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1. BEVEZETES

A baromfipestis (nemzetkdzi nevén Newcastle disease, ND; hivatalos magyar neve:
Newcastle-betegség) a madarak és a hazi baromfifélék rendkiviil ragdlyos betegsége, amelyet a
tizenot legnagyobb terjeddképességli fert6zo dllatbetegség kozé (A-kategdridba) sorolt a

Nemzetkozi Allategészségiigyi Hivatal (Office International des Epizooties, OIE, Pirizs).

A fogékony éallatok a fertdzést kovetden emésztd-, 1égzOszervi €s idegrendszeri tiinetek
kiséretében pusztulnak el. A csirketartdsi koriilmények (zsufoltsdg, telepek siirisége), az
allatszéllitasok, a védekezés ellenére is hozzajarulnak a fert6z€s terjedéséhez, jarvanyok
kialakuldsahoz.

Doyle angol kutaté egy 1926-os Newcastle upon Tyne-kornyékén kitort angliai jarvdny sordn
kiilonitette el a betegséget (ND) és virusat (Newcastle disease virus, NDV) a szdzadforduld
idején elterjedt és nagyon hasonl6 korképben jelentkezd fowl plague (FP)-t6l és kérokozdjatol.
Késobbi kutatasok nyomén valt ismertté, hogy az NDV a paramyxovirusok csalddjaba tartozik,
mig az FP-t (régi magyar nevén klasszikus baromfipestist, djabban madarinfluenza) az
orthomyxovirusok csalddjaba sorolt avian influenzavirusok (AIV) idézik eld.

A Doyle 4ltal leirt és rovidesen felszdmolt angliai esettel egyiddben stilyos ND-jarvanyokat
irtak le a mai Indonézia teriiletén, a Tavol-Keleten és rovidesen Indiaban is. Mivel az
irodalomban még egy-két évtized milva is ismertettek ND-eseteket FP néven, nehéz
egyértelmiien vildgos képet alkotni az eurdpai helyzetrél. Annyi bizonyos, hogy az 1940-es évek
elejétdl szamitjak a betegség eurdpai térhoditdsat. Szerencsére ebbdl az idObOl mar maradtak
fenn virustorzsek is, amelyek vizsgdlata nagyban segitette a jarvanyok torténéseinek
megismerését.

Az irodalom hdrom vildgjarvanyt (pandémidt) irt le. Az elsé az 1920-as évek kozepétdl az
1960-as évek kozepéig tartott, amely periddusban a baromfipestis Téavol-Keletrdl kiindulva

egymads utdn hdéditotta meg az egyes kontinenseket. A mdsodik pandémia az 1960-as évek elején

indult, ismét a Tavol-Keletrdl, és Dél-Azsian, illetve Kozel-Keleten 4t az 1970-es évek elején
érte el Nyugat-Eurépét. Ennek egy oldaldga Kalifornidban pusztitott 1971-72-ben; errdl viszont
mar abban az idOben megdllapitottdk, hogy virusat nagy valdszinliséggel Dél-Amerikabdl
szarmaz$ diszmadar széllitmanyokkal hurcoltdk be. Csak a teljesség kedvéért emlitem meg,
hogy az 1980-as évek eleje 6ta a versenygalambokban 6nélldan terjedd NDV-(PPMV-1)-okozta
jarvanykitoréseket foglaltdk 6ssze harmadik pandémia néven.

Az utobbi évtizedekben a kiilonbozd teriileteken eltérd jelleglh ND-jarvanyok fordulnak eld. A

harmadik vilag nagyobb részén a haztdji csirkedllomanyokban az NDV-fertdzések allanddsultak,



endémidsséa véltak. Ma ezek tekinthet0k az NDV rezervoarjainak a természetben, mert innen
hurcoljdk be a koérokozo6t nemcsak a helyben miikodé nagyiizemi dllomanyokba, de tavoli
kontinensek ND-mentes teriileteire is (pl. Eurépa egyes orszagaiba), ahol aztan stlyos epizootids
jellegli, azaz gyors terjedésii jarvanyhullamok alakulnak ki. Ezek felszdmoldsa igen jelentOs
koltséggel jar. Az ND elleni kiizdelem nehézségét jelzi, hogy mindez annak ellenére torténik,
hogy mar 6tven éve vakcindzdssal védekeznek ellene. Az elmilt években a hagyoméanyosan
magas allategészségiigyi szinvonald orszdgokban (Anglidban, Dénidban és Skandinav
orszagokban) tort ki varatlanul és ismételten a baromfipestis, s6t 1998-ban Ausztralia elvesztette
mentességét.

Munkdm f6 célja az volt, hogy az elmult évtizedek szdmos globdlisnak tiind és helyi

jarvanyaibdl szarmazé NDV-torzsek genetikai elemzésével rekonstrudljam egyes teriiletek €s

idoszakok baromfipestis jarvanyainak torténetét é€s Osszefiiggéseit.

Ezt a célkitlizést olyan mddszertani fejlemények tették lehetdvé, mint a PCR-technika, a
szekvendlds és a szekvencidk filogenetikai analizise, amelyek az elmult évtizedekben a legtobb

laboratériumban elérhetokké valtak. Az emlitett virusazonositdsra alkalmas molekuldris bioldgiai

modszerekkel is folytatott és jarvanytani kapcsolatok megismerésével foglalkozé megkdozelitést

gyakran molekuldris epidemioldgia néven emlitik az irodalomban.




2. CELKITUZESEK
A munkdm alapvetd célja az volt, hogy rekonstrudljam mindazon ND-jarvanyok torténetét,
amelyekbdl virustorzsek dllnak rendelkezésiinkre. Ennek sordn tobbek kozt azt kivantam

megallapitani, hogy mit tekintiink egy jarvdnyvonulatnak, vagyis olyan kitorések sorozatinak,

amelyeket egyetlen (az alapozd) virustérzs behurcoldsa indit el és ezek leszdrmazottai tartanak

fenn. Tehat, vizsgdlni kivantuk az etioldgiai alapon Osszetartozd epidemioldgiai egységek
eredetét, idobeli és térbeli kiterjedését, korabeli jarvanyvonulatok kapcsolatét.

A fenti célok megvaldsitasa érdekében az alabbi résztémakkal foglalkoztam:

1) A jarvanytorténeteket bemutaté egyes kozlemények (Hanson 1974, Lancaster és Alexander
1975) szdmos félrevezetd informaciéja miatt, a Nemzetkozi Allategészségiigyi Hivatal (OIE)
eredeti adatai alapjan feldolgoztam az ND esetek évi el6forduldsait 1960 6ta, az aldbbi
érdeklddési koriinkbe tartoz6 teriileteken:

a) a kozel-keleti orszdgok egy részében;
b) egyes nyugat- és kelet-eurdpai orszdgokban;

Természetesen a fenti adatok alapjan csak hipotetikus jarvanyvonulatokat lehetett felismerni,

amelyek valdsigtartalmat, ha erre moéd volt, az ezeket reprezentdlé virustorzsek genetikai

vizsgalataval értékeltem.

2) Szdmos moddszertani kérdés koziil, melyeket jarvanyfelderitésben valé alkalmazhatésdguk
céljabol vizsgaltam, az aldbbiakat mutatom be részletesen:
a) a restrikcios endonukledz (RE)-vagéashelyek eloszldsanak azonosité és differencidlo
értéke;
b) a szekvencia-meghatdrozas azonosito értékének vizsgilata;
c) a distance-értékek és aminosav poziciok, valamint RE-vdgashelyek (utébbiak mint

shared derived karakterek) alkalmazdsa az NDV torzsek filogenetikai analizisében.

3) ND-jarvanyok etioldgiai jellemzése és torténetiik rekonstrudlésa:
a) olaszorszagi ND jarvanyok torténete;
b) bulgériai ND jarvanyok torténete;
¢) dél-afrikai ND jarvanyok torténete;

d) vildgjarvanyok Osszetettsége.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. A baromfipestis: a betegség és kdrtétele

A hazimadarakon kiviil - természetes vagy mesterséges fertézéssel - valtozatos klinikai
tilnetek mellett, mintegy 236 madarfaj fert6zOdhet az NDV-vel. A betegség fenntartasaért a
hazityuk a felelds, ami a hdziszarnyasok koziil a legfogékonyabb faj. Izoldltak mar baromfipestis
virust hiill6kt6l, emldsokon at az emberig sok mas fajbdl is (Kaleta és Baldauf 1988).

Az NDV csirkepathogenitdsa szamos tényezd fiiggvénye: virustorzs, fertézés modja és
intenzitdsa, a csirke életkora és szeroldgiai dllapota, kornyezeti koriilmények (Alexander 1997).
A betegség csirkében mutatkozé valtozatos formdit a klinikai tiinetek alapjan, Beard és Hanson
foglalta 6ssze (McFerran és McCracken 1988). Az egyes korformdk az elsd leirdjukrdl kaptak
neviiket:

» Doyle forma: A csirke minden életkoraban akut lefolyasd, zold hasmenéssel és
idegrendszeri tiinetekkel jar6 haldlos kimenetelli fert6zés, amit gyakran kisérnek vérzések a
tdpcsatorna nyalkahdrtydjdban. Perakut lefolydsu esetben, éltaldnos klinikai tiinetek kozepette
gyorsan pusztulnak el az allatok. A kérforma masik neve: viscerotrop velogen pathotipusi ND
(VVND) (McFerran és McCracken 1988). Teljesen fogékony dllomanyokban a mortalitds
elérheti 100%-ot is (Alexander és mtsai 1997).

» Beach forma: Légzdszervi és idegrendszeri tiinetekkel kisért, akut lefolyasu, gyakran letalis
fert6zés. A morbiditds kozel 100%-os, mig a mortalitds alacsonyabb, mint a VVND esetén,
életkortdl fiiggden 50-90% (Alexander 1997). Az el6zd kérformiétdl vald elkiilonitésre, a

neurotrop velogen pathotipusi ND (NVND) nevet kapta.

» Beaudette forma: Az ND kevésbé pathogen tipusa, amiben csak a fiatal allatok pusztulnak
el. Mesogen (kOzepes pathogenitdsi) NDV torzsek idézik eld. Fert6zési kisérletek sordn a
kifejlett madarakban tojastermelés csokkenést €s ritkan idegrendszeri tiineteket figyeltek meg. A
fert6zés - a 3 hétnél fiatalabb allatok kivételével - ritkan fatalis kimenetel( (Alexander 1997).

» Hitchner forma: Lentogen pathotipusu (alacsony pathogenitasu) torzsek okozta enyhe, vagy

inapparens 1égzdszervi fert6zés. Természetes fertdzés sordn a kifejlett madarakban ritkdn
jelentkeznek klinikai tiinetek. Néhany napos korban, a fogékony csirkékben nagy lehet a
1égzdszervrendszeri tiinetekkel kisért mortalitds, pl. LaSota virussal valé aerosolos vakcindzas
esetén. Novendék allomédnyokban a virus immunszupressziv hatdsanak lehet jelentdsége, mivel
madsodlagos fertdzés révén eldfordulhat colisepticaemia, vagy 1égzsédkgyulladas is (Alexander
1997).

» Asymptomaticus-enteralis forma (McFerran és McCracken 1988): A kérformardl elnevezett

asymptomatikus virustorzsek okozta enyhe bélrendszeri fertdzés.



Klinikai megfigyeléseken tul, kisérleti allatoltasokkal (pathogenitési tesztek) is jellemezték az
egyes korformdkat el6idézé NDV torzseket. Ezek aldtdmasztjdk a virusok fenti pathotipusok
szerinti besoroldsat és diagnosztikai eszkozként is szolgdlnak (Hanson és Brandley (1955),

Hanson 1975).

Ezekre az ismeretekre alapozva, a Nemzetkozi Allategészségiigyi Hivatal (OIE) korabbi
meghatdrozasa szerint: A Newcastle disease a madarak olyan fert6z0 betegsége, amit avian
paramyxovirus 1-es szerotipusba tartoz6, a virulencia kovetkezd kritériumainak megfeleld
virusok idéznek eld: a virus intracerebrdlis pathogenitdsi indexe (ICPI) napos csirkén 0,7 vagy
ennél nagyobb érték (Alexander 1988b). A meghatdrozds legijabb, molekuléris viroldgiai
alapokon nyugvo részére a 3.4.3. alfejezetben (a 18. oldalon) térek ki. A velogen ND torzsek
fertdzOképessége fligg a szervezetbe vald bejutds helyétdl és a virus dozisatdl. Kisérletek szerint
aerosollal, vagy intratrachealis dton 100 ELDsg (50%-0s embrié lethdlis dozis), intranasalisan
4000-5000 ELDsg, begybe injektalva 20000 ELDs, virussal lehet megfert6zni 3-6 hetes csirkéket
(McFerran és McCracken 1988).

Mis madérfajokban a klinikai tiinetek kiilonbozhetnek a csirkében leirt tiinetektdl (McFerran
és McCracken 1988, Kaleta és Baldauf 1988), ezek ismertetése azonban tilmutatna a dolgozat

keretein.

3.2. A baromfipestis jarvdnyok torténete

3.2.1. A vildgjarvdnyok elotti korszak
A baromfipestis (ND) el6forduldsar6l méar a Doyle (1927) el6tti idOkbdl is vannak adatok.

Magyarorszagon, Petényi Salamon ornitologus az 1820-as években megfigyelt baromfibetegség
kapcsdn ND-nek megfeleld klinikai tiinetekrdl szdmolt be (Lomniczi 1998). 1912-ben Haldsz
Ferenc allatorvosi értekezésében leirt korkép szintén megfelel a ma Newcastle disease néven
ismert betegségnek (Lomniczi 1998). Jacotot (1950) szerint, 1909 és 1915 kozott az ND-t az FP
atipikus formdjanak tekintették, €s igy szamoltak be réla a vildg szamos régidjadban (Lancaster
1966). Ochi és Hashimito leirdsaban, 1924-ben baromfipestis (ND) volt Koredban (Alexander
1988a). A betegség - valtozatos klinikai formai miatt - tobb mint egy tucat elnevezést kapott az
irodalomban, ami az utélagos azonositdsban gondot okozhat (Alexander 1997).

Az ND az elsO leirdsok szerint (Kraneveld 1926, Doyle 1927, Pickard 1928) az 1920-as
években Dél-Kelet-Azsidban gyorsan terjedd, és Anglidban is eléfordulé jarvanyos betegségként
jelent meg a csirkedllomédnyokban, 98-100 %-os elhullast eldidézve (Lancaster 1976).

Kraneveld irta le a betegség feltlinését 1926-ban, Indonézidban Jiva szigetén. Roviddel ez

utdn jelent meg Anglidban, Newcastle-upon-Tyneban, amir6l Doyle (1927) szdmolt be. A két



jarvany kozotti kapcsolatot Dél-Kelet-Azsidbsl Newcastle kikotéjén 4t Anglidba tortént
csirkeszallitassal, ill. a hajokon val6 csirketartdssal hoztdk Osszefiiggésbe (Alexander 1988a).
Anglidban Newcastle mellett csak két tovabbi helyen volt jarvanykitorés (Somerset é€s
Staffordshire), mig Dél-Kelet-Azsidban, 6 hénap alatt Gridsi teriiletet héditott meg a betegség
(Lancaster 1966 ).

Pickard (1928) a pseudo-fowl pest elnevezést haszndlta a mai Djakarta kornyékén megfigyelt
betegség leirdsdra, ami 1927 végére az egész dél-kelet-dzsiai szigetvildgban elterjedt, és 95-
100%-0s mortalitassal 6ridsi veszteségeket okozott (Lancaster 1966).

Indidban, 1927 kézepén Edwards ismerte fel eloszor a betegséget Ranikhet varosdban. 1928
tavaszdn mar elérte Punjabot és Bombayt, €s tobb millié baromfit pusztitott el (Lancaster 1976).

Papagdj elhullasrdl is vannak beszdmoldk Indonéziabdl (Pickard 1928) és a Fiilop-szigetekrol
(Farinas 1930) (Lancaster 1976). Az ND papagdj-pathogenitdsdra vonatkozéan Erickson és
mtsai (1977) végeztek atfogo kisérleteket.

Angol (Alexander 1988a) és amerikai (Hanson 1974, Lancaster és Alexander 1975) szerzok
ugy vélekedtek, hogy az ND tobb hulldmban terjedt szét a vildgon, amelyeket vildgjarvanyoknak

neveztek. Az aldbbiakban az 6 munkdjuk alapjan ismertetem az ND-pandémidkat.

3.2.2. Az elso vildgjarvdany: 1926-tol kb. 1960-ig (1. dbra)

Kelet-, Dél-Kelet-Azsidban a betegség az 1920-as évek végére mar széles korben elterjedt:

Korea, India, Ceylon, Fiilop-szigetek 1926, Indonéz szigetvilag 1928, Ausztralia 1930, Japan
1933 (Lancaster 1966). Az 1932-es egyetlen jarvanykitorésbdl szarmazik az Australia-Victoria
nevl referencia virus, ami a legkordbbi ismert ND izoldtum. A betegség gyors felszamolasat
kovetden Ausztrdlia 1933-t61 1966-ig mentes volt az ND-t6l (Westbury 2001).

A kelet-afrikai partvidék orszdagaiban, az 1940-es évekbdl szdrmaz6 adatok (Lancaster 1966);

€s a Szaharatdl délre eso teriiletek 1967-es felmérése (Lancaster és Alexander 1975) alapjan a

falusi csirke dllomanyokban endémids volt a baromfipestis.

A Dél-Afrikai Koztarsasagban 1961, 1967 és 1968-ban, a korabbiakndl kiterjedtebb ND

jarvanyokrol szdmoltak be, de a 1961- és 67-es jarvanyokat sikeresen felszamoltdk (Lancaster és
Alexander 1975).

Az eurépai ND helyzet kapcsan, Lancaster 1966-os monogrifidjdban Eckert (1957), a
Newcastle disease és a klasszikus baromfipestis (fowl plague) el6forduldsat 6sszemos6 abrajat
kozolte (Lancaster 1966), megnehezitve, hogy redlis képet alkothassunk az ND akkori
elterjedésérél. FAO-WHO-OIE adatokra hivatkozva  Ausztridban, Magyarorszagon,

Jugoszldvidban és Romdnidban - az 1960-as években - alacsony esetszdmmal sporadikus
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el6forduldstinak irta le az ND-t (Lancaster 1966). Az éltalunk gylijtott OIE adatok szamos
ponton azonban ezzel ellentmonddak. Az emlitett orszadgok 1962-ben 581, 428, 1074 és 273 uj
jarvanyesetet jelentettek a parizsi székhelyli Nemzetkozi Allategészségiigyi Hivatalnak.
Franciaorszagrdl és NSZK-rdl, Lancaster adatkozlés hidnydra utalé kitételt tett, holott a két
orszag 227, ill. 2209 4j jarvanykitorést jelentett (Bulletin de I’ OIE, 1962).

Az olaszorszdgi ND jarvanyok azért kiillonosen érdekesek, mert innen szdrmazik az eurépai ND
izolatumok egyik legkordbbi, ma is ismert és vizsgdlhaté reprezentansa, az Italien/45-jelt virus.
Ezt olaszorszagi eredetli csirke szervekbdl izoldltdk az USA-ban, 1945-ben (Brandly 1946).
Hollandidban, Dénidban és Luxemburgban az 1960-as évek elején jelent meg az ND (Lancaster
1966).

Az Egyesiilt Allamokban (Kalifornia), az 1940-es évek el6tt jelent meg egy akkor pneumo-

encephalitisnek elnevezett baromfibetegség (Lancaster 1976). Szerolégiai vizsgalatokkal
megallapitottdk (Beach 1944), hogy a betegség a Newcastle disease enyhébb megjelenési
forméja. Az Egyesiilt Allamokban és Kanaddban a baromfipestis ezen tipusa (neurotrop forma),
€s mds enyhébb 1égzdszervrendszeri véltozatok is elterjedtek (Lancaster 1976). Shope (1964)
szerint, ez a virus (NVNDV) a nem szokvanyos gazddban (nem a csirkében) tortént sorozatos
passzazsok révén, virulencidjdban legyengitett korokozdoként juthatott 4t a baromfira (Lancaster
1976).

1961-62-ben egyre tobb orszdg kezdett ND mentesitési programba. Az 50-es években a
figyelem kozéppontjdba keriiltek az USA-ban izoldlt alacsony patogenitdsi torzsek. Ezek
felhaszndlasdval készitett vakcindk szisztematikus vakcindzdsi programok bevezetését tették

lehetévé az USA-ban, Kanadédban és Eurépédban (Lancaster 1966).

1. dbra: A baromfipestis elterjedtsége az L. vildgjarvany nyoman (Lancaster és Alexander 1975)

@ Elsd esetek 1926 |
@ 19271939 "
O -

1968 elotti helyzet .

(O Kisebb pathogenitdsu W
virusok
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3.2.3. A masodik vildgjdrvany kb. 1960-?

