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1. Roviditések jegyzéke

ANTSZ: Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control (Europai Betegségmegel6zési

¢és Jarvanyvédelmi K6zpont)

EFSA: European Food Safety Authority (Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag)

ELISA: enzimhez k6tott immunoszorbens analizis (enzyme-linked immunosorbent assay)
LAMP: hurok-medialt izotermikus amplifikacié (loop-mediated isothermal amplification)
MIR: minimalis fert6zo6ttségi hanyados (Minimal Infection Rate)

OIE: World Organisation for Animal Health (Nemzetkozi Allatjarvanyiigyi Hivatal)
PBS: foszfat pufferes sooldat

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

RT-PCR: reverz transzkripciés polimeraz lancreakcio

RT-RTPCR: real-time reverz transzkripcios polimeraz lancreakcio

WNV: nyugat-nilusi virus (West Nile Virus)



2. Bevezetés

A virusok, bar kis méretiik miatt sokaig elfedve maradtak az emberiség eldl, mégis
széles korben el6fordulnak a kornyezetiinkben. 1892-ben Dmitrij Ivanovszkij a dohany
mozaikbetegségét vizsgalva fedezte fel azt a tényt, hogy a mozaikbetegség hatterében egy
baktériumoknal kisebb agens all, amely mindaddig az emberiség szamara ismeretlen volt.
Hat évvel késébb Martinus Beijerinck ugyanezt a megfigyelést tette. Ezzel parhuzamosan
Loeffler és Frosch a ragadds szdj ¢s kordmfajas koroktanat vizsgalva hasonlo
kovetkeztetésre jutottak. Ezt kovetden a legnagyobb eldrelépést az 1930-as években
megjelend elektronmikroszkdp jelentette, mely gyorsan forradalmasitotta a virologiat, mivel
lehetové tette a virusrészecskék megfigyelését (Flint et al., 2015).

Bar a virusok 1étezése mar koztudott volt, az els6 rovarok altal kozvetitett virust csak
az 1900-as évek elején sikeriilt kimutatni. Carlos Finlay vetette fel azt a hipotézist miszerint
a sargalaz nem emberr6l-emberre terjed, hanem rovarok jatszanak benne szerepet.
Hipotézisét azonban csak 1901-ben, Walter Reednek ¢s munkatarsainak sikerdilt
bebizonyitaniuk, igy a sargalaz volt az els6é arbovirus, amit felfedeztek (Reed et al., 2001).
Valoszinli, hogy az arbovirusok az evolicié soran olyan rovarspecifikus virusokbol
alakultak ki, melyek kezdetben csak rovarokban voltak képesek szaporodni, azonban az
evolucio soran megszerezték azt a képességet, hogy gerinces allatokat is megfertézzenek
(Ohlund et al., 2019).

Az utobbi idében az arbovirusok okozta betegségek foldrajzi elterjedése jelentésen
megnétt az olyan tényezok eredménye miatt, amelyek elésegitik a virusok és vektorok
terjedését. Ezek koz¢ sorolhatd az utazas és a kereskedelem globalizacioja, a foldhasznalat
¢s az urbanizaci6 novekedése, a magas népsiirliség, a tarsadalmi-gazdasagi viszonyok és az
éghajlati viszonyok valtozasa. Mivel az arbovirusok legtobbje zoonotikus, ezért az emberek
¢és az allatok is ki vannak téve a fertdzésnek. Olyan virusok taldlhatok kozottiik, mint a
chikungunya, a Zika-virus, az Usutu-virus vagy éppen a nyugat-nilusi laz virusa (Barzon,
2018).

Szakdolgozatomban a nyugat-nilusi laz virusaval foglalkozom. Mivel
Magyarorszagon mar folyamatosan jelen van, valamint allatorvosi €s kozegészségiigyi
szempontbol is jelentds, ezért nagyon fontosnak tartom a WNV monitoring vizsgalatat

hazankban is.



Kutatasunk célja a WNV fenntartdsdban és terjesztésében szerepet jatszd szunyog
fajok azonositasa és egyben a monitoring rendszer hatékonysaganak novelése. Célunk volt
tovabba a 2018-as WNYV jarvanycsucsot kovetd ¢év WNV aktivitdsanak minél pontosabb
felmérése is. A munka soran a 2018-ban és a 2019-ben gyiijtott szunyog mintak vizsgalatat
végeztiik el lineage 2 WNV specifikus PCR teszt segitségével.



3. Szakirodalmi attekintés

3.1 A Flaviviridae csalad altalanos jellemzése

A flavivirusok pozitiv irdnyitottsagli, szimplaszali RNS genommal, ikozaéder
szimmetriaju kapsziddal és burokkal rendelkez6 virusok. A csalad neve a latin flavus szobol
ered, melynek jelentése sarga, e név a csalad elészor felfedezett virusara, a sargalaz
korokozojara utal. A csaladon beliill 4 nemzetséget kiilonboztetiink meg: Flavivirus,

Pestivirus, Pegivirus és Hepacivirus nemzetség (Simmonds et al., 2017).

A szakdolgozat tagabb témajaul valasztott Flavivirus nemzetségbe tobbnyire széles
gazdaspektrumu virusok tartoznak, azaz tobb allatfajt és az embert is képesek megbetegiteni.
Mivel a kornyezeti hatdsokra meglehetdsen érzékenyek, atviteliikben izeltlabu vektorokra
van sziikségiik, azaz G.n. ,,arthropod-borne”, illetve arbovirusok. A Flavivirus nemzetségen
beliil a vektorok alapjan megkiilonboztetiink szunyogok ¢és kullancsok terjesztette

korokozokat (Medveczky et al., 1998).

3.2 A nyugat-nilusi virus elterjedtsége

A nyugat-nilusi virus (West Nile Virus, WNV) a Flaviviridae csaladon beliil a
Flavivirus nemzetségbe sorolt, vilagszerte elterjedt (1. abra) zoonotikus virus, mely a
nyugat-nilusi laz elnevezésii betegség korokozoja (Campbell et al., 2002). Nevét feltalalasi
helyérdl, Uganda West Nile tartomanyardl kapta, ahol 1937-ben egy lazas dslakos nd
veérébol mutattak ki eloszor. A koroki szerepét tisztazo kisérletek soran kiilonbozo allatfajok
egyedeit fertdzték meg a virussal, amely patogénnek bizonyult az egerekre nézve
intracerebralis, intranasalis, intraperitonealis ¢és subcutan beoltast kovetéen is.
Rézuszmajmokban halalos kimenetelii encephalitis alakult ki, azonban a szavannacerkofok
(Chlorocebus aethiops) mesterséges fertézését kovetéen idegrendszeri tiineteket nem,
csupan laz megjelenését figyelték meg. A fertézést kovetden rézuszmajmok, valamint a
tengerimalacok és nyulak vérében is kimutathatd volt a neutralizalo ellenanyagok
termelédése (Smithburn et al., 1940).

A virust 1951-re kimutattak Afrika mas teriiletein is, majd a Kozel Keleten.

Egyiptomban gyerekekbdl, szinyogokbol, madarakbdl és lovakbol is izolaltak. Az elsé igazi



jarvanykitorést 1951-ben Izraelben okozta, ahol 1953-ban és 1957-ben ismét fellobbant a
jarvany (Sfakianos et al., 2009). Izraclben a virust azéta allatokbol is kimutattak, 1997-ben
fiatal libaallomanyokbol (Banet-Noach et al., 2003), mig 1998-ban vonul6 fehér golyak
agyvelejébol izolaltak (Malkinson et al., 2002).

