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Bevezetés

A nyugat-nilusi laz korokozdja a japan encephalitis virus (JEV) komplex vilagszerte
legelterjedtebb tagja. A Flaviviridae csaladba, ezen beliil a Flavivirus nemzetséghez tartozik.
A nyugat-nilusi 1az zoonotikus betegség. A korokozo vektorai szinyogok, leginkabb a Culex
nemzetségbe tartozo fajok; gerinces rezervoar fajai kiilonb6z6 vadmadarak.

Hazankban a nyugat-nilusi 14z virusa 2003 6ta okoz diagnosztizalt megbetegedéseket
vadmadarakban, ludakban, juhban, lovakban, és emberekben. Az eddigi kutatdsok azt
mutattak, hogy a 2004-ben felbukkant, kettes genetikai vonalhoz tartoz6 virustorzs fordul eld
az orszagban.

E kutatds célja meghatirozni, hogy mely vadmadarfajok vehetnek részt a WNV
fenntartdsaban é€s terjesztésében. Vizsgalataink soran 2011 és 2013 kozott a hazai vadmadarak
aktiv és passziv monitorozasat végeztiikk. Az aktiv monitoring soran ¢€l6 allatokbol vettiink
mintat, a passziv soran valamely okbol elhullott egyedeket vizsgaltunk. A kutatasba
beletartozott a monitoring hatékonysaganak a felmérése is, illetve a nem vektorialis terjedés

jelentéségének vizsgalata.

1. Irodalmi attekintés

1.1. A nyugat-nilusi 1az elofordulasa vilagszerte

A nyugat-nilusi 1az koérokozodja, a nyugat nilusi virus (West Nile virus, WNV)
vilagszerte széles korben elterjedt. Elofordul Afrikdban, Eurdpaban, Azsiaban, é&s
Ausztralidban. A XX. szazad végén felbukkant Eszak Amerikaban és napjainkra elterjedt az
amerikai kontinenseken is.

A korokozot eldszor 1937-ben sikeriilt kimutatni egy emberi megbetegedés soran
Uganda nyugat-nilusi térségében (Smithburn et al., 1940). Egyiptomban az 1950-es évek ota
rendszeresen sikeriilt izolalni a kérokozot madarakbol, szunyogokbol és human betegekbdl
(Taylor et al., 1956). 1975 és 1993 kozott azonban alig keriilt dokumentéaciora nyugat-nilusi
lazban komolyabb megbetegedett eset. Ezzel szemben 1994-t81 napjainkig a korokozo
vilagszerte jelentds megbetegedéseket okozott (Campbell et al., 2002).

Az USA-ban eldszor 1999-ben New Yorkban izolaltak, ekkor 59 személy keriilt

kérhazba meningoencephalitis tiineteivel. A virus nemsokara egész Eszak-Amerikdban



elterjedt. 1999 és 2001 kozott 149 human megbetegedésrdl szamoltak be, melyb6l 18 halalos
kimenetell volt (Zeller és Schuffenecker, 2004).

A New York-i esettel egy idében Oroszorszagban is megjelent a virus (Platonov,
2001). Europaban elészor 1958-ban mutattak ki a virus ellen képz6dott ellenanyagokat két
alban személy vérébol (Bardos, 1959). Magat a korokozot 1963-ban sikeriilt izolalni
betegekbdl és szunyogokbol a Rhone Delta vidékén (Hannoun et al., 1964). Eddig az egyik
legjelentdsebb jarvanyat Romaniaban, Bukarestben és kdrnyékén okozta, ekkor tobb mint 500
ember betegedett meg, és sok volt a halalos aldozat (10%) (Tsai et al., 1998).

Napjainkig Eurdpa szerte szamos orszagban kimutattdk a virus jelenlétét:
Franciaorszagban, Oroszorszagban, Spanyolorszagban, Romanidban, Fehéroroszorszagban,
Ukrajnaban, Csehorszagban, Moldovéaban, Portugélidban, Szlovakiaban, Ausztridban, és nem
utolsd6 sorban Magyarorszagon is (Hubalek ¢és Halouzka, 1999). 2008-ban jelentés
megbetegedéseket észleltek Olaszorszagban, Franciaorszagban, Romaniaban és Ausztriaban.
Az olaszorszagi fert6zés lovakat és embereket is érintett (Monaco et al., 2010). Ausztriaban
augusztusban szamos vadmadarbol sikeriilt kimutatni a korokozot, annak ellenére, hogy az
orszagban korabban sosem okozott megbetegedéseket a nyugat-nilusi laz virusa (Bakonyi et
al., 2013).

Izraelben eldszor az 1950-es években mutattak ki a korokozot. 1997-ben a WNV
jelentds megbetegedést okozott fiatal ludakban (Guy és Malkinson, 2003). Az allomanyban
magas volt a morbiditas (20-60%), a megbetegedett madarak jelentds része elpusztult. A
ludak nagy tobbsége 3-8. élethetében jart. Az orszag teriiletén 1998-ban szokatlanul magas
mortalitassal jar6 nyugat-nilusi virus okozta jarvanykitorést irtak le, amely vonuld ludakat
(Anser anser) és golyakat (Ciconia ciconia) érintett (Zeller és Schuffenecker, 2004). Ezek a
gblydk azonban még Kozép-Eurdpaban keltek ki, és valdsziniileg az Oszi viharos szelek
sodortak el 6ket 6szi vonulasuk soran lzraelbe. 1997 és 2001 kozott, foleg augusztus kdzepe
¢s november vége Kkozott IS szamos megbetegedést regisztraltak a régidban. A
megbetegedések olyan ludallomanyokat érintettek, amelyeket szabad tartasban neveltek,
ennek kovetkeztében gyakrabban érhette Gket szanyog vektorok csipése. (Guy és Malkinson,
2003).



1.2. A nyugat-nilusi laz hazai elofordulasa

A virus eléfordulasat mar harminc évvel a klinikai megjelenése eldtt is sikertilt
igazolni Magyarorszagon, ekkor erdei ragcsalokbol mutattak ki Veszprém megyében és az
Ipoly mentén (Molnér et al., 1979).

A korokozd egészen 2003-ig nem okozott klinikai megbetegedéseket hazankban,
annak ellenére, hogy a szomszédos Romanidban ez tobbszor is eléfordult (1996, 1997). 2003-
ban kés6 nyaron észlelték egy hazi ludallomany (Anser anser domesticus) megbetegedését. A
madarak encephalitis tlineteit mutattak. Testtomegiik csokkent, és valtozatos idegrendszeri
elvaltozasokat mutattak, ugymint torticollist, opistotomust €s paralysist. Fdleg a fiatal, 6 hetes
egyedek betegedtek meg, jelentds volt az elhulldas (14%). A korszovettani, szerologiai
vizsgalatok és a nukleinsav-kimutatas (RT-PCR) a nyugat-nilusi laz jelenlétét igazolta
(Glavits et al., 2005). A kimutatott virustorzs genetikailag az 1998-ban Izraelben, és 1999-ben
az USA-ban megjelent virustorzsekkel mutatott rokonsagot (1-es genetikai vonalhoz tartozo
torzs, Lineage 1) (Bakonyi et al., 2005). Ugyanebben az évben jegyezték fel az els6 human
eseteket is Magyarorszagon: a ludallomanyt tarté csalad betegedett meg, mivel a mindennapi
munka soran kozel keriiltek a fertdzott madarakhoz ¢€s a kornyékiikon ¢€l6 izeltlaba
vektorokhoz. A fert6zést szerologiai vizsgalatokkal sikeriilt igazolni a betegség lefolyasa utan
tobb honappal. A csalad enyhe klinikai tiinetekkel vészelte at a kort (rosszullét,
étvagytalansag, izomfajdalom, fejfajas) (Glavits et al., 2005).

Egy évvel kés6bb, 2004-ben, a Koros-Maros Nemzeti Park teriiletén talaltak két
idegrendszeri tiineteket mutatdo héjat (Accipiter gentilis). Egyikiiknek sikeriilt atvészelnie a
betegséget, az elhullott agyveldmintajabol pedig korszovettani vizsgalattal és RT-PCR-rel
kimutattak a virust (Bakonyi et al., 2006).

2005-ben, szintén a Koros-Maros Nemzeti Park teriiletén tovabbi fert6zott madarakat,
pontosabban harom héjat (Accipiter gentilis) és két karvalyt (Accipiter nisus) talaltak,
melyekbdl ki tudtdk mutatni a virust. Az 6t madarbol két héja és az egyik karvaly belepusztult
a fert6ézésbe (Bakonyi et al., 2006). Ugyanez év 6szén egy négy éves anyajuh idegrendszeri
tiineteket mutatott, és négy nap mulva el is pusztult. A juhdllomdnyt 75 anyajuh és 5 kos
alkotta, a fent emlitett allaton kiviil mas megbetegedést nem tapasztaltak. Az elhullott allatbol
mintavételezés tortént. Az agyveldbdl kivont mintat sejttenyészeten izolaltdk. Az izolatumbol
RT-PCR-rel azonositottak a nyugat-nilusi laz virusat (Kecskeméti et al., 2007). A 2004/5-6s

eseteket okozd virustérzs azonban a 2003-assal ellentétben a 2-es genetikai vonalhoz



tartozott, amely genetikai vonal tagjai korabban csak Afrika Szaharatol délre es6 teriiletein
fordultak el (Bakonyi et al., 2006).