Kozel-Keletet - Hanson leirdsa szerint - dél-dzsiai forrdsb6l nyugati irdnyban terjedd
viscerotrop baromfipestis jarvany érte el az 1960-as évek elején (Hanson 1974). Az Irdnban
1966-ban, Irakban, Libanonban és Izraelben 1968-ban leirt jarvany- kitoréseket kovetden ez a
jarvany terjedt 4t 1969/1970-ben Gorogorszagra és Eurdpa mads orszdgaira is (Hanson 1974).
Hanson ugy gondolta, hogy az 1970-es évek ND-jarvanyai dél-kelet-dzsiai forrdsbdl eredhettek,
ismeretlen modon, taldn kedvtelésbdl tartott madarak importjdval, és szdmos egymaéstol
fiiggetlen fertdz€si gocot kialakitva terjedtek keletrdl nyugati irdnyban (Hanson 1974, 1978).
Lancaster és Alexander (1975) szerint is a Kozép-Keletrdl a Balkdnon at érhette a jarvanybetorés
Eurépét, ami aztdn nyugatra terjedve, 1970-re Anglidt is elérte (14sd a 2. dbrat a 29. oldalon).
Izraelbdl Gorogorszdgba valoban behurcoltak az ND-t, de Lancaster és Alexander nem szolgaltat
bizonyitékot a fertézésnek az 1960-as évek végén, a Balkanrdl egészen Anglidig valo terjedésére
vonatkozoéan (Lancaster és Alexander 1975).

1971-73-ban, az USA-ban zajlé jarvanykitorések és ND fertdzott egzotikus madarak,
(papagdjok) dél- és kozép-amerikai, dél-kelet-dzsiai importja kozotti jarvanytani Osszefiiggésre
deriilt fény (Walker és mtsai 1973) [lasd a 2. abrit a 29. oldalon]. Dél-Amerikdban, a helyi
baromfidllomanyokrdl papagdj tenyészetekre terjedd ND jarvanyokrol is sziilettek feljegyzések
(Francis 1973). Cavrini és Cabassi mér kordbban is megfigyelték (1960), hogy Columbidbol
1égi dton Eurépaba érkezd papagdjokrol baromfipestis terjedhet 4t mas madarfajokra (Lancaster
1966). NSZK-ban és Hollandidban, Dél-Kelet Azsiabdl és Dél-Amerikabdl szarmazé papagdjok
karantén allomdséan figyeltek meg ismétlddé baromfipestis kitoréseket (Lancaster és Alexander
1975). Monoklondlis ellenanyaggal (Mke) végzett vizsgilatok vetették fel eldszor, hogy az
1970-ben Anglidban és 1971-ben az USA-ban kitort jarvdnyokat dél-amerikai szdrmazdsu
papagéjokkal hurcolhattdk be (Russell és Alexander 1983). Ezt a feltevést utobb a virustorzsek
genetikai vizsgalataval igazoltuk (Ballagi-Porddny és mtsai 1996, Lomniczi és mtsai 1998).

Az 1970-es években, az Eurdpdban zajlé silyos ND jarvdnyok hatdsdra kifejlesztett, Uj
éldvirusos €s inaktivalt ND vakcindk alkalmazaséaval €s szigoru jarvanyvédelmi intézkedésekkel
megfékezték a baromfipestist (Muelmans 1988). Hollandidban €s Németorszagban kotelezOvé
tették az ND vakcindzdst. [rorszdgban és Dénidban megtiltottdk a vakcinds védekezést, a
betegség A kategdrids (nem megtiirt) jellegére hivatkozva, a beteg és betegség gyanus

allatok/allomanyok kiirtasdra helyezve a hangsulyt (Alexander 1995).
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3.2.4. A harmadik vildgjdarvdny: a galambok paramyxovirus-1 betegsége

Jarvanytani megfigyelés alapjan 1935-6ta ismert, hogy a PMV-1 megfertézheti a
hazigalambokat és a Columbidae csaldd mas tagjait is (Lancaster 1966). KésObb
bebizonyosodott, hogy a galambok fogékony gazdai lehetnek a viscerotrop velogen ND virusnak
(Sharman és Walker 1973), és tiinetmentes allatok iirithetik is a virust (Stewart 1971).
Olaszorszagb6l Belgiumba importdlt versenygalambok megbetegedése kapcsdn, 1981-bdl
szarmazik az elsd publikidcié a versenygalambok kozott jarvanyosan terjedd, az ND neurotrop
formdjanak klinikai tiineteire emlékeztetd betegségrol (Vindevogel és mtsai 1982). 1982 elso
felében a betegség olaszorszéagi, késébb belgiumi és németorszagi el6forduldsardl szamoltak be
(Alexander és mtsai 1984b). A galambjarvanybol izoldlt ND torzsek a csirkére nézve mérsékelt
virulencidjuinak bizonyultak. A betegség gyorsan szétterjedt Eur6pdban €s ezen kiviili teriileteken
(Wilson 1986).

Egy-két kivételtdl eltekintve a betegség csak galambok kozott fordult eld (Alexander és mtsai

1984a), igy ennek részletes ismertetése meghaladja a dolgozat kereteit.

3.2.5. Az ND az 1980-as és 1990-es években, Eurépdban

Az 1980-as években a jarvanyhelyzet kedvez6 képet mutatott Nyugat-Eurépdban, mert csak
sporadikusan fordult el6 a baromfipestis (Alexander és mtsai 1997). 1986-t61 1990-ig 85
jarvanykitorést regisztraltak ezekben az orszdgokban. Ebbdl 75 Olaszorszagban, tovabbi
sz6rvanyos kitorések Irorszdgban, Portugalidban és Gorogorszagban voltak (Alexander 1995). A
vakcindzasi programnak koszonhetoen nem volt ND Németorszagban (Werner és mtsai 1999),

az 1986-ban és 1989-ben regisztralt 1-1 esetet leszamitva (Alexander 1995).

1991-t6l azonban, az ND jarvanykitorések szdma jelentdésen emelkedett és kordbban ND
mentes orszagok is (pl. Svédorszdg) jelentették a betegség megjelenését. A hollandiai és
belgiumi jarvanykitorések 40%-a, a németorszagi €s franciaorszagi ND esetek tobbsége kis
tenyészetekben, vagy kedvtelésbdl tartott madarakban fordult eld (Alexander 1995). Mke
vizsgalatok szerint az 1990-es évek eurdpai jarvanytorzsei a kordbbi, Eurdpdban izolalt
virusoktdl antigénszerkezetiikben eltéréek voltak, ezért 4j monoklondlis csoportba (jele: NE)
soroltak ezeket (Alexander és mtsai 1997).

Nagy-Britannidban 1997 els6 négy honapjaban nagyiizemi broiler dllomdnyokban jelent meg
az ND, egymastdl jelentds foldrajzi tdvolsdgban 1évd goécokban. Klasszikus jarvanytani
nyomozas, Mke vizsgalatok €s az izolatumok F és HN génje részleges szekvendldsa alapjan ugy

gondoltdk, hogy az Eszak-EurGpabdl abban az évben szokatlan médon vandorl$ vizimadarak és
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Déniabdl importalt facdnok kozvetithették a virust pontosan meg nem hatarozott hely(ek)rdl
(Alexander és mtsai 1998, Alexander és mtsai 1999).

Olaszorszagban, 1999-2000-ben lezajlott silyos maddrinfluenza jarvanyt kdvetden jelent meg
a baromfipestis az dllomanyok ujratelepitésével kapcsolatos jarvanyligyi szigor lazuldsa és a

vakcindzédsok hatékonysaginak csokkenése miatt (Capua és mtsai 2000).

3.3. Az ND epidemiologidja dltaldban

A baromfipestis az egyik legelterjedtebb fert6z6 baromfibetegség a Foldon. A betegség
elterjedtségébol azonban nem kovetkeztethetiink kozvetleniil a viruséra, ugyanis a klinikailag
megnyilvanul6 betegségnél a kérokozé joval elterjedtebb. Ennek tobb oka van: 1) a vakcindzas
miatti védettség és a klinikai tiinetek elmaradédsa elfedheti a velogen virus jelenlétét, 2) alacsony
pathogenitdsu torzsek jelenlétérdl nagyon sok orszdg nem szdmol be, 3) élvirusos vakcinakkal
az ember maga is terjeszti a lentogen virust (Spradbrow 1988).

Dolgozatom témédja miatt csak a megbetegedést okozé virustorzsek elterjedtségére vonatkozo
irodalmi ismeretekre térek ki.

Jarvanytani szempontbol, a betegség alapvetéen két formdban fordul el6. Endémids
teriileteken folyamatosan jelen van, mig az egyébként ND-mentes orszagokban behurcoldsok

révén idészakosan, gyorsan terjedd epizoocidk formédjaban fordul eld a betegség.

3.3.1. Endémids teriiletek, virusrezervodrok

Szeroldgiai €s virusizoldlasi felmérések szerint, velogen NDV torzsek endémids fert6zés

formdjaban vannak jelen afrikai és dzsiai falvak részben, vagy teljesen szabadon tartott

csirkedllomanyaiban (Spradbrow 1990). Evente szabdlyos idokozonként (szezonalitdssal) egy,

vagy két alkalommal epidémia formdjdban is megjelenik itt a betegség. A rendszerességet a
klimatikus viszonyok (hdség) altal kivaltott stresszhatdssal hozzdk Osszefiiggésbe (Awan és mtsai
1994). A falusi csirkedllomdnyok endémidja a velogen virus jelenlétén kiviil szdmos egyéb
tényezo6tol is fligg: az dllatok fogékonysdga - azaz koruk €s immunstituszuk szerinti megoszlas -
mas betegségek eloforduldsa az dllomanyban, €s szezondlis kornyezeti hatasok (Awan és mtsai

1994).
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A falusi baromfitartds koriilményei kozott tobb lehetséges NDV rezervodr johet széba:

3.3.1.1. A falusi csirkedllomdnyok rezervodr szerepe

Egy falu csirkedllomdnyidnak fogékony egyedekkel valé folyamatos utdnpétlasdval az
allomdny nem minden egyede lesz egyidOben fert6zott és virusiiritd. Ez a fert6zés
alloményszintli huzamos fenntartasat idézi eld (Awan és mtsai 1994). Heterogén allomany-
immunitds esetén egyes dllatok velogen virussal val6 enyhe fert6zodését kovetden ezek 5 hétig is

iirithetik a vad virust (Lancater 1966 ).

3.3.1.2. Vizibaromfi fajok (foleg a kacsa) rezervodr szerepe

A hosszantartd virusiirités miatt Bush mar 1954-ben felhivta a figyelmet a kacsa rezervoér
szerepére (Higgins és Shortridge 1988). Shortridge 1978-ban Hong-Kongban végzett jarvanytani
felmérései sordn, klinikailag egészséges kacsak 3 %-abdl izoldlt velogen NDV-t (Shortridge
1978). A virus tartés fennmaraddasahoz hozzdjarul a csirke és kacsa egyiitt tartdsa, és a viz mint
kozvetitd kozeg jelenléte. A vakcindzdst koveto szeroldgiai valasz a kacsaban nagyon alacsony -
gyakran nem is mérhetd. A kacsa faji ellendlloképessége nagy a baromfipestissel szemben, ezért

nem forditanak kell6 figyelmet ND elleni vakcinds védelmiikre (Higgins és Shortridge 1988).

3.3.2. A virus terjedése
Az ND terjedésének/terjesztésének sok moddja ismert. Mindig az adott jarvanytani helyzet

fliggvénye, hogy ezek koziil melyik domindl (Alexander és mtsai 1997). A diszmadarak
jarvanykozvetitd szerepére térek ki, mert szdmos irodalmi utalds tévesen hivatkozik ezek
rezervoar jellegére. Az Osszes tobbi vektorra is akad bdven irodalmi példa, de terjedelmi
okokbdl, ezeket nem részletezem.

Fogsédgban tartott egzotikus madarak kozott gyakori az ND az alacsony higiéné miatt, de ez a

gyljtéallomasokon tartott csirkéktdl vald fertézddésre vezethetd vissza (Francis 1973). Nincs

bizonyiték arra, hogy a természetben a papagijok vagy mas faju egzotikus madarak fenntartanak

az ND-t, azaz valddi rezervodrként szerepelnének a betegség jarvanytandban (Kaleta és Baldauf

1988).

A véandormadarak nem tekinthetok az ND természetes rezervodrjanak (Kaleta és Baldauf

1988).

3.3.3. Epidémids formdk: fertozési hullamok, jarvdanyvonulatok

Az epidémidk két megjelenési formdjat kiilonithetjiik el: a mikro-(a) €és makrojarvanyokat (b).

a) Mikrojarvany soran, fertdzéses kapcsolat révén egy jarvanymenethez tartozd, térben és idében

koriilhatarolt esetek sorozatdrdl beszéliink, amit egyetlen behurcolasbol szarmazé alapité torzs €s
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leszdrmazottai idéznek el (Lomniczi 1999). Molekularis jarvanytani vizsgédlatokkal, az
alkalmazott technikdra jellemzd markertdl fiiggden, kiilonboz6 mélységig lehet feltarni, vagy
kizarni az egyes helyi kitorések kozos jarvanymenetbe (egy epidemioldgiai egységbe) vald
tartozdsat.

Monoklondlis ellenanyagok specifikus felismerési és kotési képességét markerként

felhaszndlva megallapitottdk, hogy pl. az 1997-es angliai izolatumok biztosan kiilonboznek az
angliai PPMV-1 és az 1984-es és 1996-0s angliai csirkejarvany torzsektdl. A vizsgalt izoldtumok
Mke-val detektdlva azonos antigenitdstiinak bizonyultak az 1997-es észak-irorszagi, az 1996-o0s és
az 1997-es skandindviai és egy 1996-os svdjci izoladtummal (Alexander és mtsail998). Bar a
kiilonbozé Mke kotési képesség antigenitasbeli (€s persze genetikai) eltérést jelez az izolatumok
kozott, az azonos Mke kotési tulajdonsdg nem feltétleniil jelent kozeli genetikai rokonsagot

(Alexander és mtsai 1998).

Nukleinsav szekvendldssal és filogenetikai analizissel méd nyilott a genetikailag azonos, vagy

kozeli rokon torzsek révén, a kozvetlen jarvanytani kapcsolatok kideritésére, ill. kizdrdsara. Az
1997-es angliai ND torzsek 4 genetikai (al)csoportot képeztek. Fény deriilt arra, hogy legalédbb 2
fiiggetlen behurcoldsbdl szarmazd primer kitoréssel indult a jarvany Dél- és Kelet-Anglidban,
majd  Eszak-Trorszdgb6l ~Skécidba hurcolt jarvanytorzs idézett elé ujabb fiiggetlen
jarvanykitorést. A dél-angliai jarvanykitorések eredetét tekintve, a klasszikus epidemioldgiai
vizsgalat sordn felvetett jarvanytani kapcsolat megerdsitést nyert: daniai facan import €s abban
az évben megfigyelt szokatlan vadmadar-vandorlas (Alexander és mtsai 1999).

b) Makroepidemioldgiai vizsgalatok sordn nagyobb iddbeni és/vagy térbeni (foldrajzi)

kiillonbséget, vagy nagy kiterjedést mutatd Osszetett jarvanyok kapcsolatat vizsgaljuk (Lomniczi
1999).

Makroepidemioldgiai vizsgalat deritett fényt az 1970-es évektél Eurdpaban zajlé nagy
kiterjedésti jarvany kettOs eredetére. Az elsO erre utalé molekularis epidemioldgiai tanulmanyok
Mke vizsgélatokkal torténtek (Russell és Alexander 1983). Ezek a vizsgalatok eltérd Mke kotési
csoportba soroltdk az 1960-as évek kozepén izoldlt kozel-keleti torzseket (C1), az 1970-es évek
elején az USA-ban és Anglidban (A) kitort jarvanyok reprezentdnsait. Restrikcios endonukledz
(RE) végéashely-analizissel (Ballagi-Porddny és mtsai 1996), majd részleges génszekvenaldssal
végzett genotipizdlds (Lomniczi és mtsai 1998) megerositette és tovabbi részletekkel pontositotta

a fentieket (14sd EREDMENYEK ES MEGBESZELES fejezet).
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3.4. A Newcastle-betegség virusa (NDV)

3.4.1. Taxonémiai besorolds

A Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae viruscsalddok, valamint a Torovirus
nemzetség tagjai genomstruktirdjuk, transzkripcids és nukleinsav-replikdciés mechanizmusuk
alapjan a Mononegavirales virus rendbe tartoznak. A Paramyxoviridae csaladba két alcsaldd, a
Pneumovirinae és a Paramyxovirinae tartozik. Az el6bbinek egy, a Pneumovirus, az utébbinak
harom genusa ismeretes, a Paramyxovirus, a Morbillivirus és a Rubulavirus. A Rubulavirus
genusba az ember mumps, az ember €s majom parainfluenza, a sertés rubula-, és a madarak
paramyxovirusai tartoznak. A madarak paramyxovirusai 9 szerotipusba sorolhatok (Avian
paramyxovirus 1-9). A Newcastle-betegség virusa (Newcastle disease virus, NDV) az Avian

paramyxovirus 1 szerotipus egyediili reprezentansa (Murphy és mtsai 1995).

3.4.2. Az NDV felépitése és a fehérjék funkcioi

Az ND virionokat nagyméretii, pleomorf, a tomegiik 20-25 %-at kitevé burok veszi koriil. A
burkot kettds lipidréteg és 8-12 nm hosszisdgu glycoprotein, haemagglutinin-neuraminiddz
(HN) és fiizios (F) fehérjékbdl all6 nytlvanyok alkotjak. Ezek a burok belso feliiletét boritd
matrix (M) fehérjéhez is kapcsolédnak. A virionok atmérdje 150-400 nm kozott valtozhat. A
Mononegavirales rendbe tartoz6 virusok genomja nem szegmentdlt, egyetlen polinukleotida
szalbdl allo (szimplaszala), negativ polaritdsi RNS molekula. Az NDV genom 6 gént kodol, a
kovetkezd sorrend szerint: 3° NP-P-M-F-HN-L 5° (Rima és mtsai 1995).

NDV genomja 15168 nukleotidab6l (nt.) all, ami kb. 1000 nm hosszd, 17-18 nm atmérdj,
helikdlis szerkezeti nukleoprotein formdjdban van a virionban. A nukleoprotein tovébbi kétféle
molekuldbdl all6, phosphoprotein (P) és large-protein (L), strukturdlis egység. Ezzel szoros
funkcionélis kapcsolatban van az RNS-dependens-RNS-polimerdz enzim (Rima és mtsai 1995). A
virion érzékeny hodre, a napsugarzds UV spektrumdra, zsiroldészerekre, nem ionos

detergensekre, formaldehidre és oxidaldszerekre.

» Az NDV fehérjéinek szerepe

A haemagglutinin-neuraminiddz (HN) fehérje teszi lehetévé, hogy az adszorbcié sordn a
virusburok és a sejtmembran kozel keriiljenek egymdashoz (Nagai 1993). A virus replikéci6t
kovetden a HN neuraminsavat bont hatdsa révén hagyhatjak el a bimb6dzé utdédpartikulédk a sejt
feliiletét. A fehérje hemagglutinacids aktivitdsa révén csapodnak Ossze a vorosvérsejtek. Ennek a
tulajdonsagnak diagnosztikai jelentdsége is van (haemagglutinicios és gétlasi proba, HA és

HAG) (Rott és Klenk 1988, Samson 1988).
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A virusburok masik glycoprotein nyulvéanya, a fiizios (F) fehérje. A fehérje inaktiv FO
prekurzor formdjaban képzddik, és poszt-transzlacids hasitdsa, valamint F1, F2 diszulfid hiddal
osszekapcsolt fehérjékké érése fontos mind a sejtfizids, mind pedig a haemolitikus aktivitdsahoz
(Rott és Klenk 1988). Az érett F1+F2 fehérje irdnyitja a sejtmembréan €s a virusburok fuzidjat,
ezzel egy lépésben megvalodsitja a penetraciot €s a virus nukleokapszid kicsomagolasat
(Glickman és mtsai 1988).

A virusburok belsé feliiletén 1év6 madtrix (M) fehérje fontos szerepet jatszik a partikula
Osszeépiilésekor, a virus RNS-polimerdz aktivitds szabdlyozdsdban, a cellularis aktinnal vald
interakcioban és a protein-kindz aktivitdsban. Harom tovébbi virusfehérje, nukleokapszid- (N),
nukleokapszid-associate- (NP) és a nagy (L) fehérje helikdlis nukleokapszid struktirdt alkot
(RNS dependens RNS polimeraz). Ezek szoros funkciondlis Osszefiiggésben vannak az RNS
genommal. A transzkripcid feltétele, hogy az RNS komplexet alkosson ezekkel a fehérjékkel

(Samson 1988).

3.4.3. Az NDV pathogenitdsanak molekuldris alapjai

A gazdaszervezetben a virusfertdzés kialakitisa és szoveti, szervi progresszidja a
burokfehérjék érési hasitdsat végzd cellularis protedz enzimeknek a szervezet kiilonb6zo
sejttipusaiban vald eloszldsatol és a virus gliikoproteinek protedz érzékenységétol fligg. A
tripszin minden ND torzs FO fehérjéjét képes in vitro is hasitani. (Nagai és mtsai 1976, Nagai
1993).

Virulens és avirulens ND virus torzsek kiilonboznek a fehérjék érési folyamatiban. Az
alacsony infektivitdsu partikuldk hasitatlan (FO és HNO) burokfehérjéket tartalmaznak. Az
avirulens virusok szaporoddsa a fels6 léguti és/vagy intestindlis traktus egyes sejttipusaira
korlatozédik, mivel ezeknél a torzseknél a burokfehérjék érési hasitasat csak az itt taldlhato
tripszin-szerti enzimek végezhetik el. Igy a fert6zés lokaliz4lt marad, az 4llat nem betegszik meg,
vagy csak enyhe tiineteket mutat (Rott és Klenk 1988). Virulens ND torzsek F fehérjéjének érési
hasitdsat sokféle szovetben és szervben megtaldlhatd tobbféle protedz végzi, igy a fertdzés
szisztémadssa valhat, és az gyakran fatalis kimenetelli (Rott és Klenk 1988).