Albaniaban 2 beteg vérébdl kimutatott antitestek alapjan Eurépaban mar 1958-ban
gyanitottak a WNV megjelenését (Bardos et al.,1959). Az elsé torzseket azonban csak 1963-
ban sikeriilt izolalni a Rhone Delta és a Volga Delta kornyékén, majd ezt kovetéen a WNV
tobb eurdpai orszagban is kimutathatdé volt. Franciaorszagban mar az 1960-as években
feljegyeztek eseteket lovakban és emberekben egyarant, Olaszorszagban pedig 1998-ban 14
16 fert6zodott meg, melyek koziil 2 megbetegedés haladlos kimenetelii volt. Eurépaban az
elsé tomeges megbetegedéssel jard jarvany1996-ban Romaniaban, Bukarest kornyékén tort
Ki. Europaban az 1980-as években kitord Sindbis virus okozta jarvany ota nem figyeltek meg
ilyen mértékii arbovirus aktivitast (Hubalek and Halouzka, 1999).

Az amerikai kontinensen 1999-ben New Yorkban jelentkeztek az elsé6 human esetek.
Bar kezdetben St. Louis encephalitisre gyanakodtak, ez nem okozhatta az 6shonos és
allatkerti madarak elhullasat is, igy tovabbi diagnosztikai tesztek elvégzésére volt sziikség,
melyek mind a human, mind a madar esetekbdl kimutattadk a WNV jelenlétét. Azt is
megerdsitették, hogy a kimutatott térzs az 1997-es izraeli jarvanykitoréshez kapcsolodott.
Bar pontosan nem tudni, hogy a virus, hogy keriilhetett az USA-ba, feltételezik, hogy
fertdzott szinyogokkal hurcolhattdk be. A behurcolast kdvetd években jelentdsen terjedt a
nyugati part és a déli allamok felé, igy mindossze 3 év alatt az USA minden tagallamaban
kimutathatova valt (Gerhardt, 2006).
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1. abra: A WNV globalis elterjedtségét illusztralo térkép, a 2019-es év elso feleben

bejelentett, haziallatokban és vadon él6 allatokban el6fordulo fertozések szama alapjan

(OIE, 2020).

3.3 A nyugat-nilusi virus genetikai vonalai

A WNYV nagyfoku genetikai valtozatossagot mutat (2. abra). A 8 genetikai csoportja
koziil 2 kiemelten jelent6s (Fall et al., 2017). A kiilonbségek az egyes genetikai vonalakba
tartozo torzsek elterjedtségében figyelhetok meg. Europaban a megbetegedésekért két vonal
felel6s, az 1-es és a 2-es. Bar korabban voltak olyan vélekedések, hogy az 1-es genetikali
vonalba tartoz6 virusok joval virulensebbek, mint a 2-es vonal virusai, azdta az eurdpai
jarvanyok és allatkisérletek is igazoltak, hogy mindkét csoporton beliil 1étezhetnek kevésbé,
illetve erésen neuroinvaziv torzsek is (De Filette et al., 2012).

Az 1-es vonal széles korben elterjedt, igy megtalalhatdé Eurdpaban, Amerikéban,
Azsiaban, Afrikaban és Ausztralidban is. Az 1-es vonal tovabbi csoportokra (1a, 1b és 1c)
oszthato, melyek elterjedtségében lathato kiilonbség (De Filette et al., 2012).

A 2-es genetikai vonal, melybe az elsé ugandai izolatum (a 956-os referencia torzs)
Is tartozik, sokaig csak a Szaharatol délre fekvo teriileteken és Madagaszkaron fordult elg,
azonban 2004-ben kimutattak Magyarorszagon is (Bakonyi et al., 2006). Az ezt kovetd 3
évben sporadikus eseteket figyeltek meg ragadozé madarakban, lovakban és emberekben,
majd 2008-ban a virus robbanasszeriien elterjedt egész Magyarorszagon, valamint t6liink

nyugatra és délre is megjelent. Ausztridban az elsé pozitiv minta egy elhullott héjabol
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szarmazott, majd tovabbi elhullott madarakbodl vett mintak is pozitivak lettek. Ausztridban a
2008-as ¢és a 2009-es években vizsgalt lovak mindegyike negativ lett, visszamendlegesen
pedig 3 emberi nyugat-nilusi laz esetet azonositottak. A 2008-as robbandasszerti terjedés oka
tisztazatlan, viszont gyanithato, hogy gerinces rezervoar fajok és a vektoroknak kedvezo

klimatikus tényezok jatszhattak kozre a virus terjedésében (Bakonyi et al., 2013).
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2. abra: A WNV genetikai vonalainak rokonsagi viszonyait abrazolo torzsfa (Bakonyi et
al., 2006).



A WNV lineage 2 torzseit 2010-ben Gordgorszagban is kimutattak, ahol jelentds
mértékii emberi jarvanyt okoztak. Olaszorszaghan a 2000-2010 kdzotti nyugat-nilusi laz
esetekért a WNV lineage 1 volt a felelés, 2011-ben viszont megjelent a WNV lineage 2 is,
mely ezt kovetéen fokozatosan majdnem kiszoritotta a virus 1-es vonalat. A WNV 2012-re
eljutott Horvatorszagba is, ahol az ezt kdvetd években is voltak jarvanykitorések, illetve
sporadikus esetek lovakban és emberekben egyarant, valamint 2 elhullott vadmadarbdl is
kimutathatd volt a virus. Szerbidban az els6 jarvanykitorés 2012-ben jelentkezett, viszont
2013-ban mar joval tobb esetet regisztraltak, melyek k6zott nagy aranyu volt a letalitas is. A
WNV fertézések szama 2018-ban a korabbi évekhez képest dramaian nétt Eurdpaban,
melyet a 3. abra is jol szemléltet. (Vilibic-Cavlek et al., 2019).
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3. abra: A WNV fertozések szama a 2010 és 2020 kozotti idoszakban az ECDC honlapon
publikalt adatok alapjan (ECDC, 2020).
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3.4 A nyugat-nilusi virus okozta jarvany Europaban 2018-ban és
2019-ben

Az ECDC adatai alapjan 2018-ban az Eurépai Uni6 tagallamai 6sszesen 1605 WNV
okozta emberi fert6zést jelentettek. A bejelentések tobbsége Olaszorszagbol (610),
Romaniabol (277) és Gorogorszagbol (315) érkezett (4. abra). Hasonléan Eurdpa mas
endémidas teriileteihez, Magyarorszagon is igen nagy szami WNV fert6zést jelentettek (215

esetbdl 132 igazoltan pozitiv) (ECDC, 2019).

Distribution of West Nile virus infections in humans by affected areas in the EU/EEA Member States and EU neighbouring countries @
Transmission season 2018; latest data update 13 Dec 2018 ecoc

Il Cases reported in 2018
No reported cases
Not included

ECDC. Map produced on: 14-12-2018|

4, abra: Humdan esetek a 2018-as WNV jarvany soran Eurépaban (ECDC, 2018).

A korabbi évekhez képest 2018-ban jelentésen emelkedett a fert6zések szama
l6félékben is (5. abra). Lovaknal 6sszesen 351 igazoltan pozitiv mintat regisztraltak 2018-
ban az Eurdpai Unié teriiletén, melyb6l 91 minta Magyarorszagrol szarmazott.
Magyarorszagon kiviil Olaszorszagban (238) volt még jelentds a fertézések szama lovakban

(EFSA, ECDC, 2019).
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Distribution of West Nile fever outbreaks among equids in the European Union @
Transmission season 2018; latest data update 13 Dec 2018 €00C

| Outbreaks among equids
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ECDC. Map produced on: 14 Dec 2018

5. abra: Lo esetek a 2018-as WNYV jarvany sordan Europaban (ECDC, 2018).