2007-ben és 2008-ban lovakbol, madarakbol és human betegekbdl sikeriilt kimutatni a
virusfert6zést. Egy passziv monitorozasi program soran dsszesen 91, 33 kiilonboz6 fajba
tartozo, elhullott vadmadarat vizsgiltak meg RT-PCR-rel. Osszesen 26 egyed bizonyult
pozitivnak, amelybdl 18 héja (Accipiter gentilis) volt (Barna, 2010). Szerologiai
modszerekkel megvizsgaltadk 27 160 savo- és liquormintait, melybdl 12 bizonyult pozitivnak
(Bakonyi et al., 2013). A monitorozas 2009-ben tovabb folytatodott, ekkor 118 madarat
vizsgaltak meg, melybdl 17 bizonyult pozitivnak (Barna, 2010), illetve 276 vizsgalt 16bol 79.
2008/9-ben 6sszesen 33 human megbetegedésrdl szamoltak be (Bakonyi et al., 2013).
Mindemellett, Dévavanyai Tuzokmentd Allomason nevelt tuzokokbél tobbszor (2006-ban,
2009-ben és 2011-ben) vért vettek szerologiai vizsgalat céljabol. A madarak mind Kklinikailag
egészséges, kiengedés eldtt allo fiatal tuzokok voltak. A mintdkbdl madarinfluenza-,
baromfipestis-, orthoreovirus- és nyugat-nilusi laz-fertézottséget vizsgaltak. Az eredmények
minden esetben negativak lettek az els6 harom betegséget illetden, azonban mindharom évben
tobb madar bizonyult nyugat-nilusi laz szeropozitivnak (Sés et al., 2012). 2006-ban 7
egyedbdl 2-bol, 2009-ben mind a kilencbdl, 2011-ben 11 egyedbdl 3-bol sikeriilt kimutatni a

virus ellenanyagat.

1.3. A virus genetikai vonalai

A nyugat-nilusi virus torzsei nagyfoka genetikai valtozatossagot mutatnak (Berthet et
al., 1997). A torzseket két 6 és szamos kisebb genetikai vonalhoz soroltak (1. abra).

Az 1-es genetikai vonal ezen beliil harom f6 csoportra oszthatd, egyrészt genetikai,
masrészt foldrajzi elterjedési okokbol. Az ,,A” csoport tagjai Eurdpaban, Kozép-Keleten,
Azsidban és Amerikaban fordulnak el. A ,B” Ausztralidban, ezt nevezik Kunji torzsnek is. A
harmadik, ,,C” csoport Indiaban fordul ¢l (Lanciotti et al., 2002).

A 2-es genetikai vonalhoz tartozik tobbek kozott az elsOként izoladlt nyugat-nilusi
virustorzs (B956). Ez a genetikai vonal eredetileg csak Kozép-és Dél-Afrika teriiletén fordult
eld. 1968-ban kimutattak ugyan cipruson egy 2-es genetikai vonalhoz tartozd virust egy
egészséges, vonuld madarbol, ez azonban nem bizonyult neuroinvazivnak. Idegrendszeri
tiineteket is okozd ¢és ebbe a genetikai vonalba tartozd virus Eurdpaban elészor
Magyarorszdgon bukkant fel 2004-ben. Az azdta végzett vizsgalatok soran hazankban
kizarélag 2-es vonalhoz tartoz6 WNV-t mutattak ki. A 2003-as, 1-es vonalhoz tartozd

virusnak valosziniileg nem sikeriilt attelelnie (Bakonyi et al., 2006).



A fent emlitett két f&6 vonalon kiviil 6t tovabbi genetikai vonalat kiilonboztetnek meg; ezek
azonban, bar WNV virusok, genetikailag kevésbé hasonlatosak az 1-es és 2-es vonalhoz.
Felmeriilt az is, hogy nem WNV virusok, csupan a japan encephalitis viruskomplex tagjai
(Bakonyi et al., 2005). A 3-as vonalat (Rabensburg virus) szinyogokbdl izolaltak a cseh-
osztrak hatar kornyékén. A 4-es vonalat a Kaukazus kornyékén irtdk le kullancsokbol.
Tovabbi két virustorzsrél sikeriilt megallapitani, hogy valamelyest rokonsagot mutatnak a
nyugat-nilusi virussal, de egyik eddig leirt lineage-el sem allnak kozeli filogenetikai
kapcsolatban. Ezek koziil az egyik a malajziai KUN MP502-66 virus, a masik az afrikai
Koutango virus (KOUV). Az 6todik torzset 2006-ban izolaltak Spanyolorszagban egy ndstény
Culex pipiens szunyogbo6l (Vazquez et al., 2010).

A WNV torzsek jelentdsen eltérnek virulencidjukat illetden. Korabban csak az 1-es
genetikai vonal egyes torzseir6l mutattak ki, hogy azok neuroinvazivak, és a 2-es vonalhoz
tartozo torzseket kevésbé virulensnek tartottak. Nemrégiben azonban Afrika teriiletén szamos,
igen virulens, neuroinvaziv tulajdonsagokkal rendelkez6 2-es vonalhoz tartozd torzset
azonositottak. A 2004-ben Magyarorszagon felbukkant torzs is gyakran okozott idegrendszeri
megbetegedéseket. Ugyanakkor az emberi megbetegedések szamdban ¢és sulyossagaban
jelentds eltéréseket figyeltek meg. Hazankban eddig csupan egyetlen halalos kimeneteli
emberi WNV fertdzést igazoltak. A virustorzs 2010-ben felbukkant Gorogorszagban is, ahol
viszont 191 emberi megbetegedést és 32 halalos esetet regisztraltak (Papa et al., 2011).
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1. abra: A nyugat-nilusi virusok filogenetikai kapcsolata. A harom betiis roviditések az egyes orszagokat,
illetve varosokat jelolik, ahonnan az adott torzset kimutattak. A betiik utan kovetkezé szamok az adott
virustorzs elsé kimutatasanak évét adjak meg (Bakonyi et al., 2006; Barna, 2010)



1.4. Koroktan

A nyugat-nilusi virus a japan encephalitis virus komplexbe tartozik. Ennélfogva kozeli
rokonsagban all a Murray-volgyi encephalitis és a Saint Louis encephalitis (SLE) virusaival.
Orokitd anyaga lineéris, pozitiv irdnyitottsagl, egyszala RNS, genomja koriilbeliil 11 000
nukleotidbol épiil fel (Campbell et al., 2002). Ikozaéder szimmetriaju kapsziddal rendelkezik,
kb. 40-60 nm atmér6jii. A virust a kérnyezeti hatasokra érzékeny lipidburok veszi koriil. Ebbe
agyazottan talalhato a f6 ,,E” (envelope) glycoprotein (pr-E), amely a sejtreceptorhoz vald
kotodésért felel, illetve egy kisebb méretii, ,,M” (membran) glycoprotein. (Kanai et al., 2006).
A virus genomja egy 5’nem kodold régioval kezdddik, mely koriilbeliil 100 nukleotidot
tartalmaz. Ezt egy nyitott leolvasasi keret koveti, amely harom strukturalis virusfehérjét
(kapszid-membran-burok) és hét nem strukturalis fehérjét kodol (NS1-NS2a-NS2b-NS3-
NS4a-NS4b-NS5), majd a sort a 3’ nem kodolo, koriilbeliil 600 nukleotidot tartalmazo régio
zarja (Campbell et al., 2002). A receptorhoz valdo kotodést kovetden a virus endocytosis
segitségével behatol a sejtbe, lipidmembranja fuzional az endoszémaval, és igy Orokitd
anyaga a citoplazmaba kertil. Itt torténik a replikacio, majd a viruspartikulumok 0sszeépiilése,
mig végiil a virus kiszabadul a sejtbdl, és 1y ciklusba kezd.

Az E ¢és az M fehérjék a virus l1ényeges tulajdonsagait hatarozzak meg, mint példaul a
gazdaspektrumot, felelések a T-és B-sejtek stimulalasaért és az immunvalasz kialakitasaért,

illetve a virus replikaciojaért és az 6sszeépiilésért (Campbell et al., 2002).

1.5. Jarvanytan

A nyugat-nilusi 1az virusanak legfobb terjeszt6i a szunyogok, tobb mint 60 fajbol
kimutattak (Sardi et al., 2012). Ezen beliil Eurépaban és Eszak-Amerikaban legjelentésebb a
Culex nemzetségbe tartoz6 Culex pipiens (Zeller és Schuffenecker, 2004).