Toyoda és mtsai megallapitottdk, hogy az FO fehérje vagashelye a 112-116. aminosav kozti
régidban van (Toyoda és mtsai 1987). A fizids fehérje vagasi régidja a virulens torzseknél
"2R/K-R-Q-K/R-R"® aminosav sorrendet mutat az F2 fehérjerész C-terminusin. Az F1
fehérjerész N terminusdn, a 117. aminosav F (fenilalanin). Ezzel szemben, az alacsony
virulencidjii virusoknal a '""“G/E-K-R-Q-G/E-R''® az aminosav sorrend és a 117. poziciéban

leucin talalhaté (Collins és mtsai 1993) (1. tablazat).
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1. tdblazat: FO vagési hely aminosav szekvenciai virulens és alacsony virulencidji ND torzseknél

(Glickman és mtsai 1988, Aldous és Alexander 2001 )

Virustorzs Virulencia a Viégasi hely aminosavai Referencia
csirkében 111-119
Herts 33 Magas -G-R-R-Q-R-R*F-I-G- Toyoda és mtsai 1989
Essex 70 Magas -G-R-R-Q-K-R*F-V-G- Collins és mtsai 1993
135/93 Magas -V-R-R-K-K-R*F-I-G- Oberdorfer és Werner 1998
617/83 Magas -G-G-R-Q-K-R*F-V-G- Collins és mtsai 1993
34/90 Magas -G-K-R-Q-K-R*F-V-G- Collins és mtsai 1993
Beaudette C Kozepes -G-R-R-Q-G-R*F-I-G- Collins és mtsai 1993
LaSota Alacsony -G-G-R-Q-G-R*L-I-G- Collins és mtsai 1993
D26 Alacsony -G-G-K-Q-G-R*L-I-G- Toyoda és mtsai 1989
MCI110 Alacsony -G-E-R-Q-E-R*L-I-G- Collins és mtsai 1993
1154/98 Alacsony -G-R-R-Q-G-R*L-I-G- Alexander és mtsai 2001

* A vagasi hely. Bazikus aminosavak vastag betlikkel jeldlve. Minden virulens torzs fenilalanint

tartalmaz a 117-es ams. pozicidban, az F1 N-terminusanal.

A Nemzetkozi Jarvanyiigyi Hivatal a virulencia kritériumai tekintetében kiegészitette (a B
ponttal) az ND meghatdrozasat: a) lasd a 3.1. alfejezetben (a 7. oldalon), b) a virulens ND virus
F2 fehérjéje C terminusandl tobb bazikus aminosav van, azaz a 113. és a 116. aminosav kozott
legaldbb 3 arginin, vagy lizin van. Az F1 fehérje N terminusandl - ami a fehérje 117. aminosava -
pedig fenilalanin van jelen (1. tdbldzat). Amennyiben az itt leirt jellegzetes aminosav pozicidk és
sorrend nem taldlhaté meg, akkor van sziikség a virulencia meghatarozdsahoz az izoldtum in vivo
pathogenitasi teszttel (IVPI-vel, ICPI-vel) valo jellemzésére (Aldous és Alexander 2001 ).

Erdekes, hogy a HN fehérje mérete 571, 577 és 616 aminosav hosszisagi lehet attdl fiiggden,
hogy a HN gén transzlacios stop kodonja hol helyezkedik el (Sakaguchi és mtsai 1989). Egyes
ND virusoknal (Ulster 2C- és D26) a legnagyobb HN fehérje (616 ams.) transzlaciot kovetd
hasitdssal nyeri el a fertdzoképes partikuldk 1étrejottéhez sziikséges aktiv formdjat (Garten és
mtsai 1980). Mas torzseknél (Hitchner B1, Beaudette C, AUS Victoria/32, Italien/45) - amelyek
a masik két fehérje valamelyikét termelik (HN551, és HN571) - hasitds nem torténik meg, hiszen
a fehérje bioldgiailag aktiv dllapotban termelddik (Sakaguchi és mtsai 1989).
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3.5. Epidemiologiai vizsgdlatok

3.5.1. A monoklondlis ellenanyag (Mke) vizsgdlatokra alapozott jarvdnytani kutatds
Monoklondlis ellenanyagok felhasznaldsaval a Weybridgeben milkodé NDV referencia

laboratériumba érkezett virustorzseket vizsgdlva szdmos jarvanytanilag is érdekes Osszefiiggésre

bukkantak (Russell és Alexander 1983,Alexander és mtsai 1987, Alexander és mtsai 1997) (2.

tablazat).

2. tdbldzat: NDV csoportositds a Mke kotddési képesség alapjan (Russell 1988)

Mke Virulencia a Eredet Példa
Csoport csirkében

A v Papagdj kozvetitette VVNDYV torzsek 1970-t61 Essex 70
B v Mis VVNDV torzsek Herts 33
C1 A% Papagij eredetli és kozel-keleti izoldtumok 983/81
C2 L Kacsa eredetll izoldtumok 1092/81
D v Neurotrop velogen torzsek (USA) GB Texas
E L Vakcina Hitchner B1
F L Kacsa eredetll izoldtumok
G L Kacsa eredetill izoldtumok és V4 Ulster 2C
H L Kacsa eredetll izoldtumok MC 110
P M Galamb PMV-1 561-83

Megallapitottdk, hogy a kialakitott csoportok részben féldrajzi, részben izolélds tekintetében

allatfaj szerinti elkiiloniilést mutatnak. A Mke-kal folytatott vizsgalatokkal elért eredményekbdl

kiemelkedik az 1980-as évek elején galamb-PMV-1-nek nevezett virustorzsek gyors
megkiilonboztetése a csirkéket fertéz6 NDV torzsektdl (Alexander és mtsai 1984 a és b). Az
eltér0 Mke kotési profil egyértelmiien jelzi a torzsek antigenitdsbeli kiillonbozdségét, de az
azonos Mke profil nem jelent sziikségszerlien genetikai azonossagot (Alexander és mtsai 1999,

Aldous és Alexander 2001 ).

>  Torzsazonositas Mke-val
Erdei Judit és mtsai (1987) olyan LaSota specifikus Mke-t éllitottak el6 - ami ELISA tesztben
- tobb mint 300 lentogen, mesogen és velogen torzs koziil is képes volt azonositani ezt a vakcina

torzset. Ennek gyakorlati jelentdsége a 3-5 hetes korban 1€gzdszervi tiineteket mutatd, néhany %-
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os elhullassal jaro esetek etiologidjanak tisztazdsdban mutatkozott meg. Muelemans és mtsai is

beszamoltak LaSota specifikus Mke eldallitasardl (Muelemans és mtsai 1987).

3.5.2. Genetikai modszereken alapulo diagnosztikai és epidemiologiai vizsgdlatok

» Oligonukleotida probdk

Az F génen a fehérje vagashelyével komplementer, izotéppal jelzett oligonukleotida probak
segitségével, virulens és nem virulens NDV torzseket kiilonitettek el (Jarecki és King 1993).
Oberdorfer és mtsai pathotipus szerint csoportositottdk az 1990-es évek ND torzseit -pathotipus
specifikus oligonukleotida prébak felhaszndlasaval. Megallapitottak, hogy a mddszer korlatai - a
genomvariabilitds miatt - az altaluk haszndlt RT-PCR-ben, az univerzdlis primerek tapadasi

hianyossagaira vezethetdk vissza (Oberdorfer és Werner 1998).

» RT-PCR és restrikcios endonukledz analizis

A baromfipestis virus egy genomrészletének RT-PCR technikdval torténd amplifikdlasarol
1991-ben szamoltak be el6szor (Jestin és Jestin 1991). Késébb, pathotipus specifikus
primerekkel virulens €s nem virulens torzseket tudtak elkiilonitettek egymastdl (Kant és mtsai
1997). Kutatocsoportunk az NDV F gén kozel 75%-anak RT-PCR-el valé amplifikdldsat
kovetden, a génrészlet fizikai térképezését végezte el tobb mint 200 torzson (Ballagi-Porddny és
mtsai 1996). Erre a modszerre is alapozva genotipusokba soroltuk az NDV torzseket (Ballagi-
Pordadny és mtsai 1996, Lomniczi és mtsai 1998, Herczeg és mtsai 1999, Herczeg és mtsai 2001 ).
M génen végzett fizikai géntérképezéssel mdd nyilott valamennyi ismert vakcinatorzs egyedi
azonositdsara, koztiik a LaSota és B1 vakcina virusok egymadstdl valé megkiilonboztetésére

(Wehmann és mtsai 1997).

» Jdrvdnytani céllal (is) végzett nukleinsav szekvendldsra alapozott vizsgdlatok

HN gén transzlaciés STOP kodonjanak génbeli elhelyezkedése alapjan a vizsgélt torzseket
harom csoportba (A, B és C) soroltdk (Sakaguchi és mtsai 1989). Az elkiiloniilést a
baziseltérések Osszehasonlitdsdan alapulé dendrogramm is aldtdmasztotta. Azonos szdarmazasi
vonalhoz (pl. C csoport) tartozo, az 1980-as évekbdl szarmazé torzsekben a kozel 50 évvel
kordbban talalt virusokhoz képest a nukleotida mutacidk jelentds felhalmozodasét tapasztaltak
(pl. Herts/33 és IBA/85), ami arra utalt, hogy a torzsek pontmutdciokkal valé divergédlasa
Osszefiigg az eltelt idOvel. Kideriilt, hogy a HN gén vizsgdlatdval kialakitott csoportok
elterjedése foldrajzi meghatdrozottsdgot mutat. A B csoportd virusok csak Eszak-Amerikdban
fordultak eld, az A és C csoportok reprezentdnsai viszont Eur6paban, Ausztrilidban és Japdnban

is megtaldlhatok (Sakaguchi és mtsai 1989).
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Collins és mtsai galambokbdl izoldlt PPMV-1 torzsek eredetét kutatva - filogenetikai
analizissel - I-IV szdrmazasi vonalakba (lineage) csoportositottdk az NDV torzseket (Collins és
mtsai 1996). Ezek koziil az I-11I csoport azonos az altalunk jelolt I-III. genotipussal, mig a IV.
lineage, tovédbbi kiegészitésekkel, megfelel az altalunk leirt VI-os genotipusnak (Ballagi-
Porddny és mtsai 1996, Lomniczi és mtsai 1998).

Kanaddban és az USA-ban kormordanokbdl izoldlt NDV torzsek F gén szignalszekvencidjat
meghatdrozva és a szdrmaztatott aminosav sorrend elemzésével arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy az 1975-ben és az 1990-es években izoldlt NDV torzsek jelentOs szekvencia kiilonbséget
mutatnak (11 aminosav eltérés a vizsgalt 28-bol). A szerzOk szerint ez tobb mddon is
kialakulhatott: kiilonbozd eredeti NDV torzsekkel fertdzodtek a kormordnok, vagy a virus
folyamatos cirkuldcidja sordan pontmuticiok felhalmozddésa tortént az évek sordn (Heckert és
mtsai 1996). 1990-es évek elején Eszak-Dakota édllamban pulykdbdl izoldlt NDV térzsek
szekvencidja igen hasonl6 vagy azonos volt az ugyanitt és Minnesotdban kormoranbdl szarmazo
virustorzsekkel, ami alapjdn a vadmadarak jarvanykozvetitd szerepére hivtak fel a figyelmet
(Seal és mtsai 1995).

Az USA dél-keleti részén és Puerto Rico-ban izoldlt NDV torzsek F génjének szekvendldsat
kovetden megdllapitottdk, hogy azok mindegyike a lentfogen virusokra jellemzd szdrmaztatott
aminosav sorrendet mutat a vagashely région (HOGGGRQGRiLIGAIZO). Filogenetikai analizis
sordn a B1 és a LaSota vakcina virussal kozeli rokonnak bizonyultak az izoldtumok, de egyik
esetben sem taldltak 100%-os nukleinsav egyezést (Marin és mtsai 1996).

King és Seal filogenetikai vizsgdlattal (az M gén egy szakaszdnak szekvendldsdval) az USA
észak-keleti részén, egyes élOmadar piacokon izoldlt NDV torzsek eredetét kutatta.
Megallapitasuk szerint, az NDV izolatumok tobbsége (6 mintdbdl 4) nagyon hasonld volt a B-1
és a LaSota referencia torzsekhez (0,012 nt kicserélddés/nt. pozicid). Két tovabbi izolatum, a V4-
jelti lentogen torzs és egy galamb eredetii csirke izoldtum volt (King és Seal 1997).

Kanadai és magyarorszagi lentogen izolatumok eredetét kutatva, RE vagéashely analizissel
megéllapitottuk, hogy azok mindegyike - az adott régiéban haszndlt - Magyarorszdgon a LaSota,
Kanadédban a B-1-vakcina virusok reizoldtumainak felelnek meg (Wehmann és mtsai 1999).

Tovabbi filogenetikai analizisen alapuld jarvanytani vizsgdlatok eredményei (Alexander és
mtsai 1999, Yang és mtsai 1999, Ke és mtsai 2001, Cattoli és mtsai 2001) szoros kapcsolatban
dllnak az 4ltalunk végzett vizsgilatok eredményeivel, igy azokat az EREDMENYEK ES
MEGBESZELES rovatban ismertetem.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Virusok

Az elmult 40 évben, Olaszorszdgban izoldlt ND torzsekbdl all6 gyljteményt egyiittmikodo

partnereink (S. Pascucci, P. Massi, 1. Capua, M. Luini, L. Selli) bocsétottadk rendelkezésre (6.
tablazat).

A Bulgéridbdl szarmazé virustorzseket Dumanova L. és Hadjiev G. izolélta az 1959-t61 1996-
ig terjedd idészakban lezajlott ND jarvanykitorésekbol (8. tablazat).

Dél-Afrikai Koztarsasdgban és Mozambikban izolélt torzseket, Bragg R.R. és Trvassos Dias

kiildte vizsgélatra (9. tdblazat).

A fentieken kiviil virustorzsek alltak rendelkezésre Lomniczi Béla NDV torzsgyiijteményébol
is. A vizsgalt torzsek eredetére, bioldgiai és szeroldgiai tulajdonsdgaira vonatkozé adatokat az
EREDMENYEK ES MEGVITATAS fejezetben tdblazatokban foglaltam Gssze.

Az NDV torzsek szaporitdsa 9-11 napos embrionélt tyiktojas allantois zsédkjaba val6 oltassal
€s az embri6 elpusztuldsanak fiiggvényében az allantois folyadék leszivasaval vald learatdssal
tortént (Lomniczi és mtsai 1973). A virustartalmu allantois folyadékot felhasznélasig -70 °C-on
taroltuk.

Az izoldtumokat az F gén 1349 nt.-nyi szakaszan (334-1682. nt. kozott) végzett RE (Hinfl,
BstOl és Rsal) vdagashely-analizissel (Ballagi-Porddny és mtsai 1996), majd a gén egyik
varidbilis régidjanak (47-435. nt. kozott) szekvencia analizisével (Lomniczi és mtsai 1998,
Herczeg és mtsai 1999, Herczeg és mtsai 2001) vizsgéltuk. Ezt megel6zden az aldbbi 1épéseket

végeztiik el.

4.2. Virus-RNS kivondsa
A virus-RNS-t 500 ul allantois folyadékbol, Proteinase K (Sigma, St.Louis, USA) enzimmel

55°C-on, 1 6ras inkubalast kovetden fenol-kloroformos Osszerazas utan, Na-acetattal, abszolut
alkohol jelenlétében, 12 6rai inkubdldssal -20°C-on csaptuk ki. A centrifugdldst (20 perc
10000/perc fordulattal), majd a kétszeri 70%-os ethanolos mosdst kovetden, a pelletet 25 pl
kétszer desztillalt DEPC (Diethyl-pyrocarbonate) kezelt vizben vettiik fel, és - 20°C téaroltuk a

felhaszndlasig (Ballagi-Porddny és mtsai 1996).

4.3. Reverz transzkripcio

A cDNS szintézist 25Ul reakcié térfogatban hajtottuk végre a kovetkezd reagensekkel: 8l
DEPC kezelt viz, Sul 5x first-strand-buffer (Gibco, Bethesda, Maryland, USA), 0,02 U random

hexamer (Pharmacia, Uppsala, Svédorszdg), 1ul Moloney Murine Leukemia virus reverz
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transzkriptdz (Gibco) és S5ul RNS minta. A reakcidelegyet 37 °C-on 90 percig inkubéltuk, majd

az enzimet 98 °C-on 5 percig tarté hokezeléssel inaktivaltuk (Ballagi-Porddny és mtsai 1996).

4.4. Polimerdz ldncreakcio

Az F gén kiilonbozd hosszisagu szakaszainak amplifikdldsara az laa-4aa; a K1-K2; az MV1-
B2 és az 5-4b jelli primer-parok (3. tdblazat) 18 NDV torzs F génje a génbanki szekvencia
adatainak Osszehasonlitdsdval - a GCG programcsomag Pileup és az OLIGO 5.0 szamit6gép
programok segitségével - lettek kivalasztva.

Az F gén restrikciés endonukledz vagashely-analiziséhez 1349 nt hosszi PCR terméket
szintetizdltunk laa-4aa primer-parossal. Az F gén varidbilis régidjanak szekvendldsara alkalmas
nested-PCR termék eldéllitasara a K1-K2 és az MVI1-B2 primer-parosokat, a konzervativ
génrégid hasonld célu amplifikdlasdra pedig az 1aa-4aa és az 5-4b primer-parosokat (3. tdbl4zat)
hasznéltuk. A reakciot 100ul térfogatban a kovetkezd ingrediensekkel végeztiik: 10ul 10x PCR
puffer (100mM Tris-HCL, pH 9,0, 500mM KCL és 1 mg/ml BSA), 10ul MgCl,, 1ul a dATP,
dGTP, dTTP és dCTP mindegyikébdl (10mM, Pharmacia), 30pmol a primerekbdl, 2U Taq
polimerdz (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT, USA), Sul cDNS, ddH,O-val végtérfogatra
kiegészitve és 1 csepp dsvanyi olajjal lefedve (Sigma). Nested-PCR termék eldallitdsakor a 2.
PCR reakciéba mintaként az els6bdl szarmazé termék keriilt 50x ddH,O higitassal. A szintézist
Genetic Thermal Cycling System, GTC-2 vagy Perkin-Elmer PCR késziilékben végeztiik. A PCR
programok leirdsat publikacidink tartalmazzdk (Ballagi-Porddny és mtsai 1996, Lomniczi és

mtsai 1998).

4.5. A PCR termékek hasitdsa restrikcios enzimekkel és elektroforézis

A PCR termékek - mintdnkénti teljes mennyiségét - 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe atmérve,
Iml n-butanollal, keverdgéppel (Vortex) 15 masodpercig kevertiik. 12500g/2 perc centrifugalas
utdn a feliiliszo eltavolitasat kovetden a pelletet kiszaritottuk. Ezt kovetden ismét feloldottuk a
pelletet 15ul ddH,O-ban, majd 3 azonos térfogatba szétmérve 2 ul megfeleld restrikciés enzim
pufferrel és 8-12 U Hinfl, vagy BstOl, vagy Rsal enzimmel (Promega, Madison, WI, USA)
kevertilk 0ssze. A PCR termék emésztése, 37 °C-on egy éjszakan at zajlott. A képzdodott
fragmantumokat glycerol tartalmu futtaté pufferrel vald Osszekeverést kovetden, MetaPhor és
DNA grade agardz 2:1 aranyu keverékébdl készitett, 2,5%-os gélben szepardltuk, 0,5x-es TBE
pufferben, 185 V-os fesziiltséggel, 2 6ran 4. 100 bazisparonként novekvd fragmenteket

tartalmazé markert (Gibco) hasznéltunk a fragmentméretek kozelitéleges megallapitdsiéhoz. A
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fragmentek festését 10 percig, 1,5 mg/ml EthidiumBromiddal végeztik és UV atvilagitdssal

Polaroid filmre fotdztuk.

