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1. A MUNKA ELOZMENYEI ES A KITUZOTT CELOK

A Flaviviridae csaladba tartozé kullancsencefalitisz virus (KEV) altal okozott zoonézis a
leggyakoribb virus okozta, és kullancsok altal terjesztett betegség Kézép-Eurépaban. A kérokozé
eurazsiai elterjedési, Franciaorszag keleti hataratél a Japan szigetekig széles savban el6fordul.
Elterjedési terlletén nem egyenletes gyakorisaggal okoz megbetegedéseket. Olyan régidkban, un.
természeti gécokban a leggyakoribb, ahol az atvitel szempontjabdl kedvezd feltételek adottak, azaz
nagy szamban fordul el a virust fenntartani és terjeszteni képes kullancs, valamint a kullancsok

szamara alkalmas gazdaként, a virus szamara pedig rezervoarként szolgalé allatfajok.

A virus egyik fontos vektora a Magyarorszagon is gyakori kozdnséges kullancs (Ixodes
ricinus). A fert6zés jellemzéen a kullancs vérszivasa soran torténik, de a KEV heveny fert6zés
allapotaban 1év6é kér6dzé nyersen fogyasztott tejével is terjedhet. Magyarorszagon a virus f6
rezervoarja a sarganyaku erdeiegér (Apodemus flavicollis) és a vordoshatu erdeipocok (Myodes
glareolus).

Emberben a klinikai tlinetek lazzal, fejfajassal, elesettséggel jarnak, az idegrendszeri
gyulladas altalaban jéindulatdan zajlik le. A fert6zétteknek csak nagyjabdl 10-25%-anal alakul ki
betegség, kozulik koérhazi ellatasra csak azok szorulnak, akiknél az idegrendszeri tiinetek is

kialakulnak. Az esetek kis hanyada, 1-2%-a végzddik tartds bénulassal vagy halallal.

A kullancsencefalitisz (KE) Eurépa 27 és Azsia 6 orszagaban endémias. A regisztralt
klinikai megbetegedések gyakorisaga 1990 és 2009 kozott, 19 allam, koztik Oroszorszag
Osszesitett adatai alapjan, évi 5352 és 12 733 (] eset kdzott alakult. A betegség Magyarorszagon
1972 6ta bejelentésre kotelezett, kezdetben ,encephalitis infectiosa”-ként regisztraltak, 2001-t6l
pedig 6nallé6 korképként tartjak nyilvan. A hazai fert6z&beteg-jelenté rendszer adatai alapjan a
bejelentett és igazolt megbetegedések szama az 1985-1996 kozotti évi atlag 262 esetrdl az 1997-
2008 kozotti idészakban — hirtelen valtassal — évi atlag 68 esetre csokkent.

A KE-t az utébbi években Eurdpa-szerte intenziven kutatjdk az endémias teriileteken. A
dokumentalt esetek epidemioldgiai elemzésének, valamint a virusatvitelt és a fert6zddési
kockazatot befolyasold tényezék vizsgalatanak egyarant széles az irodalma. A kutatasoknak Uj
lendiiletet adott az a felfedezés, hogy a vektor elterjedési terllete az utébbi évtizedekben béviilt, és
a korabban nem ismert él6helyein vele egyitt megjelent vagy megjelenhet a virus is. A kdzénséges
kullancs elterjedésében tapasztalt valtozasok, valamint a megnovekedett fert6zési kockazat

Osszeflgghet bizonyos tarsadalmi-szocidlis valtozasokkal, valamint a klimavaltozassal is.

A hazankban 1952 és 1981 kozott, Molnar Erzsébet iranyitasaval zajlott KE géc-kutatas
eredményeként 60 kulonbdzd virustorzset sikerdlt izolalni (taplalékkeresé kullancs nimfakbal,

kiseml6s rezervoarokbol, valamint elhunyt személybdl egyarant). A vizsgalt kullancsok kozott a



virushordozdk aranya 0,5%o volt. Ennek a munkanak az6ta nem volt folytatdasa Magyarorszagon.

Sem Uj virusizolatummal nem rendelkeziink, sem a virus kullancsokban megfigyelhetd el6fordulasi

gyakorisagarol nincsenek Uj adataink. A rutin adatgy(jtés révén rendelkezésre allé megbetegedési

adatok mélyebb elemzésére a ’'90-es évek vége ota csupan egy-egy tej kdzvetitette KE jarvany

kapcsan kerdlt sor.

A KE részletesebb hazai vizsgalata a fentiek ismeretében indokolt. Vizsgalatunk alapja egy

féldrajzilag pontosan azonositott virusgdéc, ahonnan 2007-ben egy kecsketej kozvetitette KE

jarvany indult ki. E természetes goc 4 éven keresztul tarto felmérd vizsgalata soran célkitiizéseink

az alabbiak voltak:

a)

b)

c)

d)
f)

A géctertileten el6forduld kullancsok és ragcsalok rendszeres, aprilistdl oktoberig havonként
szervezett kiszallasokon torténé gyljtése. Alapvetd meteoroldgiai adatok (hémérséklet,
csapadék) feljegyzése.

A kullancsok faj és stadium szerinti meghatarozasa, a ragcsalék élve csapdazasa, majd
egyedi jel6lést és szemzugbdl torténd vérvételt kovetd visszaengedése. A fajkészlet és a
szezonalitas meghatérozasa.

A kullancsok laboratériumi feldolgozasa KEV-izolalasi kisérlet céljabol. A kisemlésok KE
szeropozitivitdsanak meghatarozasa.

A KEV izolalasa.

A természeti goc leirasa, jellemzése, dinamikajanak vizsgalata, a fenti adatok segitségével.