A virus természetes ciklusa soran a fert6zott vért szivott szunyog bélhamsejtjeiben
aktivan elszaporodik, majd a haemolympha Utjan tobbek kozt a rovar nyalmirigyében
telepszik meg, és a vérszivds sordn innen keriil at az esetek tobbségében az elsddleges
gazdaba. Ez altaldban valamilyen vadmadarat jelent. Magyarorszagon az eddigi kutatdsok
alapjan foleg a ragadozo madarak érzékenyek a virusra, mig Amerikaban leggyakrabban a
varjak és a kék szajkok elhullasait okozta (Komar et al., 2003). A virus a szervezetbe keriilve
viraemidt okoz, amely esetenként igen sokaig (20-100 napig) eltarthat ugy, hogy az allat
ekozben nem mutat klinikai tiineteket. Ezzel magyardzhaté a virus terjedése, hiszen a
vandorlo, virusfertdzott vadmadarak igen nagy tavolsagokra képesek szallitani a korokozot. A

viraemia soran a virus eljut az idegrendszerbe, ahol az idegsejtek apoptosisat és gyulladasos
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folyamatokat okozhat. A vérben az ellenanyagok kb. a 7-11. napon jelennek meg. A madarak
egy része atvészeli a fertdzést, és élete végéig szeropozitiv marad, masik része azonban
elpusztul, igy a virus egyes védett madarfajokat is veszélyeztethet. A madarakon kiviil a virus
kiilonféle emldsfajokban is eléfordul, ugymint kisragcsalokban, juhokban, lovakban és az
emberben is. Ebben az esetben valtozé mértékben betegitheti meg az adott egyedet
(legjelentdsebb ilyen szempontbol a 16 és az ember), azonban nem képes olyan szintli és
hosszan tart6 viraemiat kialakitani, mint madarakban, ezért ezek az alkalmi gazdafajok nem
képesek tovabb fertdzni a szinyogokat.

A nyugat-nilusi laz virusanak terjedését nagymértékben az iddéjaras is befolydsolja.
Mivel a szinyogoknak fejlodésiikhoz vizre van sziikség, ezért a csapadékosabb években
gyakoribb a fert6zés. Ez tortént hazankban a 2005-ben, amikor a csapadékos tél és tavasz
jelentds arvizeket eredményezett. Mivel ebben az évben nyaron is sokat esett az esd, a
megemelkedett vizszintek hatdsara a vektor szinyogfajok nagy mértékben el tudtak
szaporodni (Bakonyi et al., 2006). A megbetegedések ezen tal szezonalitast is mutatnak, foleg
nyar végén és Osszel lehet talalkozni nyugat-nilusi lazzal Magyarorszagon (Bakonyi et al.,
2013). Mocsaras, vizes ¢€lohelyek kornyékén gyakoribb a virusfertézés, és a fertdzési
gbocpontok altalaban itt alakulnak ki. A virus terjedésének legaktivabb id0szaka a meleg nyari
honapok. Egyrészt nagyobb melegben a szinyogok szaporodasi ciklusa. Masrészt ilyenkor a
virus gyorsabban képes fejlddni a vektorban. A gyorsabb fejlédéssel a virusnak megnd az
es¢lye, hogy idejében elérje a fertdzoképes allapotot, amikor a szinyog még javaban vért sziv,
igy biztositva a terjedést (Epstein, 2001).

A szinyogok segitette terjedés mellett eldfordulhat a korokozd nem vektorialis atvitele
is. Az amerikai jarvany soran leirtak human fertézodéseket, melyek vératomlesztés,
szervatiiltetés, méhen keresztiil, illetve szoptatas utjan mentek végbe (Sardi et al., 2012).
Emiatt mar hazankban is el6fordult, hogy korlatoztdk a véradast. Emellett felmeriilt, hogy a
ragadozo madarak szajon at is fertdzddhetnek abban az esetben, ha az altaluk elfogyasztott
préda WNV fert6zott volt, és nagy mennyiségben tartalmazta a virust. Ez esetben a predécio
soran a ragadoz6 madar nyalkahartya-sériilésein keresztiil is bejuthat a virus, és fertdzést

okozhat.
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1.6. Klinikai tiinetek

Madaraknal a virus foleg a fiatal egyedekben képes sulyos klinikai tiineteket,
esetenként elhullast okozni. A fert6zott madaraknal meningoencephalitis alakul ki, ennek
kovetkeztében tobbek kozott ataxia, opisthotonus, torticollis és paralysis figyelheté meg. Az
allatok testtomege csokken, altalanos dallapota romlik. Egyes esetekben eléfordulhat
tiinetmentes fert6zés is (Glavits et al., 2005).

Lovaknal szintén az idegrendszeri tiinetek dominalnak, klinikai megbetegedés azonban
ritkan fordul el6, az allatok nagy része (90%) tiinetmentesen vészeli at a fertézést (Sardi et al.
2012). A megbetegedett egyedekben a viraemia soran meningoencephalitis alakul ki, amely
klinikailag paralysissel (féleg a hatsé végtagon), ataxidval, gyengeséggel ¢és hyperaesthesidval
jar. Az ilyen lovak koriilbeliil 30-40%-a elhullik, a gyogyultak kozott pedig szamos egyedben
mozgaszavarok maradnak vissza (Sardi et al., 2012).

Emberben gyakori (75%) a tiinetmentes fert6zottség. Enyhe megbetegedés esetén laz
(nyugat-nilusi laz, West Nile fever), fejfajas, izomgyengeség, rosszullét, étvagytalansag
tapasztalhatd. Ez a fert6zott személyek kb. 20-25%-at érinti. Legyengiilt immunrendszer
esetén sulyosabb, idegrendszeri tiinetek jelentkezhetnek a kialakult meningoencephalitis
kovetkeztében, amely akar a beteg halalahoz vezethet, ez azonban atlagosan az esetek 1%-ban
fordul el6 (Papa et al., 2011).

2. Anyag és modszer

2.1. Vizsgalati anyagok

A kutatashoz sziikséges vizsgalati anyagokat Magyarorszag kiilonb6z0 pontjairdl
gyijtottik be. Garat-szajiiregi és cloaca-bélsar tamponmintakat, illetve elhullott vadmadar
egyedeket gyiijtottink az Ocsai Madarvarton. Az tamponmintékat gyiiriizésre befogott
madarakbol vettiik, boditas nélkiil (2. abra). Mintavételezésre steril kisméretli tamponokat
hasznaltunk, melyet a mintavétel utan steril foszfatpuffer oldatban, 1 ml-es mikrocentrifuga
csovekben, -70°C-on taroltunk. Az elhullott egyedeket a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi
Hivatal (NEBIH) Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosaganal (ADI) térténd korbonctani
vizsgalatig -20°C-on taroltuk.

A Fovarosi Allat-és Novénykert allatmentd kozpontjabol Gsszesen 26, foképp
ragadozd madarakbol szdrmaz6 vérmintat gyljtottiink. A mintavételezéshez az esetek
tobbségében a szarnyvénat (v. cutanea ulnaris) vettiik igénybe, néhany madarnal pedig a
labvénat (v. medialis metatarsalis) vagy a nyaki vénat (v. jugularis). Borfertotlenitést
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kovetden, nyilt rendszeri vérvételi technikdval dolgoztunk, a levett mintdkat 1 ml-€s
csovekbe gytijtottiik, majd a mintak feldolgozasaig -70°C-on taroltuk. A jeloletlen madarak a
vérvétel utan microchipet is kaptak az egyszeriibb nyomon kdvetés végett (3. abra).

Nagy segitséget kaptunk kiillonbozé nemzeti parkoktol, ahonnan vérmintakat és
elhullott vadmadarakat kaptunk. 2013-ban Csepelrdl dsszesen 61, elvéreztetett galamb fejét
bocsatottak rendelkezésiinkre a vizsgalatok céljabol. Az €16 allatbol torténd mintavételezés

soran egyik madar sem szenvedett komoly sériiléseket.

2. abra: Szaj-garatiireg tamponminta vételezése 3. abra: Microchip behelyezése egerészilyvbe (Buteo

baratposzatabdl (Sylvia atricapilla). buteo) a vérvételt kovetéen

2.2. Mintak elokészitése

Az elhullott egyedeket korbonctani vizsgalatnak vetettiik ala. Meghataroztuk minden

allat fajat, ¢és feljegyeztiik a madarak azon adatait, melyeket az ornitologusok juttattak el

hozzank (ivar, kor, elhullas helye és ideje), a boncolas soran talalt elvaltozasokat, illetve ahol

talaltunk, az allatok gytirti-illetve chipszamat. A vizsgalat soran mintat vettiink az agyvelobol

virus nukleinsav kimutatasara, illetve kiilonb6zo szervekbdl (agy, 1ép, maj, vese, bél, bursa

Fabricii, tiid6, sziv) immunhisztokémiai és szovettani vizsgalatok elvégzéséhez.

Az agymintakat az el6készités soran steril flilkében, dorzsmozsarban, steril

kvarchomok segitségével homogenizaltuk, foszfatfuffer (phosphate-buffered saline, PBS)

hozzaadéasa mellett. A sejtek sejthartyai a folyamat sordn sériiltek, és a sejtekbdl kiszabadultak

az alkotoelemeik, igy az esetlegesen benniik taldlhatd virusok szabadda valtak. A mintékat

ezutan 10 percig 1500 xg fordulatszdmon centrifugaltuk, igy kiilonvalasztva a kvarchomokos,

durvabb tormelékeket az esetlegesen virust tartalmazd, kisebb stirliségli fazistol. A

tovabbiakban a feliiliszot hasznaltuk fel.
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2.3. RNS izolalas, Reverz-transzkripciés polimeraz lancreakcié (RT-PCR)

Az RNS izoldlashoz a QIAamp Virus RNA Mini Kitet vettiik igénybe (Qiagen,
Hilden, Németorszag), a gyartd utasitasai szerint. Ehhez 140 ul-nyi agyveld
homogenizatumbol indultunk ki. A folyamat végére 60 pl-nyi, RNS-t tartalmazé oldatot
kaptunk.

Az mintakbol izoladlt RNS nukleinsavakon reverz transzkripciés polimerdz
lancreakciot (RT-PCR) hajtottunk végre. A reakciokhoz a QIAGEN OneStep RT-PCR Kitet
(Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk, a gyarto utasitdsai szerint.