3. tablazat: PCR primerek és az amplifikalt régidk (Ballagi-Porddny és mtsai 1996,

Lomniczi és mtsai 1998, Herczeg és mtsai 1999, Herczeg és mtsai 2001 )

Primerek Szekvencia Amplifikalt régi6
jelolése
laa 5-TGA-5TC-WAT-YCG-5AR-GAS-
. F gén 334.nt és
ACA-AGR-KTC-TG-3 1682. nt. kozotti 1349
4aa 5'-ATC-TGR-YC5-AGT-GTR-TTA- nt.-nyi szakasza
TTC-CCA-AGC-CA-3'
5 5’-CAT-TCC-CTA-TGT-CCC-CTG-GTA-
TTT-A-3’ F gén 1124.nt. és

1490. nt. kozotti 357 nt.-

4b 5'-GTC-TTT-TGT-TGT-GCC-TTT-TGC-TT-3’ :
nyi szakasza
K1 5-GGG-RAA-GAR-AGT-GAC-WTT-
\ M gén 778. nt. és F gén
TGA-CA-3 545 nt. kozoti 1008
K2 5. TKG-GAT-AAW-CCR-YYR-GTG-ACC-  nt.-nyi szakasza
TC-3'
MV1  5-CCY-RAA-TCA-YYR-YGR-YRC-YRG-
ATA-A-3' M gén 1163. nt. és F gén
B2 5"KCR-GCR-TTY-TGK-KTG-GCT-KGT- 492. nt. kozotti 557 nt.-
nyi szakasza
AT-3'

4.6. Restrikcios enzim analizis és fizikai térképezés

Minden megvizsgélt virustorzs fizikai térképét megszerkesztettik. Ehhez az enzim
vagéashelyek pozicidit a gélrdl leolvashaté fragment hosszak és a virustorzsek GenEMBL
adatbankbdl elérhetd szekvencidibol GCG program-csomaggal szerkesztett fizikai térképeket
szerkesztettiink. Az olyan 1j vagéashelyeket, amelyek a génbanki torzsek alapjan nem voltak
azonosithatok, részleges génszekvendldssal magunk hatidroztuk meg. Ilyen vagéshely felderitd
szekvendldsra példdkat az EREDMENYEK ES MEGBESZELES fejezetben, a RE vagdshely-
analizis alkalmazdsa és korldtai ciml alfejezetben mutatok be. Az 4. tdbldzat a vagéishely

felderitésre hasznalt primer-parok lokaliz4cigjat és szekvencidit tartalmazza.
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5. tablazat: RE vagéshelyek felderitésére részleges gén szekvenalassal hasznalt primer-péarok

Primer-par  Felderitett vigashelyek  Primer  Amplifikdlt Szekvencidja

régio
F20-f4 VIIIL. gt. Hinfl 736 20 F gén401.nt. 5-GGY-GCY-RTY-ATY-
és 889. nt. GGY-RGT-RTR-GCT-CT-3’
IV. gt. Hinfl 745 f4 kozotti szakasz 5°-YTG-AGT-MTG-TGA-
IV. és V. gt. Rsal 540 GTC-RTA-YAR-DAT-AGG-3’
f5-f6 IV. gt. Hinfl 1198 £5 F gén 800.nt.  5’-AAG-YTA-GGT-GTR-
és 1235. nt. GGR-AAY-ARY-CAA-C-3’
IV. gt. Rsal 1055 és 1087 {6 kozotti szakasz  5’-TYA-TYT-TRC-ART-TDG-
CRA-YRA-CTG-A-3’
5-4b V. gt. Hinfl 1515 5 Fgén 1124.nt. 5 -CAT-TCC-CTA-TGT-CCC-
és 1490. nt. CTG-GTA-TTT-A-3’
IV. gt. BstOI 1260 4b kozotti szakasz 5’ -GTC-TTT-TGT-TGT-GCC-
TTT-TGC-TT-3’
IV. gt. Hinfl 1350
Fh3-th4 V. gt. Hinfl 1652 th3 F gén 1476 nt. 5’-CYY-TGR-AYA-ART-
és HN gén 93  TRG-MRG-ARA-GCA-3’
th4 nt. kozotti 5’-ATG-ABY-GAM-KHC-
szakasz YGY-TRY-YGG-TGA-3’
4.7. A PCR-termékek szekvendldsa
A nested-PCR termékeket - mindkét szdlon - a PCR primerek felhasznédldsdval

szekvenéltattuk, a belgiumi EUROGENTEC Bel. S.A.-val, ABI 377-alapu fluoreszcens cycle
szekvendldsi technoldgiaval. Az EREDMENYEK ES MEGVITATAS fejezet 6., 8., 9.
tdblazataiban foglaltam Ossze az EMBL/GenBankba elhelyezett virustorzsek nukleinsav

szekvencidinak génbanki kddjait.

4.8. A szekvencia-adatok analizise

A szekvencidk 0Osszehasonlitasat (alignment) a Lasergene programcsomag MegAlign
programjaval végeztilkk, ami erre a Clustal algoritmust hasznédlja. Az izoldtumok kozotti

filogenetikai viszonyt a TREECON for Windows (version 1.1) segitségével értékeltiik (Van de
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Peer és De Wachter 1997). Ez a program a tavolsag matrixot a Kimura két-paraméteres
korrekciés faktor alapjan szamolja. A TREECON program a dendrogrammot a neighbour-joining
algoritmussal generdlja, ami a legkozelebbi szekvencia parok kivalasztasdval, a legrovidebb fa
kialakitdsara torekszik. Program kompatibilitdsi probléma miatt a MegAlign *.meg kiterjesztésli
output file-t GCGPileup Files formatumban kellett elmenteni azért, hogy az a Segpup konvertalo

programmal 4talakithaté legyen a TREECON szamara értelmezhetd input file-1a.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATAS

5.1. Az OIE adatai alapjdn rekonstrudlhato baromfipestis jarvdanyok

A bevezetésben mar utaltam rd, hogy néhdny orszdg jarvanyiigyi adatainak részleges
elemzése alapjdn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Nemzetkozi Allategészségiigyi Hivatal
(OIE) éltal nyilvantartott adatok alapjin rekonstrudlhaté ND-jarvanyok képe némileg eltért attol,
amit a jarvanyok torténetét ismertetd 0sszefoglalé kozlemények mutatnak be (Lancaster 1966,
Hanson 1974, Lancaster és Alexander 1975, Alexander 1988a). Mivel munkam soran ND-
jarvanyok torténetét kivantam megismerni a hidnyosan €s esetlegesen rendelkezésre &ll6
virustorzsek genetikai azonositdsdval, alapvetd fontossdgi volt, hogy el6bb a valdsdgnak
megfeleléen (amennyire ez lehetséges) bemutassam azokat a jarvdnyokat, amelyek az
Nemzetkozi Allategészségiigyi Hivatal (OIE) adataibdl rekonstrudlhaték. A Parizsban székeld
hivatalt a tagorszagok egyéb feladatai mellett azért hoztdk létre, hogy a legveszedelmesebb
fert6zo allatbetegségek eloforduldsanak adatait 0sszegytiijtse €s minél gyorsabban tdjékoztasson
ezek eléfordulasardl. Az adatokat a tagorszagok illet€kes szerveinek onkéntes bejelentése képezi,
amelyeket kétheti jelentéseiben tett nyilvanossa a Bulletin d’OIE cimi kiadvanyban. A kétheti
jelentések ND-re vonatkoz6 adatait dolgoztam fel orszdgonként 1960-t6l, és diagrammokon
abrdzoltam azon orszdgok és teriiletek ND-kitoréseinek szdmdat, ahonnan virustorzsek is

rendelkezésre élltak genetikai azonositds céljéra.

Az adatok értékelésekor tudomasul kellett venni, hogy ezek az onkéntes bejelentés minden
hatranyat magukban hordozzdk, vagyis a tényleges eseteknél valdsziniileg kevesebbet jelentettek
az egyes orszagok. (pl. Roménia évente csak néhdny esetet kozolt, ami azért furcsa, mert ilyen
kis kiterjedésti baromfipestis jarvany valdszinlileg nem létezik.) De taldlkozunk olyan
orszagokkal is, amelyek idonként sziineteltették a bejelentést (pl. Magyarorszag, egy 1992-es
eset bejelentésétdl eltekintve, 1972 6ta nem jelentett egyetlen esetet sem). Mindezekkel egyiitt,
az OIE adatok a legrosszabb esetben is a baromfipestis minimélis el6forduldsat tiikrozik.
Tekintettel arra, hogy A-kategdrids korokozéval van dolgunk, azaz egyetlen jarvanykitorés is
elegendd az orszag mentes statuszdnak elvesztéséhez, az OIE adatok viszonylag megfelelden

tdjékoztatnak az egyes orszagok, vagy teriiletek jarvanyhelyzetérdl (3. és 4. dbrak).

» ND-jdrvdnyok a Kozel-Keleten, 1960-1980 kozott

Az 1970-es években sziiletett leirdsokban kdzponti szerep jut az 1960-as évek végi kozel-
keleti ND kitoréseknek (Lancaster és Alexander 1975). Egyrészt, mert ezeket egy olyan
jarvanyvonulat részeként kezelték, amely az évtized elején indult volna a Tavol-Keletrdl

(Indonézidbdl), az évtized masodik felében jutott volna a K6zép-Keletre, majd onnan Eurdpan at
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érkezett volna Anglidba, 1970-ben (2. dbra). Ha a baromfipestist kizdr6lag szomszédos
teriileteket meghdditva terjedd fert6zé betegségként képzeljiik el és figyelmen kiviil hagyjuk a
madr akkor is hozzéaférheté adatokat, akkor is csak jelentdés Nyugat-Eurdpa-centrikus szemlélettel

sikeriilhet megrajzolni a 2. dbran l4that6 - fekete nyilakkal jelzett - terjedési sémat.

2. dbra: A baromfipestis jarvany terjedése a II. vilagjarvany idején (Lancaster és Alexander

1975)

—, Papagdj-félék | P LY ' »,,m)
kovetitette fert. @ S
- Feltételezett ND V4

Terjedési iranyok

Ezzel szemben még az OIE hidnyosnak tekinthetd adatai alapjan is a valésag az, hogy az
1960-as években, a Kozel-Keleten folyamatosan igen stilyos ND jarvanyok dultak (3. dbra). Ha
csak az iraki (IQ) adatokat vizsgéljuk, hdrom jarvanycsucs tlinik szembe, de az idObeli tagolddas
inkdbb a bejelentések megszakitisanak tulajdonithaté (pl. 1966-67-ben). Folyamatosan
jelentettek baromfipestist Indidb6l (IN), Irdanbol (IR), Sziridbol (SY), Libanonbdl (LB),
Jordaniabdl (JO) és Torokorszagbdl (TR). Csak Izrael (IL) kezdett 1968-ban jelenteni. Egyediil
Iraknal észlelhetd jarvanycsics 1968- és 1969-ben, de csak a megel6zd és rakovetkezd évek
jelentéshidnyanak hatterében. Megallapithaté tehat, hogy csupdn az esetszdmok eloszldsat
figyelembe véve semmi jele annak, hogy az 1960-as évek masodik felében az el6z6 években mar
eldéfordultndl is sulyosabb jarvany érte volna el a térséget. Ha valamikor, akkor inkdbb a 70-es
évek kozepén latunk csicsokat (5 orszdgban is, 3. dbra), ebbdl az idobdl viszont egyéltalan nem

maradtak fenn virustorzsek tovabbi analizisre.

Ezzel szemben 1968-70-bdl négy orszagbol (KW, LB, IL és IQ) maradt fenn virus és

feltételezhetden ennek tulajdonithatd, hogy ez a periddus ardnytalanul nagyobb hangstlyt kapott
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az irodalomban, azt a latszatot keltve, hogy az ND-jarvany ekkor ért a térségbe. A legnagyobb
torzitds, mégis a mar idézett Osszefoglal6 munkdk szerzdinek (Lancaster és Alexander 1975)

tulajdonithatd, akik még a bejelentések szamaét is figyelmen kiviil hagytak.

3. ébra: Baromfipestis jarvanykitorések évenkénti megoszlasa egyes kozel-keleti orszagokban

1961 és 1980 kozott (OIE adatok alapjan)
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» ND jdrvdnyok egyes eurdpai orszdgokban az 1960-as évektol

A fenti ellentmondédsok miatt, eldbb kizardlag az OIE statisztikdk alapjan dolgoztuk fel az
1970-72-es nagy eurdpai ND jarvany eseteit orszdgonkénti lebontasban. Emlitettem, hogy ezt
azért tartottam fontosnak, mert az irodalom szerinti II. pandémia részeként ez a jarvany a Kozel-
Keletrdl terjedt volna Eurépédba, észak-nyugati irdnyba (2. dbra). Bar ebbdl az id6bol mar tobb
orszag jarvanykitoréseibol maradtak fenn virustorzsek, részleteiben csak az olaszorszéagi (IT) és
bulgériai (BG) torténetét vizsgaltam, mert csak ezekbdl 4llt rendelkezésre a 60-as évektdl
napjainkig terjedd iddszakot képviseld torzsgylijtemény. Az eurdpai jarvanyok torténtének jobb
megértéséhez feldolgoztuk a jelentds baromfitarté orszagok adatait (4. dbra). Megemlitem, hogy
az angliai (GB) és németorszagi (DE) OIE adatokat ettdl fiiggetlen forrasbol is megerdsitettiik,
igy ezek egymassal szinte egyezd dinamikdja valosziniileg a tobbi orszagra is jellemz6 lehet
(kivéve a gyors felszamoldst), fliggetleniil attdl, hogy melyik orszag hiny esetet jelentett be. Pl.
az 1960-as évek olaszorszagi esetszamai erésen aldbecsiiltek, ténylegesen évi tobb ezer kitorést

regisztréaltak az orszagban (S. Pascucci személyes kozlése).

A 4. dbra diagrammjain lathat6, hogy az 1960-as évek elsé felében pusztité méretli jarvanyok
fordultak elé Eurdpa szerte, amelyeket valdsziniileg a vakcindzdsoknak koszonhetden is az
évtized végére, foleg Nyugat-Eurépdban, sikeriilt leszoritani néhany tucat esetre. Az 1970-et
megel6z0 egy-két évben azonban taldn csak Hollandia és Svédjc vdlt teljesen mentessé az ND-tdl.
Az Eurdpa szerte tapasztalt alacsony ND incidencia volt az a hattér, ahonnan az 1970-es
jarvanyhullam indult. Kiilonosen az angliai, német-, és franciaorszagi megbetegedések okoztak
Oridsi karokat, legaldbbis ezekrdl vannak erre utalé adatok (4. dbra). A tobbi nyugat-eurdpai
orszigban viszonylag mérsékeltebbek voltak a veszteségek, vagy csak kevesebb esetet
jelentettek. Ez Olaszorszdg esetében bizonyara igy volt, de feltinbek Belgium alacsony
esetszdmai is (kb. 200/1974). Ett6]l az id6tdl kezdve a kelet-eurdpai orszdgok némelyikének
jelentési szokdsaiban valtozas allt be. Pl. Bulgdria és Romdnia néhédny tucatra csokkentette a
bejelentett esetek szamdt, ami egyfeldl nyilvanvaléan valdsziniitlen egy rendkiviil kontagidézus
fert6z6 betegség esetében. Masfeldl, ennyi eset felszdmoldsdhoz kiilonosebb erdfeszitésre sem
lett volna sziikség. Magyarorszdg és Lengyelorszag viszont egyértelmiien besziintette az ND
bejelentését. Mar a jarvanycsucsok idobeli megoszlasabol - 1970-71: Anglia, 1971-1972: NSZK
€s Franciaorszag, 1972-1973: Olaszorszag, 1973: Csehszlovdkia és Magyarorszdg (egyéb
forrasbol), 1974-1975: Bulgaria — is hipotetikusan Nyugat-Eur6pa — Dél- és Kozép-Eurdpa

jarvanyterjedési irdnyra kovetkeztethetiink (4. dbra).
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Az 1980-as évekbdl hidnyos adatokkal rendelkeziink, mivel a Bulletin d’OIE nem, vagy csak
hidnyosan hozzaférhetd az orszdgban ebbdl az évtizedbdl. Az ND valddi torténetének feltarasa
szempontjabol egyediilallé értéket képviselnek azok a négy évtizedet atfogd torzsgylijtemények,
amelyeket az olasz és a bolgdr kollégdk bocsatottak rendelkezésiinkre és segitségiikkel tobbé-
kevésbé sikeriilt feltdrni az Eurépan végigvonulé ND jarvanyok koroktandt és egyes esetekben

ezek eredetét és Osszefiiggéseiket is.

5.2. Jarvanyfelderités modszertani kérdései

5.2.1. Etiologiailag egységes jarvdanyok kritériumai és vizsgdlatuk eszkozei

A jarvanytani nyomozas egyik alapkérdése, hogy az egymastdl térben €s idében elkiiloniild
jarvanykitorések vajon kapcsolatban dllnak-e egymdssal, azaz etioldgiailag egységesek, vagy
sem. Egy szlikebb foldrajzi régiéban kozel egy idOben lezajlott jarvanyesetek kapcsan azok
kozos eredetének kérdése meriil fel és bar ez logikailag valészinti, gyakran nem ez a helyzet.
Jarvanyvonulaton etioldgiailag egységes ND-kitorések olyan sorozatat értjiikk, amely egyetlen
behurcolds nyomdn indult el és amelyet az alapozé virustorzs leszarmazottai tartanak fenn, azaz

az izolatumok monofiletikus csoportot alkotnak.

Ez az egyes jarvanykitorésekbdl szarmazd izoldtumok azonossdganak, ill. a talalt
kiilonbozdségek értékelésével donthetd el. Ehhez egyediil a nukleinsav-szekvencia biztosit dontd
adatokat. Az izoldatumok szekvencia-eltéréseinek értékeléséhez ismerniink kell, hogy a

jarvanymenetek sordn keletkez6 virustdrzsek mekkora evolicids iitemmel rendelkeznek €s hogy

mekkora az a genetikai diverzitds, amelyen belill még kozos (monofiletikus) leszarmazasrol

beszélhetiink.

A szekvencia-adatok azonositd képességét illusztrilja, hogy egy adott virustdrzs (izoldtum)
szekvencidja még akkor is egyedinek tekinthetd, ha a kiillonbség egy masik torzstdl csak egyetlen
nukleotida eltérésre is szoritkozik (Lomniczi 1999).

Kétféle moédszerrel jutottunk szekvencia adatokhoz:
» Restrikciés enzim vagdshely-analizissel (a) és
» Nukleinsav-szekvencia meghatdrozassal (b).

a) Restrikcios vdagdshely analizis

Hérom enzimmel az F gén 1349 nt.-nyi szakaszdn (334 nt. -1682 nt.) végzett RE vigashely
analizis sordn torzsenként Osszesen kb. 25 vagashelyet lehetett azonositani, ami maximalisan is
kb. 100 nukleotida megismerését jelenti. Ez a moddszer a jarvanytorzsek tobbségének

csoportositasat, genotipizalasat lehetové tette ugyan (Ballagi-Porddny és mtsai 1996, Jorgensen
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és mtsai 1998), de a jarvanytani nyomozashoz nélkiilozhetetlen egyedi azonositdsukat csak

nukleinsav-szekvencia analizissel lehetett megoldani (Lomniczi és mtsai 1998, Herczeg és mtsai
1999, Herczeg és mtsai 2001). Taldlkoztunk olyan izoldtumokkal is (pl. Olaszorszagbdl),
amelyek RE-vdgashely analizisét koOvetden is bizonytalan maradt genotipus szerinti
csoportosithatésaguk; ezeknél egyértelmli eredményre csak szekvendlast kovetden jutottunk

(Herczeg 2001 és mtsai) [1asd késObb].

b) Nukleinsav szekvencia-analizis

Legtobbszor az F gén varidbilisabbnak tekintett részén, a 47-435 nt. kozotti région végeztiink
szekvencia-analizist (Lomniczi és mtsai 1998, Herczeg és mtsai 1999, Herczeg és mtsai 2001,
Czeglédi és mtsai kéziratban).

Etioldgiailag egységes jarvanyvonulatba tartozé ND torzsek genetikai diverzitdsdnak mértékét

témacsoportunk kordbbi vizsgélatai tisztaztdk. Magyarorszagi €s jugoszlaviai V-0s genotipusu
sorozatizoldtumok szekvencidinak Osszehasonlitdsa azt bizonyitotta, hogy egy évtizedes

jarvanyfutam alatt is csak kb. 1 % nukleotida-szekvencia divergencia alakul ki. Tehat ennél

nagyobb (3-6%) divergencia méar tobb évtizedes evolidcidra utalhat, ezért az ekkora tdvolsagban
1évo torzsek azonos jarvanyvonulathoz val6 tartozdsanak a valdszintisége minimalis (Wehmann
2000). Ezen adatok felhaszndldsdval, az dltalam végzett mikroepidemioldgiai vizsgédlatokbodl
kideriilt, hogy a tobb évtizeden 4t folyamatosan fenndll6, vagy ujra megjelend (klasszikus
jarvanytani vizsgalatok alapjan homogénnek gondolt) olaszorszagi, bulgariai és dél-afrikai ND

jarvanyok egyike sem volt egységes etiologidju. Egyes iddszakokban, Olaszorszagban és

Bulgéridban akdr hirom-négy kiillonbozd eredetli genotipus is jelen volt (5.5. fejezet és 7.

tablazat).

5.2.2. RE-vdgashely-analizis alkalmazdsdnak haszna és korldtai

A vizsgélatok kezdetén kizdrdlag viagashely-eloszldssal, problémamentesen sikeriilt hat (I-VI)
genotipust feldllitani (Ballagi-Porddny és mtsai 1996), melyek elkiilonitését késobb a
szekvencia-analizis igazolta (Lomniczi és mtsai 1998).

Ahogy tovadbbi divergencidit mutaté ujabb torzsek keriiltek vizsgdlatra egyre tobb
kétértelmiiséggel taldlkoztunk, két okbdl is: a) a vdgashely valtozasok (djabb megjelenése, vagy
meglévo eltlinése) alapjan nem lehetett eldonteni hogy ezek elég jelentdsek-e ahhoz, hogy uj
genotipust alapozzunk rdjuk; b) ,,progressziv”’ valtozas helyett megjelentek un. régi genotipusok
jellegzetesnek tartott vagédshelyei is.