A kullancsencefalitisszel kapcsolatos ismeretek tovabbi bdvitése érdekében a goécvizsgalat

kiegészitésekeént célul tliztik ki az alabbiakat is:

9)

h)

A rendelkezésre allo, rutinszerlien gydjtott jarvanylgyi adatok epidemioldgiai elemzése,
kulénos tekintettel a betegség eléfordulasara jellemz6 térkomponens vizsgalatara, valamit a
hazankban korabban feltart alimentaris jarvanyok tanulmanyozasara.

Az Ixodes ricinus 24 oras taplalékkeres6 aktivitdsanak vizsgalata.

Szdvettani és szerolégiai modszerrel megvizsgalni a virus altal vadon él6 ragcsaléfajban

kivaltott fert6zés jellegzetességeit, a rezervoar szerep jobb megértése érdekében.



2. ANYAG ES MODSZERTAN

1. Afert6zébeteg-jelenté rendszer megbetegedési adatainak elemzése

Az incidencia elemzéséhez hasznalt, 1998 és 2008 kozotti megbetegedési adatok az Orszagos
Epidemioldgiai Kozpont archivumabdl, illetve a fert6zObeteg-jelenté rendszerbél, a népességi
adatok a Kozigazgatasi és Elektronikus Kozszolgaltatasok Kdzponti Hivatalanak nyilvantartasabdl
szarmaztak. Az incidencia id6beli alakulasanak vizsgalatakor a direkt standardizalas médszerével
szamitott standardizalt incidencia aranyszamokat (SIA) 100 000 lakosra vonatkoztatva hasznaltuk.
Az esetszamok kor és nem szerinti megoszlasat 0-4 éves korig évenként, 4 éves kor felett 5 éves
korcsoportokra vonatkozoan adtuk meg. A szezonalitas vizsgalatakor az éves morbiditast naptari
hetenként adtuk meg. Az incidencia teriileti egyenlétlenségeinek teleplilés szintli elemzése — a kis
esetszamokbdl eredd bizonytalansag csokkentését szolgalé — hierarchikus Bayes-becsléssel
(HBB) simitott indirekt standardizalt incidencia hanyadosok (SIH) alkalmazasaval tortént.
Az 6koldgiai vizsgalatban a magyar lakossag KE és Lyme-borreliézis (LB) incidenciajanak terileti
egyenlbtlenségei és a ,magaslati” (150 méteres tengerszint feletti magassag folo6tt elterild) erdoktdl
valé tavolsag kozotti kapcsolatot vizsgaltuk. Ehhez x*-homogenitas tesztet és x’-linearitas

trendvizsgalatot végeztunk.

A tej-kozvetitette KE jarvanyok elemzésénél minden olyan, 1953 és 2011 kozott ismertté
valt KE jarvany, illetve egyedi virusatvitel adatat bevontuk, amelyeknél a betegséget laboratoriumi
modszerrel igazoltak, és amelyek kérel6zményében a jarvanylgyi vizsgdlat nyers tej és/vagy
tejtermék fogyasztasanak lehetéségét tarta fel.

Az adatok rendezését a Microsoft® Office Excel 2003 szoftverével végeztiik.
A térepidemioldgiai vizsgalat elvégzésekor az ArcGIS térinformatikai rendszer kiterjesztéseként
miikddd Rapid Inquiry Facility (RIF 3.2) szoftvert hasznaltuk. A domborzati modell elkészitéséhez

az ArcGIS 9.3 rendszert hasznaltuk.

2. A kullancsencefalitisz goc vizsgalata

A terepi gylijtéseket a Zala megyei Lakhegy teleplilés hataraban végeztik. A gyiijtoteriilet egykor
szilvafa Ultetvény volt, mivelésével munkank megkezdése el6tt 20-25 évvel felhagytak. Miutan
elézetesen sikerllt a virusfert6zottséget a kisragcsaldkban kimutatnunk, kijeldltink egy mintavételi
teriletet (1-es gydijtéhely), amelynek kozepét egy, vadaszok altal Iétesitett, de mar nem hasznalt
vadetetd hely képezte. Az 1-es terlletet felosztottuk 49 mintavételi egységre, amelyeket az egykori
gyumdlcsfa sorok kozétt, 7 sorban jeloltink ki, soronként 7-7 egységgel. Minden mintavételi
egység 10x10 méteres, négyzet alaku volt, oldalukkal egymashoz érintkezve egy 0,49 hektar
méretl terlletet fedtek le. Ettdl a tertlettdl 177 méterre egy masodik mintavételi teruletet (2-es
gy(ljtéhely) is kijeloltink, mivel 2010-ben, munkank kezdetének évében itt is kialakitasra kerult egy

vadetetd hely.



A teriilet klimatikus jellemzdinek rogzitése céljabdl felirtuk a legkdzelebbi (zalaegerszegi)
meteoroldgiai méréallomas altal mért napi minimum, illetve maximum h&mérsékletet, valamint a
napi csapadékmennyiséget. Ennek kiegészitéseként 2012-t6l két Tinytag Plus-2 mérémiszert is
elhelyeztlink az 1-es gydijtéhelyen, a Iégh6mérséklet és a paratartalom mérésére.

A kullancsgyiijtést dragging-modszerrel, 1 m? feliiletli, fehér lepeddanyagot hasznalva
végeztik. Minden mintavételi egységben kiszallasonként 5, egyenként 2 méter hosszusagu huzast
hajtottunk végre. A faj és stadium azonositasat sztereomikroszkdppal végeztik. A kullancsokbol
csoportokat (pool-okat) képeztiink, kett6s céllal. Biztositani szerettiik volna a vizsgalatok kullancs
elemszamanak kezelhet6ségét, illetve az esetleges pozitiv mintak helyhez (mintavételi egységhez)
kotését. A csoportositott egyedeket steril porcelan doérzsmozsarban eldorzsoltik, majd a
dorzsoléket steril foszfat-pufferben (PBS) szuszpendaltuk. A szuszpendalashoz larvak és nimfak
esetén 200 pl, adultok esetén 400 pl PBS-t hasznaltunk. Ebb6l az oldatbdl 20 pl-t oltottunk
intrakranidlisan 5-7 napos, szop6és NMRI egér agyaba, a virus jelenlétének kimutatasa céljabal.
Az egereket 3 héten keresztiil naponta megfigyeltiik és esetleges klinikai tlineteiket feljegyeztik.

