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I.: BEVEZETES

A Flaviviridae csalad, Flavivirus nemzetségébe tartozd virusok arbovirusok,
amelyek széles korben elterjedtek a vildgon; egyesek szamottevd koz- és allategészségiigyi
jelentéséggel birnak. Magyarorszagon harom flavivirus, a nyugat-nilusi virus (West Nile
virus, WNV), az Usutu virus (USUV) és a kullancsencephalitis virus (Tick-borne

encephalitis virus, TBEV) el6fordulasa ismert.

I.1. Flavivirusok szerkezete-koroktan

A Flaviviridae csaladba egy szala, pozitiv iranyitottsaga, RNS genommal
rendelkez0 virusok tartoznak, melyet kortilbeliil 11000 nukleotid alkot. A kapszidjuk
ikozaéder szimmetridji ¢és lipidburok veszi koriil, a virionok koriilbeliil 40-50 nm
atmérdjliek. Feltételezhetden egy kozds dsvirustol szarmaznak, mivel nagyfokt hasonlosag
van a konzervativ szekvenciakban.

Héaromfajta strukturalis fehérjét tartalmaznak a flavivirusok: belsé fehérjét (C),
matrix fehérjét (M) és burokfehérjét (E), melyek a viralis genom éaltal kddoltak. Utobbinak
van mind bioldgiai, mind szerologiai szempontbdl a legfontosabb szerepe, mivel ez felelds
a virus haemagglutinaldé tulajdonsagaért, a membranfuzidért és a gazdasejthez vald
kotodésért, valamint a fertdzott szervezet immunrendszere és ez ellen termel neutralizald
ellenanyagokat. A szerkezeti fehérjéken kivill 7 nem strukturalis fehérjével is
rendelkeznek, ezek a kovetkezOk: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, valamint az
NS5 fehérje (Petersen és Roehrig, 2001).

A csalad Flavivirus nemzetségébe sorolt virusok kozt keresztreakciokat figyeltek
meg poliklonalis ellenanyag tartalmt szérumot haszndlva haemagglutinacio-gatlasi probak
soran. A flavivirusok pontosabb besoroldsat, vagyis szeroldgiailag alcsoportok képzését a
specifikusabb neutralizacios tesztek tették lehetdvé. Ezek alapjan — szintén figyelembe
véve a keresztreakcidokat, melynek hatterében az E protein variabilitasa 4ll — a virusokat
szerokomplexekbe lehet sorolni. A csoporton beliil tehat az egyes virusok kozt szerologiai
keresztreakciokat lehet megfigyelni. A Japan encephalitis virussal kdzos csoportba tartozik
anyugat-nilusi virus, a Cacipacore virus, a Koutango virus, a St. Louis encephalitis virus, a

Murray Valley encephalitis virus, az Alfuy virus, az Usutu virus és a Yaounde virus (Heinz

et al. 2000).



A kullancsencephalitis csoportba sorolhat6 a kullancsencephalitis virus, a Louping-

ill, a Langat virus, a Kyasanur virus, a Powassan virus, a Karshi, és a Royal Farm virusok.

I.2. Nyugat-nilusi virus (West Nile virus, WNV)

1.2.1. Jarvanytan

A nyugat-nilusi virus a Flavivirus nemzetségének széles foldrajzi korben elterjedt
tagja. Legfontosabb vektorai Culex szinyogfajok, mint bioldgiai vektorok vesznek részt a
virus terjesztésében, de kullancsokbdl is izolaltdk mar a virust (Hubalek és Halouzka,
1999), valamint megfigyelték a viraemia szakaszdban a nyers tejjel vald tovabbjutast is, s6t
vértranszfuzio és szervatiiltetés kapcsan is leirtak mar a virus terjedését (Kumar et al.,
2004). Egy izraeli libatenyészto telepen kisérleti koriilmények kozt igazoltdk a virus nem
vektor-kozvetitett terjedését (Banet-Noach et al., 2003).

A természetben a virus fenntartdsdért a vadmadarak és a madarak vérét szivo
szunyogok, mint kozvetitd agensek (vektorok) a felelések. A virus endémids teriileteit
foként a sziinyogoknak kedvezd kornyezeti koriilményeket teremtd nedves, mocsaras
teriileteken lehet megfigyelni. A rezervoar szerepét tehat a madarak toltik be, a fertdzést
altalaban tlinetmenetesen vészelik at, bar eléfordulnak olyan fajok is (pl. bizonyos
ragadozo madarak), amelyek érzékenyebben reagalnak a fertézésre. Az emldsallatok és az
ember a virus alkalmi gazdainak tekinthetok. A legfogékonyabbaknak a gerincesek kozott
a 16 és az ember bizonyult. A szinyogok szaporodasi dinamikajatol fiiggden augusztusban,
illetve kora 6sszel alakulnak ki a madarakat, lovakat és embereket érinté megbetegedések.

Kisérleti koriilmények kozt szunyogesipéssel kutydkat ¢€s macskakat is
megfertdztek a virussal (Austgen et al., 2004). A kutyaknal rovid ideig tartd, nem tul
magas viraemids szakaszt figyeltek meg, de a fertdzés semmilyen klinikai formdban nem
nyilvanult meg. A kisérletek soran a macskak is fogékonynak bizonyultak a WNV-ra, és az
allatok kozott voltak olyanok, akik jellegtelen, nem idegrendszeri tlineteket is mutattak. Az
atlagosan 14 napos lappangasi id6t kovetden a fertdzések zome, mintegy 80%-ban
tiinetmentesen zajlik, az esetek 20%-aban azonban a nyugat-nilusi 14z tiinetegyiittese
jelentkezik (WNF), ami enyhe lefolyasu, kétfazisu lazzal, izom- és iziileti fajdalmakkal,
hanyingerrel, étvagytalansaggal, levertséggel jar. Bizonyos fajokban, mint madarak, lovak
¢s idonként a human fertdzéses esetekben azonban sulyos idegrendszeri tlineteket
okozhatnak a virus neuroinvaziv torzsei és a WNND (West Nile Neuroinvasive Disease)
elnevezést korkép esetében encephalitist €s meningitist vagy meningoencephalitist okoz a

WNYV, amely akar halalhoz is vezethet (Webster és Granhoff, 1994).



A filogenetikai vizsgalatok alapjan legalabb 7 féle WNV genetikai vonalat
azonositottak a vildgon (Mackenzie és Williams, 2009), amelyek koziil az 1-es genetikai
vonal (Lineagel) a legelterjedtebb, amely harom tovéabbi altipusra oszthato: az egyes
altipus (CladeA) Européaban, Afrikdban, Kozel-Keleten valamint Amerikdban okoz
megbetegedéseket. A kettes altipust (Clade B) Ausztralidban kiilon néven, Kunjin
virusként emlitik, a harmast (Clade C) pedig Indidban izolaltak.

A kettes genetikai vonal (Lineage 2) kordbban a szub-szaharai Afrikara és Madagaszkarra
volt jellemzd, de mara mar Eurdpa szerte is elterjedt. Magyarorszagon eldszor 2004-ben
sikeriilt kimutatni idegrendszeri tiineteket mutatd héjabol (Bakonyi et al., 2006).

Hatéasos védekezési mod az emberek esetében még nincs a virus ellen, a vektorok
szamanak csokkentésével, szunyogirtassal és szunyogriasztd anyagok haszndlatdval lehet
megelézni a terjedést. Lovak szamara kifejlesztettek vakcinat, igy ennél a fajnél

hatasosabban lehet védekezni a virus ellen.

1.2.2. El6fordulasa

A virust eldszor 1937-ben, Uganda nyugat-nilusi vidékén izolaltdk enyhe lazas
tiineteket mutatd né vérébdl (Smithsburn et al., 1940). Késobb Egyiptomban, a Nilus
deltajanak vidékén egészséges gyermekek vérén végzett vizsgalatok soran gyakori
szeropozitivitast talaltak, azonban a human fert6zések hatterében a virus jelenléte nem volt
egyértelmiien bizonyitott. A virust az 1950-es évektdl kezdve vadmadarakbol,
szunyogokbol és lovakbol is kimutattak, igy a vizsgalatok és a jelzett betegséghez is vezetd
esetek alapjan elmondhatd, hogy a flavivirusok koziil a nyugat-nilusi virus az egyik
foldrajzilag legelterjedtebb; kimutattak mar Eszak- és Dél-Afrikaban, Azsiaban,
Ausztraliaban és 1999 6ta Amerikaban is. Europaban az 1950-es évektdl kezdve leginkabb
a mediterran régioban és a nedvesebb teriileteken észlelték a virust; bizonyitani tudtak a
jelenlétét Franciaorszagban, Gordgorszagban, valamint Olaszorszagban és Portugalidban,
ahol madarak ¢és lovak mellett human megbetegedések is torténtek. Kozép-Eurdpaban
tobbek kozott Szlovakidban és Csehorszdgban is kimutattdk a virust szeroldgiailag
(Hubalek és Halouzka, 1999). Roménidban 1996-ban jelentds jarvanykitorésrdl szamoltak
be, 393 human esetbdl 352 ember keriilt korhazba idegrendszeri tiinetekkel, koziiliikk 17-en
meghaltak (Savage et al.,1999). A kovetkezé években sem szlintek meg az embereket is
érintd virusfertézések. 1999-ben Oroszorszag déli részén is kitdrt egy jarvany, ami

széazakat betegitett meg és 40 haldlos aldozattal is jart. Ebben az esetben is bebizonyitottak



virusneutralizacids probaval, illetve haemagglutinacio-gatlasi proba segitségével, hogy a
nyugat-nilusi virus felelds a megbetegedésekért (Lvov et al., 2000).