Ezekre hozok fel néhany példat az alabbiakban.
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Egyes régi olaszorszdgi torzsekrdl nem lehetett egyértelmiien megéllapitani hogy melyik
genotipusba tartoznak, mert ezekben is eldfordult az I- és Ill-as genotipus egyes torzseire
jellemzd a Hinfl 1198 vagashely és egy madsik, djonnan megjelent vagéashely (Hinfl 745)
aminek a csoportositisban betoltott szerepét nem ismertilk. A virusok szekvenalast kovetod
filogenetikai analizise azonban egyértelmiivé tette ezeknek a torzseknek a IV-es genotipusba
tartozasat (10. abra).

A VIII-as genotipus korai izoldtumai (ZA-5/68, ZA-10/74) a Hinfl 736-0s, BstOl 953-as és
Rsal 1087 vagashelyek hidnydval jelzik kiilondllasukat a csoporton beliili djabbkori
izolatumoktdl (20. abra). Ezek egyazon genotipusba tartozdsa filogenetikai analizis elvégzése
eldtt kérdéses volt.

A RE viagashely-analizis 0ndll6 alkalmazédsdnak korlatait jelezték a torzsdiverzitdsbol
adédéan megjelend, kordbban nem ismert véagashelyek. Ezek pontos pozicidjat részleges
szekvendldssal, torzsdifferencidld jelentdségiiket pedig a szekvendldson alapulé genotipizaldssal
lehetett eldonteni. Az 4j vagashelyek felderitéséhez sziikséges szekvendld primereket az 4.
tdblazat mutatja be.

Az egyes orszagok virustorzseinek jellemzésekor erre még kitérek.

5.2.3. A jarvdnytani nyomozdshoz optimdlis génszakasz

A jarvanytorzsek filogenetikai analiziséhez alkalmas, vagy optimalis génrégié megtaldlasara
€s az adott génszakasz torzsdiverzitds szempontjabol reprezentativ jellegének igazoldsira a dél-
afrikai izolatumok segitségével az F-gén két szakaszéan is végeztiink szekvendldst. A dél-afrikai
torzsgyijtemény filogenetikai analizisét az F gén wvaridbilisnak (47. nt.- 435. nt.) és
konzervativnak tartott (1140. nt.-1503.nt.) génrégidjan, valamint a két szakasz kombindldsaval
1étrej6tt 736 nt. hosszisagu szakaszon egyarant elvégeztiik. A két régid szekvencidibol konstruélt
dendrogrammokat a 5. és 6. dbrak mutatjdk be. Az 5. dbran a varidbilis, a 6. dbrdn a konzervativ
génrégid torzsfija 6-6 mozambiki é€s 13-13 dél-afrikai izoldtumot tartalmaz. E torzsek
szekvencidinak egyesitésével kapott kombindlt torzsfa a 21. 4brdn l4thaté. A varidbilis,
konzervativ és kombindlt szekvencidk vizsgdlatakor azt latjuk, hogy a harom torzsfa topoldgidja
nagyon hasonlit egymadsra. Tehat az F gén mind varidbilis, mind konzervativ régidja kb. 360
nukleotiddnyi szakaszanak filogenetikai analizise kozel azonos eredményre vezet.
Mégis a variabilisabb génrégid vizsgélata mellett dontottiink, mert az F gén ezen része kddolja a

virulencia kialakitdsdban fontos szerepet jatszé proteolitikus hasitdsi helyet (cleavage site-ot).
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5. dbra: I-VIII-as NDV genotipusok filogenetikai viszonya az F gén varidbilis régidjanak

vizsgalataval
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6. dbra: I-VIII-as NDV genotipusok filogenetikai viszonya az F gén konzervativ régidjanak

vizsgalataval
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5.3. Az NDV-genotipusok, topotipusok és jarvdanytipusok

5.3.1. Az NDV-genotipusok

Munkank kezdetén, tobb mint 200 NDV torzs RE vdgashely-analizisén alapul6 F gén fizikai
térképezésével, csoportspecifikus vagashelyek és vagishely-kombindciok alapjdn Gsszesen hat
(I-VI) genotipusba soroltuk az 1930-as évektdl az 1980-as évek kozepéig terjedd iddszakbol
szarmazd reprezentativ izolatumokat (8. dbra, 7. tdbldzat) (Ballagi-Porddny és mtsai 1996).
Filogenetikai analizissel is megerdsitettiik a felallitott genotipusok kiilonallasat. Az 1990-es évek
eur6pai ND jarvanyai kapcsan egy ujabb csoportot, a VII-est (5. dbra, 7. tdbldzat) irtuk le
(Lomniczi és mtsai 1998). Megjegyzendd, hogy Toyoda és mtsai (1989) 4ltal kialakitott NDV
csoportositds (A, B, C) megfelel az altalunk jelolt I-IV-es csoportoknak, azzal az eltéréssel, hogy
az altaluk C-nek jelzett leszdrmazdsi vonal valéjdban két, a Ill-as és a IV-es genotipust foglalja
magaba (Ballagi-Porddny és mtsai 1996). Mint latni fogjuk, az altalunk genotipusnak tekintett
viruscsoport olyan torzsek egyiittesét tartalmazza, amelyek genetikai tdvolsidga kb. 6-8%-on
beliil van és foldrajzi és/vagy iddbeli, ennek megfeleléen epidemioldgiai meghatirozottsagot
mutatnak (lasd: 5.3.2.-t is).

A dél-afrikai torzsgylijtemény vizsgélatakor deriilt ki, hogy indokolt a VII-es genotipus tovabb
osztdsa VIla és VIIb csoportra valamint leirtunk egy djabb genotipust a VIll-ast (Herczeg és
mtsai 1999) (5. és 8. abra, 7. tabldzat). Olaszorszagi (Herczeg és mtsai 2001) és bulgéariai
(Czeglédi és mtsai kéziratban), tovabba mas foldrajzi régidkbol szarmazé torzsek (pl. Jorgensen

és mtsai 1998) és torzsgylijtemények vizsgalatdval Gjabb genotipusokat nem taléltunk (8. dbra).
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8. abra: NDV genotipusok RE végashely-analizissel végzett F géntérképezés alapjan
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5.3.2. Mikor topotipus a genotipus?

Az elsO vildgjarvany korai szakéabol, foleg az 1960-as évek eldtti 1dObOl csak kevés torzs
maradt fenn, de ezek vizsgalata is meglepd eredményre vezetett. Az deriilt ki, hogy hdrom
kontinensen, harom kiilonbozé genotipusba tartozé virusok uralkodtak. Az erds foldrajzi
elkiiloniilés miatt a csoportokat akar topotipusoknak is tekinthetjiikk (Ballagi-Porddny és mtsai
1996, Lomniczi és mtsai 1998).

A Il-es genotipus eredetileg val6sziniileg csak Eszak-Amerikdban fordult el, ahol hirom

pathotipusa (lentogen, mesogen, velogen) alakult ki.

A II-as genotipus az 1930-as évektdl (AUS Victoria 1932 és Miyadera 1951) valdsziniileg

csak a Tavol-Keleten (Yang és mtsai 1999, Ke és mtsai 2001 ) volt jelen.

A IV-es genotipusii virusokat eddig csak Eurdpdban taldltunk az 1940-es évektol. A
fentiekbdl kovetkezik, hogy az NDV topotipus fogalman hosszabb iddintervallumban (pl. 1930-
1960) egy meghatédrozott foldrajzi régiéban (pl. kontinensen) elterjedt, valdszintileg ott 6shonos
genotipust értiink.

Az irodalomban haszndlt I. pandémia kifejezés helyett az ND globdlis elterjedését lenne

helyesebb haszndlni, mivel abban az id6ben nem azonos virustorzs (genotipus) terjedt szét a

kiilonbozé kontinenseken. Az I. pandémia tehdt etioldgiailag nem volt egységes. Az egyes

foldrészeknek sajatos, jol karakterizdlhaté (RE-, és szekvencia-analizis) NDV topotipusaik

voltak. Ezek egymastdl fiiggetlen ND-kitorések lancolatat tartottdk fenn az egyes foldrészeken.

5.3.3. Jarvdnytipusok: epidémia és endémia megjelenitése a dendrogrammon

A csak pontmuticiok halmozdédasdval evolvdl6 RNS virusok esetén, a virus evolicids
titemének ismeretében (NDV-nél ez kb. 1%/10 év, Wehmann 2000), a szekvencia adatok
filogenetikai feldolgozaskor kirajzol6dé dendrogrammok fastruktiirdjabdl is kovetkeztethetiink a

virusok jarvanytani kapcsolatéra.

A dendrogrammon a hosszu fiiggdleges dgon eldgazas nélkiil, vagy csak igen rovid (néhany
tized % nt. divergencidnak megfeleld) horizontdlis karokon elhelyezkedd torzsek csoportja
gyorsan terjedd epidémidt jelez. Ilyenek, pl. a Dél-Afrikai Koztarsasagban és Mozambikban az
1990-es évek kozepérdl szarmazé VIIb genotipusi torzsek az (5. édbra dendrogramjdn
bekeretezéssel jelolve Herczeg és mtsai 1999). Amennyiben egy csoméponthoz tobb hosszi
horizontélis 4dgon kapcsolddnak a torzsek, akkor az adott régioban endémids szitudcidobol
szarmaz6 virusokkal dllunk szemben. Példa erre a Dél-Afrikai Koztarsasagbol szarmazé VIII-as

genotipust torzsek csoportja (6. dbrdn, szaggatott vonallal bekeretezve, Herczeg és mtsai 1999),
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vagy az olaszorszagi torzsgylijtemény IV-es genotipusu torzsei (a 11. dbrdn szaggatott vonallal

bekeretezve Herczeg és mtsai 2001 ).

5.4. Shared derived karakterek alkalmazdsa (Lomniczi 1999, Herczeg és mtsai 1999)

Az egyes genotipusok megjelenésének sorrendjét az egymast kovetd jarvanyokbdl szdrmazo

izolatumok un. shared derived (6rokléssel szerzett) karaktereinek segitségével dllapitottuk meg
(5. tdblazat). Itt valgjdban az djabb é€s djabb jarvanyok sordn egy bizonyos idoben mutacié miatt
felbukkand, majd 6roklddé aminosav pozicidk osszevetésérol van szé. Minél recensebb torzsrol
van sz0, anndl valészinlibb, hogy egyre tobb viltozast fog felhalmozni a legkorabbi izoldtumhoz
képest. Az Osszehasonlitdshoz sziikséges régi konszenzus szekvencidt az 1960-as évek eldtti
jarvanyokbol szdrmazé NDV torzseket magukba foglalé I-IV-es genotipusok aminosav
szekvencidibdl allitottuk eld. Ezt kovetden kivalasztottuk azokat a pozicidkat, ahol az 1960-as
évek utdni jarvanyokbdl szarmazo torzsek az I-IV-es csoportok és alcsoportokhoz képest eltérd
aminosavakat tartalmaztak és ezek azutdn megmaradtak az ujabb genotipusok mindegyikében,
vagy zomében. Mivel csak az 6roklott aminosavakat tekinthetjiik shared derived karakternek, a
genetikai kéd degeneraltsaga miatt minden esetben ellendriztiik, hogy ezek valéban homol6gok-
e, azaz kémiailag identikus kodonoknak felelnek-e meg. Az I-IV-es genotipusok és az 1960-as
éveket kovetden megjelent jarvanyok izoldtumaiban 27 kémiailag eltérd aminosav-poziciot
taldlunk, amelyek egy vagy tobb djabb genotipusban megdrzddtek. Pl. a 4. pozicié lizinje
(R—K) az V. genotipusban jelent meg el0szor és azota oroklédik. Ezek koziil azonban 17

kémiailag azonos aminosavat eltérd tripletek kodolnak (szinonim aminosav szubsztiticidok). Bar

ezen aminosavak ilyen alapon vald azonossidga homopldzidsnak tekinthetd, ami félrevezetd a

filogenetikai analizis szempontjdbol mégis mindeniitt, ahol ezek tobb csoporton at is igy
maradtak meg, shared derived Kkarakterként értékelhetdk. Vagyis ahhoz, hogy a VI-VIIL
csoportok kozelebbi rokonsdgban vannak egymadssal, mint ugyanezek az I-IV-es csoportokkal, a
17 poziciénak a muticidja is hozzdjarul, jéllehet mind a régi, mind az Gjabb csoportokban
fenotipusosan azonos jegyet (Leu-t) taldlunk. Pl. a 65. aminosav az I, III, IV és V-0s
csoportokban Leu" ™ (roviditése L), de a Il-es csoportban ez Leu“™® (jele: 1), mig a VI-t6l VIII-

TTG
as csoportokban Leu

(jele: 1) [S. tdblazat]. Megjegyzendd, hogy szamos pozicidban (5, 23, 24,
33 és 51) a VIII-as genotipus azonossagot mutat az 1960-as évek elotti jarvanyokat reprezentald
I-IV-es genotipusokkal. Ez 6sszhangban van a VIII-as genotipusnak az I-IV-es csoportokhoz
kozeli ledgazdsaval a dendrogrammon.

Az 1960-as évek utdni jarvanytorzsek tobbségében az F vigéashely aminosav szekvencidja

'"2RRQKR/F'". Ez aldl a VIII-as csoportd virustorzs (ZA-16/90, ZA-17/90, ZA-18/90) a kivétel,
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mivel ezeknél az izoldtumoknal '""RRRKR/F' szekvencidt talaltunk (5. tablazat). Masrészt, a
bulgdriai és torokorszdgi izolatumoknal, ez K'" —R cserével revertilt egy a korabbi

genotipusoknal (III és IV) talalt ''"RRQRR/F""” vagashellyé.

5. tdbldzat: A kiillonboz6 genetikai csoportok shared derived aminosav karakterei a variabilis régidban

!

4 5 16 17 19 2 23 24 28 33 51 65 81 8 91 93 98 I 107|112 113 114 115 116 117|121 124 4

CSCP.
RSTIVALSPDNLLRLTSETRRQKRFIGb
I (LY —d——V———————————————GK—G—L——
I (L) - -t - =V - - — - - Ff - - - - - - |G- -G - L|- -
(Ve - P t V- V - — — — — 1 - — — — — — —|- - - — - —|=- =
m - = - -1 - = GL-=-== == - - |- - - - - |- s
v - -1 - 1T - -y - - - - =-=-==-=-|==--R=-1-8
A\ K p1 TIT - s Ldn=--1r1-5s5sG-]-- - - - —-1-13S
Vi K PI TWUTI 1 s Ldnf 1 r1-35sGS|l------|-35
Ml a K-P-1 t I T 1S s L d 1 1 r -t s G s|l- - - - - -1V S
b K P T t v i 1 s S - 1 1 r 1 ¢t -G s|- - —-R-v- -]V S
VI korai K - iTm1i - - L - -1117111t s GMH|lr - - - - —-[V S
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* Az FO fehérje szdrmaztatott aminosav szekvencidja (egyes 1-125 kozé esé pozicidknal)
®Konszenzus szekvencia, amin beliil az FO vdgéshely kornyéki szakasz szekvencidja " RRQKR/F'"’

tobbségi szekvenciat képvisel.
“Le: lentogen, Me: Mesogen, Ve: velogen
4 A konszenzussal azonos pozicidk jelolése: -

¢ A konszenzussal vagy annak szubsztituensével kémiailag identikus, de genetikailag eltérd
aminosavakat kis betiivel ill. aldhuzott kis betiivel jeloltiik.
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5.5. ND-jdrvdnyok etiologiai jellemzése, torténetiik rekonstrudldsa

5.5.1. Egyes orszdgok ND-jdrvdnyai: Olaszorszdg
Az 1960-t6l rendelkezésre all6 OIE adatok szerint 1962-ben Olaszorszdgban 316 uj ND

kitorés okozott jarvanycsucsot, majd a bejelentett esetszam 200, vagy ez alatti érték volt az
1970-es évek elejéig (4. abra).

A négy évtizedet feloleld olaszorszagi torzsgylijtemény altalam vizsgalt legkorabbi izoldtuma
1960-bdl szarmazik (6. tablazat). Ebben az évtizedben izolélt torzsek egy része RE-analizissel
vizsgélva a IV-es genotipus (Ballagi-Porddny és mtsai 1996) csoport-specifikus vagéashelyeit
hordozza (lasd: 5.3.1.alfejezet, 8. dbra). Ezek a virusok azonban néhany RE-védgashely eltérést is
mutatnak a IV-es genotipus legkordbbi ismert reprezentdnsaitdl, igy az Anglidban, 1933-ban
izolalt Herts/33-t6l (Dobson 1939) és az Italien/45-t6l. Utdbbit olaszorszagi eredetii csirkékbdl
izoléltdk és azonositottdk az USA-ban, 1945-ben (Brandly és mtsai 1946). A RE-analizissel a
IV-es genotipuson beliili varids vagashelyek megjelenése alapjan 3 szubtipusba csoportositottuk
az olaszorszagi izolatumokat (10. és 11. dbrdk). Az izoldtumok tobbségében olyan egyedi €s
elkiilonité erdvel rendelkezd vagashelyek vannak (pl. Hinfl 745, BstOI 953) (10. dbra), amik a
kornyez6 orszagok (Bulgaria, Magyarorszdg, Németorszag, Jugoszlavia) korabeli torzseiben nem
fordultak eld. Ez arra utal, hogy az olaszorszdgi IV-es genotipusi varidns virusok monofiletikus

eredetliek €s térben izoldlt endémidt tartottak fenn az orszagban.

10. dbra: Olaszorszagi IV-es genotipus reprezentansainak RE hasitdsi képe és géntérképe

Hinfl BstOl Rsal

517 620 =
— 454 —
282 S
—130
81 —
AMBCM AMBCM AM BCM

A, B és C a genotipusban taldlt RE-vagéshely varidnsok csoportjait jelzi.
M az elektroforézisnél alkalmazott marker (100 bp. DNS 1étra) jele.
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Hinfl BstOl Rsal

335
334¢ 356 875 13501400 1682 752 1116 1601 683 872 1087 1593 1625
. N
Italien 45 | -! ! | | ! \ ! ! ! 1
519 467 50 282 419 364 485 81 350 189 215 506 .37
2
745 1198 1400 953 1260 1055 1087 1598
mwee | | | T % A
IT-85/81 2 410 130 315 202 282 620 307 341 81 350 189183, 506 89
1087
IT52/69 b — : — - : — w B
2 410 130 517 282 620 307 341 81 539 215 506 57
32
1087
IT-126/87 ; —t ' | : — | | ! wo C
410 454 202 282 620 307 341 81 350 404 506 557

Abramagyarazat: Az dbran az Italien/45 referencia virus fizikai térképe és IV-es genotipusu
varidns torzsek géntérképei lathatok. A Hinfl 745 és 1198, BstOl 953 és 1260 valamint Rsal
1055 vagashelyek megjelenésével és BstOl 752, 1116 hidnya miatt térnek el a korai IV-es
genotipust (Italien/45) torzsektol.

A szekvencia-analizis is megerdsitette, hogy ezek az izoldtumok, bar azonos genotipusba

tartoznak, jelentds csoporton beliili diverzitdssal birnak (szekvencia divergencia >6%), és 3

szubtipusba sorolhatdk (11. dbra). Az izoldlasi id6szak hossza (1945-1987) és a dendrogrammon
kozods csomoOpontbdl eldgazd hosszu vizszintes karok tobb évtizede (minimum 40 év) fennéllo
endémidra utalnak (11. abra).

A virustorzsek monofiletikus eredete a jarvanytan nyelvére forditva azt jelenti, hogy a
teriiletre egyetlen alapozo6 torzset hurcoltak be a multban és a 6%-os nukleinsav divergencia a

tobb évtizedes endémids fert6z€si lanc sordn, helyi evolicids torténések (pontmuticidk

felhalmozdoddsa) révén alakult ki. Vagyis az itt talalt genetikai varidnsokat nem kiilon-kiilon
hurcoltdk be Olaszorszagba.

