhullasok szama a kévetkezd napokban meredeken emelkedett, ezért napokon belll az
allomanyt ledlették. Az utolso jarvanykitérés idépontjaig (2006. julius 12.) a megye kb. 50
km atméréjd terlletén &sszesen 29 allomanyban (13 liba-, 11 pekingi kacsa-, 4
mulardkacsa-, valamit 1 vegyes allomanyban) jelentkezett fert6zés (1. abra). A jarvany
soran az Orszagos Allategészségiigyi Intézetben 3811 vérmintat 8374 kloaka vagy
Iégcsd tampon mintat és 800 baromfitetemet vizsgaltak meg. A fertézétt és a zarlatok
miatt érintett, dsszesen 675 telepen kdzel 1 millio allatot 6ltek le. A jarvany rendezése

Osszesen 2 milliard forintba kerilt.

Harmadik kitérés (2007 januar)

Januar 21-én egy 3300 /udat szabadtartasban neveld6 Csongrad megyei
térzsallomanybol (1. abra) jelentettek egyre emelkedé aranyu elhullast, illetve
idegrendszeri tinetekkel jar6 megbetegedést. A diagnosztikai vizsgalatok megerésitették
a madarinfluenza gyanujat, ezaltal az allomany leélésre kerllt. Azonban egy héten bell,
egy 9 km tavolsagra Iévé ndvendékludakat tarté telepen is jelentkezett a fertézés, ahol a
jarvany tovabbi utjat sikerilt elvagni. Ezen harmadik jarvany soran dsszesen 2600 allat
hullott el, 6800 allatot pedig ledltek. A harmadik hulldam idején annak a gyanuja merult fel
az egyik angliai pulykanevel6 telepen kitért megbetegedéssel kapcsolatban, hogy a

virust Magyarorszagrol hurcoltdk be. Annak ellenére, hogy mindkét virus teljes
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genomszekvenciajat meghataroztak, az atviteli kapcsolat nem volt értékelheté (Defra,

2007; Irvine et al., 2007). Ennek részleteit a Megvitatasban ismertetem.

Magyarorszagon a jarvany ideje alatt human eseteknek még a gyanuja sem mer(lt fel.

Napjainkig ujabb jarvanykitérést nem észleltek.

A HP H5N1 jarvany szamos djdonsagot hozott az Al térténetébe. (i) Szemben az eddig
tapasztalt Al-jarvanyokkal, ahol a kisebb-nagyobb terlleten szérodott LP AIV valt
patogénné csirkeallomanyokban, és a HP jarvany tovabbi utja a fertézétt allomany
felszamolasaval vagy kipusztulasaval révidesen véget is ért (R6hm et al., 1995), addig a
H5N1 jarvany patogén formaban terjedt el, és nétt vilagméret(i jarvannya (panzootiava).
(i) A gazdaspektrum valtozdsaval megbetegedtek az eddig ellenallénak tartott
hazikacsak is. (iii) Tovabbi érdekessége a vilagjarvanynak, hogy a csirkében magas
patogenitasuva alakult varians atkerllt a vadmadarakba, és ott nagyaranyu elhullassal
és terjedéssel jar6 megbetegedést okozott (Sturm-Ramirez et al., 2004; Chen et al.,
2005; Liu et al., 2005). (iv) Az emlésék fogekonysagat illetéen mar a jarvany kezdetén
hozott valtozast a virus, és ez volt az, ami miatt tulajdonképpen mar 1997-ben
felfigyeltek ra: a baromfirdl kdzvetlentl az emberre atterjedt sulyos fertézések. Tébb szaz
ember betegedett meg, és kézulik valamivel tdbb, mint a fele halt meg madarinfluenza
fertézés koévetkeztében (WHO, 2009). Az attdl valo kezdeti félelem, hogy a H5N1 virus
emberhez olyan sikeresen adaptalodna, hogy egy folyamatos fertézési lanc
kialakulasaval, az 1918-as spanyolnathahoz (H1N1) hasonlé pandémia jénne létre,
szerencsére mind a mai napig nem igazolédott be. Ujabb kutatasi eredmények a mostani
H5N1 és az 1918-as H1N1 virusok patogenitasat érinté kéz6s tulajdonsagot mutatnak:
az eml6ésdk tekintetében a virulencia fokozo6dasaval jar6, PB1-F2 génen tdrtént
pontmutacié (S66N) meglétét (Conenello et al., 2007). Ugyanakkor az 1918-as H1N1
szubtipusu virus magas patogenitasanak oka egyelére még nem tisztazott; pl. a HA
vagashelye monobazikus, ami a csirkében az alacsony patogenitasu térzsekre jellemzd
(de Jong et al., 2006). (v) Néhany esetben még influenzara egyébként nem fogékony
emlésfajok, mint példaul macskafélék (hazimacska, tigris és leopard) (Keawcharoen et
al., 2004; Klopfleisch et al., 2007) vagy kutya (Songserm et al., 2006) is megbetegedtek,
influenzaban elpusztult barimfihulla etetése miatt. A 2003-as, nagy veszteségeket okozo
hollandiai H7N7 jarvany esetében szintén nagy szamban fert6z8dtek az elfojtasban részt

vevd személyek (Fouchier et al., 2004; Koopmans et al., 2004).
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5.3.2.2. Az LP jarvanyok jelentésége

Felismerve a fokozottan patogén jarvanyok kialakulasanak médjat, ezaltal az avirulens
H5 és H7 szubtipusi virusok elterjedésének lehetséges komoly kdvetkezményeit,
nagyobb figyelem iranyult az ezen alcsoportokba tartozé LP fert6zésekre és
visszaszoritasukra. A fert6zés korai diagnosztizalasa és a fert6zd betegségek esetén
alkalmazott intézkedések nagyban segithetik a veszteségek csdkkentését és a HP
jarvany kialakulasanak kockazatat (Alexander, 2003; Capua and Alexander, 2004; Elbers
et al., 2004). Ezt kiegészitendd, egyes terlileteken — pl. Olaszorszagban, Pakisztanban
vagy Mexikoban — vakcinazassal prébaljak visszaszoritani a hazimadarak fertézottségét
(Capua et al., 2003, Villarreal-Chavez and Rivera-Cruz, 2003).

Természetesen az egyéb szubtipusba tartozé LP virusok okozta fertézéseket sem lehet
figyelmen kival hagyni (Alexander, 2007). Akar tunetmentesen, akar csak enyhe
tinetekben mutatkoznak, az allomanyban igen jelentés gazdasagi kart okozhatnak. A
veszteségek adddhatnak az érintett allomany cs6kkent névekedésébdl, a tojastermelés
visszaesésébdl, a masodlagos fert6zések kezelési kéltségeibdl vagy a betegség okozta
elhullasokbdl, tovabba az allomany kényszervagasabol, ledlésébdl, a telep
fertétlenitésébdl és a teljes Ujratelepitésébdl. A baromfidllomanyokban az LP virusok
fennmaradasat, keveredését és Uj reasszortaciok l|étrejéttét tdbb tartastechnologiai
tényezé/hiba is elbésegiti (Lomniczi, 2006). Ezek koézé tartozik: (i) a nagy
allomanysdriség, mivel az érintett slrlin telepitett terlleteken a fert6zés feltartoztatasa
egyszerlen nem tudja utolérni annak terjedését. Ennek tulajdonithaté, hogy Kinaban
vagy Eszak-Olaszorszagban a H6 és H9 szubtipusi térzsek is nagy problémat
okoztak/okoznak (Capua et al.,, 2003); (ii) Az él6éallat-piacok rendszere els6sorban
Eszak-Amerikaban és Azsiaban (Senne et al., 1992; Liu et al., 2003; Suarez et al.,
2003), ahol kllénb6zd baromfifajokat zsufolnak 6ssze az orszag tavoli részeibdl,
raadasul az allatok fertézéttségének egyedi vizsgalata természetesen kivitelezhetetlen.
Ujabban, a H5N1 jarvanybol levont kovetkeztetésekbdl okulva, mar kiilén éléallat
piacokat biztositanak a viziszarnyasoknak, illetve a csirkéknek és a flrjeknek, valamint
hetente egy-egy szlinnapot iktatnak be a kereskedés menetébe (Kung et al., 2003; Sims,
2007); (i) A vizi- és nem vizibaromfit nyilt térendszerekben egyutt nevelé vegyes tartasi
mod Azsidban, amely lehetdséget nyit tiinetmentes fert6zési lancok fenntartasara
hazikacsak utjan (Alexander, 2000; Hulse-Post et al., 2005).

Az LP virusok kézil a HIN2 szubtipusba tartozd térzsek kiemelkedé jelentéséggel
birnak, mivel az utébbi évtized soran széles kérben elterjedtek mind az eurazsiai, mind
az amerikai kontinensen (Alexander, 2000; Capua and Alexander, 2004). A szubtipus
kivalasztédasanak és sikeres el6retérésének oka még felderitetlen, mindenesetre a két

féldrész jarvanyai k6zott nincs rokonsagi kapcsolat, vagyis egymastol fiiggetlenil tett

21



szert a két HON2 szubtipus vonal a terjedéséhez szilkséges valamely el6nyds
tulajdonsagra. Ezen tulmenden, még Azsian beliil is nagy a szubtipus genetikai
valtozatossaga, és a folyamatosan zajlé — tébbek kézétt a HP HS5N1 virus egyes
génjeivel is képzett — reasszortacié réveén tébb, eltérd tulajdonsaggal rendelkezé varians
alakult ki egymas mellett (Guo et al., 2000; Choi et al., 2004b). Ismeretes, hogy az azsiai
H5N1 jel(i virus belsd génjei, reasszortacié révén, eredetileg egy HIN2 szubtipusu
virusbél szarmaztak (Guan et al. 1999). Néhany esetben, Kinaban, a HON2 is atjutott
madarrol kdzvetlenlil emberre (Lin et al., 2000, Butt et al., 2005; Xu et al., 2007).

A hazai LP jarvanyokat — és ezaltal a rendelkezéstiinkre allé régi virusok hatterét — Dr.
Tanyi Janos, elsésorban a Magyar Allatorvosok Lapjaban (Tanyi, 1970; 1972a, b, c, f;
1976b; 1983;) és disszertacidiban (Tanyi, 1973, 1997b) kdzbltek alapjan ismertetem. A
terllet nagylzemi baromfiadllomanyaiban tébb éven keresztiil folytatott szaréprobaszer
virusizolalast, vagy olyankor, amikor azokban influenzara gyanut add kérulmények
merlltek fel (Tanyi, 1976a). A megbetegedési esetek, amelyekbdl a virustérzsek
szarmaztak Magyarorszag keleti térségében (Tanyi, 1976a), hazikacsa-, gyéngytyuk- és
pulyka-allomanyokban jelentkeztek, leggyakrabban a késé nyari és az 8szi hdnapokban
(Tanyi, 1995). Az altala 1969 és 1987 kozott izolalt AlV-térzsek fontosabb adatai a 2.
tablazatban lathatok.

A vizsgalt telepek mindegyikén emlit tartasi, takarmanyozasi és higiénias problémakat,
ami nem elhanyagolhaté kérilmény, ismerve az avirulens Al faktorbetegség jellegét
(Varga és mts., 1999). Néhany esetben kacsahepatitisz és baromfikolera fert6zést is
diagnosztizalt. Az altala megfigyelt allomanyokban a fert6zés lefolyasa tébbnyire hasonld
volt: A 2-4 hetes korcsoportokban altalanos és légzbszervi tiinetek (sinusitis) és akar
10%-os elhulldsi arany jelentkezett. A kifejlett kacsakban is altalanos tlinetek és az
elhullasok aranyanak enyhe emelkedése volt megfigyelhetd, amelyet a
tojoallomanyoknal a tojastermelés és a kelési szazalék sokszor drasztikus csékkenése
kisért. Mindazonaltal a kisérletes allatfertézések soran tébbnyire nem tudtak kivaltani a
betegség tlineteit, ami d6nmagaban még nem mond ellent annak, hogy az AlV-térzsek
szerepet jatszhattak a megbetegedések kivaltasaban.

Az a&llomanyok kozétti terjedésért a kereskedelem kdzvetitette virusatvitelt tartottak
felelésnek (Tanyi, 1995), de virusforrasként felmerilt a hortobagyi vadmadar-populaciéd
is, kiilébndsen, hogy a tartasi rendszer nyiltnak volt tekintheté (Tanyi, 1976¢ ;1995).

A HA szubtipusat hemagglutinaciéo-gatlasi (HAG) prébaval hataroztdk meg. Az 1.
tablazatban az izolatumok allatfajonkénti és szubtipus-szerinti, dsszesitett eloszlasat

tintetettem fel.
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1. tablazat. Dr. Tanyi Janos éltal, 1969 és 1987 k6zbtt izolalt térzsek allatfajonként és

szubtipusonként dsszesitve.

allatfaj H3 | H4 H;X H5 | H6 | H7 | H10 | H11 | % | sszesen
hazikacsa 1 14 2 3 4 5 1 40
pézsmakacsa 2 2
vadkacsa
gyongytyuk 2 1
pulyka 2 21 3 10 36
dsszesen 1 14 4 5 6 23 8 1 30 92

A magyarorszagi vadmadar populacidk AlV-fertézéttségét abban az id6ben Romvary és
munkatarsai vizsgaltdk (Romvary és mts., 1976a; b). Ok 6sszesen 3 torzset izolaltak a
Tisza mellett, t6kés récékbdl (Anas platyrhynchos), amik a H6-os és a H11-es
szubtipusba tartoztak. A vadmadarak tartdzkodasi helyének kdzelében fekvé hazikacsa
és fogsagban nevelt tékés réce telepeken H6, H11 és H5 szubtipusu antitesteket
mutattak ki néhany allatbol. A Budapesti Allatkertben tartott, vagy berepiilt madarakban
pedig H3-, H5- és H10-szeropozitivitast talaltak.

5.3.3. A madarinfluenza virus okozta tiinetek

Egy allomany vagy populacié madarinfluenza virussal tortént fertézésének tinetmentes
vagy éppen tunetekkel jard jellegét és a kialakult tinetek sulyossagat szamos tényez6
befolyasolja (Swayne et al., 2003). Az &ltalanosak kézul ide tartoznak a kilénbdzd
stressz-faktorok, igy a nem megfelel§ tartasi és takarmanyozasi kérilmények és az
allomany egyéb kérokozokkal (pl. Escherichia coli, Pasteurella multocida, Riemerella
anatipestifer) vald terheltsége. Ezek az LP virusokkal torténd fert6zés Kklinikai
megjelenését szinte minden esetben sulyosbitjak.

A specifikusabb tényezdk kozul, amint az a fentiekbdl is kiderllt, a fert6zés
kimenetelénél az egyik dontd kérdés az érintett allat faja. A vadmadarak természetes
fertézése tiinetmentes. Megbetegedést eddig minddssze két esetben észleltek. Az elsét
egy H5N3-kombinaci6 okozta halaszmadarakban, 1961-ben Dél-Afrikdban (A/tern/South
Africa/1961), mivel azonban a térzs magas patogenitasu volt, nem lehetett kétséges a
kilsd, csirkeallomanybdl val6 eredet (Alexander, 2000). A masik, a panzootias azsiai HP
H5N1 virus okozta vadmadar-pusztulasok, melyek mdégoétt, amint ezt utdlag kidertilt,
gyakran ott allt az .,emberi tényezd” és természetesen a baromfijarvanyok. A
baromfifajok kdzt is kildnbséget kell tenniink a fogékonyabb, féként tyukfélék egyedei
(elsésorban a pulyka és a csirke, de a gybngytyuk, a facan és a fogoly is fokozottan

érzékeny), valamint a kevésbé fogékony vizibaromfi kozt. Az elébbiek korében
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gyakrabban fordul el6 megbetegedés, ezzel szemben a hazi vizibaromfi tébbnyire
tinetmentes hordozoként vészeli at, és adott esetben tartja is fenn endémias jelleggel az
akar fokozottan patogén virussal valé fertézést is (Hulse-Post et al., 2005).

A tiinetek megjelenésének kiildnbdzéségeire az allatok életmodja is hatassal lehet: mig
a vizibaromfi féként a bélcsatornara szoritkozé tlineteket mutat, addig a szarazféldi
madarakra inkabb a légz8&szervi megbetegedés a jellemz6 (persze a HP virusok mindkét
esetben generalizalt, teljes szervezetet érinté megbetegedést okoznak). A kildnbség
elsésorban a virus terjedésébdl fakad: vagy a bélsarral tirlil nagy mennyiségben, és a viz
kdzvetitésével fertéz (pl. a 0°C hémérsékletl vizben a virus akar tébb, mint 30 napig
fertéz6képes lehet (Stallknecht et al., 1990)), vagy a leveg8be jutva, cseppfertézés révén
a légutakat tamadja. LP AlV-fertézés hatasara tojdéallomanyokban a reprodukcios
zavarok mellett, a megbetegedések és elhullasok szama is magasabb, kilénésen a
termelési periodus csucsan, illetve a nagyobb termelési szintli csoportokban (Tanyi,
1972a, b; 1983).

A fentiek mellett a tlineteket befolyasold masik Iényeges tényez6 a virus patogenitasa. A
HP virusok okozta fert6zés fogékony allomanyban minden esetben manifesztalodik, és
akar 100%-os morbiditassal és mortalitassal jar (a fertézés olyan sulyos is lehet, hogy az

elhulldsok hirtelen, tiinetek nélkul, un. perakut formaban jelentkeznek).