A 2000-es évek elején tovabbi, lovakat és embereket is érintd virusmegjelenésrol
szamoltak be azokrol a teriiletekrdl, ahol a virus a ’90-es évek végén felbukkant és
madarakban, lovakban, valamint emberekben valtott ki betegséget. Ilyen orszag volt
Olaszorszag, ¢és Franciaorszag déli partja (Zeller et al., 2004). Gorogorszag északi részének
folyami teriiletein 2010-ben humdan encephalitises eseteket regisztraltak, amibdl késébb
aldozatokat is koveteld endémids jarvany tort ki (Kostas et al., 2011). A jarvany kitorése
elott par nappal csapdazott Culex pipiens szinyogokban meghataroztdk a WNV kettes
genetikai tipusu torzsek jelenlétét, ami nagy fokban megegyezett a Magyarorszagon 2004-
ben kimutatott Lineage?2 torzzsel (Papa et al, 2011a). Kordbban ezt a térzset nem mutattak
ki Gorogorszagban. 2011-ben bekovetkezett megjelenése utdn 2012-ben wjabb behurcolt
WNV-hez kothet6 1azas és idegrendszeri tiinetekben megnyilvanulé esetekrdl szamoltak be
Neémetorszagban is (Gabriel et al., 2013).

Az USA északi részén 1999-ben, New Yorkban jelent meg eldszor a nyugat-nilusi
virus. A jarvany sordn tobb ezer madar elhullott és tobb 16 is olyan sulyosan
megbetegedett, hogy nem tudott felépiilni (Lanciotti et al.,1999). A regisztralt emberi
megbetegedések kozt 7 haldlos kimeneteld is volt. A jarvany heveny szakaban elpusztult
allatok boncoldsa soran szerzett agyveldmintakbol izolaltak a nyugat-nilusi virust (CDC
Report, 2000). A tanulmény azt is kimutatta, hogy a jarvany soran izolalt virustorzs igen
szoros genetikai kapcsolatban van az egyes genetikai vonalba tartozd izraeli torzzsel
(Giladi et al, 2001). A kovetkezé 5 évben rendkiviil gyorsan elterjedt az egész észak-
amerikai kontinensen, tobb mint 16000 megbetegedésrdl érkezett jelentés (Hayes et al.,
2005).

Magyarorszagon a virus jelenléte az 1960-as évek ota bizonyitott volt, szeroldgiai
vizsgalatok soran igazoltak az antitestek jelenlétét human vérsavokban (Koller e al.,1969),
virusizolacioval pedig kimutattak ragcsalokbol (Molnar, 1982), am klinikai tiinetekben
megnyilvanuld betegséget nem diagnosztizaltak. A fordulépont 2003-ban kovetkezett be,
mikor egy helyl jarvany soran 14 %-os mortalitdst figyeltek meg egy dél-alfoldi
libaadllomanyban. Korszovettani, szeroldgiai vizsgalatokat végeztek az elhullott allatokon
¢s RT-PCR technikaval diagnosztizaltadk, hogy a WNV egyes genetikai vonaldhoz tarozé
korokoz6 okozott megbetegedéseket és elhullasokat az allatok korében (Glavits et al.
2005). Ezzel egy iddben 14 humén esetben WNV dltal okozott encephalitis és meningitis
tiineteit is megfigyelték (Ferenczi et al. 2005). A kovetkezd évben, Magyarorszag dél-



crer

igazoltdk a nyugat-nilusi virus jelenlétét, azonban ez a torzs a korabbi évvel ellentétben a
kettes genetikai vonalba tartozott. Ez volt az elsd leirt eset Europaban, amikor a kettes
genetikai vonalhoz tartozd6 WNV idegrendszeri tlineteket és elhullast okozott (Bakonyi et
al., 2006).

A virus 2007-ben is okozott megbetegedéseket madarak és lovak kozott, ezek a
nagyaranyu terjedését tapasztaltdk hazankban. A kordbbi években megfigyelt, szik
foldrajzi elterjedésével ellentétben mar Budapest kornyékén, a Dunantalon, sét Ausztria
keleti részén is okozott megbetegedéseket €s elhullasokat a virus. 25 ragadoz6 madar, 17 16
¢és 22 emberi, idegrendszeri tiineteket mutatd megbetegedés hatterében igazoltdk a nyugat-
nilusi virus szerepét. Ma mar a virus endémiasnak mondhaté Magyarorszagon, hiszen 2004
oOta, a 2006-o0s ¢v kivételével minden évben okozott megbetegedéseket (Bakonyi- Erdélyi,
2011). A 2009-es évben tjabb madarakat, lovakat és embereket betegitett meg a kettes
genetikai vonalba tartoz6, neuroinvaziv tipusa (Bakonyi ef al., 2013).

A filogenetikai vizsgéalatok alapjan valosziniisithetd, hogy ez a torzs jutott el a
Balkanig és okozott sulyos emberi jarvanyt Gorogorszagban 2010-ben: 197 regisztralt
idegrendszeri elvaltozasokban szenvedd betegbdl 33 nem épiilt fel (Papa et al., 2011Db).

2012 decemberéig 244 bejelentett human fertézés tortént az EU-ban és tovabbi 621

a kornyezo orszagokbol, ebbdl 161 gordg eset (Papa, 2013; Gabriel ef al., 2013).

1.3. Kullancsencephalitis virus (Tick-borne encephalitis virus, TBEV)
I.3.1. Jarvanytan

A kullancsencephalitis virus is a Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségének
tagja, egyik legfontosabb encephalitist okozd, embereket is betegitdé virus Eurdpaban.
TBEV antigén komplex csoportjaba kullancs altal kozvetitett virusok tartoznak. Eldszor
Ixodes persiculatusbol, késObb kozeli rokonabol, az I. ricinusbol 1zolaltdk a kérokozot. A
fertdzések és a klinikai tiinetek felbukkanasanak idejét nagyban befolyésolja a vektor
kullancsfajok életciklusa és szezonalis aktivitdsa. A kullancsok vektor szerepiik mellett
rezervoarjai is a korokozonak, nemzedékeik kozt transovarialisan €s transstadialisan is
atadhatjak a virust, st a him egyedeknek is lehet szerepe a fert6zés tovabbitasaban.

Megfigyeltek olyan eseteket is, mikor a virus nyers kecske- vagy tehéntej
elfogyasztasaval keriilt az emberek szervezetébe (Lindquist-Vapalahti, 2008).

Magyarorszagon is tortént hasonl6 eset 2011 6szén az orszag nyugati felén, mikor négy



ember keriilt korhazba a betegség tlineteivel. Mindegyikiik ugyanattol a gazdatol vasarolt
pasztérozetlen hazi tehéntejet fogyasztott (Caini et al., 2012).

A kullancsencephalitis virusanak elsddleges gerinces gazdai a kisragcsalok, de
megbetegit mas emldsoket, denevért, vizimadarakat, kérddzoket és az embert is. Kutyak is
rendkiviil fogékonyak a virusfertdzésre, tobb izben irtdk le az elmult 30 évben a betegség
idegrendszeri forméjat, bar naluk a tiinetmentes fertdzés fordul eld gyakrabban. A
tiinetekben megnyilvanuld esetek a vektorok aktivitasatol fiiggéen koratavasztol nyar
elejéig, majd oktoberben fordulnak el6 leginkabb (Leschnik et al., 2002).

A kutydk, mivel a nyugati kulturaban tarsallatként szerepelnek, a virus
elterjedtségének ¢s emberi TBE fert6zések jelzéséiil szolgalhatnak. Embereknél is
eléfordulnak tiinetmentes fertézések is, de gyakoribb, hogy a neurotrop virus a beoltés
helyérdl az idegszovet felé vandorol, és akar sulyos elvaltozasokat, vagyis meningitist,
meningoencephalitist, meningoencephalomyeltist vagy meningoradiculoneuririst okoz a
kozponti idegrendszerben (TBE).

A virusnak harom altipusa létezi: Eurépai (TBEV-Eu), Téavol-keleti (Far Eastern,
TBEV-Fe) és Szibériai (TBEV-Sib). Ezek nagyon szoros, 95%-0s szeroldgiai hasonlosagot
mutatnak, igy nem csak keresztreakciok figyelhetok meg a szeroldgiai vizsgalatok soran,
de a kifejlesztett vakcindk is keresztvédettséget biztositanak (Holzmann et al., 1992). Ezek
koziil, a Magyarorszagon is el6forduld kozép-eurdpai tipussal vald fert6zddés eleinte
influenzaszerti tiinetekkel, kétfazisu lazzal jar, amit agyhartyagyulladas kovet, valamint
esetleg bénulasos jelenségek kisérhetik. A meningitis a legtobb esetben joindulaty,
azonban fOleg fiatal és gyengiilt immunképességli embereknél haldlos kimeneteli is lehet.

Endémiés terlileteken a megbetegedések szamanak csokkentésére hatékony
vakcinat fejlesztettek ki a TBEV ellen, amivel megel6zhetd az idegrendszeri betegség

kialakulasa.

1.3.2. Eldfordulas

Elészor a korabbi Szovjetuni6 teriiletén, Szibéridban izolaltak egy virust 1937-ben,
amit késobb az orszag nyugatibb teriiletén is sikeriilt kimutatni (Zilber, 1939). Hamarosan
rajottek a kutatok arra, hogy az emberekben encephalitist okozd virus antigén
tulajdonsagaiban rokonsdgot mutat a Skocidban jelen 1évd juhokat betegitd Louping-ill
virusaval (Casals és Webster, 1944). Az Orosz tavaszi-nyari encephalitis virus (RSSEV),
Ixodes persulcatusban kozvetitette agens, de kozeli rokonaban, az [ ricinusban is

megtalaltak a korabbi Szovjetunié nyugati és keleti régidiban, ezért ezeket gyakran a



TBEV nyugati ill. keleti altipusaként emlitik. Utobb kideriilt, hogy a nyugati altipus
Eurépaban és a Skandindviban is felelds a kullancs altal terjesztett megbetegedésekért, igy
a Kozép-eurdpai Encephalitis Virus (CEEV) torzset el6szor 1948-ban mutattdk ki
Csehszlovakia teriiletén (Hloucla ef al., 1949).

Magyarorszagon eldszor 1952-ben izolaltak a virust (Fornosi és Molnar, 1954).