Az 1970-es évek elején, Eur6pa mds orszdgaira ekkoriban jellemzd, esetenként tobb ezres
jarvanykitorés helyett Olaszorszdg csak 440-485 jarvanykitorést jelentett 1972-1973-ban. Az
ebbdl az 1dobdl szarmazd els@ olaszorszdgi izolatum (IT-51B/72) RE-analizissel vizsgédlva
azonos volt az 1970-es években, Eurépiban megjelent jarvanyhullim elsé ismert
reprezentansaval, az V-0s genotipusba tartoz6 Essex 70-nel €s az USA-ban megjelent (NY

parrot/70, US(Ca)-1085/71) torzsekkel (12. dbra).
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6. tdblazat: Olaszorszagi NDV torzsek szarmazasi adatai, genetikai csoportositasuk és
génbanki sorszamuk

TORZS IZOLALAS GENETIKAI CSOPORT
Hely Gazda RE-analizis Szekvencia-analizis
Génbanki sorszdm
IT-7/60 Perugia  fogoly v v AF 218140
IT-3/66 Pavia fiirj v v AF 218133
IT-5/68 Pavia fiir
IT-48/68 Forli fiirj
IT-52/69 Forli fiirj v v AF 218137
IT-6/70 Pavia fogoly v
IT-43/71 Forli csirke v
IT-81/71 Forli csirke v v AF 218141
1T-44/72 Forli csirke v
IT-51B/72 Forli pulyka \Y \Y AF 218136
IT-109/72 Lombardia fiirj 1A%
IT-50/73 Forli pulyka \Y \Y AF 218135
IT-63/73 Forli pulyka \Y \Y AF 218138
IT-110/73 Verona csirke
IT-47/74 Forli facan A" \" AF 218134
IT-62/75 Forli fiirj v
IT-66/76 Forli fiirj
IT-64/77 Forli facan A" \" AF 218139
IT-65/77 Forli fiir \Y
IT-85/81 Forli csirke v v AF 218142
IT-67/82 Forli csirke
IT-68/83 Forli fogoly v
IT-112/84 Bergamo pulyka VIIb AF 218127
IT-113/85 Bergamo csirke VIIb AF 218128
IT-126/87 Verona fiir v 1Y% AF 218129
IT-127/87 Padova csirke \'% A% AF 218130
IT-128/88 Padova csirke A"
IT-129/88 Treviso csirke \'% A% AF 218131
IT-130/88 Padova facan A"
IT-131/88 Vincenza galamb \Y
IT-134/89 Padova csirke A"
IT-121/92 Teramo  csirke VII VIila AF 001127
IT-122/92 Teramo  csirke VII
IT-123/92 Teramo  csirke VII Vlla AF 001128
IT-147/94 Réma pulyka VI? VIII AF 218132

IT-148/94 Palermo  csirke VI? VI AF 221840




Ezen referenciavirusok és az elsé olaszorszdgi izolatum (IT-51B/72) kozott 99,5%-os
szekvencia azonossigot allapitottunk meg. A RE-analizis ugyan jelzett diverzitast ebben a
csoportban is (IT-50/73, IT-63/73, 1T-47/74 k6zott) [12. abra]. Ezen virustorzsek kozti mutdcids
tdvolsdg alapjan (<1%) azonban legfeljebb egy alcsoport (kldd) megkiilonboztetése indokolt (IT-
127/87 és 1T-129/88). Ezek az 1987-ben megjelent djabb jarvanycsicsbdl szdrmaznak és ugy
latszik a Hinfl 1515-0s vagashely megjelenése jelentésebb egyéb véltozasokkal jart egyiitt. Ezek
a virusok 1,5-2 % divergencidat mutatnak a tobbi V-0s csoportbeli virushoz képest, ezért
valészintileg ezek nem itt evolvalédtak, hanem ezeket kiilon hurcoltdk be késébb (11. dbra).

Klasszikus epidemioldgiai vizsgdlatok alapjdn korabban mar osszefiiggésbe hoztak az 1970-
es évek elején Eszak-Amerikdban megjelent ND jarvanykitoréseket dél-amerikai eredetii
diszmadér szallitmanyokkal (Walker és mtsai 1973). Az Egyesiilt Allamokban izoldlt NY
parrot/70 torzset Paraguaybodl szallitott papagdjokbdl tenyésztették ki, ahol csirkedllomanyokban
is eléfordult ND (Francis és Rivelli 1972). Az US(Ca)-1085/71-jeli térzs az akkori kaliforniai
csirkejarvanybdl szdrmazik. E torzsek hasonldsagdra monoklondlis ellenanyag vizsgdlatok
utaltak eldszor (Russell és Alexander 1983), de csak genetikai analizis bizonyitotta a nagyon
kozeli genetikai rokonsdgot, kovetkezésképpen a jarvanytani kapcsolatot. A mi vizsgalataink
igazoltdk utdélag, hogy a papagdj-kozvetitette ND és az 1970 augusztusiban (Essex 70)
Anglidban megjelent esetek Osszefiiggenek (Ballagi-Porddny és mtsai 1996, Lomniczi és mtsai
1998). A kovetkez6 évben mar sulyos jarvanyok pusztitottak Nyugat- és Kozép-Eurépaban is
(NSZK t6bb mint 4000, Franciaorszig és Gorogorszag tobb mint 2000 eset) [4. dbra]. Ugy tiinik,
hogy Belgiumban és Spanyolorszagban csak 1972-ben, Romanidban 1973-ban, Bulgéridban
1974-ben jelentkezett a jarvanycsucs (OIE adatok, 4. dbra). Tobb orszagban, igy Jugoszlavidban,
Lengyelorszagban - ha hihetiink a bejelentések valdsidgtartalmdnak - nem emelkedett a
jarvanykitorések szdma. Magyarorszdg 1971-ben az ND incidencia kisfokd emelkedését
jelentette, majd besziintette a tovabbi adatkozlést. Az angliai és nyugat-eurdpai elsd
jarvanykitorésekhez képest, Olaszorszagban az V-0s genotipusi virusok 1-2 éves késéssel

jelentek meg €s masfél évtizedes endémidt tartottak fenn (7. tdblazat, 11. dbra).
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2.9,

11. dbra: Az olaszorszagi NDV torzsek 6 genotipushoz tartoznak

ES-1/93
DE-82/94
NL-1/93
BE-14/93
IT-121/92

— TW/96P
TW/84C

ID-3/88
ID-1/88
——— TW/95
— IT-112/84
—  IT-113/85

AE-232/1/96
L Tagaos:
TR-2/96

MZ-44/95
MZ-13/94
ZA-25/93
ZA-35/95

[ Pi760/83
Pi 1168/84
1T-148/94

Israel 70
Lebanon 70
Kuwait 256
Irag AG68
CH-1/95
H-345/86
DK-1/95
AT-24/96

1T-63/73
IT-50/73

NY 70181/70

— B-1/46
LaSota/46

CA 1085/71
Essex 70
1T-51/72
HU-10/72
1T-47/74
1T-64/77
IT-127/87
IT-129/88
1T-147/94

ZA-5/68
ZA-10/74
ZA-34/94
ZA-18/90

HU-5/70
SIMF 64

Italien/45 :
IT-7/60 |
IT-52/69 '
IT-126/87 |
IT-3/66 !
TF-81/7dm m o e
IT-85/81

4|—— Mivadera/51
AUS Victoria/32
{ Ulster 2C/67

V4 (Queensland)/66

= TexasGB/48
Beaudette C/45

VIIA

VIIB

VI

VIII

IV

gh

Tn
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12. dbra: Olaszorszéagi V-0s genotipus reprezentansainak RE hasitasi

képe és géntérképe

Hinfl BstOl Rsal
540 — 595—
—522
337, ery 404\
/ : a
282 350
189 —— 07—
=
167 : —147
—71
e —73
A B C M D E A B CM D E A B C M D E
A, B, C, D és E a genotipusban taldlt RE-vagashely varidnsok csoportjait jelzi
M az elektroforézisnél alkalmazott marker (100 bp. DNS Iétra) jele
Hinfl BstOl Rsal
335
3<J 875 1064 1400 1682 752 1116 126014781601 683 1087
IT-51B/72 l | ! l l — - . l A
(Essex70) 2 540 189 337 282 419 364 144 218 12381 350 404 595
1515 Szlto
1 1 1 ' 3 1 1 1
IT-127/87 ¢ — — — — ——t . ' B
2540 189 337 115167 419 364 144 218 12381 207 143 404 395
1T-47/74 I } t t t t t + =t L { t { C
2 540 189 337 282 419 364 144 218 12381 207 143 404 595
kb. 1331
IT-50/73 ) T SYTIR ' - —— : ‘- '+ D
2 540 189 337 282 479 364 14471147 123 81 350 404 595
1160
| —t : ' —t — : t I  E
IT-63/73 2 540 188 337 282 419 364 144 218 12381 350 404 73 522

Abramagyarézat: Az 1970-es évek elejérdl szdrmazé olaszorszagi

1064, BstOI 752, 1116, 1260, 1478 vagashelyek megjelenésével és

torzsek jelentds része Hinfl

Hinfl 736, 1198, BstOI 953,

1260, Rsal 872, 1593 véagashely eltlinésével kiilonbozik a kordbbi eurépai (IV-es genotipus)

jarvanytorzsektdl és az orszdgban is endémidssd valt [V-es genotipusu varidns virus torzsektol.

IT-51B/72 jelii izoldtum RE képe azonos a kaliforniai és angliai (NY-parrot/70, Essex/70, CA

1085/71) referens jarvanytorzsekével. Ezektdl, az V-0s genotipus

1970-es évekbeli variansai

Ujabb vagishelyek megjelenésével (IT-50/73 BstOl 1331, IT-63/73 Rsal 1160, IT-47/74 Rsal

540) kiilonboznek. Az 1987-es variansok jellegzetessége a Hinfl 151

5 megjelenése.
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Az 1990-es évek elején €s kozepén ujabb baromfipestis jarvanyhulldm volt kibontakozéban
Eurépaban (Alexander 1995). Ennek a jarvanynak olyan, évtizedek 6ta ND mentes allamok is
aldozatul estek, mint Svédorszag, vagy Svdjc és Dania (OIE adatok). Olaszorszagban Capua és
munkatérsai szdmoltak be baromfipestis kitorésrdl (Capua és mtsai 1993). A RE analizis, az
1990-es évek olaszorszagi jarvanytorzseinek jelentds diverzitasat tarta fel. Az IT-148/94 és
tovdbbi két izoldtum (IT-121/92, 1T-147/94) fizikai térképe, minden eddig ismert genotipustol
eltér6 RE hasitdsi képet mutatott ezért besoroldsuk a szekvecia-analizisig bizonytalan maradt
(13. dbra). Az IT-148/94 szekvencia analizise tette egyértelmiivé, hogy ez az izoldtum valdéjaban

Vl-os genotipusba tartozik, de azoktdl jelentdsen divergalt (11. dbra). Az 1990-es években

Eurdpa egyes orszdgaiban (Svédorszag, Svijc és Dénia) eléfordulé sporadikus ND jarvanyokat
ugyancsak VI-os genotipusu virusok idézték el (Lomniczi és mtsai 1998, Jorgensen és mtsai
1998). Ezektdl a virusoktdl azonban jelentds filogenetikai tdvolsdgban (9,6-10,2%-0s nt.
divergencia) van az olaszorszagi VI-os genotipusu izolatum, csakiigy, mint ennek a genotipusnak
az altalunk ismert legkorabbi torzseitdl (Iraq AG68, Kuwait 256). KésObb azonban kideriilt,
hogy az IT-148/94-jelli virustorzs 3%-os divergenciat mutat egy Szaudi-Ardbidban 1995-ben
izolalt ND torzstdl (SA-1/95). Ez alapjan felmeriilt, hogy az olaszorszagi izolatum kozel-keleti
torzsekkel 4ll kozeli jarvanytani kapcsolatban (Szamko 2000). Az 1990-es években,

Olaszorszagban a VI-os genotipus okozta kitorés(ek) kozel-keleti eredetére utal az is, hogy az

olasz torzs a szaudi-ardbiaival egyiitt, a legkordbbi VI-os genotipusu ardbiai torzsekkel kozos
csomépontd oldaldgon helyezkedik el a dendrogrammon (11. dbra).

Az 1990-es évek tovabbi izoldtumai koziil az IT-121/92 vagéshely eloszlasi képe jelentdsen
eltér a VI-os genotipusu varidnsoktol (13. abra). Ezt a szekvencia-analizis is megerdsitette,
amennyiben az 1990-es évek eurdpai VI-os genotipusi torzseitdl jelentds (9,6-10,2%-o0s
nukleinsav divergencia) tavolsidgban van. Hamar kideriilt, hogy a tobbi EU-orszdgban izolalt
korabeli NDV torzsek (pl. ES-1/93, DE-82/94, NL-1/93) szinte megegyeznek az IT-121/92-jell
torzzsel. Ezeket a torzseket a VII. genotipusba soroltuk (Lomniczi és mtsai 1998). KésObb ezt a
csoportot VIla-nak neveztiik el, mert egy udjabb (dél-afrikai) csoporttal (VIIb) parafiletikus
helyzetben taldltuk (Herczeg és mtsai 1999). A Vlla genotipus eurdpai reprezentansai (Lomniczi
és mtsai 1998) a dendrogrammon kozds csomOponttdl rovid horizontalis karokkal dgaznak el,

mert csak néhdny tized szdzalékos nukleotida divergenciat mutatnak. Ezek az adatok is tiikrozik

a gyorsan terjedd, tobb orszdgot (Spanyolorszdg, Olaszorszdg, Németorszag, Belgium és
Hollandia) érintd jarvanyhulldmot. Az 1990-es években, Eurépaban megjelent VIla genotipussal

indonéziai izoldtumok (ID-1/88) vannak kozelebbi rokonsdgban, ami felvetette az eurdpai
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virusok tévol-keleti eredetét (Lomniczi és mtsai 1998). Ez utébbit, taiwani kutatbcsoportok djabb
adatokkal is alatdmasztottak (Yang és mtsai 1999, Ke és mtsai 2001 ).

Az 1980-as években, Olaszorszdgban nemcsak a kordbbi jarvanymenetekbdl szdrmazé
fertdzések maradtak fenn endémids formdban, hanem djabb, kordbban nem ismert RE hasitasi
képet mutat6 torzsek (pl.: IT-112/84) is jelen voltak az orszdgban (13. dbra). Ezek a virusok

meglepd moédon a VIIb genotipusba tartoztak, de eldgazdsuk ancesztrdlis poziciéra utal.

Jarvéanytani kapcsolatukra (eredetiik vagy ezek felbukkandsa mashol) eddig semmi adat nincsen.

Az IT-112/84 és IT-113/85 jelzésti izolatumok 4% folotti divergencidval térnek el a VIIb
masik két alcsoportjatol, a dél-afrikai virustorzseket (pl.: ZA-35/95) (Herczeg és mtsai 1999) és
egy 2000-es olaszorszagi izoldtumot tartalmazoktSl. Igy a kozvetlen etiolégiai kapcsolat
kizarhat6 az 1980-as évek kdzepén és a 2000-ben Olaszorszdgban megjelent jarvanyok kozott, és
az is bebizonyosodott, hogy az olaszorszagi €s a dél-afrikai ND jarvanyok kozott sem volt
kozvetlen jarvanytani kapcsolat (11. dbra).

A 2000. évi VIIb genotipusu olaszorszdgi ND jarvany és az 1990-es évek végén, Nyugat
Eurépaban megjelent sporadikus ND (VIIb) eredetére utal, hogy ezekkel kozeli rokon virusokat
izolaltak a 90-es évek kozepén Bulgaridban (BG-30/95) (0,6%-os divergencia), Torokorszdgban
(TR-2/96) (0,7% divergencia), és az Egyesiilt Arab Emirdtus teriiletén (AE-232/1/96) (Alexander
és mtsai 1999, Herczeg és mtsai 1999). A 2000. évi olaszorszagi ND jarvany virusai (pl. IT-
1/2000) identikusak a Nagy-Britannidban és Eszak-frorszagban 1997-ben, majd 1997- és 1998-
ban Skandindvidban megjelent sporadikus esetekbdl szarmazoé torzsekkel (Alexander és mtsai
1999, Herczeg és mtsai 2001). Késobb ezt olaszorszagi szerzok is megerdsitették (Cattoli és
mtsai 2001). A skandindviai izolatumokat a dendrogrammon (lasd: Herczeg és mtsai 2001) egy
finnorszagi NDV torzs reprezentdlja (Fi/Vi/1001/96/1). Ezekbdl az adatokbdl, a VIIb genotipus
Kozel-Kelet — Dél- és Kelet-Eurépa — Nyugat- és Eszak-Eurépa terjedési irdnyra
kovetkeztethetiink.

Az 1990-es évek olaszorszagi jarvanytorzseinek nagyfoku genetikai diverzitdsara jellemzd,
hogy az eddig ismertetett genotipusokon (VI, VIla és VIIb) kiviil, ujabb RE vagashely eloszlasi
tipussal jellemzett torzs (IT-147/94) is eléfordult az orszdgban (13. 4bra). Ennek, a VIIL
genotipusnak a Dél-Afrikdban lezajlott baromfipestis jarvanyokban volt jelentdsebb szerepe,

ezért a részletesebb jarvanytani vonatkozasokat ott ismertetem.
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13. dbra: Olaszorszédgi VI-os genotipus reprezentdnsainak RE hasitdsi képe és géntérképe

Hinfl

A BMCMD

—337
—139 1

BstOI

AB MCMD

\
4“4 J

419
/

=362, 364 538
341

14

\

\

\

123

81

Rsal

754
N
595
\
14

A B MCMD

A, B, C és D a genotipusban taldlt RE-vagashely varidnsok csoportjait jelzi.

M az elektroforézisnél alkalmazott marker (100 bp. DNS 1étra) jele.

Hinfl BstOl Rsal
335
VI 334 | 356 875 1064 1400 1682 752 1116 1260 1478 1601 1087
(Kozel- | |
Kelet) 5 181 ' ' 4l 364 144 218 1238! ' '
prototipus 221 519 8181 337 282 9 754 538 57
? ?
Vi . : | : t ' : : , : —t
I1T-148/94 2 540 337 282 419 364 218 12381 754 595
1350 372 973
VIla L ) ) L, | .
IT-121092 5 540 8181 286 50 282 39 744 144 422 640 114 538 57
736 872
VIIb L . - |
IT-112/84 5 401 1398181 337 282 49 364 14 341 8I 539 25 595
683 1593
VIII , o , o | |
T L T T 1 T T T v T mi
IT-147194 5 540 8181 337 282 49 364 362 12381 350 189 215 506 .57
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7. tablazat: Kiilonb6zo genotipusok eléforduldsa az elmult évtizedekben

Orszag 1960 elott 1961-70 1971-80 1981-90 1991-2000
vége eleje vége eleje vége eleje vége
Olaszorszag v v v v v
A% v v Vlla, VIIb
Vla, VIII
Bulgéria v v v v v
I I I
A A A A4
Vic Vic Vic
VIIb
Dél-Afrikai Koztarsasag Vla VIIb
Vil Vil
Mozambik VIIb
Jelolések: alahuzott betli = epidémia A genotipusok feltételezett eredete: I = Eszak Amerika
normadl betli = sporadikus el6fordulds v = Eurdpa
\Y = Dél és Kozép Amerika
VI = Afrika
VIla = Dél-Kelet Azsia /India
VIIb = Dél-Afrika
VIII = Dél-Afrika
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5.5.2. Egyes orszdgok ND-jdrvdnyai: Bulgdria

A Bulgériabdl szarmazé torzsgytijtemény az 1959-1995-ig terjedd iddszakban lezajlott ND
jarvanykitorések 35 izolatumat tartalmazta (8. tdblazat). Az OIE adatok szerint a baromfipestis
Bulgéridban az 1960-as években 1000-1500 jarvéanykitorés/év gyakorisdggal fordult elé az
évtized kozepéig. Az évtized végére évente mar csak kb. 100 0j kitorést jelentettek az orszagbdl
(4. abra).

Az 1950-es évek végétdl izoldlt virusok két olyan genotipusba, a IV.-be és a Il.-ba tartoztak,
amelyekrdl eldzetes vizsgdlataink mar jelezték, hogy az I. pandémia idején is el6fordultak
(Ballagi-Porddny és mtsai 1996) (14. és 15. édbrak).

RE-analizis szerint, a IV-es genotipusnak két varidns alcsoportja volt jelen Bulgaridban. Az

izolatumok tobbsége - a IV-es genotipus egyik referencia virusatdl, az Italien/45-t6l (lasd 10.
abra) eltérd (Hinfl 736, BstOlI 1260 megjelenése és Rsal 1593 eltlinése miatt) vagishely eloszlasi
képet mutatott. Ezt [Va alcsoportnak (az dbrdn A) jeloltiik. Egy ausztriai izolatumtol (A/82/60),
viszont csak egy vdgashely hidnyédval (Rsal 1593) kiilonboznek ezek a torzsek (Ballagi-Porddny
és mtsai 1996) (14. abra). A IVb (az dbran B) jelli alcsoportba sorolt bulgériai torzsek tovabbi
vagashely varidcidkat (Hinfl 1603, Rsal 1055 megjelenése és BstOI 752, 1601 hidnya) mutatnak
(14. abra). Ezekhez a bulgdriai torzsekhez hasonlé virusokat Magyarorszdgon is izoldltak az

1970-es évek elején (pl. HU-1/1970) (Ballagi-Porddny és mtsai 1996).

14. dbra: IV-es genotipusu bulgdriai torzsek RE hasitéasi képe és géntérképiik

467

f
401

5
283
3% — — 39

BG-5
M B

MA ME
A és B a genotipusban taldlt RE-vdgashely varidnsok csoportjait jelzi.
M az elektroforézisnél alkalmazott marker (100 bp. DNS Iétra) jele.

__,_,-
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Hinfl Bsi01 Rsal

334335 736 875 883 1350 1400 1682 752 116 1260 1601 693 872 1087 1583 1623
TN R 400 NN I AN
2 400 1398 467 50282 419 364 144 341 8l o 139 215 506 3257
BG-5/67 . . . . . g | . - A
2 401 1398 467 30 282 419 364 144 341 81 350 189 215 538 57
1603 1055
I | il i i F } Il ! ! | ! n
H-1/70 2 401 1393 467 5020379 419 364 144 422 350 189 1805, 338 37
BG-20/75 L L ‘ L L
2 401 1398 467 5020379 783 144 422 350 189 1805, 338 37 B

A bulgériai IV-es genotipus mindkét RE-vagashely alcsoportjabdl (IVa és IVb) egy-egy izolatum
nukleinsav szekvencidjat (BG-5/67 és BG-20/75) hasonlitottam 0ssze. Ez a két torzs 9,1%-os

nukleotida eltérést mutat egymastol a vizsgélt génrégidban. Tekintettel a kb. 1%/10 év szamitott
evolicids sebességre (Wehmann 2000), a 9,1%-o0s nukleotida-divergencia jéval hosszabb helyi
evolicids folyamatot feltételez mint az 1940-es évektdl az izoldldsig eltelt id6. Ebbdl az a
kovetkeztetés vonhat6 le, hogy a IVa és IVD torzseket egymdstol fiiggetleniil hurcoltdk be 1940
utdn és ezek mashol divergdltak. Egy alternativ magyardzat az, hogy helyben evolvélédtak: de
ebben az esetben viszont az NDV mar jéval 1940 eldtt (ekkor édllapitottdk meg Bulgéridban) is
jelen kellett, hogy legyen. Filogenetikai analizis szerint a bulgariai IVa-hoz legkozelebbi torzs a
volt Szovjetuniébdl szarmazik (SIMF 64) 4,0%-os genetikai tavolsaggal, mig a IVb alcsoportot
képviseld torzshoz legkozelebbi virus egy magyarorszagi (HU-5/70) izoldtum (4,8%-0s
divergencia) (16. 4bra). Igy hosszabb tivi jarvdnytani kapcsolat tételezhetd fel a volt
Szovjetuni6 és Bulgaria, (IVa) valamint Magyarorszag €s Bulgéria (IVb) kozott.