A kiseml6soket élvefogo fa ladacsapdaval fogtuk be. Minden mintavételi egység kdzepén
elhelyeztiink 1-1 felcsalizott csapdat, és kint hagytuk két éjszakara. A csapdakat naponta kétszer
ellendriztik. Az allatok testtomegét rugés mérével megmértik. Az elsé befogas alkalmaval minden
allatot egyedi jeldléssel lattunk el. A 17 grammnal nagyobb testtdmegl, adult példanyok
retroorbitalis szinuszabdl Uvegkapillaris segitségével 200-400 pl-nyi teljes vért vettiink le, majd a
csapdajukba visszahelyeztik azokat. A ragcsaldkat a befogas helyére visszavittik és szabadon
engedtik, majd a csapdakat Ujra aktivaltuk. A vérmintakat 10 6ran at 4 °C-on inkubaltuk, majd 1
percen at, 11 000-es fordulatszamon asztali centrifugaval lecentrifugaltuk, végil a fellluszét
levalasztottuk és fagyasztva taroltuk. A vérsavokat hltétaskaban a laborba szallitottuk, ahol azokat
a tesztelésig -70 °C-on tartottuk. A KEV-specifikus ellenanyagokat virusneutralizacids teszttel
kiséreltik meg kimutatni. Tiz pl higitatlan ragcsalé mintasavot 96 lyuku lapos alju szovettenyésztd
lemezen Osszekevertiink, 10 pl térfogatban, 50 plakkformalé egységnyi KE virussal (amely a
lakhegyi 1-es gyUjtéhelyen 2011-ben fogott I. ricinus nimfakbdl szarmazott), majd a lemezeket
37 °C -on, CO, termosztatban inkubaltuk, egy 6ran at. Ezutan 10° N2a neuroblasztoma sejtet
(ezen titraltuk a virust is) adtunk 200 pl térfogatban a lyukakhoz. A sejteket DMEM-HG
tapfolyadékban, 10% fetal borjusavéval, penicillin-streptomicin antibitikumokkal tenyésztettik.
Lemezenként 2-2 pozitiv (virussal fertézott) és negativ (virus nélkuli) kontroll lyukat is hagytunk.
Egy hét utan értékeltik az eredményt, a nem neutralizalédott KE virusok ez id6 alatt az dsszes,
tenyészetikben levé sejtet elpusztitottak, mely folyamatot a sejtek lekerekedése, alaprol vald

levalasa, szétesése, membranjuk szakadozotta valasa jelzett.

3. Kullancsok taplalékkeres6 aktivitasanak 24 6ras vizsgalata
A vizsgalati teriletet a fent leirt, felhagyott gyimdolcsdsben helyezkedett el. Az egykori fasorok
kozott, 24, egyenként 5x5 méteres mintavételi egységet jeldltink ki. 2012. év aprilisa és oktébere

kozott (a hénap 5. és 15. napja kozt) a vizsgalati terlileten havonta, 24 éran keresztil, 6rankénti



ismétléssel végeztink kullancsgy(ijtést. A gydjtést dragging-mddszerrel, minden egységben
alkalmanként 10 hlzassal, az adott mintavételi egység teljes feliiletén, 25 m*-en hajtottunk végre.
A kullancsok begyUjtését, tarolasat és azonositdsat a fent leirtak szerint végeztik. A Kkijeldlt
terlleten 21 (3x7) élvefogé ladacsapdat is kihelyeztink. Ezeket minden o¢raban, a
kullancsgyUjtéseket kdvetéen ellendriztik. Adataik rogzitése utan a ragcsalok a befogas helyén
szabadon engedtilk, majd a csapdakat Ujra aktivaltuk. Oranként, a kullancsgyjtésekkel
parhuzamosan, a mintavételi egység szélén, a talajszinten, TESTO 605 H1 meteorolégiai
mérdeszkdzzel megmértiik a paratartalmat és hémérsékletet. A napfelkelte és napnyugta adatokat
az Orszagos Meteoroldgiai Szolgalat honlapjardl jegyeztik fel, a terlletiinkkel azonos hosszusagi

fokon fekvé Szombathely adatait alapul véve.

4. Kullancsencefalitisz virus-fert6zés dézis-fliggésének vizsgalata

NMRI laboregereket és egy vadonéld egérfaj (A. agrarius) egyedeit fertéztiink oralisan és
intramuszkularisan a KEV kiilénbézé mennyiségeivel. Osszesen kilenc fertéz6 dozist alkalmaztunk:
10, 103, 1072, 107, 1, 10, 107, 10° és 1500 plakkformalé egységnek megfelel6 mennyiségeket.
A dodzisokat sajat el6vizsgalataink alapjan hataroztuk meg. Mindkét egérfajbdl 2-2 egyedet
alkalmaztunk ezen higitasok szajon at, illetve izomba térténé beoltasara. Igy a kisérletben mindkét
fajbol 36-36 egyed alkalmazasara kertlt sor. Annak érdekében, hogy a virus patogenezisét még az
immunvalasz kialakulasa el6tt tanulmanyozzuk, a fert6zést kovetd 7. napon mindkét faj két-két, az
adott dézissal fert6zott egyedét COz-kamraban felaldoztuk. A tdlaltatas el6tt vért vettiink a késébbi
szerologiai vizsgalatokhoz. A klinikai tiineteket naponta feljegyeztik. A fert6zéseket a lakhegyi 1-es
gy(ljtéhelyen 2011-ben fogott I. ricinus larvakbdl izolalt KEV torzzsel végeztiik. A virus titralasat

NZ2a neuroblasztéma sejteken végeztik.