Az el6z6 évhez képest 2019-ben jelentdsen kevesebb WNV okozta megbetegedést
regisztraltak Europaban: embereknél 463 esetet, lovaknal pedig 93 1) fertdzést allapitottak
meg december 5-ig bezardlag. A human esetek tobbségét GoOrégorszaghol (223),
Roménidbol (66), Olaszorszagbol (53) és Magyarorszagrol (36) jelentették. Lovaknal foként

Németorszagban (31) regisztraltdk az 10 eseteket, Magyarorszagon csupan 7 esetet
allapitottak meg (ECDC, 2019).
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3.5 A nyugat-nilusi virus jarvanytana

A WNYV a jarvanytani ciklusa sordn elsésorban a madarak és a szinyogok kozott
cirkulal (6. abra). A madarak a virus természetes gazdai, a rajtuk vért szivo szanyogok pedig
a vektorok. Mellettiik szamos emldsallat lehet alkalmi gazda, melyek koziil foként lovakban
alakul ki betegség. Az allatok mellett az ember is fertézodhet (O’donnell and Travis, 2007).
Szemben a madarakkal, az ember és a 16 vérében nem alakul ki olyan magas virustiter,
amelybdl a fertézést tovabb lehetne vinni, ezért a 16 és az ember nem tekinthetd
rezervoarnak. Oket az Gigynevezett ,,dead-end host”, azaz zsakutca gazdafajok kozé soroljuk.
Embernél, a szunyogcsipésen kiviil, veszEélyt jelenthet még a vératomlesztés, valamint a
szervatiiltetés is, de a virus az anyardl gyermekére a szoptatds és sziilés soran is atvihetd

(Colpitts, 2016).

Birds biYinan

" Primary o /Incidental
Transmission )v - host

Cycle
s

Birds RS

Mosquito it

6. dbra: A WNV jarvanytani ciklusa a szunyog-madar-szunyog ciklussal, valamint az

alkalmi gazddikkal (Maramattom et al., 2014).

A virus csak a madarak vérében ér el olyan magas koncentraciot, amely lehetévé
teszi azt, hogy a szinyogok a vérszivasok alkalmaval felvegyék a virust, majd azt a

kovetkezd vérszivas alkalmaval beoltsdk egy ujabb gazdaba. A fertdzott szinyog utddai
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vertikalisan is fertézédhetnek, ami tovabb kedvez a WNV terjedésének és fennmaradasanak.
Egyes madarfajok esetén feltételezik a per os fertdzés lehetdségét, pl. elhullott, fertdzott allat
vagy fert6zott sziinyog elfogyasztasaval (Abdelrazec et al., 2014). Komar és munkatarsai
észak-amerikai madarfajokkal végzett kisérletei soran a 15 mesterségesen megfert6zott
madarfaj koziil az amerikai uhu (Bubo virginianus), a rovides6rii varji (Corvus
brachyrhynchos), az északi csonakfarka (Quiscalus quiscula), a hazi pirok (Haemorhous
mexicanus) és a hazi veréb (Passer domesticus) esetén nyert megerdésitést a per os fertéz6dés
lehetdsége. Vizsgaltdk még a WNV madarrdl madarra vald kozvetlen terjedését is, melynek
lehet6ségét 18 faj koziil csak 4 faj esetén sikeriilt bizonyitani (Komar et al., 2003).

A WNYV legfontosabb atvivé vektorai a Culex nemzetségbe tartoz6 szinyogok, de a
korokozot megtalalhatjuk az Anopheles, Aedes, Coquillettidia és az Ochlerotatus fajokban
IS (Mughini-Gras et al., 2014). Szentpali-Gavallér Katalin és munkatarsai 2011 és 2012
kozott a WNV jelenlétére iranyuld felmérést végeztek Osszesen 23193 Magyarorszag
kiilonboz6 teriiletein gyiijtott szanyog minta vizsgalataval. A virus nukleinsavat 2011-ben
24 kiilonboz6 szunyogfajba tartozd 11728 mintabol kisérelték meg kimutatni, melyek koziil
az Ochlerotatus annulipes, az Coquillettidia richiardii és a Culex pipines fajok bizonyultak
virushordozonak. A felméré vizsgalat masodik évében, 2012-ben 18 kiilonb6z6 fajba tartozo
11465 szinyogot vizsgaltak meg, melyek mindegyike negativ lett (Szentpali-Gavallér et al.,
2014).

Mivel a sziinyogoknak meghatarozo szerepiik van a virus atvitelében, igy a betegség
eléfordulasa 4ltaldban szezonalis, féleg juniustdl novemberig lehet szamitani a
megjelenésére. Az eddigi legnagyobb esetszammal jar6 évben, 2018-ban azonban
Eurdpaban mar majus kornyékén is voltak esetek (7. abra), melyet az id6jaras-, illetve a
klimavaltozassal magyaraztak. A szunyogok szaporodidsanak mind a levegd magas
hémérséklete, mind pedig a csapadékos idéjaras kedvezett. A szakirodalmi adatok alapjan a

crer

replikacidjat és csokkenti a szinyogon beliili inkubaci6 idejét is (Haussig et al., 2018).
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Number of West Nile fever cases
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7. abra: Nyugat-nilusi laz esetek 2014 és 2018 kézott Magyarorszagon,

Gordogorszaghan, Olaszorszdaghan, Romdniaban és Szerbiaban. A 2018-as évben lathato a

WNV korai megjelenése (Haussig et al., 2018).

Eurdpaban a korabban mentes teriileteken megjelend 1j, troépusi betegségek mogott,

a klimavaltozason kiviil a turizmus ¢€s a kereskedelem szerepét feltételezik. A dengue laz, a

chikungunya és a malaria behurcolasa is utazassal kapcsolatos. Ezek a betegségek olyan
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invaziv sziinyogok behurcoldsa miatt terjedhettek el, mint példaul az azsiai tigrisszinyog
(Aedes albopictus) vagy az egyiptomi csipdszinyog (Aedes aegypti) (ECDC, 2014).

A szunyogok mellett szamos kullancsfajbél is kimutattak mar a WNV-t, azonban a
kullancsok WNV terjesztésében betoltott szerepét mindeddig kevésbé vizsgaltak. Olyan
madarakon ¢él8skodd kullancsokbol sikeriilt kimutatni a WNV-t, mint a Dermacentor
marginatus, az Argas reflexus hermannii és a Rhipicephalus turanicus (Dehghani et al.,
2020).

A WNV az amerikai kontinensen is viszonylag hamar, széles korben elterjedt,
amiben a szunyogok mellett nagy szerepet nyilvanitanak a madaraknak is. Régota felmeriilt
a gyanuja annak, hogy a vonulé madarak kozre jatszhatnak a virus terjedésében. Ezt azzal
tamasztottak ala, hogy a mérsékelt dvben a jarvanykitorések késd nyaron, illetve kora 6sszel
jelentkeznek, ami egybeesik bizonyos vonuld madarak odaérkezésével. Emellett az
Amerikdban terjedd6 WNV torzsek rokonsdgi viszonyainak tanulméanyozasa is
alatdmasztotta, hogy bizonyos vonulé madarfajoknak nagy szerepe lehet a virus nagy
tavolsagokra torténd elhurcolasaban. Feltételezik, hogy Amerikaba akar a Nyugat-Afrika
partjair6l elsodort egyes vizimadarak is behurcolhatjak a WNV-t (Rappole et al., 2000).