Korébbi vizsgdlataink alapjdn ugy gondoltuk, hogy II-es genotipusu virusok csak az USA-ban

fordultak eld az 1960-as évek elott (Ballagi-Porddny és mtsai 1996, Lomniczi és mtsai 1998). A
bulgériai gylijteményben azonban tobb idetartoz6 virustorzset is taldltunk. A Il-es genotipuson
beliil a BG-izolaitumok a BstOI 752 vagéashely megjelenése és Rsal 1625 eltlinése miatt
elkiilonithetok az amerikai NDV torzsekt6l (15. dbra). Régi USA beli virusok bulgériai
el6forduldsa tulajdonképpen nem volt meglepd, mert az irodalom tobb orszdgban is beszdmolt
un. amerikai tipusu (pneumoencephalitis) ND esetek el6forduldsardl. Pl. Nagy-Britannidban mar
a negyvenes évek végén (Reid 1961), de Németorszagban (Kohler 1953), Japanban (Watanabe
1952) és Magyarorszagon is (Sdlyi és mtsai 1955, Lomniczi és Derzsy 1964). A bulgariai és
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amerikai izolatumok kozotti legkisebb genetikai tavolsag 1,9%, ami a virustorzsek amerikai

eredetére utal.

8. tdbldzat: Bulgériai NDV torzsek szarmazasi adatai, genetikai csoportositasuk és

génbanki sorszamuk

TORZS IZOLALAS GENETIKAI CSOPORT
Hely RE-analizis Szekvencia-analizis
Génbanki sorszam

BG-1/59 Plovdiv v

BG-5/67 Vratza IVa IVa  AF402104
BG-110/68 Kurilo II I

BG-6/68 Dubravite IVa

BG-7/68 Karashiaka IVa

BG-8/68 Haskovo IVa

BG-10/68 Krepost IVa

BG-83/68 Kardjali IVa

BG-13/69 Svetovrachane IIb I AF402107
BG-85/69 Haskovo IVa

BG-11/69 Harmanli IVa

BG-15/70 Shiroka Poliana IVa

BG-14/70 Stochna Gara IVb

BG-16/73 Ivanovo IIb II AF402112
BG-88/73 Boliarovo Va \% AF402113
BG-18/74 Nikolovo IVb

BG-17/74 Djebel Vc \" AF402115
BG-72/74 Sumen VI

BG-24/75 Bregovo IIb II AF402119
BG-21/75 Prodopi IVa

BG-20/75 Malko Gradishte IVb IVa  AF402120
BG-92/77 Haskovo IVa

BG-90/77 Iatak Vb A% AF402122
BG-25/78 Septemvrijtzi Ve A% AF402123
BG-26/79 Jasen vd A" AF402125
BG-95/80 Iskretz Ve

BG-101/82 Shishkovtzi Ve

BG-99/82 Mokresh VIb

BG-102/86 Mizia Ve

BG-29/86 Kozloduj Via VI AF402135
BG-104/88 Furen Ve \" AF402136
BG-105/92 Dolno Linevo Via VI AF402137
BG-48/95 Jasen Vic

BG-30/95 Stanevo VI? VIIB AF136781
BG-31/96 Popina VI? VIIB AF136782
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A bulgériai torzsek alacsony diverzitdsabdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a II-es genotipus

ezen torzsei egyszeri behurcoldssal keriilhettek Bulgéridba.

15. dbra: II-es genotipusu bulgariai torzsek RE hasitdsi képe és géntérképiik

Fif .01
— 22—
435 —1 9
WL —
537 213 s
137 — i
BG
Hinfl BstOl Rsal
334335 875 883 1400 1682 979 1116 1601 683 872 1087 1160 1625
11 genotlpus\l \./ ! | \ \: | ! ) \ | ! ! ./ | '
(Roakin) 2 540 517 282 646 137 485 81 350 189 215 73 465 57
752 1116 1601
BG 110/68
BG 13/69 ' + + ! L +——t — ' +—t +—
BG 16/73 2 540 525 282 419 227 137 485 81 350 189 21573 522
BG 24/75

Magyarazat az abrahoz: a Il-es genotipus csoport-specifikus vagashelyei (amerikai eredetii

referencia virus: Roakin) mellett az 4ltalam vizsgalt bulgériai torzsek hordoznak néhany

differencial6 vagashelyet.

Néhany esetben Magyarorszagon is izoldltak olyan torzseket, amelyeket II. genotipusnak
azonositottunk. Valdsziniisithetd, hogy a hazai torzseket Bulgériabdl hurcoltdk be, mert pl. a
BG-16/73 és HU-35/79 jelti torzsek kozott nincs nukleinsav-eltérés a vizsgélt génrégidban
(Wehmann 2000). A vizsgdlataink szolgdltattdk az elsé etioldgiai bizonyitékokat arra
vonatkozdan, hogy II. genotipusd virusok széleskorii terjedést mutattak az Amerikai Egyesiilt

Allamokon kiviil is.
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Az ND globdlissd vélasa idején tehdt két kiilonboz6 kontinensen Oshonos jarvanytorzsek
leszarmazottai, a IV-es és Il-es genotipusi virustorzsek voltak szinte egy iddben jelen
Bulgariaban (7. tdblazat).

Az OIE adatok szerint az 1970-es évek elején egy Nyugat-Eur6pabdl kiinduld jarvanyhullam
némi késéssel, 1974-ben érhette el Bulgariat (4. dbra). Bar 1971- és 1972-bdl nem rendelkeziink
bulgériai izoldtummal a késés valdszinlisithetd, mert a nyugat-eurépai orszdgokban a virus
megjelenését dltaldban 1-2 év mulva kovette csak a jarvanycsucs.

Az els6 V. genotipusu izoldtum, a BG-88/73 jelii torzs RE analizissel azonos, szekvenalasi
adatok szerint pedig mindossze 0,8%-os tadvolsdgot mutat a legkordbbi eurdpai V-0s genotipusu
virustol, az Essex-70-t0l (16. és 17. abrdk). Ez az olaszorszdgi példdhoz hasonléan arra utal,
hogy a bulgériai jarvanyvonulat sem kozvetleniil az eurépai primer jarvanykitorésbol, hanem
madsodlagos esetekbdl szdrmazo virustorzsek behurcoldsabdl ered. A BG-17/74 jelt virus Hinfl
736-0s vagashely megjelenésével kiilonbozik az el6zd izolatumtdl (17. 4bra). Ezt a vagéshely
eloszlasi képet mér Jugoszlavidban izolalt torzsben (HR/275/84) is lattuk, igy feltételezhetjiik,
hogy a régidéban elterjedt V-0s genotipus varidns-virusrél van szé (Wehmann 2000). A BG-
88/73- és BG-17/74-jelli izolatumok az V-0s genotipuson beliil k6zos oldaldgon helyezkednek el
a korai eurdpai (angliai és olaszorszagi) virus torzsekkel egyiitt (jelzésiik a dendrogramon Va
alcsoport) [16. abra].

A BG-90/77 egy véagashely megjelenésével (Rsal 540) kiilonbozik az 1973-as elsd bulgériai
izolatumt6l (BG-88/73) és az Anglidban 1972-ben izoldlt Northants/72 jelii virussal mutat
azonos RE végashely eloszlési képet (17. dbra). A BG-26/79 egy tjabb vagashely varidns: ilyen
RE hasitési képli virusok csak a kordbbi NDK-ban fordultak eld (pl. Berl./83) (17. dbra). Utébbi

két bulgdariai izolatum az V-0s genotipus masik oldaldgén helyezkedik el és az Vb alcsoportot

alkotja. A genotipus leggyakoribb bulgariai képviseléi (pl. BG-25/78) 1978-1988 kozott
fordultak elé az orszdgban. Az Osszes tobbi helyi varidnstél a Hinfl 1648 vdagéshely
megjelenésében €s BstOI 1116 megsziinésében kiillonboznek. Ezek a varidnsok nem fordultak el
sem a kornyezd orszdgokban (Magyarorszag, Jugoszldvia, Olaszorszdg) sem pedig tavolabb [pl.
Németorszag] (Wehmann 2000, Herczeg és mtsai 2001). Ezek a virusok az Vb alcsoport
oldalagdn azoktdl ~ 2,5% genetikai tdvolsdgban helyezkednek el (16. dbra), ezért az Vbl
alcsoport jelzést kaptak (Czeglédi kéziratban). Egyébként a bulgdriai V-0s genotipuson beliil
viszonylag alacsony a genetikai diverzitds (<2,5%), ami a genotipus Bulgéridban valé gyors
szétterjedésére utal, ahogy ez mds orszdgokban is tortént. Egyes alcsoportok kiilonbozd
orszdgokban izolalt azonos tagjai az ezen orszagok kozotti jarvdnytani kapcsolatra hivjak fel a

figyelmet (16. dbra).
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16. abra: A bulgéariai NDV torzsek 5 genotipushoz tartoznak

Israel

4‘; IT-112/84

Lebanon 70
Iraqg AG68

BG-31/96
BG-30/95
AE-232/1/96
TR-2/96

. MZ-44/95
ZA-35/95

IT-113/85

TW/95
ID-1/88
TW/84C

1ID-3/88
NL-1/93
DE-82/94
BE-14/93
IT-121/92
AT-24/96
BG-105/92
DK-1/95
CH-1/95
BG-29/86
70
Pi 760/83
Pi 1168/84

1T-148/94

SG-4H/65

Herts 33
Ttalien/45

CA 1085/71
NY_70181/7
Essex 70

IT-63/73
IT-51B/72

BG-88/73

BG-17/74

BG-104/88
o

BG-25/78

— BG-26/79
HU-10/72

BG-90/77

1T-47/74

1T-64/77
IT-129/88

ZA-5/68
1T-147/94
ZA-34/94
ZA-10/74

——{___ HUS/[70
BG-20/75
SIMF 64
BG-5/67

IT-7/60
IT-52/69

IT-126/87

IT-85/81
{ Miyadera/5
AUS Victoria/32
{ Ulster 2C/67
V4 (Queensland)/66
BG-28/81
TexasGB/48
Beaudette C/45
BG-24/75
BG-110/68
BG-16/73
BG-13/69

B-1/46

LaSota/46
BG-66/80
BG-52/62
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17. dbra: V-0s genotipusu bulgériai torzsek RE hasitasi képe és géntérképiik

Hinfl BstOl Rsal
595 —
540 —
401~ 404 —
337 <
350
282 —
207 —
189 —
139 — 143 —
A B M CMD EM A BM C MD CMDE M
Hinfl BstOl Rsal
875 1064 1400 752 1116 1260 1428 1601 683 1087
Bees70, ) A — . N L N O “ A
BG-88/73 2 540 189 337 282 419 364 144 218 12381 350 404 595 A.B.C.DésEa
STO genotipusban
Northants 72 K . . X L — . . z
BGSOTT 5 sup 189 337 282 419 364 144 218 12381 207 143 404 595 taldlt RE
vagashely
736 variansok
HR-275/84 | . ‘ o csoportjait jelzi.
BGATT 5 401 139189 337 282 419 364 144 218 123 81 350 404 395
M az
Berl. 83 , . , - . elektroforézisnél
BG-26/19 2 729 337 282 419 508 218 12381 207 143 404 595 alkalmazott
marker (100 bp.)
16T8 DNS Iétra jele.
BG-25/78 ¢ ! + + t + +—+ r + + +
2 540 189 337 249 33 419 508 218 12381 207 143 404 595
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A 1I. vilagjarvany idején felbukkant VI-os genotipusnak csak néhdny tagja allt rendelkezésre

Bulgéaridbdl, de ezek izoldldsi ddtumai majdnem két évtizedet Olelnek fel (8. tdbldzat). RE
vagashely analizissel harom-féle vagashely eloszlasi képet mutattak ezek a virusok (18. dbra). A
BG-29/86 és BG-105/92 torzsek megegyeznek az 1960-as évek végi kozel-keleti jarvanyokbol
szarmaz6 izoldtumokkal pl. Iraq AG-68, Kuwait 256. Az el6zdektd]l két vagashely eltéréssel
rendelkeztek a BG-72/74- és BG-99/82-jelli izoldtumok. A harmadik RE vigashely varidns a
BG-19/74 (18. 4bra).

A VI-os genotipust és azonos RE hasitasi képpel rendelkezd kozel-keleti és magyarorszagi
torzsek filogenetikai analizise minddssze 3-4%-os nukleinsav divergenciat tart fel ami a
megeldzd évtizedekben fenndllt jarvanytani kapcsolatra utal (Ballagi-Porddny és mtsai 1996,

Lomniczi és mtsai 1998).

18. dbra: VI-os genotipusu bulgdriai torzsek RE hasitdsi képe és géntérképiik

Hinfl BstOl Rsal

MAB CM
Hinfl BstOl Rsal
875 833 1064 1400 752 1116 1261 1478 1601 1087 1625
Iraq AG68 ~N S L N/ LY l | B
BG-29/86 ;o gusr 337 2w 410 364 144218 123 754 538 57
BG-105/92 8l 1593
| A
BG-72/74 —t + | ; } — — ' t -,
BG-99/82 2 40 8idl 337 282 410 364 144 34] 2l 754 506 3257
C
BG-19/74 —l t ‘ ' : " — ' } '
40 8181 337 282 419 364 362 12381 754 38 W

A, B és C a genotipusban talalt RE-vdgashely varidnsok csoportjait jelzi.

M az elektroforézisnél alkalmazott marker (100 bp. DNS 1étra) jele.
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Korébbi vizsgalataink sordn az 1960-as évek végérdl szarmazo kozel-keleti virusokat a Vla, a
galamb eredetli izolatumokat pedig a VIb alcsoportba soroltuk (Ballagi-Porddny és mtsai 1996,
Lomniczi és mtsai 1998). Most a bulgériai torzsek filogenetikai analizise soran azt lattuk, hogy a
BG-29/86 és BG-105/92-jelii jelll izolatumok nem a VIa alcsoportba tartoznak. Mindkét
virustorzs inkdbb az 1980-as években Magyarorszdgon izolalt virusokkal (pl. HU-386/85)
(Czeglédi kéziratban), és a Nyugat-Eurépdban, az 1990-es évek madasodik felében megjelent
jarvanytorzsekkel (pl. AT-24/96) all kozelebbi rokonsdgban (a muticids tavolsag 0,8%). A BG-
105/92 torzzsel identikus magyarorszagi izolatumot is taldltunk (Wehmann 2000). Ezek az

adatok kozvetlen jarvanytani kapcsolatot jeleznek az 1990-es évek bulgdriai, magyarorszagi €s

nyugat-eurépai VI-os genotipust torzsek dltal okozott jarvanyok kozott. Ezeket a virusokat
tartalmazé kadot a VIc-ként tartjuk nyilvan (Czeglédi kéziratban).

Az 1990-es évek kozepétdl djabb genotipus, a VIIb jelent meg Bulgédridban. Ezek a virusok
(BG-30/95, BG-31/96) a VI-os genotipustdl a Hinfl 736-os vagashely megjelenésében, valamint
az Rsal 1625 és BstOI 1478 vagéshely eltlinésében kiillonboznek (19. dbra).

19. dbra: A VIIb genotipusu bulgdriai torzsek RE hasitasi képe és géntérképeik

Hintl BstOl Rsd
VIIb 34335 736 875883 1064 1400 1682 22 1116 260 1601 1087
soams N | ve | | [ |
2 401 1398181 337 282 419 364 144 341 8I 754 595

Vlla 1350 379 973 1593
IT-121/92 o | . . ,

0 8181 286 T T PR 640 144 3538 57

1478

VI
BG-105/92 —t } y ' } —t —— [ } H

540 8I8I 337 282 419 364 144 218 133 754 538 57

Abramagyarézat: Az abra az 1990-es évek elején Eurdpa egyes orszagaiban (IT, BE, DE, NL)
eléfordulé VIIa genotipus és a Bulgaridban megjelent VIIb torzsek géntérképei kozotti

kiillonbségeket mutatja.

A VIIb genotipusu bulgdriai izoldtumok a szekvencia-analizis szerint is a kozel-keleti
(Torokorszag, Egyesiilt Arab Emiratusok) VIIb virusokkal dllnak kozelebbi rokonsdagban (0,8-
2,7% divergencia). Ugyanakkor a 3,5-5,1%-0s genetikai tavolsdg révén kizarhat6 a kozvetlen

jarvanytani kapcsolat az azonos idében Dél-Afrikaban zajlé baromfipestis jarvannyal (16. dbra).
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5.5.3. Egyes orszdgok ND-jdrvdnyai: a dél-afrikai régio

Tobb mint hdrom évtizedet atfogd dél-afrikai és mozambiki NDV torzsgylijtemény restrikcids

vagashely analizissel végzett vizsgdlatakor az izoldtumok két fragmentum-eloszldsi képet
mutattak: A- és B-jellieket (20. dbra). Az A-jelli csoport virusait 1968 és 1995 kozott, a B-jeliiét
pedig az 1990-es években zajlé jarvdnyokbdl gyljtotték. Mar a RE-analizis is mdshol még
ismeretlen, 4j genotipusok jelenlétére utalt. Miutédn a filogenetikai értékelés megéllapitotta, hogy
a torzsek zome (a B-fazontak) a kordbban jellemzett VII. genotipusba tartozik, azonban a
nyugat-eurdpai jarvanykitorésbol jelentds genetikai tdvolsdgban vannak (>8%), a tavol-keleti és
eurdpai torzsek kadjat VIla-nak, a dél-afrikaiakat pedig VIIb-nek neveztiik el (21. dbra). Dél-

Afrikai torzsgylijtemény filogenetikai analizisét az F gén variabilis (47.-435. nt.) és konzervativ

(1140.-1503.nt.) génrégidjan (5. és 6. abrak), valamint a két szakasz kombinalasaval 1étrejott 736
nt. hosszusdgu szakaszon egyarant elvégeztiik. (21. dbra).

A helyi izoldtumok alacsony divergencidja (<2%) Osszhangban van azzal a feltételezéssel,
hogy ezt a csoportot nem tdl régen hurcoltdk be, ezt kovetden azonban a jarvany epizoocids
jelleget mutat. A 21. dbran lathatd, hogy a VIla és VIIb leszarmazdsat tekintve kozos eredetii. A
foldrajzilag is meghatdrozott két nagy ag 6,4-9,1%-os mutécids tdvolsaga évtizedekkel kordbban
tortént szétvalasra utal. Mivel a tdvol-keleti torzsek divergencidja jéval nagyobb a VIIb
torzsekénél (pl. Yang és mtsai 1999), igen valoszinii, hogy a VII-es torzsek "6shazdja" a Téavol-
Kelet volt és onnan keriiltek a torzsek Dél-Afrikaba, ahogyan djabban a Kozel-Keletre is.
Nukleinsav divergencia adatokra és a torzsfa dgszerkezetére tdmaszkodva azonban kizarhaté a
kozvetlen jarvanytani kapcsolat az 1990-es években zajlé VIla genotipusd nyugat-eurdpai €s
VIIb genotipusu dél-afrikai jarvanyok kozott. A VIIb virusok szérdddsara utal, hogy Dél-Afrikai
mellett a Kozel-Keleten [Torokorszdg (TR-2/96), Egyesiilt Arab Emiratus (AE-232/1/96)] és
Eurépédban elséként Olaszorszagban (IT-112/84), majd Bulgéridban (BG-30/95) taldltunk VIIb

genotipusu virusokat (11. dbra).