Az immunhisztokémiai festéshez a szOveti metszetek sorozatat deparaffinaltuk, majd
inkubaltuk, el6szdr mikrohullamu siitében 750 Watton, 20 percen at citrat pufferoldatban (pH = 6,0),
majd szobahémérsékleten, 10 percen keresztil, 3%-o0s H,O-oldatban, végll pedig tovabbi 2
percig 2%-os tejpor oldatban. A metszeteket egy éjszakan at, 4 °C-on inkubaltuk KEV-specifikus
ellenanyagban, amelyhez Matthias Niedrieg szives segitségével jutottunk hozza. A szinreakciot
ARK Animal Research kit HRP-vel végeztik el. A hattérfestéshez Mayer-féle hematoxilint
hasznaltunk, a metszeteket glicerol-zselatinnal, majd fed6lemezzel fedtik, és 200-szoros

nagyitasban vizsgaltuk.

A virusneutralizaciéos probat 100 plakkformald egységnyi virussal, a fentiekkel azonos
modon végeztik. Az eredményt egy hét utan, a sejtkarositd hatas alapjan értékeltuk. Kétes

citopatogén hatas esetén kisérleti allatoltassal bizonyitottuk az él6virus jelenlétét vagy hianyat.



3. EREDMENYEK

1. Afert6zébeteg-jelenté rendszer megbetegedési adatainak elemzése

A hazai fert6z6beteg-jelentd rendszerben 1998 és 2008 kdzott mindésszesen 703 KE esetet
rogzitettek, amely éves atlagban 64 megbetegedés. Ezen id6szakban a KE incidencia egy w-alaku
gorbével volt jellemezhetd, relativ minimumokkal 2000-ben és 2005-ben. Az esetek dontd
tébbségénél a megbetegedés kezdete a 17. és 34. naptari hét (aprilis utolsé és augusztus utolso
hete) kozé esett, ezen belll a 23. és 26. hét kozotti (juniusi) halmozodassal. A KE esetében
(szemben a LB-sal) egy masodik, kisebb 8szi csucs is megfigyelheté volt. A KE esetek tébb mint
kétharmadat (478 eset, 68%) férfiak korében jelentették, és minddssze 225 esetet (32%)
regisztraltak n6k kérében (6sszehasonlitdsul: a LB-nal enyhe, 53%-0s néi tobbletet tapasztaltunk
az esetek kozott). Az esetek korcsoport-specifikus megbetegedési aranyszamai ennek
megfelel6éen minden korcsoportban a férfiaknal voltak magasabbak, és kiléndsen a 2-4, a 35-39 és
a 45-49 éves korcsoportoknal voltak kiugroak ezek az értékek. (Egészen mas megoszlast
tapasztaltunk a LB-ndl: itt a 45-64 éves ndk, valamint a 2-9 éves gyermekek megbetegedési
aranyszamai voltak kiugréan magasak). A hierarchikus Bayes-becsléssel simitott indirekt
standardizalt incidencia hanyadosok eloszlasa hatarozott teriileti egyenlétlenséget mutatott.
Szignifikansan magasabb KE megbetegedési kockazatu terileteket lehetett megfigyelni hazank
délnyugati részén, valamint az északi hatarsav kozéps6é szakaszan. Azon telepllések KE
incidencia aranyszama, amelyek 200 méteres tengerszint felett terultek el, 10,93-szoros (95%-0s
megbizhatdsagi tartomany = [9,39-12,75]) volt azon teleplilésekéhez képest, amelyek 114 méteres
tengerszint feletti magassag alatt helyezkedtek el. A kdzépsd Gvben (140 < tengerszint feletti
magassag < 155) lévd teleplilések aranyszama KE esetében az orszagos incidencia atlagnal
valamivel magasabb érték (LB esetében ahhoz kdzeli érték) volt. A kockazatbecslés eredményei
mindkét betegségnél erés Osszefliggést mutattak a megbetegedéssel kapcsolatos kockazat és a
»,magaslati” (150 méternél magasabban elteriil6) erd6kt6l szamitott tavolsag kozott (KE: XZHgmogennés
=862,29, p = 0, X’Linearitas = 841,59, p = 0; LB: X’Homogenitas = 1463,49, p = 0, X’Linearitas = 1427,89, p =
0). A két betegséggel kapcsolatos megbetegedési kockazat csokkend tendenciat mutatott a

magaslati erd6ktdl valé tavolsag ndvekedésével.

Magyarorszagon az 1953 és 2011 kozo6tti id6szakban 15 olyan esztend® volt, amikor
élelmiszer-eredetli KE fertézés ismertté valt. Osszesen 27 6nalld fertézési esemény keriilt
azonositasra, amelyek kézll 9 (33%) sporadikus, 15 (56%) csaladi kiterjedésii volt, 3 (11%) pedig
ennél nagyobb csoportot érintett. Az 6sszes esetszam a vizsgalt idészakban 111-nek adddott.
Az esetek szezonalitasa, teruleti megoszlasa és a nem szerinti megoszlas jellegzetességei (55,1%-
os férfi dominancia) egybeestek a direkt kullancscsipéssel kialakult fert6zések elemzése kapcsan
talaltakkal. Az élelmiszer-eredetli esetek koziil azok eloszlasa, amelyek forrasa nyers kecsketej

volt (a 27-b6l 24 fertéz6dési esemény), a kecskeallomany alakulasaval nem mutatott 6sszefliggést.