3.6 A nyugat-nilusi laz tiinetei

Madarak esetén a fertézés kimenetele nagyban fligg a fajtol. A madarak tobbsége
ugyan tlinetmentes hordoz6, azonban néhany fajban a WNV okozta fert6zés halalos
kimeneteld is lehet. A tlinetek kozt megemlithetd a gyors sulycsokkenés, az anorexia és
gubbasztds. Megfigyelhetok depresszidra jellemzd tlinetek, tompasag. Az idegrendszeri
tiinetek kozott megtalalhato az ataxia, az abnormalis fejtartas, a korbenjaras, a tetraparesis,
a nystagmus, a remegés és a gorcsolés. A halal bekovetkezte gyakran hirtelen jelentkezik
(Trevejo and Eidson, 2008). A madarak kozil foként a ragadozé madarak érzékenyek a
nyugat-nilusi 1az virusara. Az USA-ban tortént megfigyelések alapjan a varjufélék csaladja
kifejezetten fogékony a fertézésre, varjakban €s szajkokban legtobbszor sulyos, végzetes
encephalitis is kialakul (Michel et al., 2018).

Magyarorszagon el6szor 2003-ban, fiatal libakon figyelték meg a nyugat nilusi 1az
tiineteit. Foként stlycsokkenés és idegrendszeri tiinetek jelentkeztek, gyakori volt a
torticollis, az ophistotonus és a bénulas. A mortalitas 6 hét alatt 14%-ra emelkedett (Glavits

et al., 2005). A kovetkezé évben a Koros-Maros Nemzeti Parkban egy idegrendszeri
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tiineteket mutat6 héja hullott el, melybdl szintén kimutathato volt a WNV. A gyors lefolyasu
megbetegedések klinikai tiinetei kozott megfigyelhetoek voltak az ataxia, a fejremegés és a
hatulso testfél tajekan kezdddo gorcsok (Erdélyi et al., 2007).

Az emldsok koziil a 16 az egyik legérzékenyebb faj a WNV okozta fertézésre.
Endémias teriileteken az esetek jelentds része tiinetmentes marad, mig mashol az enyhe
megbetegedéstdl az idegrendszeri tiineteken at, a halalos kimenetellel is talalkozhatunk.
Kezdetben lazas, altalanos tiinetek jelentkeznek: gyengeség, bagyadtsag, konnyezés. Késdbb
a virus okozta agy- és gerincvel6gyulladas kovetkeztében megjelennek az idegrendszeri
tiinetek is: talérzékenység, a hatulso testfél gyengesége, olykor az elso testfél gyengesége is,
tovabba gorcsolés, ataxia, kényszermozgas, valamint bénulas. Mivel az ilyen fajta
idegrendszeri tiinetek egyike sem korjelzd értékii, a betegség elkiilonité korjelzésében
laboratériumi vizsgalatok sziikségesek. Hasonld tiinetek jelentkezhetnek lovak herpesvirus
okozta fertézése és veszettség esetén is. Az idegrendszeri tiinetek hatterében azonban nem
csak virusok, hanem baktériumok (Clostridium botulinum) és parazitak (Sarcocystis
neurona) is allhatnak (Ostlund et al., 2000).

Mivel a WNV egy zoonotikus korokozo, ezért az ember is fogékony a fert6zésre, bar
a fertézések 80 %-a tiinetmentes marad. A maradék 20 % nagy részét a lazas, altalanos
tiinetek jelentkezése teszi ki, idegrendszeri tlinetek csupan a fertézottek 1-5 %-aban
jelentkeznek. Hatranyosabban érintheti a betegség az immunszuppresszalt embereket és az
id6s korosztalyt, de gyakorlatilag barki fert6zédhet a WNV-sal. A fert6zodést kovetd
lappangési id6 2-15 nap kozott valtozhat. Leginkabb az influenzéhoz hasonld tiinetekkel
jellemezhetd: gyengeség, fejfajas, izomfajdalom. Eléfordulhat émelygés és hanyas, egyes
betegeknél kititések is jelentkezhetnek. Ezek a tiinetek altalaban 1 hét alatt elmulnak. Ha a
betegség neurologiai formaban jelentkezik, kialakulhat meningitis, encephalitis és akut
petyhiidt bénulas. A meningoencephalitis a lazas tlinetek mellett gyakran jar
zavarodottsaggal és fényérzékenységgel. Az akut petyhiidt bénulas a poliomyelitishez
hasonl¢ tiinetekkel jar, mely soran a reflexek hianyoznak, de a beteg fajdalmat nem érez. A
betegség felismerését neheziti, hogy emberek esetén hasonld tiinetekkel jelentkezhet

agyvérzés, kiillonbozo izombetegségek és a Guillain-Barré szindroma (Rossi et al., 2010).
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3.7 Lehetséges védekezési modszerek a WNYV ellen

Ami a védekezést illeti, mindenképp a megel6zésre kell fektetni a hangsulyt. Mivel
a nyugat-nilusi 1az egy izeltlabuak terjesztette betegség, a szinyogok elleni védekezés, azaz
a szunyogirtas, a szinyoghalok és védoruhdzat hasznalata, valamint a lakohely koriili allo
vizek lecsapolasa a legfontosabb.

Mivel a klinikai tiinetek jelentkezését kdvetden célzott nyugat-nilusi virus ellenes
terapiara alkalmas hatébanyag nem ismert, ezért csak timogato terapiat tudunk alkalmazni.
A tiinetek enyhitésére laz- és fajdalomcsillapitd gyogyszerek adhatok, esetenként
folyadékterapiara is sziikség lehet (Simon, 2017).

Lovak megbetegedésének kezelésére, bar tobb virusellenes gyogyszer is fejlesztés
alatt all, mindeddig még egy sem bizonyult megbizhatonak, viszont a betegség megel6zésére
szdmos orszagban elérhetd inaktivalt vakcina, rekombinans vakcina és kanarihimld alapt
vektorvakcina is (Long, 2014).

A madarak WNV elleni vakcinazasa iS nagyon hasznos lenne a jarvanykitorések
megelézése és a nagy értékli fogékony madarak védelme érdekében, azonban mindeddig
még nem sikertilt eldallitani egyetlen megbizhat6 vakcinat sem. A kiilonb6zd koru és faju
hazi és vadon ¢él6 madarak kisérleti vakcindzasat mas-mas készitményekkel és kiilonbdzo
beadasi modokkal elvégezve még egyik sem bizonyult megbizhatonak. A legkdnnyebb
beadasi mod az ordlis vakcindzés lenne, azonban a kisérletek soran a per os vakcindzast
kovetéen nem alakult ki immunitas (Jiménez de Oya et al., 2019).

Ami az embereket illeti, jelenleg még nem all rendelkezésiinkre vakcina, viszont

annak el6allitasara mar szamos probalkozas volt és van jelenleg is (Ulbert, 2019).

3.8 Diagnosztikai modszerek a WNV kimutatasaban

Manapsag szamos diagnosztikai modszer rendelkezésiinkre all, melyek segitségével
vagy a korokozo genetikai anyagat vagy a korokozo ellen termelddo ellenanyagokat tudjuk
Kimutatni.

A WNV ellen termelddd ellenanyagokat kimutathatjuk immunfluoreszcencias
modszerrel vagy enzimhez koOtott immunoszorbens analizissel (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA). Ez utobbiban ugyan elkiilonithetdk a heveny fert6zésre utald

IgM és a korabbi fertdzést jelzd IgG ellenanyagok, a modszer azonban nem specifikus, igy
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szamos mas flavivirussal is keresztreakciot adhat, ami megneheziti a diagnozis felallitasat.
Az ELISA megbizhatobbnak bizonyul virusneutralizacidval kiegészitve, ez azonban ¢él6
virusizolatumokat igényel és csak BSL3 besorolassal rendelkezé laboratoriumokban
végezheto.