5.4. VEDEKEZES

5.4.1. Jogszabalyi valtozasok

A HPAI-jarvanyok megfékezéséhez szilkséges Eurdpai Unibés eljarasi rendet, és az
ehhez kapcsol6d6 fogalom-meghatarozasokat, valamint jarvanyvédelmi szabalyokat és
intézkedéseket az utdbbi néhany évben atalakitottak (Pittman, 2007). Ezt a kérdést azért
érintem itt, mert j6 példaja annak, hogy a tudomanyos kutatas eredményei hogyan
valtoztattdk meg a védekezés koncepcidjat. A moddositas a potencialisan magas
patogenitasuva valé H5 és H7 szubtipusu, LP jarvanyok megfékezését célozza meg, az
ezekre vonatkozé bejelentési kotelezettség és a szigorubb jarvanyvédelmi intézkedések
bevezetésével. Ennek fontos eleme az évenkénti szeroldgiai és viroldgiai monitoring (EU
Tanacsa, 2005) a tinetmenetes H5 vagy H7 fertézés felfedésére. A valtoztatas
szellemét az is jelzi, hogy az ujabb, 2005-ben készilt 2005/94/EK jeldlési tanacsi
iranyelv (EU Tanacsa, 2006) az allatok kiméletét is figyelembe veszi a jarvanyvédelmi

intézkedések el6irasa soran.
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5.4.2. Vakcinas védekezés

Az Al-jarvany elleni védekezés része lehet a vakcina alkalmazésa, amely azonban
szigoru Eurdpai Uniés szabalyozas alatt all. Ennek fontos kitétele az olyan oltbanyag
hasznalata, amely lehetévé teszi a vakcinazott és a fertézétt allomanyok elklilbnitését
(EU Tanacsa, 2005). Az Uj rendelkezések a vakcinazas lehet8ségét kibdvitik annak
érdekében, hogy minél kevesebb allat kerlljon ledlésre. Az egyik lényeges valtozas,
hogy — a korabbi elbirastdl eltéréen — preventiv vakcinazas is megengedett azokon a
terlleteken, ahol a haziallatok fert6zési veszélye folyamatosan fennall. Tovabbi eltérés,
hogy endémias tertleteken rutinszeril vakcinazas alkalmazhaté a H5 és a H7 szubtipusu
LP virus ellen is, a fert6zés terjedésének visszaszoritasa céljabol. Ezeken kiviil, a régi
szabalyozas szerint is megengedett révidtavu, un. slirgésségi vakcinazas végezhetd a
mar kialakult jarvany megfékezésére.

Az allomanyok vakcindzasa azonban kizardlag a szigoru jarvanyvédelmi szabalyok
betartasa mellett lehet hatékony eszkdz a fert6zés tovabbterjedése ellen. Ennek az az
oka, hogy a vakcina a tlinetek kialakulasat, és az allatok elhullasat megakadalyozhatja
ugyan, am a virus szaporodasat, Uriilését és terjedését csupan cstkkenteni tudja. A
jarvanylgyi intézkedések nélkil végzett oltasi program vezethetett Mexikéban és
Pakisztanban a H5, illetve H7 LPAlI torzsek endémiassa valasahoz a
baromfiallomanyokban, amely fert6zéttség Damoklész kardjaként lebeg felettik az
id6rél-idére valéban realizalodé HPAI-jarvany kialakulasanak veszélyével (Swayne et al.
1999; Villarreal-Chavez and Rivera-Cruz, 2003; Capua and Maragon, 2007).

Az oltdbanyagok fejlesztésénél figyelembeveendd szempont, hogy é/6 virust tartalmazé
vakcina, a reasszortacio veszélye miatt, nem alkalmazhaté. A hagyomanyos oltbanyagok
vagy inaktivalt térzseket tartalmaznak vagy rekombinans-alegység vakcinak (OIE, 2009),

és HA szubtipus-specifikusak (Swayne et al., 2003).
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6. ANYAG ES MODSZER
6.1. A VIZSGALATOK ALAPJAUL SZOLGALO VIRUSTORZSEK

6.1.1. A réqgi, hazai influenzatérzsek eredete

A régi, hazai madarinfluenza jarvanyok felderitéséhez szikséges virustorzsek a
Debreceni Allategészségiigyi Intézet (ma: az MGSzH-ADI debreceni laboratériuma)
térzsgylijteményében maradtak fenn. A kb. 90 kllénb6z8, tdbb esetben azonos
jarvanybol szarmazo6 izolatumot (2. tablazat) Dr. Tanyi Janos gydjtotte kelet-
magyarorszagi pulyka, kacsa és gyongytyuk telepeken, az 1969-t61 1987-ig terjedd

idészakban észlelt megbetegedésekbdl.

2. tablazat. A debreceni intézetben liofilizalt formaban fennmaradt, 1969 és 1987 kdzotti
id6szakban izolalt AIV-k listaja és a kitérések némelyikéhez kapcsolddd korabeli irodalmi
hivatkozas. A genetikai vizsgalatra kivalasztott térzseket félkbvéren szedtiik. *: a régi nevezéktan

szerinti jelélés, a mai nomenklaturaval: a Hav3=H11 szubtipusnak felel meg.

MAL
Virustorzs Szubtipus Jeldlés Gazdafaj Datum hivat-
kozas
1061-V/B2/80 1980.12.18.
H10 941-V/TLcs/87 pulyka 1987.05.12.
H10 1058-V/87 pulyka 1987.06.23.
(1675-V/86)
H10 1191-V/87 pulyka 1987.06.23.
(1675-V/86)
1561-VIT/87 pulyka 1987.09.21.
Alturkey/Hung/22/85 1632-V/TL/111/85 pulyka 1985.10.10.
H6N2 kacsa Tanyi,
A/duck/Hung/1/235/70 1T217r12y?
1972c
A/duck/Hung/2/265/70 H4H11 kacsa
A/duck/Debrecen/70/265/70 H4H11 kacsa
A/duck/Hung/3/70 H4 kacsa
A/duck/Hung/11/75 H5 770-VI75 kacsa
A/duck/Hung/1/82 917-VIT kacsa
A/duck/Hung/2/82 H4 918-VIT kacsa
A/duck/Hung/3/82 918-V/S1 kacsa
A/duck/Hung/4/82 918-V/S2 kacsa
A/duck/Hung/5/82 918-V/S3 kacsa
A/duck/Hung/6/82 918-V/S4 kacsa
A/duck/Hung/2/84 H6 1164-V/84 kacsa
A/duck/Hung/1/84 1134-V/T/84 kacsa
A/duck/Hung/1/87 H10 660-V/25/87
H10 660-V/40/A/87
H10 660-
V/40/TLcsNycs/87
397-VI74 1975.02.28.
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Almuscovy duck/Hung/75 | > ;Zi;‘ﬁli’acsa p-kacsa Ty,
Al/duck/Hung/2/77 H5 720-VIT7 kacsa
A/duck/Hung/2/70 Hav3-4* kacsa .
Alduck/Hung/3/70 Ha kacsa Tant
A/duck/Hung/4/70 H4 kacsa
A/duck/Hung/1/75 H10? 398-V/75/kiskacsa kacsa
Alwild duck/Hung/75/2 ! ?/:/)’%/nc")v.vadkacsa vadkacsa T1agr;y5|
Alduck/Hung/1/75 H10 3?8-VIII75/ kacsa
kiskacsa
A/duck/Hung/2/75 H6 398-V/75/kiskacsa kacsa
Al/duck/Hung/3/75 H5 553-V/75/kiskacsa kacsa
Alduck/Hung/4/75 H4 5?3-VI100/75/ kacsa
kiskacsa
A/duck/Hung/5/75 H4 570-VITI75 kacsa
A/duck/Hung/5/75 H4 570-VITI75 kacsa
A/duck/Hung/6/75 H4 591-V/75/kiskacsa kacsa
A/duck/Hung/7/75 H4 614-V/75 kacsa
A/duck/Hung/9/2/75 H47? 715-V/2/75/kiskacsa kacsa
Alduck/Hung/8/3/75 H4? 7:1 5-V/3/75/ kacsa
kiskacsa
A/duck/Hung/8/4/75 H47? 715-V/4/75/kiskacsa kacsa
A/duck/Hung/10/75 H47? 746-VI75 kacsa
A/duck/Hung/1/74 kacsa
A/duck/Hung/2/74 kacsa
A/duck/Hung/1/77 H6 720-VIT7 kacsa
Almuscovy duck/Hung/1/76 | H® pézsmakacsa ngg
938-V/81 H77? kacsa
A/duck/Hung/Debrecen/265/7 kacsa 1970.11.03. | Tanyi
0 1972f
Al/wild duck/Hung/633-V/T/75 vadkacsa 1975.08.12.
A/wild duck/Hung/633-V/S/75 vadkacsa Tanyi,
A/muscovy duck/Hungary/1/76 | H6 650-V pézsmakacsa | 1976.09.24. | 1995
A/muscovy duck/Hung/1/75 H5 733-V pézsmakacsa
1868-V/88 kacsa 1988.09.20.
Alturkey/Hung/1/85 H7 1267-V/T/11/85 pulyka
Alturkey/Hung/2/85 H7 1267-V/Pf/11/85 pulyka
Alturkey/Hung/3/85 H7 1267-V/T/9/85 pulyka
Alturkey/Hung/4/85 H7 1267-V/Pf/9/85 pulyka
Alturkey/Hung/5/85 H7 1298-V/T/9/85 pulyka
Alturkey/Hung/6/85 H7 1298-V/Pf/9/85 pulyka
Alturkey/hung/7/85 H7 1298-V/T/11/85 pulyka
Alturkey/Hung/8/85 H7 1318-V/T/13/85 pulyka
Alturkey/Hung/9/85 H7 1318-V/Pf/13/85 pulyka
Alturkey/HUng/10/85 H7 1318-V/T/15/85 pulyka
Alturkey/Hung/11/85 H7 1318.V/Pf/15/85 pulyka
Alturkey/Hung/12/85 H7 1318-V/T/10/85 pulyka
Alturkey/Hung/13/85 H7 1326-V/T/10/85 pulyka
Alturkey/Hung/14/85 H7 1326-V/Pf/10/85 pulyka
Alturkey/Hung/15/85 H7 1326-V/T/12/85 pulyka
Alturkey/Hung/16/85 H7 1326-V/Pf/12/85 pulyka
Alturkey/Hung/17/85 H7 1353-V/H/10/85 pulyka
Alturkey/Hung/18/85 H7 1353-V/T/10/85 pulyka
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Alturkey/Hung/19/85 H7 1387-V/tenyész pulyka
Alturkey/Hung/20/85 H7 1387-V/n6vendék pulyka
Alturkey/Hung/21/85 H7 1455-V/TLcs pulyka
1675-V/TLcs/86 pulyka
H6 1061-V/2/80 pulyka
H6 1061-V/8/80 pulyka
H6 1061-V/11/80 pulyka Tanyi,
H6 1061-V/B2/80 pulyka 1983
H6 1118-V/4/80 pulyka
H6 1118-V/5/80 pulyka
Alguinea fowl/Hung/1/69 Hav3-4* gyéngytyuk
A/guinea-fowl/Hung- 30/1/70 gyongytyuk Tanyi,
Debrecen/69 1972b
A/guinea fowl/1/72 Hav 3-4* gyongytyuk Tanyi,
A/guinea fowl/Debrecen/ gyongytyuk 1972d
130/70
Alguinea fowl/ H11? gyéngytyuk
Hung/2/75
Alguinea fowl/Hung/3/75 H7? gyéngytyuk
A/guinea fowl/Hung/1/84 H7 gyongytyuk
A/guinea fowl/Hung/2/76 367-V/76 gyongytyuk
A/guinea fowl/Hung/1/76 356-V/76 gyongytyuk
1911-V/84 gyongytyuk
1916-V/84 gyongytyuk

A fenti tablazatban szerepld térzsek kéziil 15 olyan virustérzset valasztottunk ki genetikai
vizsgalatainkhoz, amelyek az izoladtumokat beazonosité adatok és az irodalmi ismeretek
(Tanyi, 1970; 1972a, b, c, f; 1973; 1976b, 1983;1997b) alapjan nagy valdszinliséggel
kilén eseteket, vagy éppen ellenkezbéleg — a H4 szubtipusnal — egy jarvanymenetet
reprezentalhattak (3. tablazat). A genetikai vizsgalatot a kivalasztott térzsek kulsd
fehérjéit kddold, a szubtipusba sorolas alapjat add géneken (HA és NA), valamint a
belsé fehérjéit kddold gének kdzil az NS szegmensek egy-egy szakaszan kivantuk

elvégezni.

3. tablazat. A genetikai vizsgalatra kivalasztott régi térzsek

Izolatum Szubtipus

A/duck/Hung/3/70 H4

A/duck/Hung/Debr/265/70 | H4

A/duck/Hung/1/235/70 HG6N2

Alguinea fowl/Hung/1/72 H4

Alguinea fowl/Hung/2/75 H117?

A/duck/Hung/3/75 H4
A/duck/Hung/4/75 H4
A/duck/Hung/8/3/75 H4
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A/duck/Hung/1/75 H10
A/duck/Hung/11/75 H5
A/muscovy duck/Hung/1/75 | H5
A/duck/Hung/2/77 H5
A/duck/Hungary/2/82 H4
A/duck/Hung/660/87 H10
Alturkey/Hung/1561/87 ?

6.1.2. A hazai HP H5N1 jarvany vizsgalatra kivalasztott tagjai

A 2006 és 2007 kozotti idészak jarvanykitérései soran a beérkezett mintak teljeskérd
diagnosztikai vizsgalatat elvégezték Intézetiinkben. Ezt kdvetéen a 64 vadmadarbdl és
31 baromfidllomanybdél szarmazé valamennyi HPAI H5N1 izolatumot részleges
molekularis elemzésnek vetették ala (Palmai és mts., 2007). Ennek soran a HA és NA
gén szubtipusa, valamint a HA gén vagashelye kérnyéki szekvencia reverz
transzkripcios (RT) -PCR-rel keriilt beazonositasra. A HA génhez az Eur6pai Unié (EU)
Kobzbsségi Referencia Laboratériuma (Avian Virology Laboratory; VLA, Weybridge)
leirdsa alapjan (CRL, 2007) a J3/B2a jel6léssel ellatott primereket hasznaltak, mig az NA
génhez hasznalt — N1-1/N1-2 jeldlési — primerek szekvenciajat a WHO 2005-6s
javaslata (WHO, 2005) tartalmazza.

Jelen munkank keretében a vadmadarakbdl széarmazo6 izolatumok kézul — féldrajzi
elé6fordulasuk alapjan — kivalasztott 13 virustérzs (4. tablazat) részletes genetikai
vizsgalatat végeztik el. Ezek kozil, az elézetes, részleges vizsgalatok alapjan kilén
genetikai csoportba tartozo egy-egy reprezentativ térzsnek (A/mute
swan/Hungary/3472/2006 és A/mute swan/Hungary/4571/2006) mind a nyolc génjén,
mig a fennmaradé tizenegy térzs HA génjén végeztiink genetikai elemzést.

A hazimadarakbdél szarmazé mintakbdl (4. tablazat) az A/goose/Hungary/14756/2006
izolatumnak, és a rakbévetkezd évi jarvanykitérésbdl az A/goose/Hungary/2823/2007
izolatumnak hataroztuk meg a teljesgenom szekvenciajat.

A 2007. évi megbetegedésekbdl szarmazé A/goose/Hungary/2823/2007 és az
A/goose/Hungary/3413/2007 izoldtum valamennyi génjének az EU Referencia
Laboratériuma altal meghatarozott részleges szekvenciaja az EF446768-446775, illetve

az EF446776-446783 génbanki azonositdé szam alatt talalhaté meg.
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4. tablazat. A genetikai vizsgélatra kivalasztott magyarorszagi HoN1 Al izolatumok. A
teliesgenom-analizist a vastag betlikkel szedett térzseken végeztiik el. A csillaggal jelblt térzsek
genomjanak részleges szekvencidja EF446768-446775, illetve az EF446776-446783 génbanki

azonositdé szam alatt talalhato.

Izolatum lzolalas helye Izolalas ideje sl‘;ggta"l‘:t'
IA/mute swan/Hungary/3472/2006 Nagybaracska 2006.02.06. teljes genom
I/A/mute swan/Hungary/4571/2006 Dunakeszi 2006.02.16. teljes genom
IA/mute swan/Hungary/4912/2006 Cséatalja 2006.02.18. hemagglutinin
IA/mute swan/Hungary/4999/2006 Batmonostror 2006.02.20. hemagglutinin
IA/mute swan/Hungary/5203/2006 Dunaszentbenedek 2006.02.21. hemagglutinin
IA/coot/Hungary/5217/2006 Davod 2006.02.21. hemagglutinin
IA/black-headed gull/Hungary/5237/2006 | Szazhalombatta 2006.02.21 hemagglutinin
IA/mallard/Hungary/5239/2006 Szentendre 2006.02.21. hemagglutinin
IA/mute swan/Hungary/6170/2006 Hercegszanté 2006.03.03. hemagglutinin
IA/mute/swan/Hungary/6945/2006 Szazhalombatta 2006.03.07. hemagglutinin
IA/mute swan/Hungary/7054/2006 Mohéacs 2006.03.07. hemagglutinin
IA/mute swan/Hungary/7055/2006 Dunaféldvar 2006.03.07. hemagglutinin
IA/mute swan/Hungary/7060/2006 Szalatnak 2006.03.07. hemagglutinin
IA/goose/Hungary/14756/2006 Bodoglar 2006.06.03. teljes genom
IA/goose/Hungary/2823/2007* Szentes-Lapisto 2007.01.21. teljes genom
IA/goose/Hungary/3413/2007* Derekegyhaz-Ordéngés | 2007.01.25 teljes genom

6.1.3. A HP H5N1 jarvany id6szakaban izolalt egyéb szubtipusba tartozé virusok

A vizsgalat alapjaul szolgal6 virusok egy lelétt tdkésréce kloakatampon mintajabol
(A/mallard/Hungary/19616/2007 (H3N8)), valamint egy elhullott bitykds hattyd tetemébdl
(A/mute swan/Hungary/5973/2007 (H7N7)) keriltek izolalasra Intézetiinkben. A két

izolatum teljesgenom-elemzését tlztik ki célul.