2. A kullancsencefalitisz goc vizsgalata

Az 1l-es teriileten Osszesen 7247 kullancsot gydjtéttink, és harom fajt (Ixodes ricinus,
Haemaphysalis concinna és Dermacentor reticulatus) mutattunk ki. A gydijtétt kullancsok 84,6%-a
kdzdnséges kullancs (I. ricinus) volt, féként annak ivaréretlen fejlédési stadiumai (38,3% larva,
54,0% nimfa). Az egyes évek kozott e fajok szezonalitdsa valtozott, de példaul az I. ricinus
esetében 2011-12-ben jellegzetes nimfahalmozddast figyeltink meg tavasszal (aprilis és junius
kozott), valamint 6sszel (szeptember-oktdberben), mig a larvak tdmegessége nyarra (augusztusra)
tevédott. 2010-ben az id6jarasbol adédo gydijtési nehézség torzitotta a gydjtési adatokat. Itt 541
kisragcsalot csapdaztunk és négy fajt (Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius, Myodes glareolus
és Microtus subterraneus) mutattuk ki. A fogasszam 78 és 165 /év/0,5 hektar érték kozott valtozott.
Az egyes években a fajok relativ gyakorisaga valtozott. A voréshatu erdeipockot (M. glareolus) a 2.
évben, 2011-ben figyeltik meg el6szdr. A 2-3. évben egyarant 6% korili gyakorisaggal fordult el6,
majd a 4. évben az 6sszes fogott kisemlés kdzel negyedét (23%-at) tette ki. A visszafogasi arany
(vagyis hogy az el6zd évben fogott és megjeldlt allatok hany szazalékat tudtuk visszafogni a
kovetkezd évben) 1,3-7,3% kdzotti volt.

A KE virust 3 alkalommal sikeriilt izolalnunk a gy(jtétt 7247 kullancsegyed pool-jaibdl.
Pozitivnak talaltuk a kovetkez6 pool-okat: 51 db I. ricinus larva (2011 augusztusa), 10 db I. ricinus
nimfa (2012 majusa), valamint 10 db H. concinna nimfa (2012 juliusa). Utébbi faj KEV-pozitivitasat
az irodalomban els6ként mutattuk ki. Azon mintavételi egységek, ahol a harom kilonb6zé
idépontban pozitiv kullancsokat gyUjtottiink, nem estek egybe, de egymastél kb. 20 méter

tavolsagban voltak.

A megvizsgalt 539 savo kozil 28-at (5,19%) talaltunk a virusra szeropozitivnak.
A vOroshatu erdeipockok szeropozitivitasa (20,5%) 5,5-szerese volt a csapdazott sarganyaku
erdeiegerek (3,7%), illetve 4,5-szerese a pirok erdeiegerek (4,6%) szeropozitivitdsanak. A M.
glareolus, illetve a két egérfaj szeropozitivitasa kozti kilénbség szignifikdnsnak bizonyult (p =
0,0004 az A. flavicollis és p = 0,0027 az A. agrarius esetében). A him, illetve néstény A. agrarius és
M. glareolus egyedek szeropozitivitasa nem kilonbozott szédmottevéen, ugyanakkor az
A. flavicollis-oknal 4,5-szer tobb szeropozitiv néstényt, mint himet talaltunk. A két érték (6,7% és
1,5%) kozotti kuldnbség nem volt szignifikans. Szignifikans kulénbséget (p = 0,0117) talaltunk
viszont az adult (n = 366) és a szubadult (n = 175) ragcsalok szeropozitivitasa kdzétt (6,8% és
1,7%). Azon mintavételi egységek, amelyekbdl sikerilt virust izolalnunk, illetve amelyekben

szeropozitiv ragcsalot csapdaztunk, nem estek egybe.

A 2-es teriileten kevesebb kullancsot (2369 egyedet) és kisragcsalét (375 egyedet)
gyUjtéttink, mint az 1-es tertleten. A ragcsalok szeropozitivitdsa is alacsonyabb (4,93%) volt, virust

pedig nem tudtunk izolalni a kullancsokbdl.

A két teriilet szeroprevalencia értékei kozétti kiildnbség nem volt szignifikans (x*-teszt: p =
0,7487). A szubadult I. ricinus stadiumok szezonalitdsi maximuma és a szeropozitivitas

kimutathatdésaga a ragcsalok kérében idében atfedett.



3. Kullancsok taplalékkeres6 aktivitasanak 24 o6ras vizsgalata

A 7 kiszallason 1063 I. ricinus-t (408 larvat, 598 nimfat, 34 ndstényt, 23 himet) gyUjtottink, és 28
alkalommal sikerult kisragcsalét csapdaznunk. A ragcsaléfogasok 71,4%-a a nap elsé 6 orajara
(23:20-05:20 dra kdzé) esett. Aprilistdl oktdberig azt tapasztaltuk, hogy a taplalékkeresd nimfak
aktivitasa a napkelte utani 3 6raban fokozddik, Osszevetve a napkelte el6tti 3 6ras idészakkal.
A kiildnbség szignifikansnak bizonyult (paros t-préba: p = 0,022). Osszehasonlitottuk a napnyugta
el6tti és utani 3 6rara esé nimfak szamat is. A keres6 aktivitas aprilis-majusban a napnyugta el6tt
volt dominans, ez juniusra kiegyenlitédott, majd julius-augusztus-szeptemberben atvaltott a
napnyugta utani orakra, végul oktéberben ismét kiegyensulyozott volt a két intervallumban.
A kovetkezé aranyszamot képeztiik minden hénapra: a napnyugtat kdveté 3 éraban gydjtott nimfak
szama / a napnyugta el6tti és utani 3-3 éraban fogott nimfak szama. Az igy képzett aranyszam
statisztikai 0sszefliggést (pozitiv korrelaciét) mutatott az adott havi kiszallason fogott ragcsaldk
szamaval. Az |. ricinus nimfak tavasztdl nyar elejéig jellemzd naplemente elétti aktivitasa julius-
szeptemberben (amikor a legtébb ragcsalot csapdaztuk) atvaltott éjszakai aktivitasra. A Pearson-
féle korrelacios egyutthato értéke 0,81 volt, az dsszefiiggés szignifikansnak bizonyult (Pearson-féle
korrelacio: p = 0,026). Aprilistdl juliusig a larvak és nimfak nagyobb nappali keresé aktivitast
mutattak, majd augusztus-szeptemberben azt éjszakai dominancia jellemezte, mig oktoberben a
két intervallum részesedése kiegyenlitett volt. Ezek a valtozasok mind a larvak, mind a nimfak

vonatkozasaban szignifikansnak bizonyultak (Pearson-féle Khi-négyzet préba: p < 0,0001).