Az utobbi 20-30 évben sok eurdpai orszagban endémiissd valt a virus és a
tobbszorosére emelkedett a TBE-s esetek szama: Svédorszagban haromszorosara,
megduplazédott Csehorszagban, de kiemelked6éen magas a megbetegedések aranya a tobbi
orszaghoz képet Szlovéniaban, Lettorszdgban és Litvanidaban is, mig Magyarorszagon €s
Ausztriaban a 2000-es évek elejére némi csokkenés volt észlelhetd az ’International
Scientific Working Group on Tick-Borne Encephalitis’ felmérési adatai alapjan.
Csehorszagban egy kutatast is végeztek a kullancsok fert6zottségi aranyanak
meghatarozasara. A kiilonboz6 teriiletekrdl gytjtott allatokban 5,9 és 11,1% kozotti
fertdzottséget talaltak (Danielova et al., 2002).

Osszességében a kullancsencephalitises regisztralt esetek szama ndvekszik Eurdpa
szerte, mintegy 3-4 ezer U megbetegedést jelentenek évente. Az International Scientific
Working Group on Tick-Borne Encephalitis csoport ezért évente rendezvényeket tart,

amiken napirendre keriilnek a TBE virussal kapcsolatos aktualis problémak.

I.4. Usutu virus (USUYV)

1.4.1. Jarvanytan

Flaviviridae csaldd Flavivirus nemzetség tagja, azon beliil is a Japan encephalitis
szerocsoportba sorolhat6. Ennek a flavivirusnak is leginkdbb a Culex szinyogfajok a
vektorai, amelyek els6dlegesen madarakon szivnak vért. Néhany madarfaj érzékenyebb a
virusfertézéssel szemben, a verébalaktakra nézve bizonyul a legpatogénebbnek.

Ha a fert6zott szervezetben el tud szaporodni a koérokozo, sulyos tlinetekkel jaro
betegség alakulhat ki. Ide tartozik a magas 14z, izomfajdalmak, az encephalitis, a
myocarditis, és hepatitis, valamint elhullott madar tetemekben a mdajban és a lépben is

elhalasos teruleteket irtak le.

1.4.2. Elofordulas
Az Usutu virust 1959-ben sikerult izolalni el6szor Dél-Afrikaban Culex neavei

szunyogfajbol. A kovetkezd évtizedekben ritkan taldlkoztak ezzel a virussal, csupan egy



human megbetegedést regisztraltak Afrikéban, illetve két alkalommal sikeriilt bizonyitani a
jelenlétét. A human esetben a tlinetek 14z és kiiitések voltak (Woodhall ez al., 1964).

A virus Afrikan kiviili teriileten valéd eléfordulasat elsé izben 2001 nyaran irtak le.
Bécs koriil megszaporodott a vadmadar elhullasok szama, fOleg a feketerigokat tizedelte
meg a jarvany. A boncolasok és korszovettani vizsgalatok eredményei alapjan
encephalitisben pusztultak el a madarak, amit eldszor nyugat-nilusi virusfertézésnek
gondoltak, de madarakbo6l kinyert mintdkon elvégzett genetikai meghatarozas alapjan 97%-
os egyezést talaltak az afrikai Usutu virussal (Weissenbock et al., 2002). Egy évvel kés6bb
szintén torténtek megbetegedések madarak kozt és mar egy human mintabol is kimutattak
a virust Ausztridban (Weissenbock er al., 2003). A torténtek miatt egy széleskori
megfigyeloprogramot inditottak a virus terjedésének detektdldsara Ausztridban ¢s
Magyarorszagon 2003-2006 kozott. Magyarorszagon 52 madarfaj keriilt be a felmérésbe,
de a virust legeldszor egy Budapesten taldlt elhullott feketerigd szerveibdl mutattdk ki a
virus nukleinsavat reverz transzkripciés PCR hasznélatdval. Az eredményt megerdsitették
immunhisztokémiai modszerrel ¢€s in situ hibridizacioval. 2006 juliusdban és
augusztusaban ujabb 6 budapesti feketerigd szerveibdl mutattdk ki az Usutu virust.
Genomszekvenalas sordan 99,9%-os egyezést talaltak a 2001 o6ta Ausztridban jelenlévd
virusvonallal, igy feltételezhetd, hogy onnan keriilt hazdnkba, nem pedig Afrikabol terjedt
at (Bakonyi et al., 2007).

Hazank és szomszédunk mellett tobb europai orszagban is vizsgalatokkal igazoltak
szunyogokban illetve madarakban az Usutu virus jelenlétét: Spanyolorszagban 2006 és
2009-kozt tobbszor is (Busquets et al., 2009; Vazquez et al., 2011), Svajcban 2006-ban
(Steinmetz et al., 2011), valamint Csehorszdgban 2012-ben (Hubalek et al., 2012) és
Németorszagban 2011-ben (Jost et al., 2011).

Az Usutu virus jelenlétét Ausztria déli szomszédjanal, Olaszorszag északi részén
szerologiai vizsgalatokkal elészor 2005-ben bizonyitottak be egy baromfidlloményban
(Rizzoli et al., 2007), habar egy retrospektiv vizsgalat soran a virus jelenléte az orszdgban
mar 1996-t6] valdsziniisithetd. A vizsgalat sordn 1996-ban elhullott madarak konzervalt
szerveiben talaltdk meg az Usutu virust (Weissenbock et al., 2013). Az elsd neurologiai
tineteket mutat6 huméan megbetegedést 2009-ben regisztraltdk az orszagban. Az
eredendden gyengiilt immunrendszer(i beteg nydron keriilt korhazba lazas tiinetekkel, és
meningoencephalitist diagnosztizaltak nala. A betegtél lumbalpunctioval nyert liquor

mintat, valamint szérummintdjat is megvizsgaltdk RT-PCRrel és pozitivnak bizonyult
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Usutu virusra. A virus részleges genomszekvencidja és az NS5 régi6 megegyezett a
Ko6zép-Eurdpaban keringd virustorzsével (Pecorari et al., 2009).

A virus megjelenésére  kozvetett modon, szerologiai  kimutatasokkal
Lengyelorszagban és Angliaban (Buckley ef al., 2003) is talaltak bizonyitékot.

A virus tobbszor megjelent az egymast kovetd években 2003 o6ta Ausztridban
Magyarorszagon, Olaszorszagban €s Spanyolorszdgban ugyanazokon a teriileteken, ami

alapjan feltételezhetd, hogy atteleld sziinyogokban tulél.

I.5. Diagnosztika

Flavivirusok erds antigének, a veliik valo fert6z6dés gyors és hatékony vélaszt valt
ki az immunrendszerbdl, igy az esetek nagy szazalékaban az allatok és az emberek
tiinetmenetesen, vagy enyhe tiinetekkel vészelik at azt. Bar a cellularis immunvalasz is
hozzajarul a felépiiléshez, a {6 szerep a humoralis immunvalaszé. Eldszor és legnagyobb
mértékben a megtamadott szervezet a virus burok antigénje (E) ellen termel
ellenanyagokat, majd a matrixfehérje (M) és egy nem strukturalis protein, a NS1 ellen
képzddnek antitestek (Webster és Granhoftt, 1994).

Flavivirusokkal valo fertdzottség esetén gyakran nincs lehetdség direkt virus
kimutatdsi modszerek hasznélatira, mivel az ellenanyagok a vérben hamar megjelennek.

A flavivirus genuson beliil a szerologiai vizsgalo modszerek hasznalata soran
keresztreakciok figyelhetok meg az egyes virusok ellen termel6dott ellenanyagok kozott a
rokon virusok nagyfoku antigenitasbeli hasonldésdga miatt, megnehezitve ezzel az adott
flavivirus altal okozott betegség pontos detektalasat.

Miutdn Magyarorszdgon a nyugat-nilusi viruson kiviil két masik flavivirus, a
kullancsencephaliltis virus, valamint az Usutu virus is jelen van, a diagnosztika komoly
nehézségekbe iitkozik a fent emlitett ok miatt.

WNV fertézés szeroldgiai kimutatasara a legegyszeriibb rutin modszer az Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA) moddszer hasznalata. Ez torténhet akut fertdzéskor
IgM ellenanyagok kimutatdsa szérumbol vagy plazmabol, de gyakoribb az IgG
ellenanyagok jelenlétének igazoldsdra a mddszer kompetitiv formajanak hasznélata, ami
szintén kaphato kereskedelmi forgalomban. Az ellenanyagok a fertdzeéstol szamitott
masodik héttdl akar egy évig is jelen lehetnek. Kiegészitd vizsgalatnak ajanlatos indirekt
immunfluorescens (IIF) probaval is megvizsgalni a mintakat. Németorszagban készitettek
egy tanulmanyt az ELISA ¢és az IIF modszer Osszehasonlitasarol. Harom csoportba

osztottak a természetes uton fertdzodott emberi esetekbdl gyiijtott savomintakat. Az elsd
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csoport egyedeibdl fertézés okozta influenzaszerli tiinetek megjelenését kdvetd 2-9 napon
vett vérmintakat IgM ellenanyag jelenlétére vizsgaltak. ELISAval 38%, IIF-fel 50 %-os
volt a pozitivitds. A masodik csoportba IgM pozitiv betegek kertiltek, az 6 mintaikban IgG
ellenanyagot kerestek és 90%-os pozitivitast a talaltak. Osszesen a két csoport betegeiben
antitesteket mutattak ki 86%-ban ELISA-val és 95%-ban IIF-fel. Antitesteket mutattak kis
100%-ban a harmadik csoport mintaiban, ahol 6-12 hoénappal a tiinetek megjelenését
kovetden vettek mintat. Ezzel a WNV-vel valo fertdzédésnek az idejét lehet behatarolni
(Levett et al., 2005).

Egy masik elemzésben is a leggyakrabban hasznalt IgG indirekt ELISA és IIF
modszert hasonlitottak a virusneutralizacids probahoz (Niedrig et al., 2007). A szerologiai
probak eredményei 99,5 %-ban (ELISA), valamint 100%-ban egyeztek a korabban mar
elvégzett virusneutralizacios teszt eredményeivel. A probakkal tovabba a keresztreakciokat
kivantak vizsgalni; mar ismert antigén pozitivitasii szérummintakat hasznaltak {61 dengue
virus, sargalaz virus €s kullancsencephalitis virus ellen és tesztelték ket WNV ELISA-val
¢és IIF-val. Az IgM-re nézve az esetek 0-18,2 %-aban mutattak ki keresztreakciot, mig IgG
ellenanyagok keresésekor 15,7-100% atfedést irtak le.