6.2. A KIVALASZTOTT VIRUSTORZSEK ELSZAPORITASA

A liofilizalt régi virustdérzseket az OIE altal kiadott Diagnosztikai Kézikényvben (OIE,
2004) meghatarozottak alapjan szaporitottuk. Eszerint a mintak penicillin (10 000 U/ml)
és streptomycin (1 mg/ml) antibiotikumot (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) tartalmazé
foszfat-pufferes séoldatban (PBS, pH 7,0-7,4) készitett oldatanak 0,1 ml-ét, mintanként 5
darab, 9-11 napos embrionalt, SPF tyluktojas allantoisziiregébe oltottuk. Az Uj térzsek
izolalasara minden egyes allat szerveibél két mintat készitettiink: (1.) a légcs6, tudé és
agy; illetve (2.) a maj és belek elddrzsélésével. Az elddrzsélt mintakat centrifugalassal
(6000 x g, 10 perc) Ulepitettlk, és az igy kapott felliliuszd 0,1 mi-ét oltottuk a tojasokba. A
fert6zott tojasokat 5 napon at inkubaltuk, mikézben az embridk esetleges elhullasat

naponta lampazassal ellendriztik. Az inkubacids id6t tulélt embridt tartalmazé tojasokat
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4 °C hémérsékletre h(itottiik. A virus elszaporodasat — az embriok elhullasat vagy az
inkubacidés id6 leteltét kévetben — hemagglutinaciés probaval (HA) ellenériztik (OIE,
2004), majd sziikség esetén tovabbi (egy vagy két) passzazst végeztink a virustiter
megnodvelése érdekében. Az dsszegylijtott allantoisz folyadékot a felhasznalasig -70 °C
hédmeérsékleten taroltuk. A régi izolatumok esetében a tdrzsgydjtemény fenntartasara a

vizsgalt térzsek szuszpenzibjabdl friss liofilizatumokat készitettiink.

6.3. A GENETIKAI VIZSGALAT MENETE ES KORULMENYEI

6.3.1. RNS kivonas

A virus RNS-t a régi torzsek esetében 140 ul fertézétt allantoisz folyadékbaol kiindulva,
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) felhasznalasaval, a protokollban
megadottak szerint tisztitottuk ki. Az Uj térzsekhez 200 pl allantoisz folyadékbdl a virus
RNS-t High Pure Viral RNA Extraction Kit (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) segitségével nyertiik ki, szintén a cég altal megadott protokoll szerint. A kapott

RNS szuszpenzidkat a felhasznalasig -70 °C hémérsékleten taroltuk.

6.3.2. RNS é&tiras és PCR

A tisztitott virus RNS komplementer DNS-sé (cDNS) val6é reverz transzkripciés (RT)
atirdsat és a cDNS PCR-rel t6rténé megsokszorozasat ugyanabban a reakciékdzegben
végeztik. A reakcidhoz OneStep RT-PCR Kit-et (Qiagen, Hilden, Germany) hasznaltunk

a gyart6 utasitasa alapjan.

6.3.2.1. A régi térzsek vizsgalt génjeinek reakcidkérilményei

A HA gének, szekvenalashoz megfeleld mennyiségli DNS-ének kinyerésére, kettbs
PCR-t (nested PCR) alkalmaztunk. EI6bb a teljes génszakaszokat irtuk at és
sokszoroztuk meg a kapott cDNS-t. A reakciét OneStep RT-PCR Kit segitségével a
gyarté utasitasa alapjan végeztik, 2 uyl RNS-szuszpenzié mintabdl kiindulva, 50 ul
végtérfogatban, az RNS védelmének nagyobb biztonsaga érdekében a reakcidkeveréket
1 ul RiboLock™ RNase Inhibitorral kiegészitve (Fermentas, Vilnius, Lihuania). A teljes
gén atirasahoz és amplifikaciéjahoz az irodalomban leirt (Bragstad et al., 2005)
primereket hasznaltunk, primerenként 0,6 uM végs6é koncentracidban. A primerek HA
gén specifikusak és valamennyi szubtipushoz képesek kapcsolodni, a kilénb6z8
szubtipusba tartoz6 HA gének végén talalhatd, nem koédold, konzervativ régidinak
hasonldésaga okan (Hoffmann et al., 2001; Bragstad et al., 2005). A teljes reakciét — némi
moddositassal — a cikkben (Bragstad et al., 2005) leirt kériiményeknek megfeleléen

végeztik, vagyis: RNS atiras (reverz transzkripcio, RT) 50 °C, 30 perc; denaturacié 95
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°C, 15 perc; majd PCR 40 ciklus (94 °C, 30 mp, 53 °C, 30 mp; 72 °C, 2 perc); 72 °C, 10
perc, végul 4 °C hémérsékleten tartva.

A kapott terméken — a késébbiekben ismertetett, agar6zgélbdl tértént kitisztitasi eljaras
utan — egy masodik PCR-t futattunk le. A teljes gén egy bels6, révidebb szakaszat
atfogo, szubtipus- specifikus primereket (5. tablazat) a CLC Gene Workbench 2.2.3.
(CLC bio A/S, Arthus, Denmark) program segitségével terveztik. A H7 szubtipushoz az
irodalomban leirt primerpart hasznaltuk (CRL, 2007).

5. tablazat. A HA gén belsé, révidebb szakaszait atfogd, sajat tervezésti primerek szekvenciai

HA4F174 5-ARGAACTGGTRGAATCAC-3’
HA4R1103 5-GAATCCATACCAWCCATC-3’
HA5F642 5-AGCTCTATCAAAACCCAAC-3
HA5R1320 5-GTCCAAACATCTAGRAAYC-3’
HAG6F421 5-AAAGTACATGGGCAGGAG-3
HAG6R1090 5-CCATCTATCATTCCAGTCC-3
HA10F368 5-CAGAAAATMATGGAAAGTG-3’
HA10R1397 5-GTTGCTTCCTCACTCTCTC-3

A reakciokeverék dsszetétele:

2,5 ul MgCl, (Fermentas (25mM))

2,5l 10x Taq puffer, KCl tartalmu (Fermentas)
(100 mM Tris-HCI; pH 8,8 25 °C hédmérsékleten, 500 mM KCI, és 0,8% (v/v) Nonidet
P40)

4x0,5ul dATP, dGTP, dCTP, dTTP (10mM) (Fermentas)

2,5l BSA (Sigma-Aldrich (1mg/ml))

2x0,5pl primerek (25uM)

0,1 ul Taq DNA polimerase (5U/pl) (Fermentas)

1,5 ul cDNS minta

12,9 ul H,O (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), a reakcidkeverék végtérfogata 25 pl.

A HA gének masodik, ,bels6” PCR folyamata a kévetkezdk szerint zajlott: 94 °C, 3 perc;
35 ciklus (94 °C 30 mp; 53 °C, 30 mp; 72 °C, 1 perc) 72 °C, 10 perc; majd tartva 4 °C

hémérsékleten.
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Az NA (Bragstad et al., 2005) és az NS (Hoffmann et al., 2001) géneken a hivatkozott
irodalmakban leirt primerek segitségével a HA gén elsd, teljes genomot atfogd 1épésénél
leirt kordlmények szerint végeztik el az RT-PCR-t, szinttn OneStep RT-PCR Kit

(Qiagen) felhasznalasaval.

6.3.2.2. Az Uj tdrzsek vizsgalt génjeinek reakciokorilményei

A polimeraz géneket Li és munkatarsai (2007), mig a tobbi gén teljes kddol6 szakaszat
Hoffmann és mts. (2001), illetve Kiss és mts. (2008) altal leirt primerek felhasznalasaval
atirtuk, és amplifikaltuk. A reakciokeveréket a készlet protokollja szerint allitottuk dssze,
és az RT-PCR folyamatot a kévetkezdk szerint végeztiik: 50 ‘C, 30 perc; 94 °C, 15 perc;
35 ciklus (94 °C, 30 mp, 50 °C, 30 mp; 72 °C, 2 perc); 72 °C, 7 perc; 4°C hémérsékleten

tartva.

6.3.3. Agaroz gélelektroforézis, DNS kivonas

A kapott PCR termékeket nagysaguktdl figgéen 1 vagy 2% sliriségli agar6z gélben
(UltraPure™ Agarose, Invitrogen), 1XTAE pufferben (trisz-acetat-EDTA puffer; Sigma-
Aldrich) futtattuk 100 V feszliltségen, 45 percen keresztil.

A futtatas segitségével az egyéb DNS ,szennyezddésektdl” elvalasztott PCR termékeket
a gélbdl kivagtuk, majd a kivagott géldarabbdl a DNS-t Gel Out Kit (A&A Biotechnology,
Gdynia, Poland), illetve QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) felhasznalasaval, a

protokoll szerint kivontuk.

6.3.4. Szekvenalasi folyamat

A régi torzsek DNS-mintait a PCR soran hasznalt primerek felhasznalasaval, a
Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai Kézpont (G6dolld) szekvenalta.

Az Uj térzsek mintainal a szekvenalasi reakciét a PCR soran alkalmazott primerekkel,
ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) felhasznalasaval végeztik; a mintak futtatasa G6dollén, ABI PRISM 3130

szekvenal6 automatan tortént.

6.3.5. Genetikai és filogenetikai vizsgalat

A kapott szekvenciakat BioEdit 7.0.7. (Hall et al., 1999) és a DNASTAR 7.1 (Lasergene,
WI, USA) programokkal szerkesztettik, és épitettiik 6ssze. A szegmensek azonositasat

a nemzetkdzi adatbazisban (GenBank, Bethesda, USA, htip://www.ncbi.nih.gov)

fellelnetd szekvenciakhoz illesztve, BLAST program segitségével végeztik. A

tavolsagalapu neighbor-joining (NJ) modszer (Kimura-2 paraméteres modell
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alkalmazasaval) és a karakteralapu maximum parsimony (MP) mddszer segitségével
felallitott térzsfak készitéseéhez MEGA 4.1 programot hasznaltunk (Tamura et al., 2007).
A régi magyar térzsek filogenetikai vizsgalatdhoz a GenBanki BLAST program altal
kiadott (NS gén), illetve a korabeli, szubtipus szerint egyezé6 (HA és NA gén)
influenzavirus szekvenciakat hasznaltuk fel. A hazai H5N1 tdrzsek filogenetikai
vizsgalatat a (National Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda,

Maryland, USA;) honlapjan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/) megtalalhato

azsiai, kbzel-keleti, afrikai és eurdpai térzsek szekvenciajaval 6sszevetve végeztik (Bao
et al., 2006). A H3N8 és H7N7 izolatumok vizsgalatahoz a gének szekvenciait — a
virusok genotipusanak és a lehet6 legkdzelebbi rokon térzseik meghatarozasanak,
illetve a lehetséges reasszortaciok kimutatasanak érdekében — betaplaltuk az A tipusu

influenza izolatumokat genotipusonként rendszerezd adatbazisba (Influenza A Virus

Genotype Tool; www.flugenome.com).
A lehetséges glikozilaciés helyeket a NetNGlyc 1.0 program segitségével hataroztuk
meg (Gupta et al., 2004).
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7. EREDMENYEK

A régi és az Ujabb hazai térzsekkel kapott eredményeket, a jobb érthetéség, és az

ismétlések elkerilése érdekében elkuldnitve targyalom.

7.1. REGI HAZAI AIV-TORZSEK

Ezt az anyagrészt a MAL-ban (Szeleczky és mts., 2008) megjelent kézleményiink

alapjan, azt némileg atszerkesztve ismertetem.

A szekvenalast kévetden a hazai izolatumok és a génbankban talalhaté korabeli térzsek
szekvencidinak felhasznalasaval torzsfakat készitettink a virustdrzsek rokonsaganak

megallapitasara.

7.1.1. A régi hazai térzsek szubtipus-kombinacioi

A HA és az NA gének szekvenalasa tulajdonképpen kettés célt szolgalt. (i) Az NA
szubtipusok megismerését, ugyanis egyetlen kivétellel, ezek nem voltak meghatarozva.
(i) A HA gén szekvencia-analizisével pedig egyrészt a szerolégiai médszerrel (HAG-
prébaval) megallapitott alcsoportba tartozast kivantuk megerésiteni, masrészt
szubtipuson beliili finomabb eltérések alapjan féldrajzi elkiléniléseket megismerni és
epidemiolégiai vizsgalatokat végezni.

A genetikai vizsgalat sokkal érzékenyebb, mint a szeroldgiai préba, ezért aligha
meglepd, hogy a hazai térzsek HA-jei most a nukleotid (nt) szekvencia alapjan is a
korabban szeroldgiai alapon megallapitott megfeleld HA szubtipusba kerilltek (2. és 3.
abra). Miutdn megallapitottam az NA-k hovatartozasat, most mar lehetévé valt az
alcsoportok kombinacidinak megallapitasa is. Ezek 06sszesitett eredményét a 6.
tablazatban tlntettem fel. Az egyes szubtipus-kombinaciok el6fordulasanak
epidemiolégiai jelentéségérél és az egyes alcsoportokban felfedett reasszortansok

gyakorisagabdl levonhatd kdvetkeztetésekrél a Megvitatasban adunk szamot.

6. tablazat. A genetikai médszer segitségével meghatarozott HA/NA szubtipus-kombinaciok, és

csoportba sorolas az NS gének alapjan

lzolatum Szubtipus Szub_ti'pus NS gén
(Tanyi) (sajat) csoportok
A/duck/Hung/3/70 H4 H4Nx B
A/duck/Hung/Debr/265/70 | H4 H4Nx A
A/duck/Hung/1/235/70 HB6N2 HBN2 A
Alguinea fowl/Hung/1/72 H4 H4NG6 A
A/guinea fowl/Hung/2/75 H7 H7N1 A
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A/duck/Hung/3/75 H4 H4N8 A
A/duck/Hung/4/75 H4 H4N8 A
A/duck/Hung/8/3/75 H4 H4N8 A
A/duck/Hung/1/75 H10 H10N4 A
A/duck/Hung/11/75 H5 H5N9 A
A/muscovy duck/Hung/1/75 | H5 H5N3 A
A/duck/Hung/2/77 H5 H5N2 B
A/duck/Hungary/2/82 H4 H4N6 A
A/duck/Hung/660/87 H10 H10N7 B
Alturkey/Hung/1561/87 ? HIN2 A

7.1.2. A H5 és a H7 csoportbeli térzsek virulenciaja

Miel6tt tovabbmennénk ezen az epidemioldgiai/ékoldgiai vonalon, elébb réviden kitériink
a virustdérzsek virulenciajaval kapcsolatos eredményekre, mert mint kordbban mar volt
rola sz0, a virulencia foka allatfertézés nélkdl is meghatarozhaté a HA un. proteolitikus
enzimre érzékeny vagashelye el6tt talalhatd aminosav-mintdzat alapjan. Jéllehet az
eredeti vizsgalatok idején elvégzett kisérleti allatfertézéskor nem volt jele magas
virulencianak, a H5 és a H7 szubtipusu térzsek csoportjaban meégis indokolt volt a
patogenitas ellenérzése a nt-szekvenciakkal is. Egyrészt, mert LP—HP atalakulast eddig
csak ezekben figyeltek meg, masrészt, mert a tapasztalatok szerint, egy jarvany kitérését
megel6zdéen keletkeznek olyan, un. atmeneti (prekurzor) térzsek is, amiknek
allatkisérletben még nem patogének, szekvenciajuk viszont mar a magas patogenitasu
térzsekére jellemzé (Webster et al., 1992, Lomniczi, 2004).

A gének nt-sorrendjébél a BioEdit 7.0.7. program segitségével aminosav-szekvenciat
generaltam, és azonositottam a HA polipeptiden a vagashelyet. A differencialas alapja
az, hogy az LP térzsek ezen szekvencia-motivuman kevesebb, a HP térzsekén viszont
tébb ligos aminosav talalhato.

Azt talaltam, hogy a régi hazai H5-tdrzsek vagashely (*) kériili szekvencidja jellegzetesen
avirulens, ,LP-motivum”, PQRETR'GLF volt, csakugy, mint barmely, mashol izolalt
alacsony patogenitasu térzsé a csoportban. Egyébként, a motivumok eleje (P, prolin) és
vége (R, arginin) minden egyes altipusnal (H1 — H16) azonos; csak a k&zrefogott
aminosavakban mutatkoznak eltérések, ugy a szubtipusok k&zott, mint az avirulens és
virulens torzsek koézott. A H7-térzs vagashelye koérlli  aminosav-szekvencia,
PEIPKER'GLF volt, ami szintén egy egyszerli, LP motivumnak felel meg. Tehat a
virulencia szempontjabol érdekes egyik alcsoport térzsein sem talaltunk olyan genetikai

valtozast, amely a magasabb virulencia iranyaba vald elmozdulasra utalna.
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7.1.3. Szubtipuson beliili magasabb elkiiléniilések: féldrajzi vonalak

Hogy a genetikai vizsgalat mennyivel érzékenyebb és informativabb, mint a szerolégiai,
j6l illusztralja az a tény, hogy az azonos szubtipusu HA-kat feltiinteté fakon megjelenik
egy olyan fontos és nem is vart informacié, amely a szeroldgiai vizsgalatnal
elképzelhetetlen. Ez pedig nem mas, mint a térzsek terlleti eloszlasa. A legtébb génfan
kilén csoportba (4gra vagy genetikai vonalba) — eurazsiai, amerikai és ausztraliai —
rendezddnek a nagyobb féldrajzi terlletekrél (kontinensekrdl) szarmazo térzsek (2. és 3.
abra).

A szekvencia-analizis alapjan a kdvetkezd fontos megallapitasunk az volt, hogy
akarmelyik szubtipusroél van is sz6, a hazai AlV-tdrzsek vizsgalt génjei kivétel nélkil az
eurazsiai genetikai vonalba tartoztak. Az, hogy a genetikai vizsgalat kdnnyedén kimutatta
a globalis szétterjedés hosszu ideje alatt 1étrejétt nagyobb (>10%) genetikai eltéréséket,
nem tulsdgosan meglepd. A szekvencia-analizis kivételes értéke azonban abban
mutatkozik meg, hogy amikor két jarvanyesetbdl szarmazd virus vagy gén szekvenciaja
k6ézott azonossagot (vagy csak kisfoku, legfeliebb 1-2% eltérést) allapit meg a mddszer,
abban biztosak lehetiink, hogy az epidemioldgiai (recens virusatviteli) kapcsolatot is
igazol. Nem ugy, mint a joéval kevésbé érzékeny HAG-proba, amely a térzseknek még a
féldrajzi elktlonlléseit sem érzékeli, és jelentds genetikai kilénbségeik ellenére is
azonos csoportba sorolja 6ket.