4. Kullancsencefalitisz virus-fert6zés dézis-fliggésének vizsgalata

A Kklinikai tinetek (lelassult mozgas, remegés, gubbasztas) csak az NMRI laboregérben voltak
észrevehetéek, mind az oralisan, mind az intramuszkularisan oltott csoportban. A fert6zott pirdk
erdeiegerek egyike sem mutatott klinikai tlineteket. Intramuszkularis fert6zéssel az NMRI
laboregérben a nagyagy szurkedllomanya és az agytorzs idegsejtjeiben, valamint a vékonybél
ganglionjaiban tudtuk kimutatni a virusspecifikus antigént. Szoveti 1ézionak hematoxilin-eozin
festéssel nem talaltuk nyomat. Az A. agrarius esetében nem volt kimutathaté az antigén, és nem
talaltunk szovettani elvaltozasokat sem. Oralis fertézéssel az NMRI laboregereknél az agy
minden tertletén nagyszamu fert6zott sejtet mutattunk ki az immunhisztokémiai festéssel, tovabba
néhany fert6zott sejtet azonositottunk a gyomor és a vékonybél ganglionjaiban, a fertézott allatok
mindegyikében. Szoveti léziora utalt a kozépagyban megfigyelt akut gécos lagyulas. Az idegsejtek
szama lecsokkent, citoplazmajuk tobbnyire vakuolizalt volt, és limfo-hisztiocitas besz(ir6dés is
jelentkezett. A tobbi parenchimas szervben nem voltak megfigyelhetéek szovettani elvaltozasok.
Az A. agrarius oralis fert6zését kdvetéen el6szor mutattunk ki antigént az agyban. Medfigyelhetd
volt a szagldhagymaban és az elllsé szaglomagban Iévé néhany ideg- és gliasejt érintettsége,
valamint az e terlletekre korlatozédo limfo-hisztiocitas érgyulladas. Néhany specifikusan fest6dé
ideg- és gliasejt volt lathatd a nukleusz kaudatusz és a putamen teriletén, amely enyhe limfo-
hisztiocitas érgyulladassal egészilt ki, tovabba az agytérzs terlletén idegsejt nekrozist és

gliasarjadzast figyeltliink meg. A tobbi szervben szdveti [éziok nem voltak megfigyelhetéek.
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5. Uj tudomanyos eredmények

A négy éven keresztill terepen és laboratériumban végzett vizsgalatokbdl nyert eredmények

értékelése alapjan az alabbi Uj tudomanyos eredmények fogalmazhatéak meg.

1. Elsé alkalommal vizsgaltuk parhuzamosan, 6sszehasonlito jelleggel a bejelentett hazai KE és
LB eseteket, telepllési szinten, az 1998 és 2008 kozotti évekre vonatkozéan. Ennek soran
térinformatikai modszerekkel:

- azonositottuk a két betegség legfontosabb kockazati terileteit;

« megallapitottuk, hogy a 150 méter tengerszint feletti magassag folott eltertlé erddktél
tavolodva csokken a két betegséggel kapcsolatos incidencia.

2. Els6 alkalommal mutattuk be atfogéan, és elemeztik leiré epidemiolégiai modszerekkel a
Magyarorszagon ismertté valt, élelmiszer-eredetl KE fert6zéseket.

3. Tébb éven keresztul, aprilis és oktober kozotti, havi rendszerességll kiszallasokkal
folyamatosan vizsgéalva egy természetes KE gdcot, Uj adatokat kaptunk a géc mikédésével
kapcsolatban. Megallapitottuk, hogy:

- a virusprevalencia a kullancsokban alacsony (3 pozitiv pool az 1-es gydjtéhelyen fogott
7247 kullancsbdl, 0,414%o);

+ a kiseml8sok Osszesitett szeropozitivitasa a két gyijt6helyen 5,1% (42 pozitiv savo, a
vizsgalt 823-bdl);

« az egy adott pillanatban fert6z6 pontok néhany m? nagysaguak, és allandé valtozasban
vannak, a virushordozé kullancsok pusztulasanak vagy sikeres vérszivasanak
figgvényében;

« semmilyen mért id6jarasi érték nem mutatott jelentds hatast a goc mikddésére;

- a terllet voréshatu erdeipocok allomanya hatarozottan nagyobb virusfert6zottséget és
kullancsterheltséget mutatott az Apodemus-fajokénal, ami felveti e pocokfaj egereknél
jelentésebb szerepét a virus terjesztésében, fenntartasaban;

- aHaemaphysalis concinna kullancsfaj nimfai is hordozzak a virust.

4. A koézonséges kullancs 24 oras taplalékkeres6 aktivitasanak alakuldsat 7 honap id6tartamra
kiterjed6en, célzott terepmunkaval vizsgaltuk meg. Statisztikailag sikerult igazolni, hogy
- az Ixodes ricinus nimfak napkelte utani aktivitasa fokozadik;

e a kullancsok szezondlis aktivitasa korrelal a ndvekvé ragcsalé populaciéd esti aktivitas
ndvekedésével.

