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Bevezetés

A 20. szizadi epidemioldgiai tapasztalatok alapjan ugy tlnhetett, hogy vilagjarvany
kialakulasanak csak emberek kéz6tt van meg a feltétele, tekintve, hogy a kérokozoék globalis
terjedésében a legfébb tényezé a fertézo6tt gazda nagy tavolsagokra valo eljutasa, gyakran
még a latens fazisban (pl. Iégi kdzlekedés révén), aminek allati jarvanyok esetén nincsenek
meg a feltételei. Ezt az elképzelést a mult-szazadban négy influenza-pandémia fellépése, és
allati megfelel6ik hianya ala is tamasztotta. Ezek fényében mutatkozik meg a 2003-as
madarinfluenza (avian influenza, Al) jelentésége, ami kiterjedése okan, az els6 influenza-
panzootianak tekinthet6. A jarvanyt egy, a H5N1-szubtipusba tartozé6 magas patogenitasu
Al-virustérzs (highly pathogenic, HPAI-virus) okozta, ami csirkék, hazi vizi szarnyasok és
vad vizimadarak kézétt okozott sulyos veszteségeket. Mint ismertes, elébb csak a tavol-
keleti orszagokban terjedt szét Kinabdl, majd eljutott Oroszorszagba, Eurépaba és néhany
afrikai orszagba is. Azéta, a jarvany folyomanyképpen a virus leszarmazottai a kiindulasi
terGleteken, de azoktél tavol (Egyiptomban, Indiaban) endémia formajaban fordulnak elé. A
H5N1-jarvany még tovabbi elsének minésithetd jegyeket is mutatott. Pl., kordbban nem
fordult el6, hogy egy nagyvirulenciaju (HPAI) tdrzs képes lett volna jelentds és dsszefliggd
terlleti terjedésre. De el6szér tapasztaltak azt is, hogy egy HPAI-virustérzs az
influenzavirusok primordialis rezervoarjanak, a vadon él6 vizimadaraknak kilénbdzd
populacioit is megfertdzte, s6t ezek is a panzootia részeivé valtak. A jarvany 2006
februarjaban érte el Magyarorszagot, de el6szdr csak vad vizimadarakban (féként hattyd)
jelentkezett. Ezt kdvetben két tavolabbi teriilet libatelepei kézott Utdtte fel a fejét a
megbetegedés, 2006 juniusaban, illetve 2007 januarjaban.

Vizsgalataim egyik részében az ezen hazai kitdréseket okozd magas patogenitasu Al-
térzsek egy-egy reprezentansanak, ezen kivll szlir8vizsgalatok soran talalt, két alacsony
patogenitasu (low pathogenic, LP) virustérzs genetikai azonositasat végeztem el. Miutan a
madarinfluenza ilyen dramaian kerllt a figyelem k&zéppontjaba, elhataroztuk, hogy a
genetikai azonositas lehetdségeit felhasznalva megvizsgaljuk a Debreceni Allategészségligyi
Intézetben 6rzétt régi Al-virustdrzseket is, amelyeket még Dr. Tanyi Janos izolalt az 1970-
1980-as években, féként nagylizemi kacsaallomanyokban kitért megbetegedésekbdl. Az
ilyen korai betegségesetek epidemiolégiai vonatkozasair6l még ma is alig tudunk valami
biztosat, ezért a régi hazai térzsek vizsgalataval az volt a célunk, hogy elhelyezziik éket a
korabeli virusmozgasok viszonylataban, és pontositsuk ismereteinket ezek epidemiologiai és
Okolbgiai szerepére vonatkozoan.

A baromfi AlV fert6zéseinek jelentéségére a '60-as évektdl kezdve terel6détt a figyelem,
amikor is szerte a vilagon Kkulénb6z6 szubtipusokhoz tartoz6 virustérzseket talaltak

elsésorban nagylzemi koérulmények kozott tartott pulykdk és kacsak allomanyaiban.