A direkt viruskimutatasra a szovettenyészeten torténd izolalas az egyik leginkabb
specifikus modszer, azonban az eljaras idGigényes, BSL3 szintli laboratorium sziikséges,
emellett a minta mindsége is befolyasolhatja a vizsgalat eredményét. Emiatt a szintén nagyon
érzékeny és specifikus, rovid id6t igénylé és BSL-2 laboratoriumban is végezheté RT-PCR
¢és egyéb nukleinsav amplifikacion alapuld technikak részesiilnek elényben, melyek a virus
orokitéanyagat mutatjak ki (Sambri et al., 2013). Ezek k6zo6tt nem csak diagnosztikai célu,
hanem akar az ismert WNV vonalak elkiilonitésére is alkalmas valos idejii modszer is

elérhetd (Vazquez et al., 2016).

Kutatasunk soran az egyik leggyakrabban hasznalt in vitro modszert, az RT-PCR-t

alkalmaztuk.

3.8.1 A polimeraz lancreakcié (PCR)

A PCR a DNS in vitro enzimatikus amplifikalasara alkalmas modszer, de RNS
kimutatasra is alkalmazzuk, amikor is a reverz transzkripciot kovetéen DNS termelddik a
reakcio soran (Bustin and Mueller, 2005). Feltalalasa nagy elonyt jelentett az orvosi
kutatasokban és a klinikai orvosldban. Féleg a fert6z0 betegségek dgenseinek kimutatasara
¢s a génmutaciok felderitésére veszik igénybe. Szdmos virus, baktérium €s gomba van,
melyek nehezen vagy egyaltalan nem tenyészthetok. A PCR mar kis mennyiségti, st sértilt
genetikai anyagbol is képes korlatlan mennyiségli DNS/RNS-t elballitani, ezaltal a
korokozok kimutathatok és azonosithatok.

A PCR a korabbi DNS sokszorositd technikaknal egyszeriibben és gyorsabban
végrehajthato, valamint olcsobb. Ami a megbizhatdsagot illeti, ugyanolyan megbizhatonak
vagy megbizhatobbnak bizonyult, mint a korabbi modszerek. Azonban természetesen a
PCR-nél is el6fordulhatnak technikai problémak, tigy, mint a minta kontaminalodasa, amely
kovetkeztében a minta hasznélhatatlanna valik vagy téves eredményt kapunk.

A PCR végrehajtasahoz DNS-templatra, 2 primerre, épit6 elemekre (ANTP) és DNS-
polimerazra van sziikségiink. A DNS-templat az a DNS szakasz, melyet le szeretnénk

masolni, ezaltal megsokszorositani. A primerek nukleotidokbdl all6 rovid szakaszok,
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melyek komplementerek az amplifikdlando DNS szakaszokkal, sziikségesek a folyamat
megkezdéséhez. Az amplifkaciot a DNS-polimeraz enzim végzi.

A folyamat soran 3 alapvet6 1épést kiillonboztetiink meg. Az els6 a denaturacio, mely
soran a 2 DNS szal szétvalasztodik. A 2. 1épés az annealing vagy hibridizacio, a primerek
hozzakapcsolodnak a szétvalasztott DNS szalhoz. Ezt koveti a DNS szintézis vagy
elongacioé, mely a polimeraz segitségével zajlik, a végeredmény 2 0j hélix. Mindez
természetesen nem valosithatd meg reakciocso, reagensek és hoforras nélkiil (Powledge,

2004).
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7. dbra: A PCR teszt soran végbemend lépések (Bustin and Mueller, 2005).

20



Attol fiiggben, hogy a PCR primerek virus fajra, illetve torzsre egyedi szekvenciat,
vagy nagyobb virus csoportra, illetve taxondmiai egységben altalanosan megegyezd
(konszenzus) szekvenciat céloznak meg, az egyes PCR moddszerek kiilonféle célt
szolgalhatnak. Az elsé esetben csak a megcélzott virustorzset vagy fajt mutatjuk ki, mig a
masodikban egy nagyobb csoportba tartozé barmely virusfajt, illetve torzset tudjuk
detektalni.
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4. Anyag és modszer

4.1 Mintagyiijtés

A WNV clterjedtségének vizsgalatahoz feln6tt (adult) szinyogokat hasznaltunk fel,
melyeket Dr. Soltész Zoltan és munkatarsai gyljtottek Magyarorszag kiilonbozo teriiletein
a magas szunyogaktivitast mutatd idészakokban, azaz foként majus és oktober kozott. A
mintavételi teriiletek egy része ideiglenes vagy allandé vizek kozelében volt, melyek idealis
feltételeket jelentettek az eltéré élGhelyigényli szinyogfajok szamara. A gyijtés
eredményeképpen 2018-ban 1667 Ochlerotatus caspius fajba tartozé szinyog, 2019-ben
pedig 11 fajba sorolhatd 397 sziinyog érkezett a laboratoriumba. A 2019-es évben gyjtott
szanyogfajok: Aedes japonicus, Aedes koreicus, Aedes vexans, Anopheles maculipennis,
Coquillettidia richiardii, Culex pipines, Culiseta annulata, Ochlerotatus excrucians,
Ochlerotatus geniculatus, Ochlerotatus hungaricus, valamint Aedes albopictus, amelyek
részben a lakossag altal keriiltek beszolgaltatasra az Okologiai Kutatokodzpont 4ltal inditott
,»SzunyogProjekt” keretében (https://szunyog.ecolres.hu/).

A mintavételezést épiiletek falardl aspiratorral, emellett szén-dioxidos csapdak és
fénycsapdak segitségével hajtottak végre. A szén-dioxidos csapdékat és a fénycsapdakat
adott mintavételi helyeken a délutani és esti-éjszakai orakban hasznaltak.

Az 0sszegylijtott mintdkat a mintavétel helye, a mintavétel id6pontja és a szinyog
faja szerint kilon-kiilon kezelték, illetve csoportositottak. A virologiai vizsgalatok

elvégzéséig a szinyogokat milanyag csovekben, fagyasztva taroltak.
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4.2 Mintak elokészitése és RNS izolalas

A szunyogmintdkat a faj, az ivar, a gyijtés helye és a gylijtés idopontja alapjan
csoportokba (pool) rendeztiik. Az 1667, illetve a 397 szinyog egyedet 67, illetve 88 pool-ba
rendeztiik 1-25 egyed, faj, gyiijtési hely és id6 csoportositasaval. Ezek mellett a 2019-es évi
gyljtésben 17 pool mindossze néhdny szunyoglabat tartalmazott. A laborba érkezést
kovetden a mintdkat a feldolgozasig - 80 °C-on taroltuk. A homogenizalast steril fiilkében,
dorzsmozsarban steril kvarchomok hozzaadasaval végeztiik, mely a szoveti kotelék,
valamint a sejtek roncsolasat okozta. A dorzsolést kovetden a mintakat foszfat pufferes
sooldat (PBS) hozzaadasaval higitottuk. Végiil a homogenizatumokat centrifugaltuk és az
RNS izolalast a feliiliszobol végeztiik.

A viralis RNS kivonasahoz a QlAamp Virus RNA Mini Kitet alkalmaztuk (Qiagen,
Hilden, Németorszag), a gyartd utasitasai szerint. A végeredményként kapott 60 pl,
potencidlisan viralis RNS-t tartalmazd szuszpenziot egyedileg megjeldlt mikrocentrifuga

csovekben -80 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

4.3 Real-time RT-PCR

A szinyog mintdk WNV fertézottségének kimutatdsira egy lineage 2 WNV
kimutatasara alkalmas TagMan RT-PCR rendszert hasznaltunk a Verso 1-step gRT-PCR
Rox mix (ThermoFisher Scientific) gyartd ajanlasai szerinti alkalmazasaval. A reakcioelegy

Osszetételét az 1. sz. tablazat foglalja 6ssze.

A reakcidhoz a szakirodalmi adatok alapjan megbizhatonak talalt WNV lineage 2
kimutatasahoz specifikus primereket és probe-ot hasznaltunk, melyek adatait a 2. sz. tablazat

foglalja 6ssze (Saringer-Kenyeres et al., 2019).
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1. tablazat: Az altalam hasznalt PCR protokoll.