5. Szbvettani kisérletben sikertilt igazolnunk, hogy
< magas fert6z6virion szam esetén az Apodemus agrarius egérfaj is szubklinikai

encefalitiszen esik at.
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4. MEGBESZELES

Az 1998 és 2008 kozott bejelentett KE és LB esetek epidemioldgiai elemzése soran azt
talaltuk, hogy az esetek kdzott jelentdés a férfiak tdlsulya, amely egybeesik korabbi adatokkal, de
oka nem ismert. A jelentett és szerologiailag igazolt KE esetek térbeli komponensét
Magyarorszagon is elemezték, de munkank az elsd, amely ezt a LB-sal 6sszehasonlitasban
végezte el. A nagyobb tengerszint feletti magassagok és az erdéboritottsag parhuzamos elemzése
Uj szempontot adott a tipikus atviteli terllet definicidjahoz: mindazon telepllések, amelyek
magasabban fekszenek, vagy kozel (0-1 km-re) esnek olyan teruletekhez, amelyek “magaslatiak”
(150 méteres tengerszint fol6tti magassagon helyezkednek el), emelkedett atviteli kockazatuaknak
tekinthet6k. Fontos megjegyezni, hogy a vegetaciot (erd6tipust) magat is jellemzi Osszetételi
szempontbdl az a magassagérték, amelyen elterul, igy eredményeinkben ez is magyarazo tényez6
lehet. Korabban ismertté valt, hogy az erd6boritottsag és a jelentett KE esetszam minden hazai
megyében igazolhatéan 6sszefligg egymassal, tovabba hogy az erddk és a telepiilések kdzelsége
magyarazni képes a Magyarorszagon megfigyelt KE incidenciat. Eredményeink ezt a KE kapcsan
megerdsitették, mig a LB esetében elséként igazoltak. A be nem jelentett megbetegedési esetek
minden hasonld vizsgalatnak korlatjat jelentik, ez alél a mi elemzésiink sem kivétel. Az esetek
geokddolasat a betegek jelentésekben rogzitett lakdhelye szerint végeztik és nem a fert6z6dés
valészinUsitett helye szerint. Mivel a jelentett esetek er@s terlleti figgést mutattak, igy a két pont
csekély foldrajzi tavolsagat feltételeztiik. A vizsgalatunkban alkalmazott mddszerek segitséget
nyujtanak abban, hogy — a specifikus korcsoportok és nemi megoszlas ismeretében — pontosabban
azonositsuk a kockazatnak kitett népességet.

&

A tej kozvetitésével kialakulé KE jarvanyok elemzésekor azt talaltuk hogy az 1992-2011 kdzott
igazolt Osszes KE eset 4,4%-a bizonyitottan nyers kecske- illetve tehéntej fogyasztasakor
fert6z6dott a virussal. Ez illeszkedik a Kozép-Eurépaban megfigyelt hasonld aranyok kozé. Azt
tapasztaltuk, hogy az élelmiszer-kdzvetitette fert6zéseknél nem érvényesilt a kozvetlen
kullancscsipésb6l szarmazé esetekre jellemzd esetszam csokkenés: 1997-2011 kozott
regisztraltak a hazankban addig ismertté valt 6sszes élelmiszer-eredetll KE fert6zés 58%-at.
Kivételes volt a 2007-es év, amikor a lakhegyi jarvany esetei adtak az az évi 6sszes igazolt KE
fertézés felét. A tej kozvetitette fertézések aranya a kullancs kozvetitette esetekhez képest
novekvd tendenciat mutatott a vizsgalt idészak soran. A 27 élelmiszer-eredetl jarvany kiindulasi
pontjai kivétel nélkil beleestek az altalunk térepidemiologiai mddszerekkel is igazolt természeti
gocokba. A fertézés jarvanyugyi azonositasa sajnos csak ritkan jart egyutt a fertézés kiindulasahoz
kothet6 tejel6 allatok alapos vizsgalataval. Fontos hangsulyozni, hogy a szeroldgiai vizsgalat soran
a fert6zést frissen atvészeltnek mindsilé allatokat sziikségtelen hosszi tavon kizarni a

tejtermelésbél, hiszen ezen allatok, a kdvetkezd laktaciojuktél életiik végeéig védettek lesznek.
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Egy aktiv magyarorszagi KE-gocban végzett négy éves kutatdmunkank eredményei alapjan a
virus prevalenciaja a kullancsokban alacsony. Mivel kevés, mindossze 3 pozitiv pool-t talaltunk,
valészinUsithet6, hogy ezekben nimfak esetében 1-1, larvak esetében pedig minimum 1, maximum
4-5 virushordozé egyed volt. Ezt a pozitiv I. ricinus larva-pool-t egy olyan fogasban gydijtottik az 1-
es gyljtéhely 36-os mintavételi egységében, amelyben 0sszesen 151 larva volt. Ezekbdl 3 pool-t
képeztink, kettd 50-50 larvat tartalmazott, egy pedig 51-et. Feltételezhet6, hogy a 151 larva
egyazon néstény altal lerakott tojasokbdl kelt ki, és fert6zottségliket transzovaridlis Uton szerezték.
Nagy valodszinliséggel nem tévediink, ha azt feltételezziik, hogy a 3 pozitivnak talalt pool 3 pozitiv
egyedet jelentett. Ez 3/7247*100, vagyis 0,414%0-nek felel meg, és egybevag a korabbi hazai
vizsgdlat adataval (0,473%c-es prevalencia). Az alacsony virusprevalencia érték egybecseng a
2007-ben a szomszédos kecskefarmrdl kiindult KE jarvanyhoz kapcsolddé allatorvosi vizsgalatok
eredményeivel is, amely megallapitotta, hogy a 73 tejel6 kecskébdl minddssze egy anyaallat
esetében igazolhato a fert6zés a virusspecifikus IgM jelenlétével, 50 nappal azt kdvetéen, hogy a

nyaj a késdbbi gydjtéterdletiinkon legelt.