Még nagyobb genetikai tdvolsara keriiltek az A-vagéashely fazonu torzsek, ezért ezek a VIIL
genotipus jelolést kaptdk. E torzsek kiilondlldsat valdjdban a véagashelyekkel kimutathato
eltérések mar nem érzékeltetik, ezért ezek csak szekvencia-vizsgdlattal jellemezheték. A VIII-as
genotipusu torzsek kozott meglehetdsen nagy (akir 5% is lehet) a nukleinsav divergencia. Az
1990-es évek izolatumai egy kozeli csomdponthoz tartozva igen kozeli rokonsdgban dllnak
egymassal (0,0-0,8%), mig az 1968-bdl és 1970-bdl szarmazd torzsek joval kordbbi ledgazasi
pontok révén dllnak kapcsolatban mind egymdssal, mind a jelenkori torzsekkel (mutécids

tdvolsdaguk 4,8-5,1%).
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9.tdblazat: . Dél-afrikai és mozambiki NDV torzsek €s szekvencidk

. . S
Genetikai csoportositas

Restrikcidos  Szekvenalas
Enzim

NDV torzsek jelolése
Sajat Eredeti

Génbanki sorszam

ZA-5/68 163 AF136762 VI variéns ? VIII
ZA-10/74 LeMay AF136763 VI varians? VIII
ZA-11/74 Bosch VI varians ?
ZA-16/90 746 AF136764 A VIII
ZA-17/90 770 AF136765 A VIII
ZA-18/90 778 AF136766 A VIII
ZA-20/93 C1211 AF136767 B VIIb
ZA-24/93 C1528 B

ZA-25/93 C1537 AF136768 B VIIb
ZA-26/93 Cl642 AF136769 B VIIb
ZA-28/93 C1776 B

ZA-29/93 C1828 AF136770 B VIIb
ZA-31/93 C2040 B

ZA-32/93 C2041 AF136771 B VIIb
ZA-33/94 R296/1/94 AF136772 B VIIb
ZA-34/94 R297/1/94 AF136773 A VIII
ZA-35/95 550 AF136774 B VIIb
MZ-22/94 124 (02.) B

MZ-23/94 221 (03.) B

MZ-5/94 276 (05.) B

MZ-9/94 393 (07.) B

MZ-13/94 603 (08.) AF136775 B VIIb
MZ-20/94 987 (09.) B

MZ-11/94 862 (10.) B

MZ-35/95 524 (06.) AF136776 VIIb
MZ-44/95 659 (07.) AF136777 VIIb
MZ-46/95 678 (08.) AF136778 B VIIb
MZ-48/95 688 (08.) AF136779 B VIIb
MZ-50/95 704 (08.) AF136780 VIIb
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20. dbra: A dél-afrikai A- és B-jeli viruscsoportok RE futtatdsi képe és géntérképeik mas

genotipusokkal 0sszehasonlitva.

Hinfl BstO1 Rsal
bp A B M bp A B M bp A B M
600
— 538
500
401 — a00 49 — LR B 404
337 — 364 = — 350
282 — 300 341
200
181 -
144 — B
139 —
100
81 —
— 57
Hinfl BstOl Rsal
334335 73 75 883 1400 1682 752 953 1260 683 1087 1625
praon s |
(VI 2 401 1398181 337 282 419 201 307 422 350 404 538 57
1116 1601
Fazon A
(VIIb) 2 401 1398181 337 282 T 419 364 144 341 81 754 505
356 1478
7ZA-5/68 | —t + ] ' t + —t ' t
31519 8181 337 282 419 364 362 123, 350 942 57
A\ " —t : : | : — —— -
20519 8181 337 22 419 364 144 218 123 754 538 57
v B —t : ' : — —t . ;
21519 189 337 282 419 364 144 218 123 g, 350 404 595
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Abramagyarazat: Az A- és B-jelii dél-afrikai izolatumok két BstOI és két Rsal vagéashelynél
kiilonboznek. Mas vagéashely-kombindciéban van eltérés az elobbiek és az V. és VI. genotipus

kozott.

Szekvencia-analizissel az F -gén konzervativ és varidbilis régidjan egyarant taldltam olyan
shared derived jegyeknek megfeleld aminosav pozicidkat, amik a VIII-as genotipusu dél-afrikai
virusok kozos eredetére, valamint tobb évtizedes helyi evolucidjara utalnak (5. tablazat és 21.
abra). Ezek az adatok aldtdmasztjdk azt az elgondoldst, hogy ezek tekinthetok Dél-Afrika
"0shonos" NDV torzseinek, jollehet nekiink a tobb évtizedre visszanyildé endémids fertdzésbol

csak néhany képviseldt volt médunk vizsgélni.

21. dbra: I-VIII-as NDV genotipusok filogenetikai viszonya az F gén varidbilis + konzervativ

régidi szekvencidinak kombinalasaval vizsgdlva

2%

—
MZ-48/95 .
MZ-44/95
MZ-50/95
MZ-46/95
MZ-13/94
MZ-35/95
ZA-26/93 VIA
ZA-35/95
L ZA-32/93
ZA-20/93
ZA-33/94
ZA-29/93 _
TW/95
ID-1/88 T
NL-1/93
IT-121/92 VIIB
DE-85/96
ES-1/93
BE-14/93 _
Warwick/66 T
Israel 70
— | SV-1/95
L DK-1/95 VI
Lebanon 70
Kuwait 256
Iraqg AG68 _
HU-10/72 j
\LWYparroIﬁO A"
CA 1085/71 _|
ZA-5/68 T
ZA-10/74
ZA-34/94
ZA-18/90 Vi
ZA-17/90
ZA-16/90 _
l: Herts 33
Italien/45 :] v
Miyadera/51 :] I
AUS Victoria/32
Ulster 2C/67 :] I
V4 (Queensland)/66

LaSota/46
E Texas GB/48 I
Beaudette C/45

65



5.6. A vildgjdarvdanyok osszetettsége

Vizsgélataim sordn szamos jarvanyvonulat virustorzseit jellemeztem (azonositottam), amik a
vilag kiilonbozd teriileteirdl és eltéro idoszakokbdl szarmaztak. Mivel a vizsgalt virustorzsek az
irodalomban leirt mindkét pandémia jarvanyainak egy részét reprezentdljdk megprobaltuk
rekonstrudlni az elmult kb. hat évtized alatt fellépett nagyobb jarvanyok mozgasat, fontosabb
torténéseit. Ezzel kapcsolatban a legfontosabb megéllapitdsunk az volt, hogy mindkét
idoszakban egymadssal rokonsdgban nem 1évo és foldrajzilag meghatdrozott helyen eléforduld

genotipusok (topotipusok) okoztak jarvanyokat, valdjaban pandémidkrdl (ahol egyetlen

virustipus terjed el) nem is beszélhetiink.

5.6.1. Az ND jdrvdanyok foldrajzi megoszldsa a baromfipestis globdlissd vdldsa idején (1. kép)

Az 1. pandémia idején (kb. 1930-1960) legaldbb harom foldrajzilag elhatarolt genotipus
(topotipus) tartott fenn egymdssal atviteli kapcsolatban nem levd jarvanyokat. Egységes
pandémia képét inkdbb iddbeli egybeesésiik kelthette, mert az egységes etioldgia kérdése még

csak fel sem meriilhet. Helyesebb a baromfipestis globdlissd valdsardl beszélni, aminek a

csirketartds iparszertivé valdsan, a nemzetkozi forgalom novekedésén, a diagnosztikai médszerek
fejlodésén at szamos oka lehet.
A baromfipestis globalissa vdldsanak idejébdl fennmaradt tdvol-keleti izolatumok (AUS

Victoria/1932 és Miyadera/1951) a Ill-as genotipusba tartoznak (Ballagi-Porddny és mtsai 1996,

Lomniczi és mtsai 1998). Az 1920-as évek végétol megjelent jarvanytani leirdsok alapjan a IllI-as

genotipus jéval nagyobb kiterjedtséget érhetett el Dél-Kelet-Azsidban, de ebbél az id6bsl nem
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rendelkeziink tovabbi, a retrospektiv vizsgélatot lehetdvé tevd izoldtummal. Mégis a fentiek

alapjan korai dél-kelet-dzsiai topotipusnak tekinthetjiikk, mivel mds kontinensen, jelen

ismereteink szerint, nem fordult el6. Hogy a feltételezés helytdll6 volt bizonyitja az, hogy a IlI-as
genotipusi NDV torzsek az 1960-as évek végén €s az 1990-es évek kozepén is felbukkantak
Taiwanon (Yang és mtsai 1999, Ke és mtsai 2001 ). Hat évtizedes folyamatos el6fordulds a III-as
genotipus dél-kelet-dzsiai eredete és 6shonossaga mellett sz4l.

Az eurdpai térhdditas korai id0szakabdl is maradtak fenn NDV torzsek:

Angliabdl a Herts/33 és olaszorszagi eredeti csirkékbdl az Italien/45. Ezeket a IV-es

genotipusba soroltuk. Ilyen virusokat még az 1970-es években is lehetett Eurépaban izoldlni,

mas kontinensen azonban ilyen torzseket eddig nem taldltunk. Ezért a IV-es genotipust korai

eurépai topotipusnak tekintjiikk. A IV-es genotipusu torzsek korai eurdpai el6forduldsa és
dshonossaga mellett szdl az is, hogy Olaszorszdgban és Bulgdridban az 1970-es évek eldtt ezek
domindltak, az 1960-as évekre mar tobb évtizedes evoliciot feltételezd, teriilet (orszadg)-
specifikus genetikai vonalak alakultak ki. Bar utoljara az 1980-as években fordultak el6, nem
biztos, hogy ,kihaltak™.

Eszak-Amerikdban az 1960-as évek elétt a II-es genotipusba sorolt virusok terjedtek el. A II-

es genotipus kiilonlegessége, hogy itt kiilonb6z6 pathotipusok (lentogen, mesogen, velogen)
alakultak ki jelentSsebb genetikai divergencia nélkiil. Eszak-Amerikdban az ND felszdmolasaval

az észak-amerikai topotipus virulens torzsei bizonyara kihaltnak tekinthetdk, de nincs kizérva,

hogy mashol még fennmaradtak hiszen éppen hazankban izoldltak még 1984-ben is ilyen torzset

(Erdei és mtsai 1992, Ballagi-Porddny és mtsai 1996, Lomniczi és mtsai 1998).

5.6.2. Baromfipestis jarvdanyok az 1970-es évek elején (2. kép)

’ _
L ESiad
¥ 3]
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Az 1960-as években mdr silyos baromfipestis jarvanyok dultak a Kozel-Keleten és
Eurépdban is (OIE adatok). Az évtized kozepétdl Anglidban (Warwick/66), végétdl a Kozel-
Keleten (pl.Irag AG68), Dél-Afrikai Koztarsasdgban (pl. ZA-4/68) és Gorogorszagban (Greece

68) a baromfipestis kordbbi jarvanyitdl fiiggetlen eredetii, VI-os genotipusu virusok voltak jelen.

Szuddnban az 1970-es évek kozepétdl biztosan jelen voltak VI-os genotipusu torzsek, de
kozvetlen jarvanytani kapcsolatot kizaré genetikai tdvolsdgban a VIa reprezentansaitdl (Szamko
2000). Hong Kongban (HK-6/75) és Dél-Kindban (CN-26/76) is biztosan el6fordult a VI-os
genotipus a 1970-es évek kozepén (Herczeg nem publikdlt RE eredmények és Szamko 2000), de
az eldz0 virusoktdl a kdzvetlen jarvanytani kapcsolatot kizard genetikai tdvolsdgban.

Anglidban épphogy sikertiilt felszamolni az ND-t az 1960-as évek végére, 1970-t0] tjra az ND
kitorések novekedését regisztraltidk. Ezeket a kordbbiaktdl jarvanytanilag fiiggetlen, Dél- és

Ko6z€ép-Amerikabdl papagdjokkal behurcolt V-6s genotipusud térzsek (pl. Essex-70) idézték eld.

A kontinentdlis Eur6paban szintén mar 1970-ben észlelték az ND megjelenését, majd nyugatrdl
kelet-, dél-kelet irdnyba vald terjedését (a jarvanycsucsok alakuldsa: 1971 Anglia, 1971-1972
NSZK és Franciaorszag, 1972-1973 Olaszorszag, 1973 Csehszlovdkia, 1974-1975 Bulgaria) [4.
abra].

A diszmadar kereskedelem révén 1971-ben az USA-ba is behurcoltik Dél- és Kozép-
Amerikabdl a baromfipestist. New Yorkban (NY/parrot/70) karanténban tartott papagdjokbdl
izoldltak V-0s genotipusi NDV-t, de csak Kalifornidban okozott jarvanyt csirkék kozott
(US(Ca)-1085/71).

Taiwanon az 1960-as évek végén (TW/69) és az 1990-es években (TW/95-3) jelen voltak III-
as genotipusu torzsek (Yang és mtsai 1999, Ke és mtsai 2001).
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5.6.3. Baromfipestis jarvdanyok osszetettsége az 1990-es évektol napjainkig (3. kép)

@ vi+vib i U |
@ Vib+vII VIIb + VIII & /
% VI+VIIa+VIIb+VIII

o,

Az 1980-as évektdl Eurépaban hdrom kiilonb6zd genotipusi NDV torzs okozott egymastol

etiol6giailag fiiggetlen jarvanykitoréseket. Kelet- és Kozép-Eurépdban VI-os genotipusi NDV

jelent meg, majd egyes orszdgokban (pl. Bulgaria és Magyarorszdg) évtizedes endémia
formdjdban maradt fenn. Ennek a genotipusnak tovabbi, egymastdl is fiiggetlen alcsoportjai
okoztak sporadikus jarvanykitoréseket Nyugat-Eurépaban és Olaszorszdgban, az 1990-es évek
kozepén (Lomniczi és mtsai 1998, Herczeg és mtsai 2001).

Az 1990-es évek elején egyes nyugat-eurOpai orszagokban VIla genotipusi NDV torzsek

okoztak jarvanykitoréseket. Indonéziai izolatumok vizsgdlatdval a VIIa genotipus tdvol-keleti
eredetére lehetett kovetkeztetni (Lomniczi és mtsai 1998).
Norvégidban, Finnorszagban, Anglidban és Eszak-Irorszagban az évtized masodik felében

VIIb genotipusd virustorzsek fordultak eld (Alexander és mtsai 1999). A VIIb genotipus

megtaldlhaté volt még Torokorszagban és az Egyesiilt Arab Emirdtusok teriiletén is, ami ezek
kozép-keleti eredetére utal (Herczeg és mtsai 1999). Egyes orszdgokban egyidejiileg tobb
genotipushoz tartoz6 torzsek 1is jelen voltak (pl. Olaszorszagban 4, Bulgdridban 2).
Epidemioldgailag fiiggetlen VIIb genotipusi ND jarvanyok zajlottak szinte egy idoben
Eurépdaban és Dél-Afrikdban. Mozambikban csak VIIb, a Dél-Afrikai koztarsasdgban viszont
VIIb és VIlI-as genotipusok egyarant el6fordultak (Herczeg és mtsai 1999).
Taiwanon a III-as mellett, a VIla genotipusu torzsek is okoztak jarvanyokat az 1990-es években

(Yang és mtsai 1999).
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6. OSSZEFOGLALAS

1.

Az F gén RE-véagashely eloszlasdnak és egyik varidbilis régigjanak (a 47-435 nukleotida
kozotti szakasz) szekvendldsat kovetd filogenetikai analizisével az NDV torzseket nyolc (I-

VIII-jel) genotipusba, ezeken beliil altipusokba soroltuk és jellemeztiikk ezek foldrajzi,

id6beli és epidemioldgiai hovatartozasat. Koziilik 6t genotipust (V, VI, VIla, VIIb, VIII) mi
irtunk le, az L.-IV. csoportok meghatarozottsagat pedig definidltuk (Ballagi-Porddny és mtsai

1996, Lomniczi és mtsai 1998, Herczeg és mtsai 1999, Herczeg és mtsai 2001 ).

A RE-vigashely-analizis (az F gén 75%-a 3 RE-mel vizsgilva) onmagdaban is alkalmas olyan

NDV csoportok felismerésére és differencidlasara, amelyek tér- és/vagy idobelileg
meghatarozottak. Mivel azonban a vagashely-analizis nem kvantitativ modszer, a csoportokat
jellemzd  vagéashelyek szdmdédnak kiilonbségei nincsenek korreldcioban a mutécids
tavolsdggal. Igy fordulhat elé, hogy azonos fizikai térképet mutat virustorzsek kozott

jarvanytani szempontb6l mar jelentds (2-4%) nukleotida-szekvencia eltérés is lehet.

A szekvencia-adatok alapjdn 4ll6 tdvolsdg-analizis egyardnt alkalmas genotipusok,

szubtipusok és egyedi virustorzsek azonositdsidra, kovetkezésképpen makro- és
mikrojarvanyok nyomonkovetésére. Az NDV F-gén variabilisabbnak és konzervativabbnak
tartott génrégidinak szekvencia-analizise, kiilon-kiilon és kombindlva, nagyon hasonld
agstruktirdjd dendrogrammokat eredményez. A varidbilisabb régi6 szekvencia-adatai

legfeljebb 1-2%-kal magasabb genetikai kiilonbséget tarnak fel az izolatumok kozott.

4. Igazoltuk, hogy az 1990-es évek elejétdl jelentkezd nyugat-eurdpai ND-jarvanyokat két

kiilonbozé genotipusba (VI €s VII) tartozé NDV torzsek idézték eld és hogy a VII-es (késobb

VIla) genotipus tavol-keleti eredetii (Lomniczi és mtsai 1998).

Bebizonyitottuk, hogy az idében egybeesd (1990-es évek) dél-afrikai (VIIb) és eurdpai

(VIIa) ND-jarvanyok kozott annak ellenére nem volt jarvanytani kapcsolat, hogy a VIIb
tipusi virusok szintén tdvol-keleti leszarmazasuak. Megéllapitottuk, hogy a dél-afrikai
jarvany sem volt etioldgiailag egységes: az epidémiat okozd VIIb torzsek mellett, ezektdl
jarvanytanilag fiiggetlen, ott 6shonos, endémids VIII-as genotipusi baromfipestis virusok is

részt vettek a jarvanykitorésekben (Herczeg és mtsai 1999).
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6. Egy négy évtizednyi izoldldsi intervallumot feldleld olaszorszdgi torzsgyljtemény

vizsgalatakor megallapitottuk, hogy iddbeli eltéréssel ugyan, de osszesen 6 NDV genotipus
fordult el az orszagban.
» Helyi evoliciét tanusito IV-es genotipusu torzsek az 1980-as évekig tartottak fenn
endémids fert6zést;
» erre épiilt rd a 70-es évek elején a dél-amerikai eredetli V. genotipus gyors terjedésii
jarvanyhullama, melynek leszarmazottai még az 1980-as évek végéig perzisztaltak;
» sporadikus kitorések egzotikus — VI., VIIb. és VIII. genotipusbeli - virustorzsek
fiiggetlen behurcolésairdl is taniskodnak az 1980-90-es években;
» a Vlla (indonéziai eredetli) és a VIIb kozel-keleti dgahoz tartozé torzsek epizoocids
jellegtli jarvanyokat okoztak az 1990-es évtized elején, ill. 2000-ben (Herczeg és mtsai

2001).

. Egy ugyancsak négy évtized alatt izoldlt bulgdriai torzsgyljtemény genetikai analizise

szintén Osszetett jarvdnyhelyzetet tart fel: az 1970-es évek kozepén egyszerre négy,
genetikai, tehat epidemioldgiai kapcsolatban nem allé virustorzs tartott fenn a fertézést az
orszagban, késdbb djabb genotipus is megjelent:
»1V. genotipusti torzsek az 1980-as évekig fordultak el és tobb, teriiletspecifikus
altipusuk alakult ki;
»az 1960-70-es években észak-amerikai (II-es genotipust) torzsek is részt vettek a
jarvanyokban;
»az orszagot az 1970-es évek elején érte el a Nyugat-Eurépdban mar elterjedt V.
genotipus;
»a VI-os genotipus (VIc altipusa amely késobb Kelet- és Nyugat-Eurépaban is el6éfordult)
tobb éven volt jelen;
»végiil, a VIIb-nek az 1990-es években a Kozel-Keleten terjedd altipusardl allapitottuk
meg, hogy mar 1984-ben felbukkant Bulgaridban, majd az 1990-es évek masodik
felében jarvanyos esetekbdl izoldltdk, végiil eljutott nyugat- és észak-eurdpai

orszagokba is (Czeglédi és mtsai kéziratban).

. A két eurdpai orszdg (Olaszorszag €s Bulgaria) ND jarvanyainak retrospektiv genetikai

vizsgalata jelentdsen hozzdjarult az 1. és II. ND-pandémia valddi torténéseinek megértéséhez

is (Herczeg és mtsai 2001, Czeglédi és mtsai kéziratban):
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a) Bebizonyosodott, hogy az irodalomban egységes etioldgidju, ezért vilagjarvanyként leirt L.
pandémia (kb. 1930-1960 kozott) valjaban legaldbb harom, egymdstdl fiiggetlen eredetd,
foldrajzilag is jol elhatdrol6dé NDV genotipus térnyerésének idobeli egybeesése révén jott
létre. Ezért helyesebb az ND globdlissd valdsiardl és nem pandémidrdl beszélni. Ezek a
genotipusok eredetiiket és elterjedtségiiket tekintve erds foldrajzi meghatdrozottsaggal
rendelkeznek: a II-es genotipus Eszak-Amerikdban, a IlI-as Kelet-Azsidban, a IV-es pedig
Eurépaban uralkodott.

b) A II. pandémia sem volt etiologiailag egységes, az V. és VI. genotipus okozta. Az V-0s
csoportbeli, papagdj kozvetitette, dél- és kozép-amerikai eredetli NDV-torzsek a nyugat-
eurdpai primer, vagy alapozé jarvanykitoréseket (1970) kovetden terjedtek Kelet- és DéEl-
Eurdpa felé, és nem a Tavol-Keletrdl a Kozel-Keleten 4t vonulva jutottak el Nyugat-
Eurépéba, ahogy az irodalom k6zolte. Mér az 1960-as években is a kozel-keleten uralkodd
VI-os genotipusu torzseket pedig csak az 1980-as évek elején hurcoltik be Eurdpaba,

annak is foleg csak a keleti részébe (Ballagi-Porddny és mtsai 1996, Wehmann 2000).
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