Reagens Mennylség Végs6 koncentracio
1 mintahoz

steril molbiol. viz (ddH20) 4,3 ul
1-Step qPCR ROX Mix (2x) 7,5 ul 1x
RT-Enhancer 0,75 ul
Primer F+R mix (10uM) 0,6 ul 400 nM / primer
Verso Enzyme Mix 0,15 pul
Probe (10pM) 0,18 ul 100-250 nM
templat RNS 1,5 ul 1 pg-100ng
Osszesen 15ul

2. tablazat: A WNV kimutatasahoz hasznalt specifikus primerek és probe.

Primer/probe Szekvencia

Primer WNV5009f | 5’-GAACGTCAGGTTCCCCCATT-3’

Primer WNV5103r | 5’-GGCGCTTATGTATGAACCATTAGG-3’

5’-FAM-ATTGGATTGTATGGGAACGGCGTCATC-

Probe WNV5050p
TAMRA-3’

Az alkalmazott real-time RT-PCR reakcio 1épései a kdvetkezok: reverz transzkripcio
50 °C-on 15 percig az RNS-szalak DNS-s¢ atirasara, 95 °C-on tovabbi 15 perc inkubacio a
reverz transzkriptaz enzim inaktivalasara és a polimeraz enzim aktivalasara, denaturaci6 a
DNS szélainak szétvalasztasara 95 °C-on 15 masodpercig, végiil primertapadds és a
lancszintézis 60 °C-on 30 masodpercig. Ez utobbi 2 1€pés 45-sz6r ismétlédott meg a reakcid

soran. A képzddott DNS termékek amplifikdlodasat minden ciklus utolsd 1épésében a
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beko6tddd probe-ok fluoreszcens emisszidjanak mértéke alapjan kovethettiik nyomon a

reakcié ideje alatt (,real-time” RT-PCR), valamint az eredményt a reakcid végén a

rom

szamitogép képernydjén megjelend emisszios gorbérdl olvastuk le (8. dbra).
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8. dbra: A real-time PCR soran lathato eredmények: a 20. ciklus koriil felfuto pozitiv

kontrollal, valamint a 38. ciklus koriil felfuto mintaval, mely nagyon kis mennyiségii

virustartalomnak készonheto vagy aspecifikus reakcio eredménye.
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5. Eredmények

Flavivirus vizsgalat céljara Dr. Soltész Zoltan és munkatarsai a 2018-as és a 2019-es
év soran osszesen 2064 sziinyogot gyiijtottek résziinkre. Ebb6l 1667 sziinyogot gyljtottek
2018-ban, melyeket mi 67 poolba csoportositottunk, majd 2019-ben tovabbi 397 sziinyog
kertilt begytjtésre, amelyeket 88 poolba rendeztiink. Ezek mellett a 2019-es mintak kozott
volt 17 pool, ami minddssze néhany szinyoglabat tartalmazott.

A felmérés elsé évében, 2018-ban minden minta az Ochlerotatus caspius fajba
sorolhatd szunyog volt, melyeket a kardoskuti allattartd telepeken és ezek Oljaibol
gytjtottek. Ezek kozott 1192 ndivaru és 475 himivara egyed volt, melyek mindegyike
negativnak bizonyult az RT-PCR tesztben.

A felmérés masodik évében, 2019-ben a sziinyog mintakat 7 kiilonb6z6 mintavételi
ponton gyujtotték, foként lakohazak kertjeib6l és haldoszobaibol, valamint tavak és
folyopartok kornyékérdl. A mintak legnagyobb része Budapestrol (283) és Szdodligetrdl
(100) szarmazott. Ezen kiviil tovabbi mintakat vizsgaltunk Kecskemétrél (5), Gyalrol (1),
Miskolcrol (2), Siklosrol (3) és Szentendrérdl (3). Ebben az évben 11 kiilonbozé faju
szinyogot sikeriilt azonositani: 265 Aedes albopictus, 6 Aedes japonicus, 13 Aedes koreicus,
12 Aedes vexans, 3 Anopheles maculipennis, 1 Coquillettidia richiardii, 90 Culex pipiens, 4
Culiseta annulata, 1 Ochlerotatus excrucians, 1 Ochlerotatus geniculatus és 1 Ochlerotatus
hungaricus. A néhany sziinyoglabat tartalmazo6 poolok (17) mindegyike az Aedes albopictus
fajt tartalmazta. Az sszegy(ijtott 397 szunyog kozott 304 néivaru egyed és 93 himivaru
egyed volt. Az el6z6 évi mintakhoz hasonloan a 2019-ben gyijtott valamennyi sziinyog RT-

PCR vizsgélata is negativ eredménnyel zarult.
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6. Megbeszélés

Vizsgalataink célja a szinyoggytijtés és a rendszertani meghatdrozasuk mellett az
altaluk terjesztett WNV kimutatasa volt. A WNV fenntartasaban ¢€s terjesztésében szerepet
jatszd szunyog fajok azonositdsa mellett céljaink kozott szerepelt a monitoring
hatékonysaganak novelése is.

A nyugat-nilusi virus el6fordulasanak ¢és terjedésénck felmérésére az egyik
lehetséges modszer a szinyogok vizsgalatara alapozott aktiv surveillance vizsgalat, mellyel
mind a virus endémiés jellegét, mind a virusaktivitas fokozddasat megfigyelhetjiik. A WNV
monitoring vizsgalata Magyarorszagon is elengedhetetlen fontossagl, mivel a virus elso
hazai kimutatasa 6ta minden évben el6fordul WNV okozta megbetegedés madarakban,
lovakban és emberekben egyarant. Human megbetegedések mar a 2010-es évek soran is
folyamatosan jelentkeztek Magyarorszagon (2013-ban 36 eset, 2014-ben 10 eset, 2015-ben
22 eset, 2016-ban 48 eset 2017-ben 23 eset), azonban a halalozasok aranya (0,1-0,5) 2018-
Ig mindvégig alacsony maradt. Ezzel szemben 2018-ban az esetek szama jelentdsen
emelkedett (252), mely a kordbbi évekhez képest magasabb haldlozasi arannyal (2,3) is jart
(ANTSZ, 2019). A human megbetegedésekkel parhuzamosan lovakban is megfigyelhet6 az
évrél évre novekvd WNV esetek szama. 2014-ben 12, 2015-ben 65, 2016-ban 189, 2017-
ben 110, 2018-ban pedig 393 16bol vett vérminta ELISA (IgM) vizsgalata bizonyult
pozitivnak (EFSA, 2019). A 2018-as jarvanynak valdsziniileg kedvezett az el6z6 éveknél
korabban bekdszontd tavaszi idészak, mely sordan a hdmérséklet az el6z6 évekhez képest
magasabb, az iddjaras pedig csapadékos volt. Ez a megfigyelt iddjaras eldsegithette a
vektorpopulacio korai novekedését (Haussig et al., 2018).

A 2018-as jarvanycstcsot kovetd év WNV aktivitasanak minél pontosabb felmérése
érdekében a szinyog mintdkat Magyarorszdg olyan teriileteirdl gy(jtottiik, melyek a
kiilonbozo ¢Eletfeltételeket kedveld szinyogok szaporodasanak és talélésének kedvez. A
vizsgalatok kezdetén azt feltételeztiikk, hogy a 2018-as nagy esetszdmmal jard jarvany
nyoman gyijtott szanyogmintak egy részében ki lehet majd mutatni a WNV nukleinsavat.
A rendelkezésiinkre all6 2018-ban gyiijtott minta sajnos egyetlen idOpontban, egyetlen
helyrdl szdrmazott, igy ez eleve nem jellemezhette az azonos évi jarvany intenzitasat.
Viszont a 2019-es mintakban a vizsgalt szinyog fajok kozott jelen volt a szakirodalomban
emlitett Osszes szinyog nemzetség, melyek potencialis vektorai lehetnek a WNV-nak
(Culex, Anopheles, Aedes, Coquillettidia, Ochlerotatus) (Mughini-Gras et al., 2014).