A szeropozitiv ragcsalok csapdazasi pontjai egymashoz kozel estek és részben
atfedést mutattak a pozitiv kullancsok gydjtési pontjaival. A pozitiv ragcsalék két idészakban,
majus-juniusban és szeptember-oktoberben halmozaodtak, amelyet kdzvetlenlil megel6z6tt a nimfak
tavaszi, illetve a larvak augusztusi populacios csucsa. A ragcsaldk alacsony téli tulélési aranya (a
visszafogasok gyakorisdga 1-7% koOzott valtozott) és az 5% korili szeroprevalencia értékek
egyarant arra utalnak, hogy a kevés szeropozitiv egyed nagy valdszinliséggel elpusztul télen, igy a
tavaszi populacios felfutasban tulnyomoérészt szeronegativ egyedek vesznek részt. A kullancsok
szezonalitasi cslcsa és a szeropozitiv ragcsalok azt kéveté halmozédasa fogasi adatainkban jelzi
diagnosztikai modszereink eredményességét, és azt is, hogy a ragcsaldk fertézésében mindkét
stadiumnak fontos szerepe van, tovabba, hogy az ellenanyagok termelése a fertézést kovetéen
gyorsan lezajlik. A fert6zési kockazatnak kitett, KE fert6zési pontnak (,,hot spot”-nak) nevezhetd
teriilet mérete minddssze néhany m*-es és megegyezik azzal a felilettel, amelyet taplalékkeresd
aktivitasa soran egy virushordozé nimfa, illetve egy fert6zott tojascsomobdl kikeld larvak bejarnak.
Ennek kovetkeztében nem jelezheté el6re, hogy a gdécon belill mely részek azok, amelyek egy
bizonyos idépontban human szempontbdl atviteli kockazatot jelentenek. Annak ellenére, hogy
pontosan nem lehet megmondani, hogy egy adott id6pontban hol vannak virushordozé kullancsok,
illetve szeropozitiv ragcsalok, megjeldlhetéek azok az él6helytipusok, amelyek a kullancsok
tulélése és a kisragcsalok egyedslriisége szempontjabdl a legkedvezébbek, és amelyek ezért
kiemelt kockazati terlletek az emberi fert6z6dés szempontjabdl, legalabbis az év azon
id6szakaban, amikor a human esetszamok halmozdédnak. Az iddjaras vizsgalatunk soran mért,

illetve figyelembe vett tényez6i érdemi hatast nem gyakoroltak vizsgalati eredményeinkre.
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A kozonséges kullancs taplalékkeresé aktivitadsa egész évben kozvetlenil napkelte utan
fokozddott (szeptember kivételével, amikor kevés kullancsot gydijtottink és felhds volt az ég).
Adataink szerint a ragcsalok aktivitasa is enyhén fokozodott napkelte utan (a 28 fogasbdl 5 tortént
a napkeltét kovetd 3 oras idészakban). A kdzvetlen adatok hianyaban is elképzelhetének tartjuk,
hogy a hajnali fénymennyiség névekedése fokozta a keresé aktivitast. Mivel a napnyugtat kovetd
3 oraban gyd(jtoétt nimfak szama / a napnyugta el6tti és utani 3-3 6raban fogott nimfak szama
alapjan képzett aranyszam Osszefliggést (pozitiv korrelaciét) mutatott az adott havi kiszallason
fogott ragcsaldok szamaval, feltételezzik, hogy a kullancsok valahogyan érzékelik a helyi
ragcsalépopulacié aktivitasvaltozasait is. A ragcsaldk aktivitasa a napnyugtaval kezdédott, és
jellemzéen éjjeli volt. A nimfak nappali aktivitasa akkor fordult esti-éjszakai aktivitasra, amikor az

éjjel mozgd ragcsalok denzitasa a maximumon volt, vagyis julius-szeptemberben.

*

Szovettani kisérletiinkben elsé alkalommal mutattuk be, hogy a nagy mennyiségli KE
oltdvirussal fertézott, vadon él6 egérfajpan (az A. agrarius-ban) a virus eléri a kozponti
idegrendszert, és ott szaporodni képes, anélkiil, hogy ez lathatd klinikai tiinetekkel jarna egydtt.
Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy a virussal torténé fertézés nyoman nemcsak a pocok fajok,
hanem bizonyos koérilmények kozott az Apodemus-fajok is ateshetnek szubklinikai encefalitiszen.
Ez, és a fert6zés gydgyulo jellege azt bizonyitja, hogy immunfolyamatok allhatnak a KE fert6zés
kiilonbdz6 kisragcsald fajoknal megfigyelt valtozatos lefolyasa mogott. Azonban viszonylag
alacsony virusmennyiség mellett a pirok erdeiegér immunrendszere képes meggatolni a virus
bejutasat a kdzponti idegrendszerbe, illetve az oda esetleg mégis bejutd virust elpusztitani, és igy
nem alakul ki klinikai tinetekkel jaré6 megbetegedés. Pirok erdeiegerekben a szeroldgiai
immunvalasz hianya, alacsony fert6z6 dézisok esetén, jelzi, hogy kisebb mennyiségl invaziv
virussal a természetes immunvalaszuk megbirkézik. Laboregerekben a szeroldgiai valasz hianya
(vagy nagyon alacsony jellege) jelzi immunvalaszuk kevéssé hatékony voltat, illetve koézponti
idegrendszerik gyors fert6zése miatt a szeroldgiai immunvalasz kialakulasara nincs id6, vagy a

gyenguld szervezetnek nem erre van kapacitasa.
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