Mindezek alapjan azt mondhatjuk, hogy az AIV-gének mutécios divezifikacidja
kévetkeztében létrejott kategdriak hierarchidja a kdvetkezd: legfellil van a szubtipus,
ezen belll fterileti, majd ez alatt az epidemiolégiai vonalak vagy jarvanytipusok
ismerheték fel. Tehat egyedil csak a szubtipusok k&ézétti nagy kildnbség éri el azt a
fokot, amelyet az egyszerli HAG-probaval is ki lehet mutatni. (Ezek mértéke a 2. és a 3.
abra fain feltling.)

Most nézzlk a jarvanytipusokat kilén-kilon.

7.1.4. Szubtipuson beliili alacsonyabb elkiilénlilések: jarvanytipusok

A szekvencia-analizis tehat azért nélkilézhetetlen az epidemiologiai 6sszefliggések
megallapitdsahoz, hogy meghatarozhassuk azt a legnagyobb nukleotid-sorrendbeli
kiilébnbséget két vagy tobb toérzs kozétt, amelyen belll, a kilénbségek ellenére,
epidemiolégiailag még Osszetartoznak, azaz egyazon jarvanymenet tagjainak,
jarvanytipusnak, tekinthetjik 6ket. Vagyis a genetikai tavolsagot valahogy idére kell
valtani.

Hozza kell azonban tenni, hogy a szegmentalt genomu virusoknal, mint amilyen az
influenzavirus is, az atviteli kapcsolat igazolasdhoz sziikséges virusazonositast

zavarhatja, ha egy fertézési vonulat soran reasszortansok is Kkeletkeznek
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(részletesebben lasd a Megvitatdsban.) A tovabbiakban mégis egymagaban a HA gént
tekintettem olyan viszonyitasi alapnak, mint ami az egész virust reprezentalja. Ez
tulajdonképpen azért nem 6nkényes, mert ez mutatja a legnagyobb diverzifikalodast,
azaz ennek van a legtébb antigénszerkezeti és genetikai csoportja, igy praktikus
szempontbdl nézve is, ennek segitségével folytathatunk leghatékonyabban
epidemiolégiai vizsgalatokat (feltéve persze, ha léteznek Osszevethetd virustérzsek,

illetve szekvenciak).

7.1.4.1. Az egyes génfak értékelése

A mélyebb 6sszefliggések feltarasara most vegylk sorra az egyes génfakbol nyerhetd
informacidkat.

A H5 szubtipus HA génjének térzsfajan legalabb harom nagy elkilénilést latunk (2.
abra). Ebbdl a legalsé nem tartozik kozvetlenil a témahoz. [Ez egy H5-6n kiviili
szubtipus (itt a H2), a szerkesztés eszkbze: egy dnkényesen valasztott un. gybkér (root)
amihez az dsszehasonlitasra kiszemelt H5-6s térzseket viszonyitjuk.] Magukat a H5-beli
térzseket egy f6 divizid az eurazsiai és amerikai virusokra kiléniti el (lasd a 7.1.3-ban
is). Az eurazsiai csoport alsé részén a viszonylag kézeli rokonsagban levé régebbi tavol-
keleti torzsek talalhatok, és ezek ,tdcsajabol” (gén- vagy virus-pooljabol) valik ki egy
nagyon hosszu agon a mai HP H5N1 genetikai vonal is (itt csak harom reprezentansat
mutatjuk). (A pool vagy ,técsa” tdbb szubtipussal is fertézétt gazdapopulacio virusai ill.
génjeinek 6sszessége.)

A régi hazai térzsek (kacsabdl szarmazd harom izolatum) kilén csoportot alkotnak az
eurazsiai agon belll, és egymassal kdzeli rokonsagban vannak (ezt jelzi a kdztuk levd
mindéssze 1-1,6% nukleotid eltérés). Ennek alapjan azt mondhatjuk, hogy a két évet
atfog6 izolatumok folyamatosan is jelen lehettek a teriileten, azaz akar egyetlen
behurcolassal is magyarazhaté megjelenésiik. Azonban, ha az NA alcsoportokat is
figyelembe vessziik a kombinaciéban, lathatd, hogy ezek minden térzsben kildnbdznek
(N2, N3 vagy N9), vagyis a harom izolatum mindegyike reasszortans. Es lehet, hogy
nem is csak az NA viszonylataban (egyszeresen), hanem mas géneket (amelyeket nem
vizsgaltunk) tekintve is (t6bbszdrésen). Erre utal, hogy az NS szegmensek térzsfajan (5.
abra) tovabbi kuldnbségek is vannak koztik: a harom H5-8s térzs kézll egy az NS
génnek a B-, mig ketté az A-csoportjaba kerilt. A Megvitatasban kifejtjik, hogy mire
lehet kévetkeztetni ebbél a rendkivill bizarr, ellentmondasos kombinaciébdl (bizarr, mert
a reasszortansok ,szines csokraban” genetikailag szinte azonos HA gének talalhatok).
Csak érdekességként emlitem meg, hogy az amerikai agon talalhaté az a H5N2
szubtipusba tartozd toérzs, amirél els6ként mutattdk ki, hogy LP—HP atalakulas

eredménye volt, amikor 1983-ban ériasi Al-jarvanyt okozott Pennsylvaniaban (Kawaoka
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et al., 1984; Deshpande et al., 1987). Bar ezen utdbbi és a mexikdi térzs kdzétt nincs
kdzvetlen epidemioldgiai kapcsolat, nem sok kétségunk lehet afelél, hogy mindketten
egy észak-amerikai kéz6s 06s leszarmazottai, és jelenleg csak ott perzisztald
viruspopulacié tagjai. Es természetesen epidemiolégiai semmi kéziik az eurazsiai H5-

hoz.

duck/Hung/11/75 H5N9
Emuscovyduck/Hung/1/75 H5N3 } Régi magyar
duck/Hung/2/77 H5N2
L turkey/England/N28/73 H5N2 )
duck/Potsdam/22164/84 H5NG6
[ turkey/lreland/1378/83 H5N8
duck/Ireland/113/83 H5N8
duck/HongKong/698/79 H5N3
duck/HongKong/205/77 H5N3
) duck/Miyagi/54/76 H5N3 \ Tavol-Kelet
goose/HongKong/23/78 H5N3
duck/HongKong/342/78 H5N2
duck/HoChiM/014/78 H5N3 /
duck/Potsdam/14026/86 H5N2
chicken/France/03426A/03 H5N2
chicken/Nigeria/641/06 H5N1
Istan/CroatiaMIOS H5N1 }HSN] (%)
goose/Hung/11804/06 H5N1 j

H5 | chicken/Scolland/59 HENT } +60-a5 évek
tern/SouthAfrica/61 H5N3

~ Régi eurdpai

J

J

> Eurazsia

chicken/Chis/15224/97 H5N2 . h
[ chaenor b vesiks
chicken/Mexico/232/94 H5N2

turkey/Wisc/68 H5N9 M
chicken/Pennsylvania/1/83 H5N2
gull/Pennsylvania/4175/83 H5N1
mallard/Wisconsin/169/75 H5N3
duck/Minnesota/1525/81 H5N1

H2 gull/NewJersey/402/89 H5N3 / J

> Amerika
> USA

duck/Potsdam/16894/85 H2N3

10%

2. abra. Az AlV térzsek filogenetikai viszonyai és megoszlasa a H5 gén alapjan. A hazai, régi
LP térzseket kékkel, mig egy ajabb, HP térzset pirossal jeldltiink.
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A H4 génfara (3. abra) ujabb (1990-2005 koézétti) izolatumokat is tettink, mert csak
kevés ilyen régi virusszekvenciat talaltunk a génbankban. Itt is teljesen félreérthetetlen
az eurazsiai (s6t, benne az ausztraliai ag) és az amerikai izolatumok csoportjainak
elkilénilése. A hét hazai térzs azonban az eurazsiai agon belil, nem kevesebb, mint
harom, jelentésen elkuldnult genetikai vonal k6éz6tt oszlik meg. Ezekbdl az egyik régi
tavol-keleti (TK) virusokat tartalmaz, a masik egészen ujakat. A t6bbi magyar izolatum
viszont kdzeli rokonsagot mutat (~ 1%) egymassal, és kdzds agon Ul az egyik legelsd
AlV-vel, az 1956-ban izolalt (és referencianak szamitd) Csehszlovakiaban izolalt
kacsavirussal (EU). Tehat 1970-ben legaldbb harom egymastol fuggetlen helyrél
hurcolhattak be H4 szubtipust Magyarorszagra, feltéve, hogy mar korabban is nem
fordultak itt el6. Ahogy fentebb a H5-6s térzseknél, itt is megnéztik, hogy a H4-génfan
még viszonylag egységes jarvanyvonulatnak tiné négy hazai térzs az NA és NS génijik
tekintetében reasszortansok-e. Lathatd, hogy ezek kozétt is vannak egyszeres és
t6bbsz6rds reasszortansok (6. tablazat).
duck/HongKong/24/76 H4N2 A
duck/HongKong229/77 H4N3
duck/HongKong/438/77 HANS8
duck/Hung/2/82 H4N6
duck/Nanch/4165/00 H4N6 > Tavol-Kelet
duck/Mong/583/02 H4N7 (TK)
duck/HongKong/365/78 H4ANG
budgerigar/Hokk/1/77 H4NG6
duck/HungDebr/265/70 H4
duck/Czeckoslov/56 H4NG
duck/Hung/3/70 H4
guineafowl/Hung/1/72 H4NG .
duck/Hung/83/75 H4N8

duck/Hung/4/75 H4N8
duck/Hung/3/75 H4N8 J

AN

Eurépa

H4

duck/NZealand/31/76 H4N6

Ausztralia

stintAUS4189/80 H4N8 }

] EteaI/AUS/2/79 H4N4
teal/AUS/3/79 H4NG
mallard/Alberta/291/77 H4N1 A
mallard/Ohio/97/89 H4N2
pintail/Alaska/310/05 HANG
chicken/Alabama1/75 H4NS > Amerika
duck/Alberta/28/76 HANG
mallard/Alberta/30/01 HANG
pintail/Alberta/207/99 H4N8 Y

H3

duck/Ukraine/1/63 H3N8

0.10

3. abra. Az AlV térzsek filogenetikai viszonyai és megoszlasa a H4 gén alapjan. A hazai, régi

térzseket kékkel jeloltiik.

40



A H6 szubtipust csak egyetlen magyar térzs reprezentalja (4. abra), és a génbankban
fellelhetd régi eurazsiai izolatumok kézil ez a legelsé (1970-bdl), Eurdpabdl pedig az
egyetlen. Az 1972-1987-es id6szak, Hong Kongbél és Taiwanrol szarmazé térzseivel
nem mutat kézelebbi rokonsagot, igy eredetérél 6sszehasonlitdshoz sziikséges térzsek

hianyaban — még a fa sem nyujt kell§ informaciét.

N
chicken/Hong Kong/17/1977 H6N1 )

duck/Hong Kong/73/76 H6N1
duck/Hung/1/235/70 HEN2 y régi
duck/Hong Kong/175/77 HEN1 > Eurazsia
chicken/Taiwan/G23/1987 H6N1 )

A/chicken/Taiwan/0204/05 H6N1} 0j

turkey/Germany/R30/99 H6N1 )
H6 gull/NJ/276/1989 HENS } siraly
mallard/ALB/730/1981 HEN1
— mallard/ALB/1151/1979 HEN9 Amerika
L teal/ALB/368/1978 HENS
H3 turkey/Ireland/1378/1983 H5N8
—_—

0.10

4. abra. Az AlV térzsek filogenetikai viszonyai és tertileti megoszlasa a H6 gén alapjan. A

hazai, régi térzset kékkel jel6ltiik.

A H7 szubtipusi magyarorszagi virus, ami gyéngytyukbél szarmazik, egymagaban Ul az
eurépai csoporton belil, és nincs kdze a korabeli esetekbdl (pl., Anglia) meglévé AlV-
térzsekhez (nem mutatjuk). Genetikai tavolsaga igen nagy (> 10% nukleotid eltérés), ami
tébb évtizednyi kilénallast is jelenthet. Varhato, hogy elébb-utdbb ennek rokonsagabdl is
felbukkannak szekvenciak a génbankban.

A magyarorszagi H9 szubtipusba tartozd térzs az eurazsiai nagy csoporton belll egy,
csak hongkongi izolatumokat tartalmazé kisebb agra kerlt, azoktél kb. 5-6% tavolsagra.
A nagy genetikai tavolsag azonban kizarja a fert6zési kapcsolatot. Az
Alturkey/Hung/1561/87 (HINZ2) egyébként a masodik, ebbdl az idészakbdl szarmazo,
eurdpai H9 szubtipusu izolatum (nem mutatjuk).

A H10-génfa esetében még szegényesebb a kép, mivel a génbank mindéssze hét régi

eurazsiai izolatumot tartalmaz. Ezeknek két kiillén csoportjaba kerlltek a hazai kacsabol
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szarmazo tbérzsek. Ez a szétvaldas nagyon nem meglep6, egyrészt, mert a hazai
izolalasok kozoétt 12 év telt el, masrészt mind NA (N4 és N7), mind NS génjiket tekintve

ezek is reasszortansok (6. tablazat).

Véqil réviden széini kell a nem-strukturalis (NS) fehérje génbél készitett térzsfaroél (6.
abra). Az NS gének mindéssze két nagyobb csoportra valnak szét, ezeket jobb hijan A-
és B-allélnek nevezik. Az NS fehérjék tavolsaga alig haladja meg az egymashoz
legkdzelebbi rokonsagban levé két HA-szubtipusét. Ezért mondjuk, hogy az NS
viszonylag konzervativ. Minthogy az A- és a B-csoport megkézelitben szubtipus
nagysagrend(i szétvalasnak felel meg, ebbdl két dolog kévetkezik: (i) egyezd HA/NA-
kombinacidk esetén rejtett reasszortaciés eseményrél tajékoztathat, ahogy fent mar
lattuk; (i) mindkettén belll feltiinik a mar HA- és NA-szubtipusoknal is megismert
eurazsiai és amerikai elktlénilés. Sz6 volt rola és a 6. tablazatbdl is lathato, hogy a H4,

H5 és H10 alcsoportbeli térzsek kéz6tt tdbbszérds reasszortansok vannak.
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duck/Hung/8/3/75 H4N8
duck/Hung/3/75 H4N8
— mallard/Potsdam/1774/83 H2N2
- goose/HongKong/23/78 H5N3
turkey/lreland/378/83 H5N8
Eswine/China/B/?B H3N2
turkey/Hung/1561/87 HON2
— duck/Hung/2/82 H4N6
swine/Belgium/WVL1/79 H1N1
‘[Ewine/NetherandB/BO H1N1
swine/France/WVL3/84 H1N1
— duck/Hung11/75 H5N9
— muscovyduck/Hung/1/75 H5N3
r duck/Hung/1/75 H10N4
guineafowl/Hung/2/75 H7N1
— duck/Hung/1/235/70 HEN2
— chicken/HongKong/17/77 HGN1
duck/HungDebr/265/70 H4
_I-_duck/Germany/2315/73 H2N3
turkey/England/N28/72 H5N2
— guineafowl/Hung/1/72 H4NG6
tern/SouthAfrica/61 H5N3
duck/England/1/56 H11N6
L_ duck/Ukraine/1/63 H3N8
chicken/Scotland/59 H5N1
— _|:turkey/0ntario/7732/66 H5N9
gull/Delaware/2718/87 HONS
duck/NewZealand/41/84 H1N2
quail/ltaly/1117/65 H10N8
A duck/Czechoslov/56 HANG

‘[duck/Hung/4/75 H4N8

duck/AUS/341/83 H15N8

4|— gull/Minnesota/945/80 H13N6

gull/Sweden/2/99 H16N3

[ mallardiAlbertai20176 HaNe

turkey/Wisconsin//68 H5N9

duck/Hung/660/87 H10N7
mallard/Netherland/12/00 H7N3
turkey/Italy/3620/99 H7N1
duck/Hung/2/77 H5N2
goose/HongKong/8/76 H1N1
duck/Taiwan/0526/72 H6N1
duck/Hung/3/70 H4
goose/Leipzig/1877/79 H7TN7

10%

duck/Potsdam/14026/86 H5N2

Eurazsia

} Amerika

} Siraly
} Amerika

Eurazsia

J

5. abra. Az AlV térzsek filogenetikai viszonyai és terlileti megoszlasa az NS gén alapjan. A

hazai, régi térzseket kékkel jelbltiik.
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7.2. UJABB AIV-IZOLATUMOK

Ebben a részben a 2006-07-es AlV-jarvanyok idején izolalt 16 HPAI H5N1-t6rzs és két

LP AlV genetikai analizisének eredményeit ismertetem.

7.2.1. A hazai HP H5N1 izolatumok filogenetikai vizsgalata

A koézel egyéves jarvanyperiodus alatt 64 vadmadar- és 31 baromfiallomanybdl
szarmazo HP H5N1-izolatum gylilt dssze az osztalyon. Ezek kozil 13 vadmadar-térzset
és 3 baromfi-izolatumot valasztottam ki analizisre, amelyek k&ézll két vadmadar- és két

baromfi-térzsnek hataroztam meg a teljes genomszekvenciajat.

7. tablazat. A részletes genetikai vizsgalatra kivalasztott magyarorszagi H6N1 influenzavirus
izolatumok besorolasa. A teljesgenom-analizist a vastag betlikkel szedett térzseken végeztiik el.
A *-gal jelolt térzsek genomjanak részleges szekvencidja EF446768-446775, illetve az EF446776-

446783 génbanki azonosité szam alatt talalhaté.