Egy masik, holland tanulmanyban egy uj IF tesztet hasonlitottak dssze a klasszikus
ELISA-val, IgM és IgG ellenanyagok kimutatdsara (dengue-, sargalaz-, Japan encephalitis-
nyugat-nilusi virusokkal vizsgalva). Arra az eredményre jutottak, hogy IgM ellenanyagok
esetében az IF teszt jelentdsen nagyobb specificitast mutatott, mint az ELISA, mivel a
keresztreakcidk aranya az elsénél 4-10% koriil mozgott, utébbinal 30-44% kozt. 1gG-nél
azonban mindkét proba esetében magas volt a keresztreakcidk aranya: 16-71% (Koraka et
al., 2002).

Usutu fert6zés kimutatasara a World Organisation of Animal Health ajanlasaval a
plakk-redukcios virusneutralizacids probat, vagy mikroneutralizaciot kell hasznalni az
elézetesen haemagglutinacio-gatlasi probaval valdo 1:20-nal nagyobb titerli pozitiv
eredménykor.

Human kullancsencephalitis virus fertézések kimutatasara régota hasznalnak
szerodiagnosztikai modszereket. A kimutatas alapja a specifikus IgM ¢és IgG antitestek
detektalasa a fert6zddésre gyanus egyed szérumaban, vagy agy-gerincveldi folyadék
mintdjaban ELISA, IIF vagy HAG teszt hasznalataval.

Amint az eddig leirtakbdl is latszik, rutin szeroldgiai tesztekkel nehezen allapithatéd

meg pontosan, hogy egy adott mintaban melyik flavivirus ellen termelddott ellenanyag,
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mivel a flavivirusok kozt, kiilondsen a szerokomplexen beliil gyakoriak a keresztreakciok.

Akar tobb fajta vizsgalat elvégzése ajanlott a biztosabb diagnozis érdekében.

I.6. Célok:

A flavivirusok koziil a nyugat-nilusi virusfertézéseknek novekvd jelentdséget kell
tulajdonitani Eurépaban, mivel egyre tobb human neuroldgiai tiinetekben is
megnyilvanulo, akar halallal végzddd megbetegedést regisztralnak. A fent emlitett
csoporton belilli keresztreakciok miatt azonban nehéz diagnosztizalni szeroldgiailag a
WNV-t, ezért a kutatds sordn négy kiillonbozd diagnosztikai mddszer érzékenységét és
specifikussagat kivantuk megvizsgalni abbol a célbol, hogy kideriiljon melyik az a
rutinszertien hasznalhat6 modszer, ami megbizhatéan alkalmazhat6 a WNV
diagnosztikdjaban. A vizsgalatokba kutyasavokat is bevontunk azzal a szandékkal, hogy
megallapitsuk vajon jatszanak-e valamilyen szerepet tarsallatként a nyugat-nilusi virus

ciklusaban.
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II. ANYAG ES MODSZER
IL.1. Vizsgalati anyagok

A kutatas sordn 2011 és 2013 kozott gylijtott vérsavokat hasznaltunk, emellett a
korabbi évek soran (2007, 2009) pozitivnak igazolt savokat is bevontunk a szeroldogiai
vizsgalatokhoz. A savok pontos megjeldlését és adatait az 1. tablazat tartalmazza. A
mintak az orszag kiillonbozo teriileteirdl szarmaztak és vagy kifejezetten a kutatds céljara
vettiink vért az allatokbol, vagy allatorvos kiildte be dket diagnosztikai vizsgalatra, ilyenek
voltak féként a lovak mintai.

A madarakbol vérmintdhoz a nemzeti parkok, az Ocsai Madarvarta és a Févarosi
Allat- és Novénykert munkatérsainak és allatorvosainak segitségével jutottunk. Galambbol
vett vérmintak Kordsladanybol, Kardoskutrol, Dévavanyardl és Ocsardl szarmaztak.
Ragadoz6 madarak koziil héjaktol és parlagi sastdl kiildtek be vért szintén Kordsladanybol.

A vizsgalt 16 vérmintak Pest megyébdl és kornyékérdl szarmaztak. A kutyak mintéi
a Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar Kisallat Klinikjanak betegei koziil
kertiltek ki, amelyek az orszag kiilonbo6zd tertileteirdl érkeztek.

Madaraknal a vérvétel helye a szarnyvéna volt, ebeknél a v. antebrachii, lovaknal
pedig a v. jugullaris. A vérmintakbol centrifugalassal (800 xg, 10 perc) nyertiik ki a
savokat, amelyeket felhasznalasig -20°C-on taroltunk.

Osszesen 462 savo mintat vontunk be a kisérletbe. A mintak allatfajonkénti
eloszlasa a kovetkezd volt: galamb (n=171), kékvércse (n=141), héja (n=5), parlagi sas

(n=1), tazok (n=27), 16 (n=25) valamint kutya (n=92).
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. tablazat: Az 6sszehasonlité vizsgalatok soran hasznalt savék Gsszesitett adatai

Sorszam | Mintaazonosito izgngltt‘;iu Faj/Fajta Tartasi hely
1. golya 2007.09.21 | fehér golya NA

2. karvaly 2007.09.10 | karvaly NA

3. Kleopatra 2012.09.27 | 16 NA

4. JT 41/11 2011.08.24 |16 NA

S. JT 2011/70/6 2011.11.07 |16 NA

6. JT 2011/70/9 2011.11.07 |16 NA

7. T66 2011.07. |16 Telivér farm Kft.

8. 225272 2012.10.15 | kutya/pireneusi Piliscsaba, és kdrnyéke
9. 220815 2012.06.21 | kutya/keverék Fiizesabony, Budapest
10. 224522 2012.09.10 | kutya/német juhdsz Budapest

11. 186654 2012.09.28 | kutya/labrador Budapest, egész orszagban jart
12. 56637 2012.08.22 | kutya/szak.collie Budapest, I1I. kertilet
13. 222848 2012.06.14 | kutya/keverék Fiizesabony, Budapest
14. 223746 2012.07.30 | kutya/bull masztiff Tahi, Duna part, Balaton
15. 223422 2012.07.12 | kutya/am.staffordshire | Budapest, Délegyhazi-tavak,Duna
16. 217130 2012.07.26 | kutya/német dog NA

17. sWAS 2011.07. | kékvércse Kardoskut

18. sKL8 2011.07. | kékvércse Kardoskut

19. g0lya 2008.06.04 | fehér golya NA

20. T74 2011.07. |16 Telivér farm Kft.

21. 224258 2012.08.29 | kutya/német dog NA

22. 218966 2012.07.03 | kutya/beagle Dunakeszi, Auricoop kft.
23. T47 2011.07. |1o Telivér farm Kft.

24. Néger 2009.10.13 |16 NA

25. 221277 2012.06.12 | kutya/keverék Mezbékovesd, Budapest
26. 73/09 2009. galamb NA

27. T20 2011.07. |16 Telivér farm Kft.

28. T41 2011.07. 1o Telivér farm Kft.

29. T42 2011.07. |16 Telivér farm Kft.

30. 225033 2012.10.03. | kutya/rottweiler Budapest, XX. Keriilet
31. 161503 2012.09.28. | kutya/golden retriever | Galgamacsa

32. 170711 2012.10.07. | kutya/keverék Budapest, VII. keriilet
33. 179294 2012.09.08. | kutya/német juhasz NA

34. 207725 2012.11.05. | kutya/ir szetter Budapest, XXIII. Keriilet
35. 208915 2012.10.29. | kutya/border collie Téarnok, kornyék

36. 224811 2012.09.28. | kutya/bassethound NA

37. 224867 2012.10.07. | kutya/keverék NA

38. 225269 2012.10.15. | kutya/keverék Fiizesabony, Budapest
39. 225114 2012.11.07. | kutya/keverék Mogyorod, erdd

40. T69 2011.07. |16 Telivér farm Kft.
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I1.2. Vizsgalati modszerek
I1.2.1. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

A WNV ELISA vizsgélatokat az ID Vet indirekt IgG kompetitiv ELISA kitjével
hajtottuk végre (ID Vet, Franciaorszag). A teszt kivitelezése a gyartd utasitisa szerint
tortént. A 96 lyukt mikrolemez minden celldjanak alja tisztitott WNV E fehérjével van
fedve. Ezekre mértiik rd megfeleld sorrendben ¢és az inkubéacids idOket betartva a
savomintakat és a sziikséges oldatokat. A teszt 1ényege, hogy mintadkban jelenlévé E
burokfehérje ellen termelddott ellenanyagok kotédni képesek a celldkban 1évo
virusantigénhez. Ha a savokban nem talalhatd, vagy csak kis mennyiségben vannak jelen
az antitestek, akkor a szabadon maradt antigénekhez a konjugatum — ami peroxidaz
enzimmel jelolt WNV ellenanyagot tartalmaz — kotddni tud. Az enzim szubsztratjanak
ramérése utan azoknal a savomintdkndl, amik nem, vagy csak kis mennyiségben
tartalmaztak az E fehérje ellen termelddott ellenanyagot, ott a lemez celldiban szinreakciot
tudtunk megfigyelni. Minél tobb ellenanyagot tartalmazott a savd, annal kevésbé
tapasztaltunk elszinezddést a celladkban.

Ezutan a lemezt 450 nm-es hullimhosszon Multiscan EX spektrofotométerrel
(Labsystems, Finnorszag) leolvastuk és meghataroztuk az optikai denzitds mértékét (OD),
majd az eredményeket kiértékeltiik a szintén gyartd altal megadott OD kiiszobértékekhez
mérten.

Indirekt kompetitiv ELISA vizsgalatnal tehat akkor mondhatdo egy eredmény
pozitivnak, ha kismértékii, vagy semmilyen szinreakciot nem tapasztalunk, hiszen az azt
jelenti, hogy a savé tartalmazott elegendd ellenanyagot ahhoz, hogy azok lefedjék a
virusantigéneket.