A folyamat soran el6szor egy torzsoldatot készitettiink, amely mintanként 5,7 pl-nyi
pufferoldatot (melyben egységenként 25 mM MgCl, volt), 0,4 ul-nyi dezoxi-nukleotid
trifoszfat keveréket (ANTPS), 0,1 ul-nyi RN-az inhibitort (Promega), 0,4 ul-nyi Quiagen
enzim mixet (reverz transzkriptaz és Taq DNS polimeraz) és 0,4 ul-nyi genomikus és reverz
oligonukleotid primerek keverékét. A reakcidkban a JEV szerokomplex szamos virusanak
kimutatasara alkalmas, univerzalis, degeneralt primerpart hasznaltunk (Weissenock et al.,
2001, Bakonyi et al, 2004). A primerek (genomikus: WNV 3f 5’-
GARTGGATGACVACRGAAGACATGCT-3’; komplementer: WNV 2r: 5’-
GGGGTCTCCTCTAACCTCTAGTCCTT-3’) a virus 3’ nem kodold szakaszahoz tapadnak
¢és 754 bazispar hosszusagu szakaszt erdsitenck fel. A torzsoldatbol 9-9 ul-nyi elegyet adtunk
1-1 pl-nyi RNS mintahoz, illetve egy pozitiv és egy negativ kontrollhoz. Az folyamat soran az
egyes komponenseknek folyamatos hiitést biztositottunk jégagyon.

Az igy elkészitett mintakat a PCR késziilékbe helyeztiik, és elinditottuk a WNV
virusara szerkesztett programot. A reakcio elsé 1épésében 50°C-on 30 perc alatt a reverz
transzkriptaz enzim segitségével az RNS szal komplementer DNS-szalra irddott at. Ezt
kovetden 94°C-on 15 perc alatt a reverz transzkriptaz enzim denaturalodott, a transzkripcio
leallt, és a Taq polimerdz enzim aktivalédott. A masodik 1épés soran a Taq polimeraz
segitségével negyven ciklusban ismételten szintetizdlodott a primerek tapadasa kozotti
genomszakasz. El6szor 94°C-on, 40 masodperc alatt szétvaltak a szintetizdl DNS szélak, majd
57°C-ra hiilve 50 masodperc alatt hozzajuk tapadtak a specifikus primerek, majd 72°C-ra
melegitve 1 percig zajlott a szalszintézis, melynek soran a képzd6dott DNS-ek nagy része
dupla szaliva alakult. A negyven ciklust kovetéen 72°C-on hét percig zajlott a végso
szalszintézis, melynek célja az volt, hogy minden DNS dupla szédlat alkosson. A reakcid

végeztével az elegyeket a késziilék ledllitasig 4°C-on tarolta.
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2.4. Agarozgél-elektroforézis

A képzodott termékek elkiilonitését, detektalasat és molekulatomegiik meghatarozasat
agardzgél-elektroforézissel végeztiik. Az agardzgél elkészitéséhez 0,6 g agardzt 35 ml Trisz-
acetat EDTA (TAE) pufferben kevertiik el, majd felforraltuk. A gél kb. 40°C-ra lehiilése utan
3 ul-nyi Green Safe festéket adtunk az oldathoz. Az igy elkésziilt oldatot gélformaba ontottiik,
¢s 30 percig vizszintes feliileten allni hagytuk. A gél megszilardulasat kovetéen azt a
futtatokadba helyeztiik, melyet TAE pufferrel toltottiink fel. A mintak szamanak megfelelden
Parafilmre 1,5 pl-nyi felvivopuffert (DNA Loading) cseppentettiink. Minden egyes pufferhez
5 ul-nyi mintat kevertiink, és az elegyet a gélben talalhaté zsebekbe mértiik. A k6zépso
zsebekbe 5 pl-nyi molekulatomeg marker keriilt. Az elektrodak csatlakoztatasa utan 8 V/cm
fesziiltség mellett elektroforetizaltuk a gélt, amig a bromfenolkék jelzéfestek a kiindulasi
ponttdl legalabb 2-3 cm tavolsagra el nem futott (25-30 perc). Amint ez megtortént,
lekapcsoltuk az aramot, és a gélt UV atvilagitassal vizsgaltuk. Az eredményeket digitalis

kameréval és szamitdgépes programmal dokumentéltuk.

2.5. Szerologiai vizsgalat

A szerologiai vizsgéalatokhoz a vérmintdk a Kords-Maros Nemzeti Park teriiletérol,
illetve a Fovarosi Allat-és Novénykert madarmentd allomasardl szarmaztak. Centrifugalast
kovetden a mintakbol 50 pl-nyi savot hasznaltunk fel a szerologiai vizsgalatokra.

A vizsgalatokat kompetitiv. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
modszerrel végeztiik, az ID Screen West Nile Competition Multi-species kittel (ID-VET,
Franciaorszag), a gyart6 utasitdsai szerint. A vizsgalat sordn a madarak vérsavojaban
talalhatd, nyugat-nilusi laz virusanak antigénjeként hatdé E-burokfehérjéje (pr-E) ellen
képz6dott immunglobulinokat mutattuk Ki. A 96 cellabol allo ELISA lemez mikrocellainak
mindegyikét a nyugat-nilusi laz tisztitott fehérjekivonataval (pr-E) vontak be. Minden cellat
50ul-nyi pufferoldattal toltottiink fel, majd egy-egy cellakra a pozitiv, illetve negativ
kontrollokat mértiik (50-50ul), a tobbibe pedig a tesztelésre szant savokat. A lemezt ezutan
90 percig szobahdmérsékleten inkubdltuk, ezalatt a pozitiv mintdk ellenanyagai a celldkban
talalhatdo virusfehérjékhez kotddtek. Az inkubaciés 1d0 letelte utdn a mintdkat
mosofolyadékkal haromszor atmostuk, majd 100-100 pl-nyi konjugatumot adtunk hozzajuk.
Ez egy anti-pr-E ellenanyag peroxidaz konjugatum, mely a cellakban szabadon maradt pr-E
fehérjékhez kapcsolodik, egy antigén-konjugatum-peroxiddz komplexet hozva létre. 30

percnyi inkubacié utan a celldkat ismét haromszor mostuk, €s 100-100 pl-nyi szubsztrat-
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oldatot adtunk hozzajuk. A szubsztrat és a peroxidaz kémiai reakcidja kovetkeztében azon
cellakban, melyekben nem vagy csak kevés ellenanyag volt, kék elszinezddés valt lathatova.
A szin intenzitdsabol arra is lehetett kovetkeztetni, hogy mekkora mennyiségii ellenanyag volt
az egyes savomintakban. A reakcid végbemenetelének idejére a lemezt 15 percig inkubaltuk
szobahémérsékleten, majd ennek leteltével minden cellaba 100-100 pl-nyi savas kémhatasa
»STOP”oldatot mértiink, amely ledllitotta a reakcidt, és az eddig kéken elszinezddott
clegyeket sargava alakitotta (4. abra). A mikrocellak kiértékelését ezek utan 450 nm-es
hullamhossz alatt végeztilkk Multiscan EX spektrofotométer segitségével (Labsystems,
Finnorszag). A spektrofotometria révén meg tudtuk allapitani az egyes celladkban talalhato
mintak optikai denzitdsat (OD). Ezeket az értékeket Osszevetettiik a pozitivnak mindsithetd
eredmény kiiszobértékével. Ha az OD a kiiszobérték alatt volt, tehat csekély volt a
szinreakcid, mert kevés ellenanyag kapcsolodott az eredetileg a mikrocellakon talalhato pr-E

kivonathoz, akkor a mintat pozitivnak mindsithettiik.

4. kép: A kompetitiv ELISA vizsgalat. A mikrocellaban a Févarosi Allat-és Novénykertbél gyiijtott mintak lathaték.
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3. Eredmények

A kutatéds soran 2011. szeptember 6-a €s 2013. oktober 4-e kozott 6sszesen 1023, 79

fajhoz tartoz6 mintat vizsgaltunk meg.

1. tablazat: A vizsgalatba bevont madarmintdk

Az egyes celldkban lathaté szamadatok koziil az elsé a pozitiv mintdkat jeloli, a

masodik az adott vizsgalati modszer szerinti vizsgalt egyedek szamat osszesen.