Azonban e fert6zések epidemiolégidja tébb ok miatt sem volt egyértelmd. Az egyik, hogy
ugyanabban az allomanyban vagy teriileten egyszerre tébbféle szubtipus is eléfordult, ami
nehezen egyeztethetd &ssze egy bizonyos helyrdl behurcolt koérokozé okozta tipikus
jarvanymenettel. Mégis, amikor a ’70-es években kezdték megismerni a szabadvizi
vadmadarakban (kilénésen kacsafélékben) €l AlV szubtipusok oériasi valtozatossagat és
féldrajzi eloszlasat, ugy vélték, hogy megtalaltdk a baromfivirusok forrasat is, mert a
vadmadarak és a baromfitelepeken talalt térzsek szubtipusa, szerolégiai probaban, gyakran
megegyezett. Azonban az évtizedekkel késdbb elterjedt genetikai azonositdson alapulo
moddszerek ramutattak, hogy a szubtipus megfelelés 6nmagaban nem elegendd a kézvetlen
virusatviteli kapcsolat bizonyitédsara. A vad vizimadarak populaciékban talalt influenzavirusok
szubtipus-kombinaciéinak nagy szadma arra engedett kévetkeztetni, hogy ez az egyébként
artalmatlan virus-gazda viszony mar igen hosszu ideje allhat fenn, ezért e madarfajok az
AIV-k primordialis gazdai és természetes rezervoarjai lehetnek. Ma ugy gondoljuk, hogy a
baromfi influenzavirusai eredetileg a sokkal régebbi vadmadar-virusoktél szarmaznak, ami
evoluciés kapcsolatra utal. Eszerint egy-egy baromfipopulaciéban talalhaté szubtipus-
kombinacié eredetileg egy természetes rezervoarbdl érkezett, de aztan a tartasi viszonyok
(szaporito-rendszerek, zsufoltsag stb.) soran és adaptacié kdvetkeztében mar a baromfiban
is fennmaradt a fert6zési lanc, és igy bizonyos szubtipusok tekintetében mesterséges
rezervoarok alakultak ki. Ebbdl az is kévetkezik, hogy a termelésbe allitott ujabb és ujabb
csoportok megfertézéséhez mar egyaltalan nincs sziikség virusutanpétlast biztositd ismételt
atviteli, epidemioldgiai kapcsolatokra, azaz kivilrdl térténd behurcolasra egy adott
rendszerbe. llyen megkilénbdztetések igazolasa azonban az egyedi virusazonositas hianya

miatt abban az id6ben nem volt lehetséges.

Célkitlizések:

A régi és az uj madarinfluenza virustdrzsek kildnb6zd mélységl genetikai jellemzésétél
altaldnossagban jarvanytani és evoluciés ismereteink gyarapodasat reméltik. Ennek
érdekében, az alabbi kérdéseket kivantam megvizsgalni:

1. A régi és az uj térzsek hemagglutinin (HA) és neuraminidaz (NA) szekvenciainak
meghatarozasaval az izolatumok szubtipusat ill. ezek kombinacidjat kivantam megallapitani,
egyes, hianyos adattal rendelkezd régi térzsek esetében pedig ezek besorolasat
megerdsiteni és kiegésziteni.

2. A H5 és a H7 alcsoportbeli virustdrzsek virulencia-szintjének megallapitdsa a HA-
polipeptid proteolitikus vagashelye kériili aminosav-sorrend mintazata alapjan.

3. Régi izolatumok szubtipus-kombinacidinak féldrajzi besorolasa filogenetikai vizsgalatok

segitségével.



4. A jarvanytani sajatossagok (endémias jelenségek vagy uUj behurcolas), esetleg konkrét
kapcsolatok felderitése, alacsony patogenitasu térzsek okozta fertézések esetében is.

5. A harom hullamban jelentkezé 0j hazai H5N1 kitérések kézétti epidemiolégiai 6sszefliggés
kimutatasa vagy kizarasa.

6. Az altalunk izolalt H5N1, H3N8 és H7N7 izolatumok teljesgenom-analizise, olyan mar
ismert markerek elemzése céljabol, melyekbdl tovabbi jarvanytani kévetkeztetések vonhatdk

le a virustdrzsek el6életére (pl. reasszortaciés eseményekre) vonatkozoan.

Anyag és modszer

A virustorzsek eredete és szaporitasa

A régi, hazai madarinfluenza virustérzseket Dr. Tanyi Janos (Allategészségugyi Intézet,
Debrecen) gydjtétte kelet-magyarorszagi pulyka, kacsa és gyodngytyuk telepeken, az 1969-t6l
1987-ig terjed6 id6szakban észlelt megbetegedésekbdl. A 2006/07-es madarinfluenza-
jarvany soran 13 vadmadarbdl és 3 baromfiallomanybdél szarmazé HPAI H5N1 tbérzseket,
valamint a jarvany alatti szlrévizsgalatbol izolalt két alacsony patogenitasu virust az
MGSzH-ADI budapesti viruslaboratoriumaban izolaltak. A virustérzseket 9-11 napos
embrionalt, specifikus kérokozdktol mentes tyuktojasok allantoisziiregébe oltva szaporitottuk

el.

RNS kivonas

Az allantoisz folyadékokbdl a régi virusok RNS-ét QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany), az uj virusokét RNS-t High Pure Viral RNA Extraction Kit (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) segitségével nyertik ki, a cégek altal megadott protokoll

szerint.

RNS atiras, PCR reakcio

A tisztitott virus RNS komplementer DNS-sé (cDNS) valé reverz transzkripcios (RT) atirasat

€s a cDNS polimeraz lancreakcioval (PCR) térténé megsokszorozasat OneStep RT-PCR Kit
(Qiagen) felhasznalasaval végeztik, a gyartd utasitasa alapjan.