A WNV pozitiv kutyasavokon elvégeztink egy TBEV antigéneket hasznalo
kompetitiv Ig ELISA vizsgalatot is (TEST-LINE Clinical Diagnostics Ltd, Csehorszag). A
vizsgalat kivitelezése a gyartd utasitdsai szerint tortént, menete hasonlo6 a WNV ELISA-

hoz.

I1.2.2. Immunfluoreszcencia (IF)

A vizsgalt mintak koziil a legnagyobb pozitivitdst mutaté 40 savot vettiik be a
tovabbi  szerologiai modszereket  Osszehasonlitd — vizsgalatokba. Az  indirekt
immunfluoreszcencias vizsgéalatokat az Orszadgos Epidemioldgiai Kozpont (OEK)

Altalanos Virusdiagnosztikai Osztalyan hajtottuk végre.
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Az intézet BSL3-as laboratoriumaban eloallitott WNV-vel, TBEV valamint USUV
virussal fert6zott és egészséges sejtszuszpenziot tartalmazo targylemezeket -20°C-on
taroltuk felhasznalasig.

Az indirekt IF eljardsban a savokban 1év0 ellenagyagokat, az elleniik termelt
specifikus, festékkel jelolt ellenanyagok segitségével tudjuk kimutatni.

A vizsgaland6 savokbol PBS puffer hozzdadéasa utdn higitasi sort készitettliink 1:10-
tél 1:320-as higitasig, majd 10-10 pl-t pipettaztunk minden higitdsbol az adott virust
tartalmazé fixalt sejtekre. Negativ kontrollnak és WNV pozitiv kontrollnak human savot
hasznaltunk, TBEV pozitiv kontrollként egy mar kordbban bizonyitottan pozitiv mintat
hasznaltunk, mig Usutu virus ellen elézdéleg immunizalt nyulak savéit hasznaltunk.
Réamérés utan egy egész éjszakan at inkubaltuk a lemezeket 4°C-on nedves kamraban.

Masnap a mosasi folyamatot kovetden konjugatumot mértik a sejtekre. A
konjugatumok (Bethyl Laboratories, Inc, USA) fajspecifikus ellenanyag ellen termelt
ellenanyagok, amik fluoreszkald festékkel (fluorescens izotiocianat, FITC) vannak jeldlve.
Amennyiben a vizsgalt savomintdkban el6fordulnak ellenanyagok, azok specifikusan
kotddnek a virussal fertdzott sejtekhez és ezutan a konjugdtum hozza tud kotddni az
ellenanyagokhoz.

El6irt inkubécios id6 és tovabbi mosasok utdn a lemezeket lefedtiik PBS tartalmu

glicerinnel, majd fluoreszcens mikroszkoppal kiértékeltiik a mintakat.

I1.2.3 Haemagglutinacio-gatlasi proba (HAG)

A haemagglutinacio-gatlasi proba gyakori moédja az indirekt viruskimutatasnak. A
flavivirus nemzetségbe tartozd virusok a liba vordsvérsejteket képesek agglutinalni. A
fertézésen atesett vérsavoban taldlhatdo specifikus ellenanyagok meggétoljadk a virus
hatasara 1étrejovo haemagglutinaciot, igy a vorosversejtek képesek leiilepedni a mikrotiter
lemez aljara. Ha nem tartalmaz antigéneket a savd, akkor a virusantigének megkdtik a
felszinlikon a vordsvérsejteket és igy kialakul a vérsejtek kozotti halos szerkezet, ami
megvaltoztatja a vorosvérsejtek iilepedési képét homoru felszinli lemezen.

A vizsgalat egyik elokészitd 1épéseként a haemagglutinald reakcidkhoz felhasznalt
antigént el6z6leg az OEK BSL3-as biztonsagi foku laboratoriumaban virussal oltott szopds
egéragyak feldolgozasaval allitottuk eld, majd -80°C-on hiitve taroltuk felhasznalasig. Az
antigén mennyiségét titralassal hatdroztuk meg optimalis pH-n. Ez WNV ¢és TBEV
esetében 6,4 pH, Usutunal 6,2 pH-t jelent. Ezutan higitasi sort készitettliink az antigénekbdl

Takatsy lemezen, majd vordsvértesteket adtunk a celldk tartalmahoz és inkubécio utan,
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kontroll vordsvértesteket tartalmazd celldk mellett leolvastuk az eredményt és
meghatdroztuk az antigén megfelelé munkahigitasat. Az antigént ellendrzésképpen, hogy
valoban tartalmazza a 4 haemagglutinal6 egységet, masnap visszatitraltuk.

A probahoz hasznalt vért egy kisérleti célokra tartott liba szarnyvéndjabol vettiik le,
2ml alvadasgatld folyadékot (Alsever) tartalmazéd fecskenddbe, majd centrifugalassal
mostuk. A vért 1:40 higitasban fizioldgias sooldatban lehet tarolni késbbi felhasznalasra
is.

A haemagglutinacio-gatlas technikdjanak kivitelezésekor V-alakti Takatsy-féle
lemezt hasznéltunk. A nem specifikus gatlas megel6zésére minden esetben sziikséges az
aspecifikus inhibitorok eltdvolitdsa a vizsgalandd vérsavokbol, kaolin hozziadasaval.
ezutan a kezelt savokba egy-két csepp tomény libavért csepegtettiink, inkubaltuk, majd
lecentrifugaltuk a feliiliszot, ami az ellenanyagot tartalmazza, és tiszta kémcsdbe Ontottiik.

A lemez minden soraba a puffer folyadék felvitele utan az elsé sorba bemértiink a
vizsgalandé savokbol, majd kettes alapt higitasi sorokat készitettiink beldliik. Ezt kovetden
a kontroll sort kihagyva minden celldba 4 egység antigént mértiink be. Az inkubéci6 utan
bemértiik az elegyekbe a megfeleld vérmennyiséget, és vérkontroll mellett egy o6ran at allni
hagytuk a lemezeket, majd elbiraltuk az eredményt. A savo ellenanyag titerének az értéke a
savonak az a legmagasabb higitdsa, ahol még gatolja a virus altal okozott

haemagglutinaciot.

I1.2.4.: Virusneutralizacios proba

A virusneutralizacié lényege, hogy a virus nem képes fertézni a sejteket, ha a
vizsgalt savomintaban jelen vannak a semlegesit6 ellenanyagok.

A teszt soran a 96 lyuku lemez rekeszeibe a tapfolyadékot mértiik, majd a
vizsgalandd savokbol kettes alapti higitasi sort hoztunk létre. Ezekre egységesen 100
TCIDsy (Tissue Culture Infective Dose 50, a beoltott szdvettenyészetek 50%-at fert6zo
dozis) virusszupenziot pipettaztunk és inkubaltuk a mintdkat. A lemez virus kontroll részén
a virus visszatitralasdhoz tizszeres higitasi sort készitettiink. A kovetkezd 1épésben a Vero
sejteket pipettaztunk a lemezre, majd 3-5 nap inkubécié utan mikroszkop alatt biraltuk az
egyes higitasoknal a virusok altal okozott sejtkarosito hatasokat (cytopathic effect, CPE).

A savonak az a legnagyobb higitasa, ahol még képes neutralizalni a virus hatdsat, adja a

neutralizacios titerét.
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III. EREDMENYEK

A Magyarorszagon is egyre nagyobb jelentdségli nyugat-nilusi fertézések

legpontosabb indirekt diagnosztikai mddszerének megtalalasahoz négy szerologiai eljarast

vetettiink Ossze. A vizsgalatba Osszesen 462 vérsavot vontunk be, melyek 2011 és 2013

kozott az orszag kiilonbozo pontjairdl érkeztek.

Els6 korben a legelterjedtebben hasznalt kompetitiv IgG ELISA Kkittel néztiikk meg

a mintakat, amellyel a WNV E burok antigénje ellen kerestiink a savokban ellenanyagot. A

mintak vizsgalatanak 0sszesitd eredményét a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: IgG ELISA-val vizsgalt savok szama

Vizsgalt mintaszdm | Pozitiv mintaszdm | %-o0s pozitivitdsi arany

galamb 171 33 19,3

kékvércse 141 35 24,8

tuzok 27 14 51,8

héja 5 0 0

parlagi sas 1 1 100

16 25 5 20

kutya 92 32 34,8

oOsszesen 462 120 26

A gyartd altal meghatarozott validitasi értékek alapjan valamennyi elvégzett
vizsgalat validnak volt tekinthetd.

A 2011-ben végzett vizsgalatban 51 galamb, 141 kékvércse, 27 tizok, 5 héja, egy
parlagi sas és 18 16 mintdja szerepelt (243 minta). Ezek kozil 72 minta bizonyult
pozitivnak. A 35 pozitiv, a vizsgalat szerint WNV fertdzésen atesett kékvércse mindegyike
Kardoskutrol szarmazott. A madarak koziil a tobbi pozitiv eredményt 19 dévavanyai,
korosladanyi és kardoskuti galamb, 14 tizok valamint a szintén Korosladanybol szdrmazé
parlagi sas mintdja adta. Ezek koziil az egyik korosladanyi galamb idegrendszeri tiineteket
is mutatott. A h¢jak koziil mindegyikiik negativ eredményt mutatott. A vizsgalt lovak
koziil két allatnal kaptunk pozitiv eredményt.

2012-ben Osszesen 41 savo szerepelt a vizsgalatokban: 38 galamb, valamint 3 16. A
madarak koziil csupan 1 pozitiv és 3 kétesnek értékelhetd eredményt kaptunk, amiknek
vizsgalatat ezért kés6bb megismételtiilk. Akkor negativ eredményeket kaptunk. Egy 16
mintaja lett pozitiv. A pozitiv galamb mintaja az Ocsai Madéarvartabol szarmazott, ott-
jartunkkor az 4allatndl semmilyen tiinetet nem tapasztaltunk. A kétes allatok mintai

Dévavanyarol szarmaztak, a 16 vérét Ullérél hoztuk.
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A kovetkezd vizsgalatokat 2013-ban végeztilk 82 galamb és 4 16 bevonésaval.
Pozitiv eredményt tapasztaltunk 13 galamb és egy 16 esetében. A galambok Csepelrdl,
valamint Kérosladanybol, a 16 mintaja pedig Ull6rd] szarmazott.