Latin név Magyar név Egyedek | Tamponminta | Szervminta | Vérsavé
szama (PCR) (PCR) (ELISA)
Accipiter gentilis héja 3/14 0/0 3/14 0/0
Accipiter nisus karvaly 217 0/0 0/4 2/3
Aegithalos caudatus Gszapo 0/9 0/9 0/0 0/0
Acrocephalus melanopogon fiilemiilesitke 0/6 0/4 0/2 0/0
Acrocephalus schoenobaenus | foltos nadiposzata 0/59 0/57 0/2 0/0
Acrocephalus scirpaceus cserregd nadiposzata 0/9 07 0/2 0/0
Anthus trivialis erdei pityer 0/7 0/7 0/0 0/0
Anser albifrons nagy lilik 0/1 0/0 0/0 0/1
Asio flammeus réti fillesbagoly 11 0/0 0/0 11
Asio otus erdei fiilesbagoly 0/5 0/0 0/4 0/1
Athene noctua kuvik 1/2 0/0 1/1 0/1
Apus apus sarlosfecske 0/2 0/0 0/2 0/0
Buteo buteo egerészolyv 4/12 0/1 0/3 4/8
Buteo rufinus pusztai dlyv 0/1 0/0 0/1 0/0
Carduelis carduelis tengelic 0/5 0/2 0/3 0/0
Carduelis chloris zoldike 0/28 0/12 0/16 0/0
Carduelis spinus csiz 0/5 0/5 0/0 0/0
Certhia brachydactyla révidkarmu fakusz 0/3 0/2 0/1 0/0
Certhia familiaris hegyi fakusz 0/2 0/2 0/0 0/0
Ciconia ciconia fehér golya 0/2 0/0 0/1 0/1
Circus aeruginosus barna rétihéja 11 0/0 0/0 11
Coccothraustes coccothraustes | meggyvago 0/2 0/2 0/0 0/0
Columba livia hazi galamb 2/66 0/0 1/66 1/61"
Coracias garrulus szalakota 0/1 0/0 0/1 0/0
Corvus cornix dolmanyos varja 1/2 0/0 1/2 0/0
Corvus frugilegus vetési varju 0/1 0/0 0/1 0/0
Crex crex haris 0/1 0/0 0/1 0/0
Delichon urbicum molnarfecske 0/1 0/0 0/1 0/0

" A vizsgalt hazi galambok koziil 61-bdl kompetitiv ELISA-és RT-PCR segitségével is vizsgaltuk a virus vagy

ellenanyagainak jelenlétét.
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Dendrocopos major nagy fakopancs 0/4 0/2 0/2 0/0
Dendrocopos minor kis fakopancs 0/1 0/1 0/0 0/0
Emberiza schoeniclus nadi sarmany 0/1 0/0 0/1 0/0
Erithacus rubecula vorosbegy 0/72 0/66 0/6 0/0
Falco biarmicus Lanner solyom 0/1 0/0 0/1 0/0
Falco luggeri Lugger solyom 0/1 0/0 0/1 0/0
Falco tinnunculus vOros vércse 1/7 0/0 0/3 1/4
Falco vespertinus kék vércse 0/4 0/0 0/4 0/0
Ficedula hypoleuca kormos 1égykapo 0/1 0/1 0/0 0/0
Fringilla coelebs erdei pinty 0/14 0/13 0/1 0/0
Fringilla montifringilla feny6pinty 0/3 0/0 0/3 0/0
Garrulus glandarius szajkod 0/1 0/0 0/1 0/0
Haliaeetus albicilla réti sas 11 0/0 0/0 1/1
Hirundo rustica fistifecske 0/1 0/0 0/1 0/0
Ixobrychus minutus torpegém 0/2 0/0 0/2 0/0
Lanius collurio tovisszrd gébics 0/1 0/1 0/0 0/0
Locustella luscinioides nadi tiicsokmadar 0/8 0/2 0/6 0/0
Luscinia luscinia nagy fiilemiile 0/4 0/4 0/0 0/0
Luscinia megarhynchos fillemiile 0/5 0/3 0/2 0/0
Luscinia svecica kékbegy 0/1 0/1 0/0 0/0
Merops apiaster gyurgyalag 0/1 0/0 0/1 0/0
Muscicapa striata sziirke 1égykapd 0/2 0/2 0/0 0/0
Panurus biarmicus barkos cinege 0/1 0/0 0/1 0/0
Parus ater fenyves cinege 0/4 0/4 0/0 0/0
Parus caeruleus kékcinege 0/80 0/68 0/12 0/0
Parus major széncinege 0/160 0/147 0/13 0/0
Passer domesticus hazi veréb 0/1 0/0 0/1 0/0
Passer montanus mezei veréb 0/7 0/6 0/1 0/0
Pernis apivorus darazsolyv 1/2 0/0 0/0 1/2
Perdix perdix fogoly 0/2 0/0 0/2 0/0
Phoenicurus ochruros hazi rozsdafarka 0/5 0/4 0/1 0/0
Phoenicurus phoenicurus kerti rozsdafarku 0/4 0/4 0/0 0/0
Phylloscopus collybita csilcsalpfiizike 0/61 0/56 0/5 0/0
Phylloscopus trochilus fitiszflizike 0/16 0/16 0/0 0/0
Picus viridis zold killé 0/1 0/1 0/0 0/0
Prunella modularis erdei sziirkebegy 0/45 0/44 0/1 0/0
Remiz pendulinus fiiggbeinege 0/3 0/3 0/0 0/0
Regulus regulus sargafejli kiralyka 0/1 0/1 0/0 0/0
Saxicola torquata ciganycsuk 0/3 0/3 0/0 0/0
Scolopax rusticola erdei szalonka 0/1 0/0 0/1 0/0
Strix aluco macskabagoly 0/1 0/0 0/0 0/1
Sturnus vulgaris seregély 0/1 0/0 0/1 0/0
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Sylvia atricapilla baratposzata 0/180 0/173 0/7 0/0
Sylvia borin kerti poszata 0/5 0/5 0/0 0/0
Sylvia communis mezei poszata 0/2 0/2 0/0 0/0
Sylvia curruca kis poszata 0/6 0/5 0/1 0/0
Troglodytes troglodytes Okorszem 0/2 0/1 0/1 0/0
Turdus merula feketerigod 0/22 0/19 0/3 0/0
Turdus philomelos énekes rigd 0/12 0/11 0/1 0/0
Turdus pilaris feny6rigd 0/1 0/0 0/1 0/0
Tyto alba gyongybagoly 1/3 0/0 0/2 11
Osszesen 79 19/1023 0/779 6/218 13/87

Az Ocsai Madéarvartarol Gsszesen 779 vadmadarbol gyijtottink — szaj-garat
tamponmintat, illetve ahol volt ra lehetdség, cloaca-bélsarmintat. Az els6 mintat 2012. majus
5-én vettiik le, az utolsot 2012. oktober 13-an. A mintdkat RT-PCR segitségével vizsgaltuk
meg, az eredmények kivétel nélkiil negativak lettek. A vizsgalt vadmadarak egy héja
kivételével mind kisméretli énekes madarak voltak.

Osszesen 218 elhullott madar agyvelejét vizsgaltuk WNV nukleinsav jelenlétére. A
legkorabban elhullott madar 2009. november 29-én pusztult el, a legkésdbbi 2013. augusztus
27-¢én.

2011-ben két pozitiv egyedet talaltunk. Mindkét madarat 2011. oktober 5-én kaptuk a
Hortobagyi Nemzeti Parkbol. Egyikiik egy juvenilis hazi galamb volt, a masik egy gyenge
altalanos allapotban levé kuvik. Utobbiban a korbonctani vizsgalat soran bor alatti 6démat és
a sokk jeleit fedeztiik fel. Tovabba az allat egyik laba sériilt volt, parenchymas szervei
bbvérliek, a bél pedig dnemésztett, hurutos tartalommal telt.

A 2012-ben elpusztult madarak kozott két pozitiv egyedet talaltunk (5. abra). Mindkét
esetben Maglodrél beérkezé héjatetemrdl volt szo. Az elsé, H 00 0924/11/05 gyiiriijelzéssel
ellatott madar elhullasakor kdzepesen jo6 kondicidoban volt. A kérbonctani vizsgalat soran azt
fedeztiik fel, hogy az allat szive fako, tarkazott, 1épe duzzadt, babszemnyi tarkazottsaggal,
gyomra {lires, bélcsatorndja rendes, maja duzzadt, bovérd, tiideje bovérl, veséje pedig kissé
duzzadt, bovérli. A masodik, igen gyenge kondicidban levé madaron gyliriit nem talaltunk. A
korbonctani vizsgalat soran megallapitottuk, hogy 1épe borsonyi, mdaj bdovérl, veséje

szemcsézett, bovéri, tiideje bovérl, onemésztett, gyomra és bélcsatornaja pedig iires, rendes.
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5. abra — a 2012-ben Maglod kornyékén elpusztult héjakbol szairmazé mintak RT-PCR eredménye.

1-2. és 6. oszlop:negativ mintak; 3-4. oszlop: pozitiv mintak; 5. oszlop: molekulatomeg marker; 7. oszlop: pozitiv
kontroll; 8. oszlop: negativ kontroll.

2013-ban egy héja és egy dolmanyos varju bizonyult pozitivnak (6. abra). Mindkét
madar a Hortobagyi madarkorhazbol szarmazott, és augusztus 27-én pusztult el. A 2215-6s
jelzésti, gyenge kondicioban levd juvenilis héja korbonctani vizsgalata soran koriilirt gocos
tiidomikozist is talaltunk. Ezen kiviil maja és veséje kissé duzzadt, bovért volt, szive Kitagult,
tideje bovéri, 1épe nagy, borsonyi. Gyomra, bélcsatornaja Onemésztett volt, gyomraban
pépes, rostos tartalmat talaltunk. Begye telt volt, benne htscafatokkal. A jelzés nélkiili
dolmanyos varjii senyves allapotban pusztult el. Szive tag volt, lekerekedett, veséje duzzadt,
bénedvii. Tiideje bovérli, maja petyhiidt, onemésztett volt, gyomriban, bélcsatorndjaban

vérzéses diathesist figyeltiink meg. Gyomra {ires volt.
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6. abra: a 2013. augusztus 27-én elhullott madarakbdl szirmazé mintak RT-PCR eredménye. 1. oszlop: pozitiv minta
héjabdl; 2. oszlop: negativ minta dolmanyos varjibol; 3. oszlop: pozitiv minta dolmanyos varjubdl; 4. oszlop:
molekulatomeg marker; 5. oszlop: pozitiv kontroll; 6. oszlop: negativ kontroll

A Févarosi Allat-és Novénykert madarmenté allomasardl 2013-ban 26 egyedbdl
vettiink vérmintat és vizsgaltuk meg kompetitiv ELISA segitségével.