A régi térzsek HA génjéhez kettés PCR-t (nested PCR) alkalmaztunk. Elébb a teljes
génszakaszokat irtuk at és sokszoroztuk meg a kapott cDNS-t, az irodalomban leirt primerek
segitségével, majd az igy kapott termékeken egy masodik PCR-reakciét futtatunk sajat
tervezésl(, révidebb szakaszokat atfogd primerek felhasznalasaval. A primereket CLC Gene
Workbench 2.2.3. (CLC bio A/S, Arthus, Denmark) program segitségével terveztik. A régi
térzsek NA és NS génjének, valamint az Uj térzsek telies RNS-ének atirasa és PCR

reakcidja irodalmi primerek felhasznalasaval tértént.



DNS tisztitds
Az agar6z gélelektroforézissel elvalasztott DNS termékeket Gel Out Kit (A&A Biotechnology,
Gdynia, Poland), illetve QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) felhasznalasaval, a protokoll

szerint tisztitottuk.

Szekvenalasi folyamat

A régi térzsek DNS-mintait a PCR reakciéban hasznélt primerek felhasznalasaval, a
Mezbgazdasagi Biotechnologiai Kézpont (G6déll6) 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 Godollén, ABlI PRISM 3130 szekvenalé automatan tértént.

Genetikai és filogenetikai vizsgalat
A kapott szekvenciakat BioEdit 7.0.7 és a DNASTAR 7.1 (Lasergene, WI, USA)

programokkal szerkesztettik, és épitettiik 6ssze. A tavolsagalapu neighbor-joining modszer

(Kimura-2 paraméteres modell alkalmazasaval) és a karakteralapi maximum parsimony
mobdszer segitségével felallitott filogenetikai fak készitéséhez MEGA 4.1 programot
hasznaltunk. A lehetséges glikozilacids helyeket a NetNGlyc 1.0 program segitségével

hataroztuk meg.

Uj eredmények

A réqi hazai AlV-térzsekkel kapott eredmények:

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

szubtipusat, valamint megallapitottam NS-génjeik csoportjat.

e P e
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 H4NG 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 idében 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 agahoz tartoztak. Ezen belll azonban, a H5-szubtipusokat egy
régi eurépai alagba lehetett sorolni, mig a H4-ek harom kulénb6zé forrasbol
szarmaztak: egy régi eurépai csoportba és egy régi tavol-keleti, valamint egy Ujabb
tavol-keleti csoportba tartoztak.

Emellett az NA és az NS gének genetikai azonositasa szamos egyszeres vagy
tébbszérds reasszortaciot fedett fel a H4 és a H5 szubtipusu térzsek esetében. Annal
a 13 térzsnél, amik megitélésiink szerint fliggetlen jarvanyesetekbdl szarmazhattak,
nem kevesebb, mint 10 szubtipus-kombinaciét azonositottam. Ez 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 térzsek génkombinacidi nem természetes, hanem mesterséges
virusrezervoarban, tehat (zemi szintd tartds soran joéhettek létre. Ezt a véleményt
egyértelmien igazoltak azok a kilénleges kombinaciok, amelyekben harom, szinte
azonos szekvenciaju H5 szegmenshez harom kilénb6zd szubtipusi NA (N2, N3 és
N9) tartozott.

A HA gének vagashely-szekvencia mintazata alapjan a H5 és H7 szubtipusba tartoz6

valamennyi térzset alacsony patogenitasunak (LP) talaltam.

Recens hazai AlV-t6rzsek genetikai vizsgalataval kapott eredmények

A 2006-2007-ben eléfordult HP H5N1-jarvanyesetekbdl izolalt térzsek filogenetikai
vizsgalata és az epidemiologiai adatok arra utalnak, hogy a jarvany harom idébeli
hullama négy egymastol fuggetlen behurcolas eredménye volt. Ennek megfeleléen
HU-1-4 jel(i jarvanyesetekrél lesz sz6.

A filogenetikai vizsgalat és a genomon taldlhaté ismert markerek segitségével

megallapitottam a térzsek helyét egy nemzetkézileg javasolt csoport-besorolasban.



Eszerint valamennyi izolatum a 2.2 alcsoportba tartozik, ahova oroszorszagi, eurdpai
de afrikai tdérzsek is. Ezen belul a HU-1 jell (elsd) jarvanyeset 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 toérzsek legkbzelebbi rokonait Horvatorszagban, a HU-2 tdrzsekét pedig
Szlovakiaban, Cseh- és Svédorszagban talaltam, ami arra utal, hogy a hattyuk
valahol a terlleten kivil, de nem tul tavol fert6z6dtek, 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 —
egyuttesen voltak jelen egy sz(ik tertileten a Duna mentén, megvizsgaltam, hogy nem
Iépett-e fel reasszortacid. A kivalasztott reprezentativ térzsek teljesgenom-elemzése
azonban a reasszortaciés eseményt nem mutatott ki.

A libaesetek kdzvetlen eredete annak ellenére megallapithatatlan, hogy a 2.2A1-4gon
(HU-3 hullam) németorszagi és svajci vadmadar- és libaizolatumok egyarant
talalhatok. A HU-4-kitérésekbdl szarmazd libatdérzsek esetében megerdsitettik az
Alturkey/United Kingdom/750/2007 virussal valdé azonossagot, ami viszont egy angliai

pulykajarvanybdl szarmazik.
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