Ebben az évben keriilt sorra 92 db kutyasavo vizsgalata is (1. abra), amelyek
vizsgalata soran 32 bizonyult pozitivnak. A kutydk az orszag szamos pontjarol, 2012

Juniusa és novembere kozt keriiltek be a Szent Istvan Egyetem Kisallat klinikajara.
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1. abra: kutyasavok ELISA vizsgalata

Azoknal a kutyaknal, ahol pozitiv eredményt tapasztaltunk, kivancsiak voltunk a
kutyak ¢élohely koriilményeire is, hiszen fontos Ilehet az ismerete annak, hogy
taldlkozhattak-e a vizsgalt virusok vektorainak valamelyikével. A gazdaktol kapott
informéciok alapjdn mindegyik kutya jart mar élete sordn varoson kivili zold
kornyezetben, igy lehetséges, hogy valahol kullancscsipés érte 6ket. Tehat nem zarhato ki
csak ezen az egy teszt alapjan, hogy nem kullancsencephalitis virusfertézésen estek at
valamikor korabban. 7 allatnal kullancscsipésrdl is beszamoltak az elmult idészakban.
Tovébbi 5 allatnal babesiosit diagnosztizaltak az allatorvosok. Egy allat Horvatorszagban
is jart gazddjaval. Harom allat esetében tudtuk meg biztosan, hogy rendszeresen jar
vizpartra, ezért nagyobb az esélye hogy szunyogcsipés érte 6ket. Kilenc esetben szerepelt a
kortorténetben 1az, vagy héemelkedés. Két allattal kapcsolatban irtak le idegrendszeri
tiineteket, de egyikiiket fejtrauma érte, igy nem zarhatdé ki, hogy az onnan szerzett
sebesiilések a kivalto okai az elvaltozasnak. A masik ebnél izomrangasokat regisztraltak.

Tekintve a nagyszamu pozitiv eredményt és a kutydk korel6zményében leirtakat, a
TBE virussal vald keresztreakcio kizarasara elvégeztiink egy TBEV ELISA vizsgalatot is.

Az igy elvégzett teszt szerint valamennyi, a tovabbi vizsgalatokban résztvevo kutya

negativnak mondhat6 TBE virusra nézve az ELISA vizsgalat alapjan.
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Tekintve a nagyaranyu szeropozitivitdst és mivel a Flavivirus nemzetségen beliil
gyakoriak a szerologiai vizsgalatoknal megfigyelt keresztreakciok, kivancsiak voltunk,
hogy mennyire specifikusak a kapott eredmények. Ezért tovabbi vizsgalatokat végeztiink,
Osszehasonlitva az ELISA modszert masik harom szeroldgiai teszttel.

A vizsgalatok kovetkezO részében az ELISA altal pozitivnak itélt mintdk koziil
valasztottuk ki a nagyobb OD arannyal rendelkezoket, illetve az 0Osszehasonlitd
vizsgélatokba kontroll mintdk céljara korabbi évek soran madar pozitivnak bizonyult
allatoktol valé mintakat is felhasznaltunk. Igy a vizsgalatokba 2 kékvércse, egy galamb, 22
kutya, 12 16, valamint 2 fehér golya és egy karvaly mintait vettiik bele, 6sszesen tehat 40
mintan végeztiik el a masik harom szeroldgiai diagnosztikai probat is.

Az immunfluorescencias (IF) vizsgalatnal azt szerettiik volna megtudni, hogy az
el6z6 eredmények specifikusnak mondhatdak-e nyugat-nilusi virusra, ezért a masik két
Magyarorszagon el6forduld flavivirus, az Usutu virus €s a kullancsencephalitis virus
antigénjeit tartalmazé lemezeket is hasznaltunk.

Az IF vizsgélatnal a lemezekre kettes alapu higitast savokat csepegtettiink, majd a
hozzajuk kotott ellenanyag ellen termelt, festékkel jelolt specifikus ellenanyag segitségével
fluoreszcencids mikroszkop segitségével elbiraltuk az eredményt. Az 2. dbran egy WNV

ellen pozitivnak bizonyult savominta fluoreszcens képe lathato.

2. abra: WNYV pozitiv minta immunfluorescencias képe

Mind a harom virus elleni proba eredményeire igaz, hogy a vizsgalt savok
gyengébb mértékben jeleztek pozitivitast, mind az ELISA probanal. WNV ellenében a
titerértékek 1:10 és 1:320 kozott mozogtak, TBEV ellenében 1:10 és 1:320, USUV

ellenében pedig 1:10 és 1:80 kozott. Mivel a felhasznélt savok mindegyik virus elleni
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vizsgalatnal pozitivitast jeleztek, nagyon erds keresztreakciorol beszélhetiink. WNV
ellenanyagokra vizsgdlva 8 minta esetében, TBEV ellen 19 esetben, USUV ellen 13
esetben tapasztaltunk keresztreakciot. A vizsgalt savok titerértékeit a 3. dbra szemlélteti.

Szeroldgiai keresztreakciok tisztazasara irdnyuld vizsgdlatokndl az az elfogadott
elv, hogy akkor tekinthetd az adott virussal szemben specifikusnak a reakcid, ha legalabb 2
higitassal magasabb (négyszeres) ellenanyag-titer eredményt mutat a specifikus antigénnel
szemben a savo, mint a tobbi vizsgalt, rokon antigénnel. Ez az IF probaknal WNV ¢és
TBEV 0sszevetésében 15 mintara volt igaz. Ez allatfajokra ¢és titer kiillonbségekre lebontva
5 higitasnyi titer eltérést jelentett a két golya esetében. A karvaly savoja 4 higitdsnyi
eltéréssel volt WNV pozitiv. Egy 16¢€, €s két kutyaé 3 higitasnyi titer kiilonbséget mutatott.
A 16 Budapest kornyékérél szarmazik, valamint az egyik kutya is Budapesten élt. 2
higitasnyi titer kiilonbséget 9 esetben észleltiink 3 kutya és 6 16 esetében. A kutyasavok
Galgamacsarol és Fiizesabonybdl szarmaztak. A lovakat Budapest kornyékén tartottak.

A mintak koziil csupan nyolcnal észleltiink csak egy higitasnyi titer eltérést WNV
iranyaba, illetve 16 esetben nem volt kiilonbség a két virus antigénre adott reakcidja kozt.
Egy német dog egy higitas titer eltéréssel pedig kullancsencephalitisre bizonyult
pozitivnak.

WNV ¢és USUV o6sszevetésében 13 esetben tapasztaltunk egyértelmi WNV-re adott
pozitiv valaszreakciot, azaz minimum két higitasnyi titer eltérést. A két golya jelen esetben
is 5 higitasnyi eltérést mutatott, a karvaly itt is négyet, emellett szintén 4 higitasnyi titer
eltérés volt egy kutyanal is. Két higitasnyi titer kiilonbséget talaltunk 9 allat savojanal: 3
lorol és 6 kutyarol van szo, és egyik esetben az Usutu virus ellen taldltunk nagyobb
mértéki ellenanyag szintet. Csupan egy higitasnyi titer kiilonbséget adott 14 minta, ezek
koziil 2 16 és 2 kutya az Usutu virus ellen mutatott pozitivabb eltérést. A lovak Budapest
kornyékerdl, a kutyak egyike Mogyorddrol szarmazik. Nem volt titerbeli kiilonbség 13
mintanal, tehat ezeknél nem lehetett ez alapjan a vizsgalat alapjan megallapitani, hogy

melyik virussal fertézddtek kordbban.
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4. abra: Usutu és TBEV pozitiv minta fluorescens mikroszképos képe

Osszesen az volt megfigyelhetd, hogy az WNV pozitiv eredményeknél mind a
TBEV, mind az Usutu virussal végzett §sszehasonlitd vizsgalatoknal mindossze 10 savonal
lehetett egyértelmiien meghatarozni, hogy WNV fertézésen eshettek at. Ezek két golya,
egy karvaly, 3 16 és 4 kutya savomintai voltak, ami a 40 vizsgalati minta szdmat tekintve
25%-o0s pozitivitdsnak mondhaté eredmény az ELISA-val vald pozitivitdshoz viszonyitva.
A pozitiv eredmények képét a 4. dbra szemlélteti.

A harmadik altalunk vizsgalt szerologiai modszer a haemagglutinacio-gatlasi
proba (HAG). Ebben az esetben pozitivnak tekinthetd egy eredmény, ha a savéban van
elég ellenanyag, ami gatolja a virus haemagglutinalé tulajdonsagat, igy a cellak aljara le
tudnak iilepedni a vorosvértestek. Az 5. dbran a vizsgalatok egy részének eredménye
lathato. Ennél a probanal is szamos esetben figyelhettink meg keresztreakciokat
mindharom virus elleni ellenanyagokra valé vizsgalatkor. A HAG probanal is akkor
mondhat6 egyértelmiien, hogy a vizsgalt WNV ellen termelddtek az ellenanyagok, ha az
ellenanyag szintek kozt legalabb 2 higitasnyi titer a kiillonbség.

Ilyen esetet WNV ¢és TBEV 0sszehasonlitasaban 35 mintdnal figyeltiink meg.

Hat higitasnyi titer ellenanyagszint kiilonbség volt 3 kutyanal (a mar korabban is emlitett
fiizesabonyi és galgamacsainal). 5 higitasnyi eltérést mértiink 4 esetben, szintén kutyaknal.
4 higitasnyi titer kiilonbség volt a karvalynél, egy kékvércsénél, a két golyanal, 3 16nal
valamint 10 kutyanal. 3 higitasnyi titer eltérés volt 7 esetben: egy galambnal, 4 16nal és két
kutyanéal. Két higitasnyi titer eltérést tapasztaltunk tovabba 4 savondl, amik egy
kékvércséhez, egy 16hoz és két kutyahoz tartoztak. Ezen kiviil 5 savonal észleltiink csupan

egy higitasnyi titer eltérést.
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5. abra: Haemagglutinacié gatlasi proba eredménye WNV antigének ellen (70/11 9. és T66-o0s
mintak lovaktél, mig a 225272, 220815, és a 224522 mintak kutyaktol szarmaztak)

A HAG probaval WNV-re pozitiv savok kozt Usutu virus ellenében egyértelmii
pozitivitasrol 18 esetben szamolhatunk be. Négy higitasnyi titer kiilonbséget talaltunk két
savonal. A mintdk egy golyatdl és egy kutyatdl szarmaztak. Harom higitasnyi volt a
kiilonbség 7 esetben: 2 galambnal valamint 5 kutyanal. Két higitasnyi titer eltérést
figyeltiink meg 9 savo esetében. Ezek egy karvaly, egy kékvércse, egy galamb egy 16 és 5
kutya voltak. 12 esetben volt csak egy higitasnyi titer az eltérés, 10 mintdnal nem talaltunk
titerbeli kiilonbséget. 2 kutyanal egy higitasnyi titerrel Usutu virus ellen talaltunk tobb
ellenanyagot a savojukban.