Azonban ebben az esetben is elég sziik foldrajzi teriiletet fedett le a mintavétel, igy a kisebb
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virusaktivitas mellett, a vizsgalt vektor fajok nagyobb szama ellenére a kutatasunk soran
megvizsgilt sziinyog mintdk mindegyike negativ lett. Osszességében tehat a negativ
eredmények legvaldszinlibb oka az alacsony mintaszam és a mintavételi hely korlatozott
szama lehetett. Ugyanakkor korabbi kutatasok joval nagyobb mintaszam, illetve nagyobb
szamu mintavételi hely vizsgalata esetén is megerdsitették a szinyogok alacsony
fert6zottségét, igy ezek novelésével sem biztos, hogy pozitiv eredményt kaphattunk volna.
Szentpali-Gavallér és munkatarsai 2011-ben és 2012-ben 645 pool-ban (23193 sziinyog)
vizsgaltak a sztinyogok WNV fert6zottségét, melybdl csupan 3 pool bizonyult pozitivnak.
A szinyog monitoring hatékonysagat és érzékenységét a minimalis fert6zottségi
hanyadossal (MIR) fejezték ki, mely a fertdzott sziinyogok aranyat mutatja meg 1000
szinyogra vetitve. A 2011-ben megvizsgalt 11728 szinyog esetén a MIR érték 0,25 volt. Az
egyes szinyog fajokra levetitve sem kaptak kimagaslé eredményt (Ochlerotatus annulipes:
2,03; Coquillettidia richiardii: 0,63; Culex pipines: 2,70). Mindez alatamasztja a hazali
szunyog populacio WNV-sal valo alacsony fert6zottségét (Szentpali-Gavallér et al., 2014).
Saringer-Kenyeres ¢s munkatarsai 2013-ban és 2014-ben végzett hasonlo kisérletet, mely
soran 5264 sziinyogot gytijtottek 15 kiillonbozo fajbol és PCR-rel vizsgalva ezek mindegyike
is negativ lett (Saringer-Kenyeres et al., 2019). A WNV-fert6zés szinyogokban becsiilt
magyarorszagi prevalencidja Osszehasonlithatd mas eurdpai vizsgalatokkal is. A Culex
pipines fajban megallapitott MIR érték Romaniaban 1996-ban 0,19 volt (Savage et al., 1999),
Csehorszagban 1997 és 1999 kozott 0,08 (Hubalek et al., 2000), Fehéroroszorszdgban 1985
és 1987 kozott 0,09 volt (Samoilova et al., 2003), Portugaliaban a 2001 és 2004 kozott
gylijtott Gsszes szunyog fajok esetén 0,23 volt a MIR, Culex pipines-nél pedig 1,93 (Almeida
et al., 2008), Oroszorszagban 2001 és 2002 kozott a szinyogok teljes szamat tekintve 0,35,
Culex pipines esetén 0,26, Coquillettidia richiardii esetén pedig 0,49 volt a minimalis
fertdzottségi hanyados (Lvov et al., 2004). Mindezek alapjan nem meglepd a kutatasunk
soran kapott sok negativ eredmény, mivel az altalunk vizsgalt sziinyogok szama a teljes
populécidhoz viszonyitva igen csekély.

Habar 2019-ben tobb helyen nagyobb szamu sziinyogot gyiijtottiink, parhuzamosan
azzal, hogy ebben az évben a virus aktivitasa csokkent a human (Magyarorszdgon 37 eset az
ANTSZ adatai alapjan), 16 (Magyarorszagon 36 eset az ECDC-nek december 5-ig bejelentett
adatok alapjan) ¢és madar esetek szama alapjan is, a virus nukleinsavat a 2019-es
szinyogmintdkbol sem sikeriilt kimutatni.

Tehat a szinyogok vizsgéalatdn alapulé aktiv surveillance program, bar kelld

intenzitasi mintavétel és megfelelé f6ldrajzi lefedettség esetén nagyon hatékony,
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Onmagéaban nem elegend6 a WNV-fert6zés allat-egészségiigyi ¢és kozegészségligyi
kockazatanak megfeleld értékeléséhez. Igy a jov6ben a WNV eldfordulasanak vizsgalatat
tovabbi monitoring programokkal és hatékony tesztekkel kellene megvaldsitani. Példaul az
egyéb diagnosztikai vizsgalat céljara bekiildott 16, esetleg madar eredetii vérmintadk WNV
elleni (IgM tipust) ellenanyagokra iranyuld vizsgalata is hozzasegithetné a kutatokat a WNV
hazai el6fordulasanak detektalasahoz és elterjedtségének feltérképezéséhez. Mivel a WNV
a szinyogok és a vadmadarak kozott cirkulal, igy még pontosabb képet kaphatunk a WNV
magyarorszagi eléfordulasarol az elhullott madarak passziv monitoring vizsgalataval. Az
alacsony WNV aktivitas mellett 2019-ben Magyarorszagon a passziv monitoring vizsgalat
soran Dr. Erdélyi Karoly és munkatarsai 3 WNV okozta elhullast azonositottak vadmadarak
esetén (07.12. hazi veréb - Bacs-Kiskun megye; 08.06. héja - Bacs-Kiskun megye; 08.27.
strucc - Jasz Nagykun Szolnok megye). A madarakban megallapitott pozitiv esetek
nagyrészt kiviil estek a szunyogok mintavételi teriiletein. Ezek a passziv monitoring
vizsgalatok a jovében is folytatodnak, hogy pontosabb képet kaphassunk a WNV
elterjedtségérol.

A kutatasunk sordn alkalmazott PCR teszt megbizhatonak bizonyult, ezért a negativ
eredmények nem az altalunk valasztott PCR tesztnek a kovetkezményei. A mintak
pontosabb megvizsgaldsa érdekében azonban a PCR mellett érdemes lett volna mas
modszert is (pl. LAMP) alkalmazni, mellyel az egyes tesztek hatékonyséagat, specifikussagat

¢és érzékenységét is értékelhettiik volna.

29



7. Osszefoglalas

A nyugat-nilusi virus (West Nile Virus, WNV), mint zoonotikus korokozé, mind
allat-egészségiigyi, mind kozegészségiligyi szempontbol jelentés Flaviviridae csaladba
tartoz6 arbovirus, amely mara mar vildgszerte elterjedt és nagyfoka genetikai
valtozatossagot mutat. A virus foldrajzi elterjedtségében a sziinyog vektorok mellett szerepet
jatszanak természetes rezervoar és terjeszt6 fajokként a vonuldé vadmadarak, valamint ezek
életterére gyakorolt hatasuk révén a klimatikus tényezok, illetve az emberi tevékenységek,
pl. a globalis aruszallitas és kereskedelem is.

A Kozép-Eurépaban mar masfél évtizede jelen levé nyugat-nilusi virus ciklikus
aktivitdsanak nyoman a klinikai tiinetekben megnyilvanul6é nyugat-nilusi virus fertézések
szama 2018-ban Ko6zép-Europaban, igy hazankban is jelentdsen megemelkedett. A virus
szanyogpopulaciokban vald eléfordulasanak vizsgalatira 2018-ban és 2019-ben
Magyarorszag kiilonbdzo teriileteirdl, tobbféle csapdazasi modszerek segitségével 6sszesen
12 fajba sorolhatdo 2064 szinyog mintat gyljtottiink, melyeket a virus nukleinsavanak
kimutatasara PCR vizsgaltnak vetettiik ald. Bar a 2018-ban és 2019-ben gytijtott szinyog
mintak mindegyike negativnak bizonyult, a Bakonyi és munkatérsai altal végzett kutatasok,
valamint a virus els6é kimutatasa Ota minden évben dokumentalt madar, ember és 10
fertézések bizonyitjak, hogy a WNV folyamatosan jelent van Eurdpaban és Magyarorszagon
is.