Izolatum Izolalas helye Izolalas ideje | Genetikai vizsgalat

HU-1 csoport; 1. jarvany

IA/mute swan/Hungary/3472/2006 Nagybaracska 2006.02.06. teljes genom
IA/mute swan/Hungary/4912/2006 Csatalja 2006.02.18.  |hemagglutinin
A/mute swan/Hungary/4999/2006 Batmonostror 2006.02.20.  |hemagglutinin
IA/mute swan/Hungary/6170/2006 Hercegszanté 2006.03.03.  |hemagglutinin
A/mute swan/Hungary/7060/2006 Szalatnak 2006.03.07.  jhemagglutinin
HU-2 csoport; 1. jarvany

/A/mute swan/Hungary/4571/2006 Dunakeszi 2006.02.16. feljes genom
A/mute swan/Hungary/5203/2006 Dunaszentbenedek | 2006.02.21.  hemagglutinin
IA/coot/Hungary/5217/2006 Davod 2006.02.21.  |hemagglutinin
IA/black-headed gull/Hungary/5237/2006 | Szazhalombatta 2006.02.21 hemagglutinin
A/mallard/Hungary/5239/2006 Szentendre 2006.02.21.  |hemagglutinin
IA/mute/swan/Hungary/6945/2006 Szazhalombatta 2006.03.07.  jhemagglutinin
A/mute swan/Hungary/7054/2006 Mohacs 2006.03.07.  jhemagglutinin
A/mute swan/Hungary/7055/2006 Dunaféldvar 2006.03.07.  jhemagglutinin
HU-3 csoport; 2. jarvany

IA/lgoose/Hungary/14756/2006 Bodoglar 2006.06.03. (teljes genom
HU-4 csoport; 3. jarvany

IA/lgoose/Hungary/2823/2007* Szentes-Lapisto 2007.01.21.  {eljes genom
A/goose/Hungary/3413/2007* 8‘:52';3%?3"2' 2007.01.25  feljes genom
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A vadmadarakbdl kivalasztott 13 reprezentativ H5N1 virusizolatum (7. tablazat) teljes HA
génjének szekvencia-elemzése arra utalt, hogy a vadmadarakbol szarmazé virustérzsek
két alcsoportba tartoznak. A két csoportot HU-1 és HU-2 jel6léssel lattuk el. A HU-1
csoportba tartozd 6t virus HA génje egy nukleotid eltéréssel azonos (az A/mute
swan/Hungary/4912/2006 térzsben egy A1017T szubsztiticié talalhatd, amely azonban
aminosav szinten nem mutatkozik). Hasonl6 a helyzet a nyolc HU-2 csoportba tartozé
virus HA-gén szekvenciajaval is: ott az A/mute swan/4571/2006 tartalmaz egy néma,
aminosav szinten nem jelentkez6 szubsztitucidt az alcsoport t6bbi tagjadhoz képest, mig
a tébbi szekvenciaja azonos volt.

A baromfiban pusztité 2006-os jarvany 29 izolatumat a HU-3 csoportba soroltuk. A
csoporton belil nem talaltunk genomeltérést a vizsgalt részleges HA és NA
szakaszokon.

A 2007-ben, ludallomanyokban jelentkezd kitérés izolatumait a HU-4 jel6lési csoport
tartalmazza. Ez utdbbi csoport tagjai gyakorlatilag azonosnak mutatkoztak (99.99%
nukleotid hasonlésag).

A H5N1 virusok kulonféle, féként foldrajzi eredet alapjan kialakitott csoportositasanak és
nomenklaturajanak egysegesitésére a WHO/OIE/FAO egy munkacsoportja a HA génre
kidolgozva egy egységes jelélési moédot hoztak Iétre, amely bevezetése 6ta maga is sok
valtoztatason esett at (WHO/OIE/FAO, 2008). A nevezéktan folyamatos bdvitést tesz
lehetévé. A génbankban talalhatdé, most mar tébb szadz szekvencia filogenetikai
elemzésével tiz f6 ,kladot” (valéjaban csoportot) kaptak (jelélésiik: 0 — 9), ahol a
csoporton bellli genetikai tavolsag nukleotidszinten 1,5% ala, mig a kilénb6z8 csoportok
tagjai kozétti atlagos tavolsag 1,5% félé esik (WHO/OIE/FAO, 2008). A besorolasnal
ezen kivll figyelembe kell venni a kdézbés 6s csomoépontjaban megjelend, és a fa
szerkezeti megbizhatosaganak mérészamaként megadott Un. ,bootstrap” szazalékos
ertékét is (>60).

A fébb csoportok tovabbi masod- és harmadrend(i alcsoportokra valnak szét, amelyeket

decimalis rendszer(i szamozassal, illetve az ABC betlivel vezetnek le.

E rendszerezés alapjan az 6sszes megvizsgalt hazai térzs a 2.2-es alcsoportba kerlt.
Ez a Qinghai-t6 kérnyékén 2005-ben kitért jarvany izolatumait, valamint azok Eurdpaba,
Kozel-Keletre és Afrikaba eljutott leszarmazottait foglalja magaban. A 2.2 alcsoport
madarakbdl és human esetekbdl szarmazd izolatumokat egyarant tartalmaz. A 2.2
alcsoporton belll a 2.2.1 jelélésli harmadrendd alcsoport, valamint tébb kisebb vonal

(genetikai alag, sublineage) kulénil el (6. abra).
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7.2.1.1. A H5N1 HA fa bemutatasa

A magyarorszagi térzsek a génbankbol kivalasztott 2.2 alcsoportba tartozé virusok
kérnyezetében, négy viszonylag tavoli csoportra valnak szét (6. abra).

Az altalunk HU-1 jel6lésl csoportba sorolt, 2006-0s, hattyukbdl szarmazé térzsek a 2.2B
csoportban foglalnak helyet. A 2.2B csoport tovabbi tagjai a németorszagi térzsek un.
.eszaki-csoportjanak” virusai, valamint horvat-, cseh-, svéd-, és oroszorszagi, daniai és
angliai izolatumok, illetve az un. ,afrikai A alaghoz” tartoz6 nigériai térzsek (Ducatez et
al., 2006).

A 2006-bdl, vadmadarakbdl szarmazé HU-2 csoport izolatumai a 2.2.1 csoportba
kerlltek, amelyben a legk&zelebbi rokonuk egy olaszorszagi hattyu-izolatum (99,9 %
egyezéssel). Szlkebb kdrnyezetiik szlovakiai, cseh- és németorszagi (,2-es genotipusu”
bajor), olasz- és svédorszagi térzseket foglal magaban. A 2.2.1 csoport egyéb again
Ausztridbdl, Szlovéniabdl, Franciaorszaghol, Térékorszagbol, Egyiptombol és Nigériabdl
(az un. ,afrikai B alagbdl”) szarmazo izolatumokat talalunk.

A HU-3 csoportbdl kivalasztott A/goose/Hungary/14756/2006 reprezentativ térzs,
valamint az ,1-es genotipusu” bajororszagi, a ,2-es alcsoporthoz” tartozé franciaorszagi,
a ,déli-csoportba” tartoz6 németorszagi és a svajci izolatumok egyittesen a jol
korulhatarolhatd 2.2A1 csoportot adjak.

A HU-4 csoport (A/goose/Hungary/3413/2007 és A/goose/Hungary/2823/2007) tagjai a
2.2A2 csoportba kertiltek, az A/turkey/England/250/2007 izolatummal egyiitt. A 2.2A2
csoporthoz legkézelebb allé térzsek kdzé tartoznak az oroszorszagi, a mongoliai, a
nigériai, az un. ,afrikai C alaghoz” tartozd virusok, valamint a 2005-ben és 2006-ban

izolalt szudaniai és elefantcsont-parti HSN1 virusok.
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mute swan/Hungary/5203/06 \
— mute swan/Hungary/4571/06

mute swan/Hungary/6945/06

| mute swan/Hungary/7054/06

mute swan/Hungary/7055/06
black-headed gull/Hungary/5237/06
mallard/Hungary/5239/06
coot/Hungary/5217/06

— cygnus olor/Italy/808/06 >

2.2.1
alcsoport

— peregrine falcon/Slovakia/Vh246/06
| mute swan/Bavaria/12/06
cygnus olor/Czech Republic/5170/06
mallard/Italy/835/06
herring gull/Sweden/\VV1116/06
— swan/Slovenia/760/06
swan/Austria/216/06
turkey/Turkey/1/05
N mute swan/France/06303/06 ]
chicken/Nigeria/SO493/06
— chicken/Nigeria/641/06
— chicken/Volgograd/236/06

— whooper swan/Mongolia/6/05
turkey/England/250/2007 }

goose/Hungary/2823/07 2.2A2 vonal

goose/Hungary/3413/07

—— goose/Hungary/14756/06

_Ltu rkey/France/06222-1.1/06
mute swan/France/06299/06 ~ 2.2A1 vonal

mallard/Bavaria/1/06

— mute swan/Switzerland/v68/06

— poachard/Germany/348/06

goose/Krasnoozerskoe/627/06 \

swan/Germany/R65/06

whooper swan/Scotland/1430/06

cygnus olor/Czech Republic/10662/06

mute swan/Sweden/v827/06

tufted duck/Denmark/6431/06

chicken/Nigeria/1047-30/06 > 2.2B vonal
cygnus olor/Astrakhan/Ast05-2-10/05

cygnus olor/Croatia/1/05

mute swan/Hungary/3472/06

mute swan/Hungary/7060/06

mute swan/Hungary/6170/06

mute swan/Hungary/4912/06 )

mute swan/Hungary/4999/06

—— chicken/Crimea/08/05

—— bar-headed goose/Qinghai/5/05

bar-headed goose/Qinghai/62/05
cygnus olor/Italy/742/06
— turkey/Czech Republic/10309-3/07
|: chicken/Romania/TL/nov/07

goose/Guandgdong/1/96

| o |
6. abra. A HPAI0 H5N1 térzsek HA génje alapjan készitett filogenetikai fa. A HU-1 csoportot
pirossal, a HU-2-t kékkel, a HU-3-mat zdlddel és a HU-4-et lilaval jeldltiik.
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7.2.1.2. A H5N1 tdrzsek tovabbi génjeire készitett térzsfak bemutatasa

A hazai térzsek koézil teliesgenom-elemzésre kivalasztott négy reprezentativ térzs tébbi
génjére a HA gén vizsgalatahoz hasonl6 felépitési génfakat kaptunk. A 7. abra a PB2
szegmens, mint belsd géneket reprezentalé gén térzsfajat mutatja. A HA génhez képest
tapasztalt eltérések csupan abbdl adédtak, hogy a tébbi gén esetében — igy a PB2-nél is
— joval kevesebb teljes génbanki szekvencia allt rendelkezésinkre: olyannyira kevés,
hogy a 2.2A2 csoportban a A/goose/Hungary/14756/2006 izolatumon kivil nincs is teljes

genomszekvenciaval bir6 izolatum.
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peregrine falcon/Slovakia/v246/06 )
t cygnus olor/Czech Republic/5170/06
- mallard/Italy/835/06
] cygnus olor/Italy/808/06

Eerring gull/Sweden/V1116/06
L mute swan/Hungary/4571/06
1+— turkey/Turkey/1/05
swan/Slovenia/760/06 )
1: chicken/Nigeria/SO493/06
chicken/Nigeria/641/06

L chicken/Crimea/08/05 F 2.2A2

goose/Hungary/14756/06 vonal

> 2.2.1
alcsoport

_LTU rkey/651242/06

Iraq/1/06
2.2A1

turkey/England/250/07

vonal

—’ goose/Hungary/3413/07

goose/Hungary/2823/07

E duck/Novosibirsk/02/05 2\
bar-headed goose/Qinghai/5/05

cygnus olor/Astrakhan/Ast05-2-10/05

cygnus olor/Croatia/1/05

mute swan/Hungary/3472/06 > 2.2B

chicken/Nigeria/1047-30/06 vonal

whooper swan/Denmark/7275/06

cygnus olor/Czech Republic/10814/06

swan/Germany/R65/06 g

whooper swan/Scotland/1430/06

mute swan/Sweden/VV827/06

cygnus olor/Italy/742/06

] turkey/Czech Republic/10309/06
4Fcygnus olor/Czech Republic/10732/06

goose/Guangdong/1/96

1%

7. ébra. A HPAI H5N1 térzsek PB2 génje alapjan készitett filogenetikai fa. A HU-1 csoportot
pirossal, a HU-2-t kékkel, a HU-3-mat zdlddel és a HU-4-et lilaval jeldltiik.
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Az NS gén filogenetikai vizsgalata szerint (itt nem mutatjuk), a H5N1 virusok
tébbségéhez hasonldéan (Zohari et al., 2008), a magyarorszagi térzsek is az NS gén ,A”
csoportjaba tartoznak — szemben példaul az azsiai HP H5N1 jarvany els8, B csoportba

tartozé izolatumaval (indextdrzs: A/goose/Guandong/1/96).

7.2.2. A H3N8 és a H7N7 szubtipusba tartozo térzsek filogenetikai elemzése

A két alacsony patogenitasu virus részletes filogenetikai elemzését az idevonatkozé
cikkiink tartalmazza (Szeleczky és mts., 2010). Az egyes génekre felallitott tdrzsfak
alapjan mindkét virus az eurazsiai csoportba tartozik (8. abra), am szorosabb rokonsagi

viszonyaik génenként eltérnek.

wigeon/Sweden/1/04 H6N2
turkey/Italy/8000/02 H7N3
—— mallard/France/2526/01 H7N1
-+ — mallard/CzechRep/132582/07 HO6NS
mallard/CzechRep/145253/07 H2N2
turkey/Italy/2984/00 H7N1
turkey/Italy/977/99 H7NI1
mallard/Italy/299/05 H7N7
mallard/Netherland/11/07 HONS
mallard/CzechRep/167384/08 HON2
mallard/CzechRep/1497722/07 H3NS8
— mallard/Hungarv/19616/07 H3NS
mallard/CzechRep/961417/08 HI 1N9
chicken/Netherlands/1/03 H7N7
duck/Germany/113/95 HON2
chicken/Germany/R45/98 HON2
shoveler/Netherlands/19/99 HI 1N9
mute swan/Hunegarv/5973/07 H7N7

mallard/Italy/250/02 H7N1
E mallard/CzechRep/1463316/07 H3NS8
mallard/CzechRep/1526733/08 HON2

turkey/Israel/619/02 HON2

—
1%

8. abra. A két, hazai LP térzs M génje alapjan készitett filogenetikai fa eurazsiai aga
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7.2.3. Az ujabb AlV-térzsek virulenciajanak meghatarozasa genetikai médszerrel

Az ujabb izolatumok esetében is a genetikai vizsgalatok célkitlizéseinek egyik pontja a
H5 és H7 szubtipusu térzsek virulencidjanak meghatarozasa volt a HA-szekvenciak
vizsgalataval, csakugy, mint a 7.1.2. részben. A vagashely polibazikus jellege
(PQGERRRKKR'GLF) megerésitette, hogy a terepen elhullasokat okozd H5 virustérzsek
a HP virulencia-kategériaba tartoztak.

Ezzel szemben az A/mute swan/Hungary/5973/2007 (H7N7) térzs az LP H7 virusokra
jellemzé PEIPKGR'GLF aminosav motivumaval, alacsony patogenitasiinak bizonyult.
Csak emlékeztetek ra, hogy az ugyancsak H7 szubtipusba tartozé régi A/guinea
fowl/Hung/2/75 izolatum PEIPKER'GLF motivummal, mig a régi H5-alcsoportbeliek
PQRETR'GLF motivummal rendelkezik (lasd ott).

Négy H5N1 torzs teliesgenom-analizise lehetévé tette nemcsak a proteolitikus vagashely
aminosav-sorrendjének meghatarozasat, de ezen tul egyéb, féként egyes biologiai
tulajdonsagokat is érinté egy vagy tébb aminosav megvaltozasaban megnyilvanuld
markerek vizsgalatat is. Bar szorosan nem tartozik a diagnosztikai értéki jegyekhez,
megemlitem, hogy a HA génen leirtak két olyan mutaciét (S145L és az A172T), amelyek
a virus szarazfoldi baromfifajokra vonatkozd fokozott patogenitasaval jarnak egyutt
(Perdue et al., 2000). Mint lathaté a 8. tablazatbdl, ezek a hazai térzsek egyikénél sem
fordulnak el6.

Az ismétlédések elkerlilése végett a tébbi fehérjén talalt primer szerkezeti motivumokat

és azok jelent6ségét a Megyvitatas-ban ismertetem.
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8. MEGVITATAS

8.1. A REGI HAZAI AIV-K VIZSGALATA

Mint az Irodalmi attekintésbél is kiderilt, a baromfi alacsony patogenitasu térzsekkel valo
fertézottsége és ezek kartétele tébbféle gyakorlati kérdést vet fel, ezekbdl azonban a régi
magyar térzsgyljteménnyel kapcsolatos vizsgalataim soradn szinte csak egyetlen
probléma megvalaszoldsara koncentraltam. Ez pedig a baromfiban eléforduld AlV-
térzsek eredetének kérdéséhez kapcsolddik.

A baromfiban talalhaté LP toérzsekrél a legutdbbi idékig voltak olyan nézetek, hogy
kdzvetlenul, azaz epidemioldgiai szinten is a vad vizimadarakbol (mint primer gazdakbol)
szarmaznak, amikkel a baromfi akar kézds virusrezervoart alkothat egyes teriileteken. A
masik lehetéség, hogy lUzemi feltételek kozdtt tartott hazimadar-fajok populacidiban
tartobsan is fennmaradhatnak bizonyos szubtipusok (ezaltal mesterséges
virusrezervoarokat képezve), ezek meg is betegithetik gazdaikat, és terjednek az
allomanyok koézoétt. A tisztanlatast azonban neheziti, hogy a vad- és hazimadarak
virusatviteli viszonyaban 06kolbgiai, evoluciés és epidemioldgiai elemek egyarant
el6fordulnak. Mégis az egyes baromfifajok fert6zései koz6tt abban kilénbség
mutatkozik, hogy milyen aranyban jelenitik meg az emlitett elemeket.