Jelen probanal a masik két flavivirushoz képest WNV elleni egyértelmii pozitivitast
18 minta esetében irtunk le, ez 45%-os eredmény az ELISA-hoz viszonyitva. Az
eredmények Osszesitd grafikonjat a 6. dbra szemlélteti.

A negyedik, a virusneutralizacios proba soran a savomintdk neutralizacios
titerértékét mértiikk kettesalapti higitdsban, a virus sejtekre gyakorolt karositdé hatasanak
tekintetében.

A vizsgalatban WNV és USUV elleni neutralizalé ellenanyagok jelenlétét
vizsgaltuk. TBEV esetében azért nem tudtuk elvégezni a virusneutralizacios probakat, mert
a laboratériumban hasznalt Vero sejtvonalakon nem mutat sejtkarositd hatdst az intézetben
rutinszerlien hasznalt virustorzs. A probak soran az el6z6 harom modszerhez képest
kevesebb savonal talaltunk pozitiv eredményt. WNV ellenében pozitivnak tekinthetd
mintak kozott a titerértékek 1:20 és 1:1280 kdzott mozogtak, USUV ellenében pedig 1:20
¢és 1:320 kozott. Nyugat-nilusi virus ellen termelddott ellenanyagokat dsszesen 25 mintanal
tudtunk kimutatni. Azonban az eredményeket Osszehasonlitva az Usutu virus elleni

vizsgalatokkal Osszesen 19 allat mintaja volt WNV-ra pozitivnak tekinthetd az észlelt
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(legalabb két higitasnyi titer) ellenanyagszint kiilonbségek miatt (3 madar, 3 16 és 13 kutya
mintdi). Az Usutu virus ellen végzett vizsgalatok soran Osszesen 8 mintandl tudtunk
kimutatni ellenanyagokat, 2 kutya esetében az eredményeket Osszehasonlitva a WNV
virusneutralizacios eredményekkel Usutu virus elleni ellenanyagokat sikeriilt kimutatni
1:40 ¢és 1:80 titerértekekkel, mig egy esetben nem specifikus reakciot tapasztaltunk. Egy
fehér gélya mintajat nem tudtuk bevonni a virusneutralizdcids vizsgélatokba elégtelen
mennyiségli savo miatt. Keresztreakciot joval kisebb szamban figyeltink meg a

virusneutralizacids vizsgélatok soran.

25



IF vizsgalatok 0sszesitd eredmeénye
340

320
300
280
260
240
220
200

180
160 m KE titerérték

m WN titerérték

Titerértékek

140 = USUTU titerérték

120
100
80
60
40
20

0 — T T II jll T T T T T T T 1
1 2198 4 6 9 326382425285 7 37162735311522132129333436112023394010121417183032
Mintak sorszamai

3.abra: Az abran az 6sszehasonlité vizsgalatokba bevont 40 savo ellenanyagszint értékeit tiintettiik fel a 3 virussal végzett vizsgalatok
alapjan. Legalabb 2 higitasnyi titereltérés kiilonbséget kaptunk az 1., 2., 3., 9., 16., 19.,24., 31., 37., és a 38. sorszamu savomintaknal
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6.4bra: Az abran az Osszehasonlitd vizsgalatokba bevont 40 savé ellenanyagszint értékeit tiintettiik fel a 3 virussal végzett vizsgalatok alapjan.
Legalabb 2 higitasnyi titereltérés ellenanyagszint kiillonbséget diagnosztizaltunk az 1., 2., 8., 9., 13., 14. 15, 16, 17,
18.,19.,21.,22.,25.,26.,27.,és a 29.. sorszamu mintak esetében
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IV. MEGBESZELES

A nyugat-nilusi virus egyre szélesebb korben terjed el Europa szerte. Hazankban a
virus jelenléte ma mar endémidsnak mondhatd, hiszen a kettes genetikai vonal 2004-es
felbukkanéasa 6ta minden évben regisztralnak megbetegedéseket (Bakonyi et al., 2013).
Sulyosabb tlineteket és elhullast féleg madarakban és lovakban észleltek. A betegségnek,
1évén zoonozis, jelentds kozegészségiigyi kockazata van. Az European Centre for Disease
Prevention and Control jelentése szerint 2014 oktober kozepéig 11 human WNV-hez
kothetd megbetegedést jelentettek az orszag kozeépso és dél-keleti régioibol.

A fert6zéshez tarsuld rovid virémids szakasz miatt gyakran csak kézvetetten lehet
bebizonyitani, hogy egy allat vagy ember atesett a fertdzésen, tehat szerodiagnosztikai
modszerek hasznélata sziikséges (Hayes et al., 2005).

Magyarorszagon a WNV mellett masik két, a flavivirus nemzetségbe sorolt virus, a
kullancsencephalitis virus és az Usutu virus is jelen van, ami a diagnosztikai vizsgalatok
soran nehézségeket okoz, mivel a flavivirusok kozott nagyaranya keresztreakciok
figyelhetdek meg.

Annak kideritésére, hogy a jelenleg hasznalt ellenanyag-detektalasi modok koziil
melyik a legspecifikusabb a nyugat-nilusi virusra nézve, a kutatdsunk sordn négy
diagnosztikai modszert hasonlitottunk Ossze. Ezek a legismertebb és leggyakrabban
hasznalt kompetitiv IgG ELISA, az indirekt immunfluoreszcencias eljardas a
haemagglutinacio-gatlasi és virusneutralizaciés probak voltak. Az elsé harom modszer
viszonylag egyszerli, és a vizsgalatok gyorsan kivitelezhetdk, illetve a konkrét vizsgélati
szakaszban mar nem igényelnek BSL3 biztonsagi szintli laboratériumot, valamint az
ELISA kit kereskedelmi forgalomban is kaphato.

A WNV szerologiai felmérd vizsgélataink céljara kortani vizsgalatok nélkiil
kivalasztott mintakat hasznaltunk fel, Osszesen 462-t, melyek az orszag kiilonb6z6
pontjairdl érkeztek és mdas-mas dallatfajokbol szarmaztak. Az allatok kozt szerepelt 6
vadmadarfaj, valamint lovak és kutyak.

Legalabb 2 higitasnyi titer ellenanyagszint kiilonbség kell ahhoz, hogy
egyértelmiien meg lehessen allapitani, hogy valdban az adott virus ellen termelddtek a
kimutatott ellenanyagok. Az 0Osszehasonlitdo vizsgélatainkba bevont 40 savominta

eredményei arra utalnak, hogy a négy vizsgalat soran az egyes virusok kozott csak kis



aranyban  tapasztaltunk egyértelmli, 2  higitdsnyi titer kitevénél nagyobb
eredménykiilonbséget.

Az indirekt immunfluoreszcencids tesztnél a savokban megtalalhat ellenanyagokat
az elleniik termelt specifikus, festékkel megjelolt ellenanyagok segitségével tudjuk
kimutatni. Osszesen a vizsgalt 40 ELISA pozitiv savo koziil csak 10-rél lehetett
egyértelmiien megdallapitani, hogy WNV fert6z¢és ellen termelt ellenanyagok talalhatoak
benniik, nem pedig TBEV-vel vagy USUV-val fertézddtek elézetesen az allatok, tehat
gyakran észleltiink keresztreakciot. A pozitiv mintdk kdzt harom madar, harom 16 és négy
kutya mintaja szerepelt.

A haemagglutinacio-gatlasi probanal a szintén 40 ELISA pozitiv savé koziil 18
mintardl allapitottuk meg, hogy bennik WNV ellen termelddtek ellenanyagok, ezek 6
madar, 2 16 és 10 kutya mintai voltak. Itt is a két higitasnyi titer eltérést mutatd savok
voltak nagyobb szamban, ami a hatarértéknek tekinthetd, tehat a probak bizonytalansagat
¢s a keresztreakciok meglétét tételezi fél. A vizsgalt mintak tobb mint a felénél nem volt
egyértelmii az eredmény, azaz hogy melyik virus ellen termelddhettek korabban az
ellenanyagok.

A virusneutralizacids proba az el6z6 vizsgalatokhoz képest idéigényesebb és BSL-
3 biztonsagi laboratérium sziikséges az elvégzéséhez, viszont a vizsgalataink soran
pontosabb eredményeket kaptunk ezzel a moédszerrel. Kevesebb aspecifikus reakciot €s
keresztreakciot figyeltink meg, hiszen 19 mintanal jegyeztink egyértelmii WNV
pozitivitast és keresztreakciot csak 4 esetben lattunk. A modszerek eredményeit Osszevetve
csak 3 savo (7,5%), egy madar és két kutya mintaja lett mind a négy vizsgalat soran
egyértelmiien WNV pozitiv.