A vizsgalt mintdk korlatozott szama és reprezentativitdsa kovetkeztében kapott
negativ vizsgalati eredmények nyoman érdemes kiemelni, hogy a sikeres monitoring
vizsgalatokhoz nélkiilozhetetlen a mintavétel szakszerli megtervezése és végrehajtasa. A
fert6z6 betegségek eldfordulasanak és terjedésének vizsgalatara elengedhetetlen fontossagi

az aktiv surveillance és a passziv monitoring vizsgalatok folyamatos, szakszerli elvégzése.
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8. Summary

West Nile Virus (WNV), a zoonotic pathogen, plays an important role in both animal
and public health. It is an arbovirus belonging to the Flaviviridae family, which is
widespread worldwide and shows a high degree of genetic diversity. In addition to mosquito
vectors, wild and migratory birds play a role as natural reservoir and disseminator species in
the geographical distribution of the virus, along with climatic factors and human activities,
e.g. global freight and trade.

West Nile Virus has been present in Central Europe for a decade and a half and in
line with the cyclic activity of the virus, the number of clinical cases of West Nile Virus
infections increased significantly in 2018 all over Central Europe, including Hungary. To
investigate the occurrence of the virus in mosquito populations during 2018 and 2019, 2064
mosquito samples, belonging to 12 species, were collected from different areas of Hungary
using various trapping methods and subjected to PCR testing for the detection of viral
nucleic acid. Although all mosquito samples collected in 2018 and 2019 yielded negative
results, earlier research by Bakonyi et al. and the regularly documented infections in birds,
humans and horses since the first detection of the virus prove the continuos presence of
WNYV in Europe and in Hungary.

As exemplified by the negative test results obtained in this study due to limited
sample numbers and their limited representativity, it is worth emphasizing that a state of the
art sampling plan and implementation are essential for successful disease monitoring.
Continuous and professionally performed active surveillance and passive monitoring
schemes are essential in order to efficiently monitor and study the emergence and spread of

infectious diseases.
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10. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Erdélyi Karolynak, aki
rendelkezésemre bocsatotta a dolgozat elkésziiléséhez sziikséges szakirodalmat, valamint
Otletadd gondolataival, tandcsaival hozzéjarult ennek a szakdolgozatnak a létrejottéhez.

Kiilon szeretnék koszonetet mondani Dr. Forgach Petra tanarnének a tanulmanyom
ideje alatt kapott tanacsokért, a sok segitségért €s a kitiintetd bizalmaért.

Koszonettel tartozom Bakonyi Gyo6zdnek, akinek segitségével elsajatithattam a
labordiagnosztikai modszereket és ezaltal eléviilhetetlen érdemei vannak ennek a
szakdolgozatnak a megteremtésében.

Kiilon szeretném megkdszonni a Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék valamennyi
oktatojanak, dolgozdjanak azt a lelkiismeretes munkét, amivel a hallgatok képzését,
tanuldsat és a versenyképes tudds megszerz¢ését tdmogatjak.

Végiil szeretnék koszonetet mondani csaladomnak a tiirelmiikért, a tamogatasukért,

valamint azért, hogy lehetdvé tették a tanulmanyaim folytatasat.

38



Konzulensi ellenjegyzés

Alulirott Dr. Erdélyi Karoly igazolom, hogy Réti Klaudia (a hallgatd neve) A nyugat-nilusi
ldz virusdnak kimutatdsa 2018-2019-ben gyi{ijtétt magyarorszagi sziinyogmintakbol

cimi diplomamunkéjat ismerem, azt beadésra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2020. november 30.

(a témavezetd neve és aléirdsa)

NEBIH ADI,
Emlds-, Vad- és Baromfibetegségek

Laboratériuma
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Konzulensi cllenjegyzés

Alulirott Dr. Forgach Petra igazolom, hogy Réti Klaudia (a hallgaté neve) A nyugat-nilusi
liz virusanak kimutatisa 2018-2019-ben gyiijtitt magyarorszagi szinyogmintikbol

cimi diplomamunk4jat ismerem, azt beaddsra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2020. november 30.

Dr. Forgich Petra

(a témavezetd neve és alairasa)

Allatorvostudoményi Egyetem Jarvanytani &s

Mikrobiolégiai Tanszék
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HuVetA
FLHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Elérhetbség (e-mail cim):....0ch ok 0Tz (2 QUi SO e
A feltéltendd mil cime:. 2. L ‘riqiz,—.—. EUTTIT Utmmmﬂqmw
RIS A Dk, M. A QyearRas '...&Mup%m&dkbé&_--
A mii megjelenési adatais... 20000 i
Az ftadott fajlok szdma: ...

Jelen megéllapodis elfogadésival a szerzo, illetve a szerzbi jogok tulajdonosa nem kizarolagos
jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivdlja (a tartalom megvalioztatdsa nélkdl, a
megdrzés és a hozzaférhetGség biztositasinak érdekében) és mdsoldsvédett PDF forméra
konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szAmara
hozzaférhetd) mésolatot téroljon az On 4ltal dtadott dokumentumbél kizérolag biztonségi,
visszaallitasi és megorzeési célbdl,

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On mive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabbd, hogy a mii
eredeti s legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzdi jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzdi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzi jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse ajelen
megallapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy 4ltal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmien fel van tiintetve az eredeti szerzd neve a miivon beldl.

A szerzbi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatirozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

—1 engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt mivek korlatlanul hozzaférhetbveé valjanak
a vilaghalon,

[ ‘ az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korldtozza a feliliott
.| dokumentum(ok) elérését,

a Kényvtarban talélhatd, dedikélt elérést biztosité szamitdgepre korlatozza a feltdltstt
dokumentum{ok) elérését,

- csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatinak feltdltéséhez jarul
>< hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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Keérjiik, nyiiatkozzon a négyzetben elheiyezett jellel a helyben haszndiatrdl is:

X Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomiatott valtozatidnak helyben olvasasit a
kényvtarban.

Amennyiben a feltdltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tdmogatott illetve szponzordlt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire
vonatkozoan.

A HuVetA lizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorlo személyek és szervezetek iranyaban
nem vallalnak semmilyen felelésséget annak jogi orvoslasira, ha valamely felhasznalo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté modon visszaélne,

Budapest, 2000 ¢v Q6 AT. hd . 30, .nap

| .

(et Klau o f o
alairas

szerzd/a szerzdi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutira Ferenc Kdnyvidr, Levélidr és Mizeum dltal mitkddretett
egyelemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
-tdriénet dokumentumail, tuddsvagyondt elektronikus formdban osszegyiijise, rendszerezze,
megdrizze, kereshetGvé és hozzdférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vetelével,

A HuVetd a korszerdi informatikai lehetdségek felhaszndldsdval biziositia a kénnyii, (internetes

keresdgépekkel i miikédd) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes sziveg azonnali elérését.

Célja ezek révén
- magyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- u magyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen
keresztil a hazai dllatorvosi folyéiratok impakt fakiordnak nivelése,

-z  Allatorvostudomanyi  Egyetem és  az egyittmikodd  parinerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megielenitése révén az intézmények és a hazai
illatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése,

a szakmat kapesolatok és egyiittmiikidés eldsegitése,
a nyilt hozzdférés tamogardsa.
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