Mindezekbdl két fontos tényezé emelhetd ki, amelyek befolyasoljak a mérsékelt
eltérés lehet az egyes baromfifajok fogékonysaga kozétt (vagy biolégiajukbdl fakadodan,
kilénb6z6 fokban érzékenyek a természetellenes tartdsi viszonyokra), ami
meghatarozza, hogy egyaltalan jelentkeznek-e bennik valamilyen specifikus tinetek,
vagy sem. Példaul, a hatvanas években, amikor mar Uzemi méretekben alltak
rendelkezésre baromfidllomanyok, a fert6zések eleinte csak pulykaallomanyokban
jelentkeztek klinikai tiinetek kiséretében, kiskacsakban csak néha, csirkében viszont
nem.

A masik, hogy a ,célgazda” rezervoarra is valik-e vagy sem. Az elmult évtizedek kutatasa
is arrdl tanuskodik, hogy milyen nehéz elklldniteni a két szituaciot, kilénésen ott, ahol a
baromfiallomanyok és vadmadar-populacidk terileti okok miatt érintkezhettek (baromfi
telepek elhelyezkedése és/vagy a madarak vandorlasa miatt). Minthogy a védekezés
szempontjabél nem mindegy, hogy kiilsé vagy belsd forrasa van-e a fertézésnek (esetleg
mindkettd), munkam soran ezzel foglalkoztam részletesebben.

Erre annal inkabb is figyelemmel kellett lennem, mert éppen ilyen terliletnek tekinthetd
Magyarorszagon a Hortobagy, amelynek térségébdl a tanulmanyozott térzsek jo része

szarmazott. Idealis esetben a magyarorszagi kacsaallomanyok fert6zéttségének
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forrasarol a kornyezetiikben eléfordulé vadmadarakbdl, és/vagy mashonnan (mas
telepekrdl, de akar a kérnyez8d orszagokbdl) szarmazéd hazikacsak virustérzseivel vald
Osszehasonlitas révén tudnank képet alkotni. Sajnos azonban sem az 6kolégiai, sem a
szélesebb jarvanykapcsolatok vizsgalatahoz ilyen hazai térzsek nem alltak
rendelkezésre. S6t, még a génbankban is csak kevés régi térzs szekvenciaja lelheté fel,
kilénésen Eurdpabdl.

A viszonylag hianyos adatok ellenére is ugy gondoltuk, hogy a szlkebb teriletrdl
szarmazo térzsegyilttes 6nmagaban valé vizsgalata, szélesebb kor(i és/vagy kifejezetten
epidemiolégiai kapcsolat feltarasa nélkil is elegendd informaciot tartalmazhat legalabb
annak megallapitasara, hogy a tdérzsek forrasa természetes vagy mesterséges rezervoar
lehet-e. Ebben segitségiinkre lehet az az alapvetd megallapitas, amit a kilénb6zd
virusok filogenetikai vizsgalata tart fel, nevezetesen, hogy az endémias ferté6zésekre a
nagyfoki és gyors genetikai diverzifikalodas jellemzé. Azonban  ennek
figyelembevételével is felmerll a kérdés, egyfelél, hogy 'mihez képest’, Iévén, hogy sem
egyidejli vadmadar-izolatumok, sem mas terlletek kitdréseib8l szarmazd virustdrzsek
nem alltak rendelkezésre az 6sszehasonlitashoz. Masfelél pedig az, hogy konkrétan
milyen természetli és/vagy foku diverzifikaciéra gondolunk.

Mégis, hogy némi fogalmat alkothassunk a téma bonyolultsagarél, a madarinfluenza
szinte attekinthetetlen irodalmabdl réviden ismertetink egyes baromfifajokban és
vadmadarak kozott még a ’'70-es években lefolytatott néhany feltaré vizsgalat
eredményeib6l. Mar ezek is ramutattak arra, hogy a baromfiban el6fordul6 fertézéseknek

ey

vadmadar—baromfi kézti virusatvitel jatszana a déntd szerepet.

8.1.1. A pulyka AlV-fertézései

A pulykak AlV-hez val6 viszonya azért érdemel figyelmet, mert ha van faj, amelynél a
vadvilaghol szarmazé térzsek szerepe epidemioldgiai szinten is érvényesiilhet, akkor,
valoszinlileg nagy fogékonysaga miatt, a pulyka az az, még ha nem is feltétel nélkil.
Tulajdonképpen az 1964-ben, Kanadaban megjelent pulykainfluenza volt az elsé olyan
jarvanyszer(i megbetegedés, amely megmutatta, hogy valdjaban mire képesek (a fow/
plague, azaz a HP-virulencia szintjét el nem ér6) AlV-térzsek, amiket csak késdbb
soroltak be az LP-kategéridba (Lomniczi, 2004). Ontarioban 8 év alatt mintegy 50
kitérést regisztraltak, és csak 1971-re sziint meg fokozatosan, miutan attértek a zart
tartasra (Lang, 1981). Ez, ha kbzvetve is, de azt bizonyitja, hogy a vadmadarak
virusainak lehetett szerepe a pulyka AlV-fert6zéseiben, ha mas moédon nem is, egy-egy
allomany ‘’beoltasaval’, és aztan a termelési rendszer megoldotta a tdrzsek

fennmaradasat és terjesztését. Ugyanakkor a betegségesetekbdl tucatnyi szubtipus-
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kombinacidt izolaltak, ami vagy arra utalt, hogy mindegyik kombinacié kalén-kilén a
vadvilagbol jott, és a pulyka nem valt virusrezervoarra, vagy arra, hogy a talaltnal
kevesebb kombinacié ugyan szarmazhatott Kkivilrél, de a reasszortaciok akar a
pulykdban is bekovetkezhettek. Ez a kérdés abban az idében nem volt elddnthetd,
legf6képpen azért nem, mert a tertleten él6 vizimadarak virusairdl eleinte mit sem
tudtak. Masrészt, és ez talan kevésbé ismert, hogy e virustérzsek eredetének
vizsgalatara csak retrospektiv alapon Kkerilhetett sor, egyszerlien azért, mert a
vadmadarakban az els6 felmérd vizsgalatokat csak tébb évvel késébb végezték, és nem
is Kanada keleti, hanem nyugati részén. Tehat e korai vizsgalatok eredményeit, némileg
leegyszer(isitve, abban foglalhatjuk dssze, hogy a pulyka feltehetéen azért keriilt a
madarinfluenza kérdés kdzéppontjaba, mert ekkor derilt ki, hogy kulénlegesen érzékeny
AlV-térzsek fertézéseire. Emellett szolt az a tény is, hogy mikdézben Ontarioban, a
pulykanal kb. tizszer tdbb csirkét is tartottak, utdbbiakban mégsem észleltek
megbetegedéseket (Lang, 1981).

Az USA-ban (Minnesota allamban) pedig egészen kiilénleges helyzet allt eld: a kitérések
jelentds hanyadat nem is avian térzsek okoztak, hanem a csak naluk honos, amerikai
.Klasszikus” sertésinfluenza-virusok (swH1N1). E probléma jelentéségét domboritja ki az
a tény is, hogy egyfelél a legelsé Al-vakcinat az USA-szerte elterjedt sertéseredetii
pulykainfluenza ellen vetették be (Lomniczi, 2004; 2006; Lomniczi és Czeglédi, 2005),
masfelsl pedig az, hogy ez a ,sertésben késziilt” swH1N1 Eszak-Amerikaban, és csak
ott, a vadmadarakban is megjelent (lasd hatrabb). Ezek a megfigyelések indirekt médon
valéban arra utaltak, hogy a pulykakat megbetegitd virustérzseknek nem a pulykak
voltak a rezervoarjai.

Természetesen, ha a vadmadarak és valamelyik baromfifaj epidemiologiai (azaz
kdzvetlen virusatviteli) kapcsolatat kivanjuk bizonyitani, akkor ehhez olyan felmérésekre
lenne szlikség, amelyek atfed6 terlileten és idében végrehajtott mintavételeken, valamint
elegendbéen nagyszamu mintan és virustdrzset (vagy gént) egyedileg is azonositani
képes mddszeren alapul. llyen vizsgalatok azonban nem folytak, amelyek pedig igen,
azokban az itt emlitett kritériumoknak csak egy része teljesiilt.

De egyes felmérésekbdl igy is hasznalhaté kévetkeztetések vonhatok le, ha nem is az
jellegzetességeire) vonatkozbéan. Erre utal a ’70-es évek végén lefolytatott két,
viszonylag nagyobb felmérés is, amelyeknek eredményeit azért érdemes megismerni és
egymassal Osszevetni, mert bar a Foéld ellentétes pontjain (Kanada és Hong Kong)
folytattak le ©&ket, két érdekes és hasznosithatd észlelet olvashaté ki beldlik,
nevezetesen a talalt szubtipus-kombinaciok (csak HA/NA) fajtai, illetve hanyada az

Osszes izolatumhoz képest. A legfeltiinbbb és egyben meglepd az volt, hogy a
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szubtipusok, ill. ezek-kombinacidinak fajtai milyen nagyfoki hasonlésagot mutattak a két
tavoli terGleten, mintha csak kézvetlen atviteli kapcsolat lett volna kézéttik. A masik az,
hogy a szubtipusok atfedése dacara is, a kombinaciok el6fordulasi hanyada feltinben
eltért a kilénb6zd teriileteken, feltehetden aszerint, hogy természetes vagy mesterséges
rezervoart vizsgaltak-e. Ezt az aranyszamot hasznaltuk fel egyfajta kalibraciés

tampontnak a régi hazai térzsegyluttes eredetének felbecstilésére.

8.1.2. A primer rezervoér virusai (vadmadarak virusai Eszak-Amerikaban)

Ezek felfedezése, meglepd modon, csak a '70-es évek kbzepétdl szamithaté: amig
1972-ig mar szaznal is tdbb virust izolaltak baromfibdol és diszmadarakbdl, addig
vadmadarakbdl minddssze kettét (Alexander, 1982; Shortridge, 1982). Ergo utdbbiak
szerepe, mint virusforras, komolyan fel sem merilhetett addig. Az elsé nagyobb
volumen(i és tébb évet (1976-78) felblelb vizsgalat (surveillance) szinhelye Kanadaban,
Alberta tartomany (az orszag nyugati részén) volt (Hinshaw et al., 1980). Az
eredményekb6l az egyes szubtipusokra és ezek kombinacidira, ill. eléfordulasuk
gyakorisagara, s6t idébeli dinamikajara is lehetett kovetkeztetni. (Az ismétlések
elkerlilése végett ezeket a kovetkez6 részben, kinai hazikacsak felmérésének
eredményeivel 6sszevetve ismertetjik tételesen.)

Ez volt az els6 olyan felmérés, amely, bar 6kologiai célzatu volt, mégis jarvanytani
vonatkozasu eredményt is hozott, mégpedig tdbbet is. El6szdr is, retrospektiv médon
ugyan, de ekkor derlt ki, hogy a vad vizimadarak populaciéiban nagyrészt ugyanazok a
szubtipus-kombinaciék fordulnak el6, mint amelyeket a ’'60-as évek pulyka-eseteibdl
izolaltak. Ez a virusok eredetét illetden (6koldgiai szinten) a szabadvizi vadmadarakra,
mint primer rezervoarra mutat, de hogy epidemiolégiai kapcsolat is volt-e, azaz
kitérésenkeénti atvitel, és milyen gyakorisaggal, az csak az egykori térzsek genetikai
Osszehasonlitasaval dertlhetne ki. Hogy ez az évatossag nem indokolatlan, azt egy
masik korabeli medfigyelés is alatamasztja: jéllehet a kanadai vadkacsak vandorlasi
utvonala Minnesotan at (is) vezet, a pulykabol itt izolalt H6 és a vadkacsak H6
szubtipusu térzsei meglepé médon nem voltak azonosak, bar a megel6zb években
izolalt virusok kozoétt talaltak kdzelebbi rokonsagot mutatdé parokat is. Vagyis, még a
A harmadik, és nagyon fontos megallapitas, hogy a vadmadar-izolatumok 4%-a swH1N1
volt, ami nem mas, mint az amerikai tipusu (klasszikus) sertésinfluenza (sw) virusa,
vagyis ami messze nem tartozik a primer rezervoarba, hanem sertések lakéja (Hinshaw
et al., 1980). Ez pedig azt jelenti, hogy a vadmadarakban képes megtelepedni egy

haziallathoz adaptalt virus, bar lehet, hogy nem is kézvetlenil a sertéstél, hanem inkabb
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pulykatol kaptak. Tehat az atvitel irany forditva is m(ikddik. (Ennek jelentéségét a HP

H5N1-gyel napjainkban lejatszédott folyamatok vilagitjak meg (Lomniczi, 2006).

8.1.3. Egy mesterséges rezervodar virusai (a kacsa AlV-fertézései Kinaban)

Bar elsd latasra ugy tlnik, hogy a hazai esetek és izolatumok szempontjabdl relevans
adatokat leginkabb a Dél-Kinaban (kdzelebbrél, a Hong Kong-ban) tartott, illetve ottani
vagohidakon vagott hazikacsak AlV-fertézése szolgaltatott (Shortridge, 1981; 1982),
tény, hogy csak ennek ismerete nem tette volna lehetévé a kétféle rezervoar hatasanak
felismerését a benne lakozd virusok Osszetételére vonatkozdan. Idedlis esetben a
masodlagos gazdanak szamité hazikacsa virusait tavol-keleti vadmadarakéval kellene
Osszehasonlitani, ilyen felmérés azonban akkor nem készilt, igy ezeket a kanadai
vadkacsafajokban talaltakkal fogjuk dsszevetni.

(i) Hongkongi vagéhidi mintakbdl kézel 600 AlV-térzset izolaltak. A gazdafaj
fontossagat tlikrézi az izolalasi gyakorisagok az egyes baromfifajokban: kacsa (6.5%),
liba (1.1%) és csirke (0.4%). Fontos k&érilmény, hogy eltéréen a hazai esetektdl, az
ottani virustdrzsek tliinetmenetes allomanyokbdl szarmaztak.

(i) Abban az idében még csak 12 HA-t (a mai 16 helyett), de mar mind a 9 NA
szubtipust ismerték. Az ezek altal elméletileg lehetséges 108 kombinacidébdl 47-et
talaltak a tertleten 600 izolatumra vetitve. Tulajdonképpen ez viszonylag magas szam,
ha a kanadai, 06sid6k ota fennalld, természetes rezervoarban kimutatott 27
kombinaciéhoz viszonyitjuk, rdadasul ott 1262 izolatumbdl (Hinshaw et al., 1980). A
szerz6k konkluzidja az volt, hogy Dél-Kinaban a hazikacsa az AIV rezervoarjanak
tekinthet®.

(iii) A szubtipusok aranyat és idébeli el6fordulasat is érdemes dsszevetni a kanadai
természetes rezervoarban talaltakkal. A listavezeté kombinacié a H4NG. Itt az dsszes
izolatum 24%-a; mig a kanadai vadmadarakban 18%-kal ez a 3. leggyakoribb. Ezt kdveti
a H3NS8: itt 11%, Kanadaban 28%-kal a 2. helyen all, majd a H3NG: itt 6%, Kanadaban
3%-kal az 5. helyen. A H6N1 (6%), H6NZ2: itt ugyan ,csak” 5%, Kanadaban viszont 41%-
kal az 1. helyen volt, de killénés mddon, csak a felmérés 3. évében jelent meg hirtelen,
és végul a H10N5 (5%).

A fentiek utan természetesen fel kell tenni a kérdést, hogy mi a helyzet az akkor mar
Lhires” (vagy késdbb azza vald), emlésgazdakban jarvanyt okozé alcsoportokkal, mint
amilyen a H1IN1: emberben és sertésben, a H2N2: emberben, a H3N2: emberben és
sertésben, a H3N8 és a H7N7: I6ban, valamint a N7-kombinacidk, mint a csirke sulyos
madarinfluenzat (fowl plague) okozd tbrzsei, amik a szazad kezdete o6ta okoztak
jarvanyokat, — hogy csak a legismertebbeket emlitsem? Nos a H1N1: HK-ban <1%,

Kanadaban 4%-kal a 4. helyen all, de, mint emlitettem, ennek a sertéshez adaptalédott
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(sw) valtozatardl van szd. A H5N3-kombinacié Hong Kongban: 3%, a H7N2: mindéssze
1 térzs (Kanadaban 1%), de mindketté csak LP-valtozatban. A HON2, ami manapsag a
csirke panzootias térzsének szamit, mindéssze 3%-ban fordult eld.

Tehat egyes szubtipusok — H3N8, H4NG, H4N2, H6N1 és HEN2 — terileti el6fordulasa
meglepd egyezéseket mutat a két tavoli kontinensen, sét ebben az ésszehasonlitasban
a természetes és a mesterséges rezervoarok kozott is. Ebb6l a képbdl azt a
kévetkeztetést lehetne levonni, hogy itt valami miatt sikeres szubtipusok vilagméreti
elterjedtségének lehetiink tanui. Csakhogy, mint fentebb mar kifejtettiik [Eredmények,
5.1.5.], ezek a viszonylag érzéketlen szeroldgiai moédszerrel kimutatott egyezések
genetikailag olyan nagyfoku és féldrajzi eloszlast is mutatd elkilonlléseket rejtenek,
melyeknek kialakuldsa régmultba visszanyul6 evoluciés folyamat. Ennek kdvetkeztében
az alcsoportokon belll a HA (de az NA és a tdbbi) gén genetikai tavolsagai olyan
nagyok, hogy az epidemiolégia kapcsolat a két kontinens, egyébként megegyezd
szubtipusba tartozé virusai kozott telies mértékben kizart. igy az egyezésekre mas
magyarazatot kell talalni. Taldn a H4 és H6 altaldban ,nagyobb affinitassal” rendelkezik
nemcsak a vad vizimadarakra, hanem az egyes hazimadar-fajokra is, és ez a
tulajdonsag flggetlen a foldrajzi eredettél, tehat amerikai és eurazsiai valtozatokra
egyarant érvényes.

Uzemi kdérulmények kézétt tartott kacsakbdl ebben az idében, Angliaban is a Kinabdl
ismert kombinacidk fordultak el6: H3N8, H4NG és HGN2 (Alexander, 1981).