Arpilis 4-én tizenhat madarbol vettiink vért: harom karvalybol, egy nagy lilikbél, egy
réti fiilesbagolybol, egy erdei fiilesbagolybol, két egerészolyvbol, egy barna rétihéjabol,
harom vords vércsébdl, két darazsdlyvbol, egy macskabagolybol és egy gyongybagolybol.
Ezen egyedek koziil hét bizonyult pozitivnak - két karvaly, a réti fiilesbagoly, egy
egerészolyv, a barna rétihéja, az egyik darazsolyv és a gyongybagoly.

Junius 18-4n tovabbi tiz egyedbdl vettiink mintat: egy kuvikbdl, hat egerészolyvbol,
egy fehér golyabol, egy vords vércsébdl, és egy réti sasbol. Koziilikk a vords vércse, a rétisas,

¢és harom egerészolyv bizonyult pozitivnak, illetve egy egerészdlyv kétesnek.
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2013. jinius 7-edike ¢és augusztus 14-edike kozott Osszesen hatvanegy galambbodl
szarmazo mintat kaptunk Csepelr6l. Az allatokat eredetileg prédaallatként tenyésztették az
ottani, fogsagban tartott ragadoz6 vadmadarak szamara. A vagas soran kivéreztették Oket,
fejiiket eltavolitottak. Vizsgalatainkhoz vérmintakat és az eltavolitott fejeket hasznaltuk fel. A
vérmintakat kompetitiv ELISA teszttel vizsgaltuk, a fejekbdl pedig agyveldmintat gyijtve
RT-PCR vizsgalatnak vetettiik alad. Egyetlen, augusztus 14-én beérkezett felndtt madarbol
sikeriilt csak kimutatni a nyugat-nilusi virus ellen termelt ellenanyagokat kompetitiv ELISA

segitségével.

4. Megbeszélés

A fert6z6é betegségek elofordulasanak és terjedésének nyomon kdvetése a jarvanytan
egyik fo feladata. Egy adott kérokozo aktivitasaval kapcsolatos naprakész adatok mind a
fertdzések és betegségek diagnosztizalasa, mind pedig a megeldzés €s lekiildés szempontjabol
nagy segitséget nyujthatnak. A korokozok jelentdsen eltérnek ,.Eletformajuk”, dkoldgidjuk
szempontjabol, ami nagymértékben befolyasolja a jarvanytani felmérés és nyomon kovetés
(surveillance ¢és monitoring) lehetdségeit, modszereit ¢és hatékonysdgat. Az olyan
korokozoknal, amelyek csak egy bizonyos fajt, vagy a fajok sziik kozét fertdzik, a
terjedésiikhoz jol kovethetd, kozvetlen vagy kozvetett kapcsolat sziikséges, €s a fertézések az
esetek nagy részében klinikai tiinetekben is megnyilvanuld betegség kialakuldsaval jarnak, a
jarvanytani nyomon kovetés altaldban hatékonyan miikodik. Kiilonosen igaz ez olyan
esetekben, amikor a gazdafaj jelent6sége nagy és a megbetegedések jelentés része
diagnosztizalasra keriil (pl. emberi korokozok vagy tars- és haszonallatok korokozoi). A
nyugat-nilusi virus szadmottevd koz- és allategészségiigyi jelentdségii virus. Okologisja
azonban joval 0sszetettebb annal, mint hogy egyszeri jarvanytani modszerekkel konnyen
nyomon lehetne kovetni a virus terjedését és aktivitdsat. A virus természetes ciklusanak
vadmadar gazdadk és (dontden) szunyog vektorok a résztvevdi. Mindkét csoportra a nagyfokt
fajgazdagsag, magas egyedszam, dinamikus helyvaltoztatd képesség és Kkorlatozott
hozzaférhetdség jellemzd. Tovabba, a természetes, gerinces gazdafajokban a WNV fertdzés
csak ritkdn nyilvanul meg klinikai megbetegedésben, ritkabban elhulldsban, és még ennél is
ritkdbban felismert (diagnosztizalt) formaban. fzeltlaba vektor fajokban a fertdzés nem okoz
felismerhetd elvaltozasokat, igy csak viroldgiai laboratoriumi vizsgalatokkal nyilhat mod a
fertdzottség kimutatdsara. Bar a nyugat-nilusi virus mind emberekben, mind jelentés egyedi

értékli hazidllatokban (pl. lovakban) képes stlyos, akar haldlos kimeneteli megbetegedéseket
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eléidézni, ezekben a fajokban is tiinetmentesen zajlik le a fertézések tilnyomo része.
Amennyiben sulyos, idegrendszeri tiineteket mutatd emberekbdl vagy haziallatokbdl keriil
kimutatasra a virusfertézés, a korokozé mar altalaban hetekkel vagy honapokkal korabban
megkezdte aktivitasat a természetes ciklusban, és akkorra az alkalmi gazdak korében is
nagyaranyu fertézések fordulnak eldé. A nyugat-nilusi virus aktivitds évszaki szezonalitast
mutat; foként nyaron és koradsszel alakulnak ki jarvanyok. A virusaktivitas nyomon kovetése
az adott évben jelentdsebb jarvany kialakulasanak korai elérejelzése szempontjabol alapvetd
fontossagu. A jarvanytani vizsgalatok eszkoztaraban passziv és aktiv felméré €s nyomon
kovetd modszerek vannak. A passziv monitoring lényege, hogy a mar bekodvetkezett
megbetegedések / elhullasok oki diagndzisa alapjan allapitja meg a korokozo eléforduldsat,
aktivitdsat az adott régioban és iddszakban. Az aktiv monitoring sordn egészséges egyedek
vizsgalataval keressiik a virusfertdzés kozvetlen (pl. a korokozd vagy valamely alkot6janak
kimutatasa) és / vagy kozvetett jeleit (pl. a korokozo elleni ellenanyagok kimutatasa) az egyes
fajokban.

A nyugat-nilusi virus eléforduldsat és aktivitasait mind a kdzegészségiigyi, mind az
allategészségiigyi szolgalatok figyelemmel kisérik. A humén eldjelzé rendszer alapvetden
passziv (a megbetegedések diagnosztizalasa alapjan mikodd) és foként indirekt modszereket
(ellenanyagok kimutatasa) vesz igénybe. A legnagyobb elénye az, hogy a kiterjedt és jol
felszerelt humdan-egészségiigyl ellaitd ¢€s diagnosztikai haldézatoknak koszonhetden a
megbetegedések jelentdsen nagyobb aranya keriil diagnosztizalasra, mint az allati
megbetegedések esetében. Ugyanakkor, mivel emberekben a WNV fertézéseknek -
szerencsére — csak kis hanyada vezet idegrendszeri tlinetekhez, az 4altaldnos-lazas
megbetegedéseknél pedig ritkdbban fordulnak orvoshoz a betegek, illetve még ritkabban jut el
az eset az oki diagnozis felallitdsahoz, a rendszer érzékenysége €s korai elorejelzd képessége
mérsékelt. Jarvanyhelyzetben aktiv felmérések is irdnyulnak az emberi fertézések
kimutatasara, példaul véradok vagy szervdonorok sziirésével. Ezeknek a vizsgdlatoknak
kozvetlen gyakorlati jelentdsége van a virus nem-vektoridlis terjedésének megeldzése
szempontjabol.

Haszonallatok (pl. lovak) megbetegedéseire szintén lehet felmérd vizsgalatokat
alapozni. Az eldnyei és hatrdnyai ennek a modszernek sokban hasonlitanak a humén
monitoringnal leirtakhoz. A haszonallatok altalaban jobban kitettek a fert6zés (sziinyogcsipés)
esélyének, és olykor a klinikai tiinetek is gyakoribbak vagy stlyosabbak lehetnek, mint
emberekben. Diagnosztizdlasra viszont ritkdbban keriil sor, mint emberi esetek alkalmaval.

Lehetdség van aktiv felmérd (pl. szerologiai) vizsgalatokra is, bar ezeket viszonylag ritkan
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alkalmazzak. J6 lehetdség volna példaul jarvanyiddszakok kezdetén az egyéb diagnosztikai
vizsgalat céljara kiildott vérmintdkat nyugat-nilusi virus elleni (IgM tipust) ellenanyagokra is
megvizsgalni. Sajnos ilyen vizsgalatokra ritkan all rendelkezésre anyagi forras.

A szinyogok vizsgalatara alapozott, aktiv felmérd vizsgalatok hatékonysaga jelent0s.
Ezzel a moédszerrel mint a virus endémiés jellege, mind az aktivitds fokozodasa feltarhato.
Sajnos ez az egyik legkoltségesebb modja a virusaktivitdas nyomon kovetésének, mivel
specialis halozatok kialakitasa és mikodtetése sziikséges hozza. Kelld entomoldgiai ismeretek
¢s megfeleld eszkozok sziikségesek a legjelentdsebb vektorfajok hatékony és szelektiv
gyljtéseéhez. A teljes populdcidohoz viszonyitva a gyljtott egyedek szama viszonylag csekély,
viszont az egyedi hatarozas (faj, ivar, stb.) és vizsgalat (pl. viruskimutatds PCR modszerrel)
koltségei szempontjabol gyakran a til magas mintaszam jelent gondot.