Osszességében elmondhatd, hogy az ELISA eredményekhez képest az IF és HAG
probaknal joval kevesebb esetben kaptunk olyan eredményt, ami azt igazolna, hogy az
allatok valoban nyugat-nilusi virusfertdzésen estek at. A vizsgalatok soran szinte minden
esetben tapasztaltunk keresztreakciot is, vagyis mind nyugat-nilusi-, mind
kullancsencephalitis-, és Usutu virus ellen is mutattak a mintadk ellenanyagszintet eltérd
mértékben. Gyakoribb keresztreakcidt figyeltiink meg WNV ¢és Usutu virusok kozott. A
virusneutralizécios vizsgalatok soran az el6bbi 3 mddszerhez viszonyitva sokkal kevesebb
esetben tapasztaltunk keresztreakciot, ami ennek a modszernek a megbizhat6sagat igazolja.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a fent emlitett moddszerek koziil az
egyszerisége €és gyorsasaga miatt leggyakrabban hasznalt ELISA vizsgalat elsdsorban

nagyobb szamu minta felmérésére, sziirésére alkalmas. A pozitivnak itélt mintakat
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neutralizacids probaval is meg kell vizsgalni az eredmények hitelesitése, a keresztreakciok
kizéarasa céljabol. Az IF és HAG probék hatranya, hogy gyakran mutatnak keresztreakciot
a vizsgalt flavivirusok esetében. Ugyan a virusneutralizaciés mddszer kivitelezése specialis
laboratoriumot igényel valamint minimum 5 nap sziikséges a diagnozis felallitdsdhoz
mégis ez a vizsgalat adja a legbiztosabb eredményt a nyugat-nilusi virus szeroldgiai
diagnosztizalasa soran. A vizsgalatok soran nagyszdmu kutya savo vizsgélatakor talaltunk
jelentds titeremelkedést. Ezek alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a kutyaknak lehet-e szerepe
a WNV fenntartasaban, vagy akar az embereket érinté megbetegedések elérejelzésében.

Eurdpaban mar hasznalnak allatokat a virusok terjedésének megfigyelésére és az
emberi megbetegedések indikatoraként. Olaszorszagban példaul egy atfogd program
keretén beliil, ami a vektorok altal kozvetitett virusok terjedésének tutjat hivatott
megfigyelni, 2001 ota tyukokat (G.n. sentinel allatokat) vizsgalnak olyan teriiletek
hataraban, ahol korabban felbukkantak vagy kimutattak flavivirusokat. Rendszeresen
vesznek vérmintat az allatoktol, ¢és indirekt ELISA-val, illetve plakk-redukcios
neutralizacios probaval vizsgaljak az esetleges antitestek szintjét TBEV, WNV és USUV
ellen. Ennek segitségével eldrejelzést lehet kapni arrdl, hogy milyen ardnyban varhatéak az
adott virusok altal okozott, embereket érinté megbetegedések az adott régiokban (Lelli et
al., 2008).

Sziciliaban is késziilt egy retrospektiv felmérés 2009. januar és 2010 szeptembere
kozott annak felderitésére, hogy vajon mar korabban is jelen volt-e a szigeten a virus
(mivel az ezt megel6z6 iddszakban klinikai tiineteket mutato helyi lovakat talaltak), illetve
bejutott-e a varosi teriiletekre is, veszélyeztetve az ott ¢l6 embereket. 182 kutyakbodl vett
vérmintat dolgoztak {6l szerologiai diagnosztikai modszerrel, virus neutralizacios probaval.
11 kutyat talaltak pozitivnak, 1:10-1:80 titerrel (Purpari ef al., 2012).

A kutyak nyugat-nilusi virusfertdzésre valo fogékonysagat alatdmasztja egy korabbi
dél-afrikai tanulmany is (Blackbburn et al., 1989), ahol 377 kutyasavot vetettek ald
szerologiai vizsgélatoknak, és 37%-ban WNV pozitivitast talaltak. Ez az eset is ol tiikrozi,
hogy bar a kutydk a virus jarvanytani ciklusdban alkalmi gazdaknak tekinthetdk,
mindenképpen érdemes figyelembe venni a kutyak esetleges indikator szerepét a virus
megjelenésében és az emberi megbetegedések eldre jelzéséhez.

A vizsgélatainkba bevont kutyak mintdinal a kérelézményben csak néhany esetben
szerepel a laz, kititésiik, és egyértelmiien a fert6zés miatt kialakult idegrendszeri tiinetiik
nem volt ezeknek az allatoknak. Kutyak gazdainal és csaladtagjaiknal sem tapasztaltak

semmilyen tiineteket. K6zép-Eurdpa egyes orszagaiban, kozottik Magyarorszagon is a
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kullancsencephalitis virus a legrégebb ota ismert és a leginkabb elterjedt flavivirus.
Emberek korében a TBE-elleni szeropozitivitds aranyat tovabb ndveli az, hogy szamos
orszagban atfogd vakcinazasi programot inditottak, vagy ajanlottak, mint példaul
Ausztriaban, ahol a program végére a lakossag 88%-a kapott oltast. A kornyezd
orszagokban tortént felmérések alapjan 2003 és 2007 kozott tobb human megbetegedést
regisztraltak Csehorszagban (666 az 5 éves atlag), Szlovénidban (261/év az 5 év alatt),
Szlovéakiaban (66), Horvatorszagban (27) mig Magyarorszdgon az 5 ¢év alatt a
szeropozitivitasi arany 1 f6 a 200000-bdl (Siiss et al., 2008).

Csehorszagban  végeztek  felméré  vizsgalatot  kutydk  korében s
kullancsencephalitisel valo korabbi fert6zodés megitélésére. Savomintakat vizsgaltak Brno
kornyékérdl, Morvaorszag és Bohémia teriileteirdl haemagglutinacio-gatlasi probaval
WNV ¢és TBE ellen. Az 5 pozitiv allat kdziil haromnal klinikai tiinetek, encephalitis vagy
meningoencephalitis is jelentkeztek. Egyik kutyanadl a proba WNV-re is magas
eredményeket adott, de valoszintisithetéen keresztreakciorol volt sz6 (Klimes et al., 2001).

Atgondolva azt, hogy a vizsgalt kutydk egyharmadanal WNV elleni ellenanyagot
mutattunk ki a vizsgdlataink soran, valamint néhanynal a titerérték kiilonbségek arra
utaltak, hogy tiinetmentes virusfert6zésen estek at, figyelembe kell venni, hogy a kutyak
indikatorai lehetnek a virusfertozések terjedésének, vagy az emberi megbetegedések

veszélyforrasainak felméréséhez.
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V. OSSZEFOGLALAS

Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségébe szamos koz- és allategészségligyi
jelentdségli virus tartozik. Ezek koziill Magyarorszagon a nyugat-nilusi virus (West Nile
virus, WNV), a kullancsencephalitis virus (Tick-borne encephalitis virus, TBEV) és az
Usutu virus (USUV) el6forduldsa ismert. A flavivirusoknak kozos felszini antigénjeik
vannak, és emiatt egyes szerologiai diagnosztikai probak soran keresztreakciok figyelhetok
meg a rokon flavivirusok kozott, melyek megnehezitik az adott virus pontos
beazonositasat.

Jelen kutatas soran 2011 és 2013 kozott, Magyarorszag kiilonbozé teriileteirdl
gyljtott savomintdk  Osszehasonlitd — vizsgdlatat végeztik el ELISA, indirekt
immunfluoreszcencia (IF), haemaggulutidcio-gatlasi proba (HAG) és virusneutralizacios
(VN) eljarasokkal, azzal a szandékkal, hogy megtalaljuk a nyugat-nilusi virusfertézés
diagnosztizalasara legbiztosabban hasznalhatd szeroldgiai modszert. Osszesen 462 savo
mintat vizsgaltunk meg WNV kompetititv IgG ELISA-val, amelyek koziil 120 bizonyult
pozitivnak: 83 madar, 5 16 valamint 32 kutya mintaja. Az 6sszehasonlito vizsgalatokba 40,
WNYV ELISA-val pozitivnak talalt savot vontunk be (6 madér, 12 16 és 22 kutya mintdja).
Ezeket IF és HAG modszerrel mindharom virus antigénjeivel, VN modszerrel WNV és
Usutu virus antigénekkel is megvizsgaltunk. IF modszerrel 10, HAG eljarassal 18, mig VN
alkalmazasaval 19 mintat taldltunk WNV pozitivhak. Az eredmények tiikrében
elmondhatjuk, hogy bar az ELISA, IF, ¢s HAG modszerek kivitelezése egyszeriibb és
gyorsabb, mint a VN proba, ezek a szeroldgiai vizsgalatok a keresztreakciok miatt csak
elézetes felmérésre alkalmasak. A pozitiv eredmények igazolasara el kell végezni a VN
vizsgélatokat is. A megvizsgalt kutydk egyharmadabol flavivirus-elleni ellenanyagokat
mutattunk ki. Ezek koziil néhanynal a titerérték eltérések arra utalnak, hogy tiinetmentes
nyugat-nilusi virusfertdzésen estek at. Ezért a kutyak indikatorok lehetnek a WNV

el6fordulasanak és az emberi fert6zddés veszélyének felméréséhez.
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VI. SUMMARY

Several important human and animal pathogen viruses belong to the family of
Flaviviridae, genus Flavivirus. Three of them have been detected in Hungary: the West
Nile virus (WNYV), the Tick-borne encephalitis virus (TBEV) and the Usutu virus (USUV).
Since flaviviruses have common surface antigens, cross-reactions can be observed during
certain serological diagnostic tests, making the exact identification of these viruses
difficult.

In this study serum samples were collected in different regions of Hungary between 2011
and 2013. We have conducted serological comparative survey using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), indirect immunofluorescence (IF), haemagglutination
inhibition (HI) and virus neutralisation (VN) to find the most appropriate test for WNV
sero-diagnosis. By competitive IgG WNV ELISA from 462 samples, 120 proved to be
positive against WNV: 83 birds, 5 horses and 32 dogs. For further comparative
investigations we have chosen 40 samples which were found positive WNV antibodies in
ELISA (6 bird, 12 horse and 22 dog samples), and we have tested their reactivity to all
three virus antigens with HI and IF assays, and to WNV and Usutu virus antigens with VN.
Using IF assay, 10 samples were found positive, whereas 18 samples were proven positive
using HI assay and 19 using VN.

The results of this comparative study indicate that although ELISA, IF and HI assays are
faster and simpler methods than the VN, their specificity is rather low, therefore positive
results must be validated by VN test.

We have found antibodies against flaviviruses in one third of the tested dog samples. Some
of the samples showed at least fourfold higher titres against WNV than against TBEV and
USUYV; which indicate that these dogs were infected with WNV without any clinical signs.
Therefore dogs may be used as indicators to survey the presence of WNV and to assess the

risk of human exposure.
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