8.1.4. A régi hazai AlV-tbrzsek jellegzetességei és eredete

A fenti természetes (észak-amerikai) és mesterséges (tavol-keleti) rezervoarok
szubtipusainak elemzése, véleményem szerint, olyan adatokat tart fel, amelyekhez
annak reményében viszonyithatok a sporadikus esetekhez koét6dé magyarorszagi
izolatumok, hogy utdbbiak eredetére vonatkozdan is nyerhetiink epidemiologiai adatokat.
Nézzlk, hogy milyen kévetkeztetéseket lehetett levonni az 8sszehasonlitdsokbdl a hazai
torzsek eredetére vonatkozdéan. Harom szempontbdl fogom megvizsgalni a
lehetéségeket.

(i) A filogenetikai vizsgalatok mar a szubtipuson belili féldrajzi valtozatokat is
tévedhetetlenl felfedték, ami azonnal eloszlatta a szerotipus-azonossaghodl levezethetd
hamis koévetkeztetést, nevezetesen, hogy barmiféle epidemiologiai kapcsolat lehet a
hattérben a két tavoli kontinens viszonylatdban. A hazai térzsek, a genetikai hierarchia
csucsarodl indulva, mindharom vizsgalt gén alapjan is az eurazsiai vonalba tartoznak,
amely viszont messze nem homogén képzédmény, sem teriiletileg, sem a
természetes/mesterséges elkilonilést tekintve. Ami a még kdzvetlenebb epidemiolgiai

vonatkozasokat illeti, a filogenetikai vizsgalatok és szubtipusok eloszlasa alapjan
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feltételezhetd, hogy a magyarorszagi izolatumok egyik-masika is mesterséges virus-
poolbdl szarmazott (lasd alabb), amelyet hazikacsa tarthatott fenn. Még Eurdpan belll is
akar tébb regionalis rezervoar is létezhetett, ahogy erre a H5 fa egyes hosszu agai
utalnak. Ennek fényében meglepd viszont, hogy a hazai HS5 gének kozelebbi
rokonsagban vannak a tavol-keletiekkel, mint barmelyik eurdpaival. (Mar amelyikekrél
adatunk van, ez ugyanis lehet a kis mintavételbdl ered6 egyoldalusag kévetkezménye is.
Amint tébb régi virus szekvenciaja lesz hozzaférhet6, ezt a hipotézist is lehet tesztelni.)
A H4-nél viszont egy régi és egy maig fennmaradt (recens) tavol-keleti agon is
azonosithatd magyarorszagi virus, bar a tébbség eurdpai. Ezekbdl vilagosan kitlinik,
hogy a szerolégiai prébaval talalt szubtipus-egyezéseknek dnmagukban mennyire nincs
jarvany-diagnosztikai értéke (nem is lehet, hiszen még a kontinentalis elkiléniléseket
sem érzékelik), legfeliebb kizarasos esetben.

(il) Az egyes szubtipusok gyakorisaga a rezervoar természetérdl tajékoztat. Amint ezt
lathattuk a kinai hazikacsakban jéval nagyobb (47/600) a szubtipus-kombinacié és
izolatum aranya, mint a természetes populacidkban (27/1262). A hazai térzsek szama
ugyan nem mérheté a fenti vizsgalatok volumenéhez, mégis ezen a kevés mintan is
latszik, hogy még kinainal is magasabb a szubtipus-kombinaciok szama (10/13 eset).
Ennek alapjan arra ké&vetkeztethetlink, hogy ezek a térzsek is egy szlikebb tertlet
rezervoar(jaiban (pl., tenyészkacsa allomanyaiban) perzisztaltak, mielétt izolalasra
keriltek, nem pedig kinti vizimadarakban.

(i) De nemcsak a szubtipusok valtozatossaga nagy a feltételezett mesterséges
rezervoarban, ahonnan pl., a hazai H5-szubtipusu térzsek szarmazhattak, hanem ennek
okara is lehet kovetkeztetni, ami nem mas, mint a gyors reasszortacio. Ha ezt
filogenetikailag jelentésen elkilénilt HA-val rendelkezé térzsek esetén latnank, semmi
meglepé nem lenne benne, mert ugyanabban a rezervoarban élé térzsek kdzott elég
hosszu id§ alatt miért ne j6bhetnének létre szegmens-cserék. Marpedig ugy tlnik, hogy
éepp forditott lehet a helyzet. A hazai H5-be tartoz6 HA gének szekvencia-kiildnbsége
ugyanis olyan kisfoku diverzifikaciot mutat, hogy ennek alapjan egyazon jarvanytipus
tagjainak kell tekinteni 6ket. Mégis mindegyik legalabb egyszeres, de van, amelyik
kétszeres reasszortans, €s akkor még nem is tudjuk, hogy a tébbi szegmensen mi a
helyzet. Ezek a géncserék tehat viszonylag révid intervallumban zajlottak le. Ebbdl az is
kévetkezik, hogy reasszortansok (szubtipus-kombinaciobeli killénbségek) jelenléte egy
adott terilileten csak akkor utalhat kilénb6z& behurcolasokra, ha a HA gén is nagy
diverzifikaciét mutat az adott intervallumban. Ha nem, mint a H5-06s torzsek esetében,
akkor a géncserék a kitérésekhez kapcsolddd mesterséges (kacsa)rezervoarbol

szarmazhatnak, ami lehetbvé teszi az ilyen Gtem( reasszortaciot.
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Meg kell jegyezni, hogy ilyen tipusu informacidhoz filogenetikai vizsgalat nélkil nem
juthattunk volna, de legalabb ilyen fontos kérilmény, hogy szerencsés 6sszetétell
(vagyis médszeresen végrehaijtott, hézag nélkiili izolalasi sorokbdl allo) gyljtemény allt
rendelkezésemre. Az elmondottakon kivil, alkalmas lehet annak ellenérzésére is, hogy
egy ilyen viszonylag lokalisnak és id6ben behataroltnak tind rezervoarban hany
reasszortacio léphet fel virusonként. Végil pedig arra is hasznalhatd, hogy akar csak HA
génjik nagyfoku genetikai hasonlosaga alapjan is, a térzseket egyetlen jarvanytani
csoportba soroljuk, fiiggetlendl attél, hogy kifelé hany szubtipus-kombinaciét mutatnak.
Megkockaztathaté az a megallapitas, hogy az alacsony géndiverzifikacio és magas
reasszortacié foléttébb bizarr kombinacidja szinte diagnosztikai érték(i a hazikacsa
virusrezervoar voltanak felismerésére. Ezzel van 6sszhangban az a medgfigyelés is, hogy
a pl., a mostani kinai H5N1 kialakulasat kdzel t6bb tucat ismert reasszortaciés esemény
el6zte meg (Lomniczi, 2006).

Az elemzések bebizonyitottak, hogy a fenti természetes (észak-amerikai) és
mesterséges  (tavol-keleti) rezervoarok szubtipusainak megoszlasabol levont
koévetkeztetések termékeny megkoézelitésnek szamitottak a magyarorszagi, z6mében
kacsabol szarmazé izolatumok eredetének vizsgalatahoz (2. tablazat).

Ugy véljiik, hogy ez a régi virusgyljtemény is értékes informaciokkal egészitette ki
tudasunkat, de még tébb, kilféldi eseteket reprezentald korai térzs vizsgalata tovabbi

ismeretek forrasa lehet.

82.A HAzAI HP H5N1 MADARINFLUENZA VIRUSOK VIZSGALATABOL LEVONT
KOVETKEZTETESEK

Jelen vizsgalatunkkal a 2006 és 2007 kdzotti id6szakban, Magyarorszagon eléforduld
HPAI H5N1 AlV-tdrzsek filogenetikai kapcsolatait és genetikai jellemz6it kivantuk feltarni.
Célunk a hazai tdrzsek lehet legkdzelebbi rokonainak kimutatasa, valamint a jarvany

Magyarorszagra keriilésének, illetve orszagon belllli terjedésének feltérképezése volt.

8.2.1. A hazai térzsek filogenetikai vizsgalataibdl levont jarvanytani kbvetkeztetések

A harom hulldamban zajlé6 magyarorszagi HSN1 fertézés a vadmadarak kézott elsésorban
bltykés hattyukban, mig a hazimadaraknal féként /idallomanyokban pusztitott. A hazi
madarakban kitért fertézés Magyarorszag déli részén jelentkezett, ahol az orszagban a
legnagyobb a liba-, illetve a kacsaallomanyok slrisége. Az influenzafert6zés
szempontjabol tovabbi kockazati tényezdként tartjdk szdmon az ezen a terlleten
hagyomanyosan jellemzd nyilt rendszer( Aallattartast, ahol megvan a lehetéség a

hazimadarak vad vizimadarakkal t6rténd keveredésére, illetve kdzvetett kapcsolatara.
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8.2.1.1. Az els6 hullam: a HU-1 és a HU-2 csoport virusai

A magyarorszagi térzsek HA génjének molekularis elemzése kimutatta, hogy az elsd,
2006-0s jarvany soran két kulénb6zé virus terjedt a vadmadarak kozétt, amelyek a
nemzetkdzileg egységes elnevezés szerinti 2.2B (HU-1), illetve 2.2.1 (HU-2) csoportokba
kerlltek. Elvégeztik a két csoport egy-egy kivalasztott térzsének — A/mute
swan/Hungary/3472/2006 és A/mute swan/Hungary/4571/2006 — mind a nyolc génjére
kiterjedd, teliesgenom-meghatarozasat, valamint az ezekre épild filogenetikai és
genomelemzd vizsgalatokat. A kivalasztott izolatumok valamennyi génszakasza a HA
génnél emlitett alcsoportokba tartozott, tovabba filogenetikai elrendezkedésik is
hasonléan alakult. igy megallapitottuk, hogy — bar a két kilénbdzé csoportba tartozod
virus néhany héten keresztll ugyanabban a vad vizimadar populaciéban cirkulalt —, az
altalunk vizsgalt térzsek kézo6tt nem j6tt 1étre reasszortacio.

A 2.2B csoport eredetélil korabbi genetikai vizsgalatok (Salzberg et al., 2007) az
oroszorszagi Asztrahan és Kurgan vidéki jarvanyokat jeldlik meg. Egyes feltételezések
szerint Europat innen két eltéré aton (Rinder et al., 2007), valészinlleg a fébb vadmadar
vandorlasi utvonalaknak megfeleléen érhette el a fert6zés (Olsen et al., 2006). Ez
6sszhangban van a filogenetikai elemzéseink azon eredményével, miszerint a 2.2B
csoport eurdpai térzsei a génfakon két kiilén nagy agra keriiltek: az egyik agat a hazai és
a horvatorszagi izolatumok adtak, mig a masik 4gon a 2006 februarjanak elején Eszak-
Németorszagban, és az ezt kdvetéen a kérnyez8 eurdpai orszagokban — Daniaban,
Svédorszagban, Csehorszagban és Skbciaban — izolalt térzsek ltek.

Lathatd, hogy a rendkivil gyors virusazonositds révén elég pontosan behatarolhatdk
azok a tertletek, ahova ugyanannak a virusnak a leszarmazottai jutottak el, mégsem
allithato, hogy sikerllt volna felderiteni a virusmozgasok iranyait vagy részleteit (Feare,
2007). Még olyan egyszerlinek tlin6é esetben is, mint az alabbi, nem lehetett egyezségre
jutni a ,behurcolast” illetden. Amikor egy Balaton mellett meggyrizétt hattyd tetemét
talaltak meg Horvatorszagban, kb. harom héttel késébb, ott behurcolasrél beszéltek,
noha teljesen valészinltlen ilyen hosszu id6 latens fazis. ,Innen” nézve az a
valészinlibb, hogy ez a példany a végsé teleléhelyén, Horvatorszagban fert6z6détt meg,
nem pedig tlinetmentes virushordozéként kezdte a vandorlast. Raadasul a Balaton menti
hattyuk ko6zott sem akkor, sem késébb nem észleltek influenzajarvanyra jellemzd
elhulldsokat.

A 2.2.1. csoporthoz tartoz6 H5N1 izolatumok Eurdopaban legel&szér 2006 februarjanak
elején, Olaszorszagban jelentek meg (OIE), majd ezutan a virust tébb orszagban
(Szlovénia, Ausztria, Franciaorszag, Szlovak Kéztarsasag, Cseh Kodztarsasag, valamint
Dél-Németorszag) is izolaltdk. Magyarorszagon is ezekkel az Uj kitérésekkel egy idében

jelentkezett a fertézés. Az el6zményeket illetéen amellett, hogy a 2.2.1. alcsoportot mar
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2006 januarjaban izolaltak Nigéridban, a génbankban olyan, 2005-6s romaniai
izolatumokat is talaltunk, amelyek a filogenetikai elemzéssel szintén ebbe az alcsoportba
kerlltek. Vagyis a 2.2.1 csoport tagjai mar joéval a 2006-os olaszorszagi izolalas el6tt
Eurdpaban keringtek. A 2005-6s 2.2.1 térzsek eredetére eddig még nem derlt fény, és
tovabbi kérdéseket vet fel az a tény is, hogy a romaniai mellett — szintén ebbdl az id6bdl

szarmazo — térékorszagi izolatumokat is tartalmaz ugyanezen csoport.

8.2.1.2. A masodik hullam: a HU-3 csoport virusai

A Magyarorszagot érinté masodik hulldm 2006 juniusaban jelentkezett, és Eurdpa
legnagyobb  vizibaromfit érintd jarvanyava valt anélkil, hogy vadmadarak
megbetegedése tarsult volna hozza. A genetikai és filogenetikai vizsgalatok alapjan a
HU-3 csoport reprezentativ térzse (A/goose/Hungary/14756/2006) a 2.2.A1 jeld
csoportba kertlt besorolasra.

A 2.2.A1 csoport elsé képviseldi Bajororszagban jelentek meg baromfiallomanyok és
vadmadarak koz6tt, egy héttel a 2.2.1 virusok felbukkanaséat kévetéen. A 2.2.A1 csoport
virusainak kézvetlen 6sei nem ismertek, az azonban érdekes, hogy a térzsfa ezen agan
egyéb, Kozép-Eurdépan Kkivili teriletrél (Svajc, Francia- és Németorszag) szarmazé
izolatum nem talalhaté. A csoport eredetének feltarasara elvégzett filogenetikai
vizsgalattél — a rendelkezésre allé jarvanytani és genetikai adatok szegényes kére miatt
— csak korlatozott eredményeket varhattunk, azonban az nyilvanvaléva valt, hogy a
bajororszagi és a hazai virustdrzsek kézvetlen k6z6s 6ssel birtak. A itteni kitéréssel egy
idében Romaniabdl is nagyaranyu H5N1 jarvanyt jelentettek, am ezen virusszekvenciak

hianyaban nem tudtuk vizsgalni kapcsolatukat a hazai térzsekkel.

8.2.1.3. A harmadik hullam: a HU-4 csoport virusai

A harmadik kitérés Magyarorszagon 2007 januarjaban, egy huzamosabb jarvanymentes
idészak utan kovetkezett be. Az ekkor megjelent HU-4-gyel jel6lt izolatumok az eddigi
csoportoktol élesen elkilénild, 2.2A2 csoportba kerlltek. Ez a kis l1étszamu csoport a
sajat virusainkon kivill csak az Afturkey/United Kingdom/750/2007 térzset foglalja
magaban. A magyarorszagi és az angliai izolatumok k&zétt a kdzvetlen jarvanytani
kapcsolat mar bizonyitasra kertlt (Irvine et al.,, 2007), de ez a mi genetikai
vizsgalatunkbdl is nyilvanvalé. A jarvanytanilag azonosnak mondhatd virus (a harom
térzs mind a nyolc génje — 0, illetve 1 nukleotid eltéréssel — szinte vagy teljesen
megegyez8) két tavoli orszagban, kis idéeltolédassal (Magyarorszag: 2007.01.21. és
01.25., illetve Anglia: 2007.02.01.) t6értén6 megjelenése j6I mutatja a kereskedelem
szerepét a jarvany terjedésében. Az Egyesiilt Kiralysag Kérnyezetvédelmi, Elelmezési és

Vidékfejlesztési Minisztériumanak (Department of Environment, Food and Rural Affairs;
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DEFRA) kutatocsoportja a magyar kollégak segitségével elvégzett atfogd jarvanytani
kutatdsa (Defra, 2007) a kovetkez6 eredményeket hozta: (i) A jarvanykitdrések
észlelésének idépontjai azt a gyanut vetik fel, hogy a fertézés Magyarorszagrél terjedt a
szigetorszagba. (ii) Az egyetlen lehetséges jarvanytani kapcsolat egy kaposvari
pulykavagoéhid és az angliai telep kdzétt allhatott fenn, mivel a vagohid rendszeresen
exportalt friss vagy fagyasztott pulykahust a suffolki telep szomszédsagaban mikédd
pulykafeldolgoz6 Gzembe. (iii) A kaposvari vagohidat ellaté — a vizsgalat soran a H5N1
virusra negativnak mutatkozé — pulykatelep, valamint a két fertézétt libatelep (Lapisztd
és Derekegyhaza) k6zétt nem talaltak kapcsolatot. (iv) Végsd megallapitasként arra az
eredményre jutottak, hogy Magyarorszagrél, egy még tlinetmentes, de fert6zott
pulykaallomanybdl keriilt volna a virus a suffolki pulykatelepre, méghozza egy fertézott

vagohidi husszallitmany utjan.

8.2.2. Egy sikeres jarvany-felderitési eset

Hogy kedvezb esetben milyen eredményt varhatunk egy genetikai vizsgalattél, példaként
bemutatom egy nemzetkdzi jarvany feldolgozasat és annak eredményeit. A valasztas a
németorszagi, 2006 és 2007 kozott zajlé HPAI H5N1 jarvanyra esett, mivel az ott
térténtek nagymértékben hasonlitanak a hazai helyzethez, valamint az alkalmazott
modszerek és kitlizott célok is nagyrészt megegyeztek a mieinkkel (Rinder et al., 2007;
Weber et al., 2007; Starick et al., 2008).