A vadmadar gazdak fertézéseire iranyuld felmérd vizsgalatok soran mind passziv,
mind aktiv modszereket lehet haszndlni. A kettes genetikai vonalhoz tartozd nyugat-nilusi
virus okozta elsd, hazai agyveldgyulladdsos eseteket is vadmadarakban sikertilt
diagnosztizadlni. Az azoéta rendszeresen végzett vadmadar-monitoring segitségével (2006
kivételével) minden évben kimutatésra keriilt a virus beteg vagy elhullott egyedekbdl. Jelen
kutatas harom éve alatt (2011-2013) is folytattuk a vadmadarak WNV-re iranyuld vizsgalatait.
Ebben az id6szakban megvizsgaltunk 218 eclhullott madarat és 6 esetben mutattuk ki
valamelyik szervbdl (foként a kdzponti idegrendszerbdl) a virus jelenlétét RT-PCR moddszer
segitségével. A passziv monitoring hatékonysagat ugyanakkor szamos tényez0 befolyasolta.
Leggyakrabban a jarvanyidészak elott vagy alatt gyljtott, ragadozd madarak mintaibol
lehetett kimutatni a virus jelenlétét. Ezeknek az egyedeknek a megtalalasa és begytijtése
jelentés  szervezOmunkat, a  természetvédelmi  szakemberekkel,  solymaszokkal,
ornitologusokkal kialakitott intenziv munkakapcsolatot igényelt. Bizonyos ragadoz6 madar
fajok, kiilonosen a vagomadar-alaktiak (Accipitriformes) rendjéhez tartozo héjak és karvalyok,
fokozottan érzékenynek tlinnek a virusfertézésre. A megbetegedett és elhullott madarak koziil
— a korabbi évekhez hasonloan — a vizsgélati idészakban is ezekhez a fajokhoz tartozd
egyedekbdl lehetett a legnagyobb gyakorisdggal kimutatni a virus jelenlétét. Ennek
magyarazatara kétféle elméletet allitottunk fel. Az egyik szerint faji jellegzetesség lehet a
fokozott érzékenység. A masik elmélet szerint ezek a madarak nem felétleniil a sziinyog
vektoroktol, hanem akar kozvetleniil, fert6zott prédak elfogyasztasaval fertéz6dhetnek. A
préda-madarak lehetnek tiinetmentes fert6zottek; de az még valosziniibb, hogy az 4ltalanos-
lazas, vagy kezd6dd idegrendszeri tiinetek miatt nem képesek olyan hatékonyan menekiilni,

mint az egészséges tarsaik, ezért a ragadozok nagyobb eséllyel ejtik el dket. A prédakban
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jelen levo virus a taplalékfelvétel soran kialakuld nyéalkahartya-sériiléseken keresztiil bejuthat
a ragadozd madarak keringésébe. Az idegrendszeri tiineteket mutatdé madarak agy- és
gerincveld mintaibol nagy mennyiségben lehet kimutatni a virus jelenlétét. Az ilyen szdvetek
elfogyasztasa ezért nagy dozisu virus felvételével jar, ami fokozhatja a fert6zés stilyossagat.
Az emlitett ragadoz6 madarak ugyanakkor valdszinlileg kevéssé jelentdsek rezervoar
szerepben, mivel megbetegedésiik €s elhullasuk miatt nem alkalmasak a virus hosszabb ideji
fenntartasara és terjesztésére. Ezeknek az elméleteknek a bizonyitasara valoszintileg héjak
vagy karvalyok kisérletes fertdzése adhatna valaszt.

A kutatasnak az egyik fo célja az volt, hogy megallapitsuk, hogy a vadmadarakra
iranyuld aktiv modszerek mennyire alkalmasak a virusaktivitds nyomon kdvetésére. Mivel a
vadmadarak természetvédelmi oltalom alatt allnak, nem invaziv mintagyQjtést lehetett csak
alkalmazni, a sériilések €s karosodasok elkeriilése céljabol. Szakirodalmi adatok alapjan egyes
madarak a fert6zés heveny stddiuméaban valadékaikkal, bélsarukkal/vizeletiikkel iiritik a
nyugat-nilusi virust (McLean et al., 2001). Ezért szaj-garat és cloaca tampon-mintakat (vagy
friss iirtiléket) vizsgaltunk a virus jelenlétére PCR modszer segitségével. Tobb mint 750,
gyuriizési célbol befogott, jobbara egészséges madarbdl gylijtottiink mintat. A mintavétel
helyén (Ocsai Madarvarta) a korabbi években kimutattuk a virus jelenlétét. Ennek ellenére
mindegyik minta vizsgalata negativ eredménnyel zarult. A sikertelenség magyarazata az lehet,
hogy még ha volt is a vizsgalt madarak kozott rezervoarnak tekinthetd, a fertézottek aranya
csekély és a viruslirités atmeneti, rovid idejii és alacsony titerti lehet. Ezért vagy nagyon
nagyszamu mintat kell megvizsgalni, vagy jelentdsen a szerencse kérdése is az, hogy ki lehet-
e mutatni a virust a mintdk valamelyikébol. Osszességében arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy az aktiv, direkt monitoring hatékonysdga messze elmarad a passzivétol. Az aktiv,
indirekt (szeroldgiai) vizsgalatok ugyanakkor hatékonyabbnak bizonyultak. A kutatasok
harom éve alatt megvizsgalt 87 madar savomintdkbol 13 esetben lehetett virusok elleni
ellenanyagokat kimutatni. Sajnos, a vizsgalatok jellege (egyszeri mintavétel, IgG [IgY] tipusa
ellenanyagok kimutatdsa) miatt nem lehetett azt megallapitani, hogy a kdzelmultban, vagy
régebben bekovetkezett fertdzés hatisara termelddtek-e az ellenanyagok. Ezért ezek a
vizsgalatok a fertézéssel érintett fajok korének a meghatarozasara inkabb alkalmasak, mint a
virus-aktivitas szezonalis eldrejelzésére.

A nyugat-nilusi virus potencialis rezervoar vadmadar-fajainak azonositésara céljabol a
passziv és az indirekt, aktiv felmérd vizsgalatok eredményeibdl indultunk ki. A szeropozitiv
ragadozé madarak (Accipitriformes, Strigiformes), valamint a dogevé szokasu dolmanyos

varjak esetében a fent emlitett, nem vektoridlis atvitel lehetdsége is felmeriilt. Az Egyesiilt
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Allamokban megfigyelt WNV jarvany soran szintén varjak voltak az egyik leggyakoribb
aldozatai a virusfertézésnek (Brault et al., 2004). Ezért a varjak potencialis szerepét hazai
viszonyok ¢és kettes genetikai vonalhoz tartozd virus esetében sem lehet kizarni. A
prédaallatok koziil hazigalambokbol lehetett a WNV fertézést mind direkt, mind indirekt
modszerekkel kimutatni. Ezek a madarak gyakori taplalék-forrasai a héjaknak ¢és
karvalyoknak. (Solymaszok is leggyakrabban galambokkal etetik vadaszmadaraikat.) Ezért a
galambok potencidlis rezervoar szerepe valoszinlisithetd. Folyamatban levd, vagy
kozeljovoben tervezett allatkisérletek szolgaljak majd a Corvidae csalad és Columbiformes
rend egyes tagjai rezervoar szerepének tisztazasat. A tovabbi gyakori préda-fajok (pl.
énekesmadarak) nagyobb szdmu mintajanak vizsgéalatdra sajnos csak az aktiv, direkt
monitoring (tamponmintak vizsgalata) Gtjan nyilt mod. Ez a modszer viszont, a fent emlitettek
miatt, kis hatékonysagu, igy nem lehetett a segitségével tovabbi, potencidlis rezervoart
azonositani.

Kutatasaink eredményei aldtdmasztottdk azt az elvet, hogy a nyugat-nilusi virus
el6forduldsara, terjedésére €és szezonalis aktivitasdnak korai eldrejelzésére iranyuld felmérd
vizsgalatoknal az integralt (humdén, hazidllat és vadmadar gazdakra, valamint szinyog
vektorokra iranyul6), az aktiv és passziv modszereket racionalisan 6tvozé eldjelzd rendszertdl
varhato el a legnagyobb hatékonysag. Ehhez a koz- és allategészségiligyi hatosagok, klinikus
allatorvosok és orvosok, ornitologusok, természetvédelmi szakemberek, entomologusok és

virologusok szoros munkakapcsolata, egyilittmiikodése sziikséges.
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5. Osszefoglalas

A kutatds a nyugat-nilusi virus (West Nile virus, WNV) hazai fennmaraddsédban
szerepet jatszo gazdafajok azonositasara iranyul. A korokozd a Flavivirusok nemzetségébe
tartozo, zoonotikus RNS virus. Vilagszerte elterjedt, Eurdépaban a sporadikusan okoz
megbetegedéseket. Magyarorszagon az utobbi hat évben halmozottan fordultak el6
idegrendszeri tiinetekkel jar6 WNV fert6zések vadmadarakban, lovakban és emberekben.