A németorszagi Al-jarvany 2006 februarjdban jelentkezett elészér, vadmadar — féként
hattya — allomanyokban. Ezt kévetéen, 2006 aprilisdban egy pulykaallomanyban tlint fel
a virus. Ugyanebben az évben még egy esetben izolaltak a virust: egy allatkertben tartott
hattyubdl. 2007 nyaran a fert6zés Ujra megjelent, tdmegesen ismét elsdsorban
vadmadarak k&zott, de emellett néhany kacsa- és libaallomanyban is. Decemberben
harom elszigetelt, észak-németorszagi haztaji, csirkéket tartd gazdasagban szintén
felbukkant, ezuttal a vadmadarak negativ eredmény(i felmérd vizsgalata mellett.

A kivalasztott reprezentativ térzsek filogenetikai vizsgalataval a kévetkezd eredményekre
jutottak (Rinder et al., 2007; Weber et al., 2007; Starick et al., 2008): (i) valamennyi
izoldtumuk a 2.2 kladba tartozik; (ii) a 2.2 kladon belll virusaik harom, filogenetikailag
egymastol jol elkildnithetd csoportba sorolhaték (2006-ban 2 csoport volt jelen: az un.
.eszaki” és a ,déli” tipusu térzsek (2.2A és 2.2B csoport); 2007-ben pedig még egy Uj
tipus (2.2C csoport) jelent meg; (iii) meghataroztak a kivalasztott térzsekhez legkézelebb
allb génbanki izolatumokat; (iv) a harom csoportba sorolt virusok eredete és a
behurcolas médja azonban tisztazatlan maradt.

A harmadik hullam (2.2C csoport) 2007 decemberi, harom gazdasagot érintd

influenzakitérésének jarvanytani nyomozasa azonban a késdbbiekben eredményt hozott
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(Harder et al., 2009). Az elvégzett genetikai vizsgalat a telepekrdl izolalt térzsek
legkdzelebbi rokonanak a 2007 augusztusi, dél-németorszagi jarvany egy tiinetmentesen
fertézo6tt kacsaallomany — egyébként mar a mélyfagyasztott termékbdl szarmazé —
térzseit adta ki, olyannyira, hogy a vizsgalt HA génen gyakorlatiiag nem mutatkozott
nukleotid-eltérés. Bar a teljes nukleotid-egyezés kdzvetlen jarvanytani kapcsolatra utal,
azonban a nagy idétavlat kizarja, hogy mindez egy él8, t6bb fajt is érint6 fertézési lancon
keresztiil valésult volna meg. A jarvanytani nyomozas terepen végzett szakasza vezetett
végil a megoldasra: a harom telep tulajdonosai kilénb6zd, de ugyanahhoz a nagy
bolthalézathoz tartozé Uzletekben, oktéberben vasaroltak fagyasztott, nyers kacsa
belséséget, ehhez juthattak hozza a csirkék. A fagyasztott termékek alapanyaga egy
észak-németorszagi vagoéhidrdl szarmazott, ahol a szokasos vagéhid idészakos nyari
szlineteltetése miatt az emlitett, fert6z6tt dél-németorszagi telep kacsaallomanyanak egy
részét is vagtak.

Ez a példa tanulsagként szolgal arra, hogy a genetikai vizsgalatok mellett mennyire

fontosak a helyszini jarvanytani adatgydijtés hagyomanyos modszerei.

8.2.3. A reasszortaciok vizsgalata

Amint a régi térzsek vizsgalatanal, ugy a mai H5N1 jarvanymenet tagjainal is segitséget
nyujtott a reasszortaciok létrejottének szambavétele a jarvanykitorések jellegének
megallapitdsdban. Emlékeztetéul: a régi térzsek elemzése kapcsan arra a
megallapitdsra jutottunk, hogy az 0&sszes mintaszamhoz viszonyitott magas
reasszortaciés arany endémias allapot fennallasat jelzi. Az endémias fert6zés
kialakulasara a HP H5N1 jarvany esetében is talalunk példat, mégpedig a mar emlitett
dél-azsiai teriiletek elmaradott jarvanyvédelemmel kisért, hazi kacsa/liba és csirke
vegyes tartasi rendszerében. Ez a teriilet volt a helyszine (és egyben kiinduldpontja)
szamtalan uj H5N1 reasszortans kialakuldsanak a panzootiat megel6z6 években. Ezzel
szemben a H5N1 vadmadarakat érint§ felmérései igencsak mas eredményt mutatnak.
Vadmadarakban sem tinetmentes fert6zést, sem reasszortaciokat nem figyeltek meg.
Ebbdl a fenti eIméletet alapjan azt a k&vetkeztetést vonhatjuk le, hogy a H5N1 virus
képtelen volt tartésan megtelepedni a vadmadar populacidkban, és csak atmeneti,

masodlagos fertézések formajaban Utétte fel a fejét, kisebb-nagyobb elhullasok képében.

8.2.4. A hazai térzsek genomelemzé vizsgalataibol levont tovabbi kvetkeztetések

A kivalasztott négy térzs teljes, mind a nyolc gént érint§ analizise soran figyelemmel
voltunk a HP H5N1 jarvany soran ezidaig leirt, ismert vagy még ismeretlen szerepl és

hatdsu genetikai markerekre (8. tablazat). Az eredmények részletes bemutatasat a
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témaban készllt cikkink (Szeleczky és mts., 2009) tartalmazza, itt csak a

legfontosabbakat emelném ki ezek kézil.
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8. tablazat: A teljesgenom-elemzésre kivalasztott négy indextérzs genetikai vizsgalatanak

osszefoglalasa

Virustérzs HA NA

Deléci6 Aminosav

Aminosav pozicié (49-68) pozicid

99 145 172 238 240 268 Hasitasi hely 110
mintazata

3472
4571
> S A Q G N PQGERRRKKR/G van R
14756
2823
Virustorzs NS1

Csoport Delécio  Aminosav pozicio

(80-84) 42 92 149

3472
4o71 A van S E A
14756
2823

Az AlV gazdavaltasanak és egy emlds gazdafajhoz térténé adaptaldodasanak képessége,
tovabba az ott kifejtett virulencia mértéke minden bizonnyal egy tébb génhez ko&tétt
tulajdonsag. Egy faj adott virussal szembeni fogékonysdgaban meghatarozé szerepe
van a HA gén receptork6té aminosav mintazatanak. Ezek segitségével a madarinfluenza
virusok jellemzden az a-2,3-NeuAcGal kétésl, madarak nyalkahartyajan megtalalhaté
szialsav receptorhoz, mig a human virusok az a-2,6-NeuAcGal kétésl, human légutakra
jellemzd szidlsav receptorhoz képesek koétédni (Matrosovich et al., 1997; Ha et al.,
2001). A kivalasztott izolatumaink receptorkété helyein talalt Q238 és G240 aminosavak
(226-0s és 228-as pozicidé a H3 szubtipus tekintetében) a madarak nyalkahartyajanak
receptoraihoz valo illeszkedésre alkalmasak, hasonléan valamennyi eddig izolalt HP
H5N1 virushoz — legyen sz6 akar madarbol, akar emlésbdl szarmazo térzsrél.

A receptorkdtd helyek mellett az azok koérnyékén taldlhatdé szénhidrat oldallancok
1999; Banks and Plowright, 2003; Iwatsuki-Horimoto et al., 2004; Hulse-Post et al.e,
2004). A HA gének aminosav-szekvenciajat az NetNglyc 1.0 programba beillesztve, az
NXT/S (X = barmely aminosav) altalanos képlet alapjan megkaptuk a lehetséges
glikozilaciés helyeket, mégpedig a 27., 39., 181., 209., 302., 500. és az 559.
poziciokban. A 2.2 kladra jellemzd markerek (199, G240, N268 és R339G) (Chen et al.,

2006) a hazai térzsekben is eléfordultak.
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llyen, a 2.2 kladra jellemzd markereket az NA génen is talalunk (Chen et al., 2006): igy a
20 aminosavat érinté delécidt, csirkéhez vald adaptaldédas markereként, a 49-68 kdzotti
pozicioban (Matrosovich et al., 1999; Guan et al., 2002), valamint a 110-es helyzetl(
arginin (R) jelenlétét.

A 275-6s helyzetl hisztidin (H) a virus oseltamivir (NA-gatld gyogyszerhatbanyag)
érzékenységét mutatja (Gubareva et al., 2001), igy ezen marker megléte alapjan a hazai
térzseket is gyogyszerérzékenynek vehetjuk. Egyéb aminosavak, rezisztenciat kivaltd
szubsztitlcidjanak hianya — E119V (a hazai izolatumokra vonatkozé szamozas szerint:
EQ9V), R292(273)K és N294(275)S — szintén a tbrzseink oseltamivir-érzékenységét
mutatta (Kiso et al., 2004). Az NA génen a fenti program segitségével harom lehetséges
glikozilaciés helyet kaptunk a 68., 126. és a 215. AS helyeken.

Az NS gén tdbb mutaciojardl is feltételezik, hogy szerepik van a virus fokozott
virulenciajaban, tobbek koézétt a citokin-hatas gatlasa, azaz a fert6zott szervezet
védekez6kéepességének cstkkentése réveén. llyen, virulenciaval kapcsolatban allé, eddig
kimutatott mutacidk a 80-84. aminosavak kiesése (Long et al., 2008), valamint a P42S
(Jiao et al., 2008), a D92E (Seo et al., 2002) és a V149A (Li et al., 2006) szubsztitucidk
létrejotte — ezen mddosuladsok a hazai térzseinkben is megtalalhatok voltak (a négy
aminosavat érint delécié miatt a V149A mutacié a 144. helyre kerult). Egérmodellen
végzett vizsgalatok alapjan, az NS1 fehérje C-végén lévé X-S/T-X-V altalanos képletd,
un. PDZ-kétd (post synaptic density protein) mintdzat is felelés lehet a fokozott
virulenciaért, mégpedig a gazdasejt jelatviteli fehérjéiben talalhaté PDZ doménekhez
val6é kapcsolédasa révéen (Obenauer et al., 2006; Jackson et al., 2008). Izolatumainkban
ez a mintazat ESKV vagy EPKV aminosavakbdl allt. A HU-3 térzseinknél talalt EPKV
aminosav-motivum egyedulallé az eurdpai H5N1 virusok kézoétt — a hasonlé aminosav
mintazattal rendelkez6, a mieinkhez legkdzelebbi rokonsagban 4allé térzsek az

oroszorszagi asztrahani jarvanybol szarmaznak.

8.3. AKET LP VIiRUS VIZSGALATABOL LEVONT KOVETKEZTETESEK

Végul megemlitem még a hazai HP H5N1 jarvany kapcsan vadmadarakbdl izolalt —
egyéb szubtipusokba tartozd, alacsony patogenitasi — influenzatdérzsek genetikai
vizsgalatanak idevagd megallapitasait.

Az A/mallard/Hungary/19616/2007 (H3N8) és az A/mute swan/Hungary/5973/2007
(H7N7) izoldtumok jarvanytani és virologiai vizsgalata érdekében azokat teljesgenom-
elemzésnek vetettiik ala. Az influenzavirus nyolc génjének ,kilén mozgasat” j6I mutatja
a fenti két virus esete. A gyakorlatilag véletlenszer(ien, mindenféle jarvanytani
hattértérténet nélkil kezinkbe kerllt két virus &sszes génjére filogenetikai fakat

készitettlink (8. abra). A nyolc-nyolc génfa topoldgiaja a virusokon bellll egymastél eltérd
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volt, ami t6bbsz6ros reasszortaciora utal. Az altalunk izolalt virusok hosszu utat tettek
meg, mig hazankba kerultek. Ha kdzvetlen rokonaikat nem is talaltuk meg, egyes génjeik
tavolabbi rokonaibél (azaz Eurépa és Azsia jarvanyainak kiilénb6zé idékbél szarmazo

izolatumaibdl) mégis 6sszeallt virusaink multja.
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9. UJ EREDMENYEK

9.1. A REGI HAZAI AIV-TORZSEKKEL KAPOTT EREDMENYEK:

- Megerésitettem, illetve meghataroztam a kivalasztott 15 régi izolatum HA és NA

szubtipusat, valamint megallapitottam NS-génjeik csoportjat.

. Szubtipus | Szubtipus | NS gén
Izolatum (Tanyi)p (Sajét)p cso?)ortok
A/duck/Hung/3/70 H4 H4NXx B
A/duck/Hung/Debr/265/70 | H4 H4NXx A
A/duck/Hung/1/235/70 HEN2 HEN2 A
A/guinea fowl/Hung/1/72 H4 H4ANG A
A/guinea fowl/Hung/2/75 H7 H7N1 A
A/duck/Hung/3/75 H4 H4N8 A
A/duck/Hung/4/75 H4 H4N8 A
A/duck/Hung/8/3/75 H4 H4N8 A
A/duck/Hung/1/75 H10 H10N4 A
A/duck/Hung/11/75 H5 H5N9 A
A/muscovy duck/Hung/1/75 | H5 H5N3 A
A/duck/Hung/2/77 H5 H5N2 B
A/duck/Hungary/2/82 H4 H4NG6 A
A/duck/Hung/660/87 H10 H10N7 B
Alturkey/Hung/1561/87 ? HION2 A

Amig abban az id6ben Hong Kongban a hazikacsak, Kanadaban pedig
vadkacsak (és egyéb vizimadarak) leggyakoribb HA-szubtipusai a H4, H3, H6 és
H10 volt, addig nalunk a gyakorisagi sorrend: H4, H5 és H10.

A HA gének részleges nukleotidsorrend meghatarozasaval és ezek filogenetikai
elemzésével megallapitottam, hogy a hazai izolatumok HA-jai, minden esetben, a
szubtipusok eurazsiai 4gahoz tartoztak. Ezen belll azonban, a H5 szubtipusokat
egy régi eurdpai alagba lehetett sorolni, mig a H4-ek harom kilénbdz6 forrasbol
szarmaztak: egy régi eurdpai csoportba és egy régi tavol-keleti, valamint egy
tjabb tavol-keleti csoportba tartoztak.

Emellett az NA és az NS gének genetikai azonositasa szamos egyszeres vagy
tébbsz6rés reasszortaciot fedett fel a H4 és a H5 szubtipusu térzsek esetében.
Annal a 13 toérzsnél, amik megitélésink szerint fliggetlen jarvanyesetekbdl

szarmazhattak, nem kevesebb, mint 10 szubtipus-kombinaci6t azonositottam. Ez
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a természetes viruspoolban talalt (Kanada), de még az ismert mesterséges
rezervoarhoz (Hong Kong) képest is igen magas arany (10 reasszortacié/13
betegségeset), arra utalt, hogy a régi hazai tdérzsek génkombinaciéi nem
természetes, hanem mesterséges virusrezervoarban, tehat dzemi szint(i tartas
soran jbhettek létre. Ezt a véleményt egyértelm(ien igazoltak azok a kiilénleges
kombinacidk, amelyekben harom, szinte azonos szekvenciju H5 szegmenshez
harom kiilénbdz8 szubtipusi NA (N2, N3 és N9) tartozott.

A HA gének vagashely-szekvencia mintazata alapjan a H5 és H7 szubtipusba

tartozé valamennyi térzset alacsony patogenitasunak (LP) talaltam.

9.2. RECENS HAZAI AIV-TORZSEK GENETIKAI VIZSGALATAVAL KAPOTT EREDMENYEK

A 2006-2007-ben el6éfordult HP H5N1-jarvanyesetekbdl izolalt térzsek
filogenetikai vizsgalata és az epidemiolégiai adatok arra utalnak, hogy a jarvany
harom hullama négy egymastél fiiggetlen behurcolas eredménye volt.

A filogenetikai vizsgalat és a genomon talalhatd ismert markerek segitségével
megallapitottam a térzsek helyét egy nemzetkdzileg javasolt csoport-
besorolasban. Eszerint valamennyi izolatum a 2.2 alcsoportba tartozik, ahova
oroszorszagi, eurdpai de afrikai térzsek is. Ezen belil a HU-1 tagjai a 2.2.B-
aghoz, a HU-2 a 2.2.1-be; a HU-3 tagjai 2.2.A1-be és a HU-4 tagjai a 2.2.A2-
aghoz tartoznak.

A HU-1 térzsek legkézelebbi rokonait Horvatorszagban, a HU-2 térzsekét pedig
Szlovakiaban, Cseh- és Svédorszagban talaltam, ami arra utal, hogy a hattyuk
valahol a terlleten kivil, de nem tul tavol fert6zédtek, mert még az inkubacios
idén belll érték el utols6 allomasukat.

Mivel a HU-1 és HU-2 térzsek hosszu idén at — majdnem két hénapon keresztil —
egytttesen voltak jelen egy sz(ik terlleten a Duna mentén, megvizsgaltam, hogy
nem lépett-e fel reasszortacié. A kivalasztott reprezentativ térzsek teljesgenom-
elemzése azonban reasszortacios eseményt nem mutatott ki.

A libaesetek kdzvetlen eredete annak ellenére megallapithatatlan, hogy a 2.2A1-
agon (HU-3 hulldm) németorszagi és svajci vadmadar- és libaizolatumok
egyarant talalhaték. A HU-4-kitérésekb8l szarmazéd libatdérzsek esetében
megerésitettiik az A/turkey/United Kingdom/750/2007 virussal valé azonossagot,

ami viszont egy angliai pulykajarvanybél szarmazik.
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vezetésért — a kutatas menetének iranyitasaért és a kapott eredmények értékeléséért.
Koszonettel tartozom az MGSzH-ADI igazgatéjanak, Dr. Tekes Lajosnak azért a
segitségért, amit a munkamhoz szikséges feltételek megteremtésével és a
tamogatasaval nyujtott, tovabba a Baromfi-virologiai Osztaly vezet6jének, Dr. Balint
Adamnak, aki szamos szakmai tanaccsal latott el.

Szeretném megkdszonni a volt Debreceni Allategészségiigyi Intézet igazgatéjanak, Dr.
Kiss Istvannak és a Virologiai Osztaly vezetdjének, Dr. Kecskeméti Sandornak az
értékes szakmai segitséget.

Természetesen  készéndém  valamennyi  budapesti és  debreceni  kollégam
laboratoriumban nyujtott segitségét.

Véqil, de nem utolsdésorban, készénettel tartozom csaladtagjaim tlrelméért, amit a

disszertacio készitése soran tanusitottak.
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