A virus természeti ciklusaban dontden vadmadar gazdafajok és szinyog vektorok
vesznek részt. Korabban azt feltételezték, hogy a vonuldé madarak idérél-idére behurcoljak a
WNV-t Eur6paba, am az itt nem képes tartosan fennmaradni. Az utobbi években
Magyarorszagon kimutatott WNV torzsek genetikai 6sszehasonlitdsanak eredményei viszont
arra utalnak, hogy ugyanaz a virustorzs fordul eld és okoz évrél-évre megbetegedéseket az
orszagban.

A kutatas soran 2011 és 2013 kozott 79 kiilonbozé fajba tartozo, dsszesen 1023,
vadmadarban kerestiik a virusfertdzés jeleit, hogy meghatdrozhassuk, mely madarfajok
jatszhatjak a kulcsszerepet a korokozd fenntartdsaban. A vizsgélatokat a mintdk mindségétol
fliggden kompetitiv ELISA-teszttel (vérmintak) vagy RT-PCR-rel (tamponmintak, elhullott
egyedek) végeztilk. A pozitivnak bizonyul6 madarak donté tobbsége a vagdémadar-alakiaak
rendjébe (Accipitriformes) tartozott, emellett a bagolyalaktiak rendjének (Strigiformes) tobb
képviseldjét is pozitivnak talaltuk.

Az RT-PCR-el végzett vizsgalatok soran 2011-ben sikeriilt kimutatnunk a virust egy
galambbol (Columba livia) és egy kuvikbol (Athene noctua). Mindkét madar a Hortobagyi
Nemzeti Parkbol szarmazott. 2012-ben két, Maglodrol szarmazod héjabol (Accipiter gentilis)
mutattuk ki a virust, 2013-ban pedig szintén egy héjabol (Accipiter gentilis) és egy dolmanyos
varjubol (Corvus cornix), melyeket a Hortobagy Madarkorhazbol kiildtek be.

A kompetitiv ELISA teszt soran pozitivnak bizonyult két karvaly (Accipiter nisus),
egy réti fiilesbagoly (Asio flammeus), négy egerészolyv (Buteo buteo), egy barna rétihéja
(Circus aeruginosus), egy voros vércse (Falco tinnunculus), egy rétisas (Haliaeetus albicilla),
egy darazsolyv (Pernis apivorus) és egy gyongybagoly (Tyto alba).

A ragadozd madarak nagyaranyu fertdzottsége és az idegrendszeri betegség
kialakulasanak gyakorisaga miatt valosziniisithetd, hogy egyes zsakmany-madarak (pl.

héazigalambok) kozvetlen fert6zési forrasok lehetnek.
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6. Summary

The aim of this study was to identify the wild bird species maintaining the West Nile
virus (WNV) in Hungary. The causative agent of the West Nile fever is a zoonotic RNA virus
belonging to the Flavivirus genus. The virus has spread worldwide and has caused sporadic
cases in Europe too. In Hungary, it has caused several outbreaks with central nervous system
illness in wild birds, horses and human beings for the last six years.

The natural cycle of the virus involves wild birds as reservoirs and mosquitoes as
vectors. Previously it has been assumed that WNV is introduced to Europe from time to time
by migrating wild birds, but it is not able to subsist in the area. Genetic comparisons of WNV
strains detected in Hungary, however, revealed that the same virus strain is circulating in the
country since 2004.

In this study we have tested 1,023 wild birds, belonging to 79 species to determinate
which species may play key roles in the maintenance of WNV in Hungary. We used
competitive ELISA (serum samples) or RT-PCR (saliva and faecal samples, cadavers),
depending on the type of the specimen. The majority of the positive birds belonged to the
Accipitriformes and Strigiformes genera.

We have detected WNV RNA in 2011 in a dove (Columba livia) and a little owl
(Athene noctua). Both birds were collected in the Hortobagy National Park. In 2012, we found
the virus in two goshawks (Accipiter gentilis) stemming from Maglod, and in 2013 in a
goshawk (Accipiter gentilis) and a crow (Corvus cornix) sent from the Avian Hospital of
Hortobagy.

Among the samples examined with competitive ELISA, we found anti-WNV
antibodies in two sparrow-hawks (Accipiter nisus), a short-eared owl (Asio flammeus) four
common buzzards (Buteo buteo), a western marsh-harrier (Circus aeruginosus), a common
kestrel (Falco tinnunculus), a white-tailed eagle (Haliaeetus albicilla), a European honey
buzzard (Pernis apivorus) and a barn owl (Tyto alba).

Because birds of prey were frequently positive for WNV, and developed central nervous

ilness, it is likely that certain prey birds (i.e. doves) could be the sources of direct infections.
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9. Mellékletek

A vadmadarak boncoldsa soran pozitivnak bizonyul6 egyedek adatai:

B la
Szam Jelzés Datum Szarmazas Faj Nem/Kor oncolas WNV | Kondicié
datum
Columba livii
2011/29 2011.10.05|  Hortobagy omba fvia juv | 2011.10.12 | pozitiv
hazi galamb
Ath ti
2011/31 2011.10.05| Hortobdgy ene noctua 2011.10.12 | pozitiv | gyenge
kuvik
, Accipiter gentilis » ..
2013/18 | H 00 0924/11/05 2012 Magléd 3 2013.02.28 | pozitiv | kp. jo
héja
Accipit tili:
2013/19 2012 Magléd cclpiter gemtils | 4 2013.02.28 | pozitiv | gyenge
héja
Hortobagy Accipiter gentilis . "
2013/41 2215 2013.08.27 Madarkérhaz » & | juv. | 2013.09.10 | pozitiv | gyenge
éja
3 Corvus cornix
2013/43 2013.08.27 MHZr,mkb,aiy, 3 2013.09.10 | pozitiv | senyves
adarkorhaz dolmanyos varju
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A 2013-ban a Févarosi Allat-és Novénykertben vizsgalt egyedek adatai és eredménye

Sorszam: Chip: Faj: Vérvétel datuma: | Savozas datuma: | ELISA datuma:| WNV:
1 |348094100038881 HUN | CITCUS G€MUGINOSUS | 15 g o 2013.04.10 2013.05.15 | pozitiv
Barna rétihéja
Pernis apivorus .
2 |348094100040068 HUN P 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | pozitiv
Darazsolyv
Asio flammeus .
3 |348094100038885 HUN |———Z 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | pozitiv
Réti fulesbagoly
Tyto alba .
4 |348094100038889 HUN : 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | pozitiv
Gyongybagoly
Buteo but
5  |348094100038805 HUN ureo DUteo 2013.04.07 2013.04.10 | 2013.05.15 | negativ
Egerészolyv
Buteo but
6  |348094100038802 HUN Uteo Duteo 2013.04.07 2013.0410 | 2013.05.15 | pozitiv
Egerészolyv
Strix al
7 X alico 2013.04.07 2013.04.10 | 2013.05.15 | negativ
Macskabagoly
P—
8 emis gpliors 2013.04.07 2013.0410 | 2013.05.15 | negativ
Darazsolyv
Asio otus
9 |348094100038808 HUN 510 Of 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | negativ
Erdei filesbagoly
Anser albifrons .,
10  |348094100038882 HUN Nogy lik 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | negativ
Accipiter nisus .
11 939000010343232 carvaly 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | pozitiv
Accipiter nisus ,
12 |348094100038801 HUN arvaly 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | negativ
Accipiter nisus .
13 |348094100040070 HUN arvaly 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | pozitiv
Falco tinnunculus ,
14 |348094100038884 HUN —— 2013.04.07 2013.04.10 2013.05.15 | negativ
VOros vércse
Falco ti I
15  |348094100038890 HUN |—— o “NNUNCULS 2013.04.07 2013.04.10 | 2013.05.15 | negativ
Voros vércse
Falco ti I
16 |348094100041017 HUN |—-2 ZNNUncuis 2013.04.07 2013.04.10 | 2013.05.15 | negativ
Voros vércse
Falco ti I
17  |348094100040753 HUN |—- 2 NNUncuis 2013.06.18 2013.06.18 2013.05.15 | pozitiv
Voros vércse
Athene noctua .,
18  |348094100040756 HUN o 2013.06.18 2013.06.18 2013.08.27 | negativ
Haliaeetus albicilla .
19 972600000149619 = 2013.06.18 2013.06.18 2013.08.27 | pozitiv
Buteo buteo .
20 |348094100040741 HUN L 2013.06.18 2013.06.18 2013.08.27 | kétes
Egerészolyv
Buteo buteo ,
21 |348094100040728 HUN L 2013.06.18 2013.06.18 2013.08.27 | negativ
Egerészolyv
Buteo buteo .
22 96100100047167 L 2013.06.18 2013.06.18 2013.08.27 | pozitiv
Egerészolyv
Buteo buteo .
23 |348094100040665 HUN L 2013.06.18 2013.06.18 2013.08.27 | pozitiv
Egerészolyv
Buteo but
24 |348094100040730 HUN ureo DUteo 2013.06.18 2013.06.18 | 2013.08.27 | porzitiv
Egerészolyv
Buteo but
25  |348094100040721 HUN Uteo Duteo 2013.06.18 2013.06.18 2013.08.27 | negativ
Egerészolyv
—
26 |348094100040722 HUN [——2d crconia 2013.06.18 2013.06.18 2013.08.27 | negativ
Fehér gdlya
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