Szakmai zardjelentés

Az OTKA D 48647 szamd,
"Allategészségiigyi és kozegészségiigyi jelentéségii virusok molekularis diagnosztikaja"
cimii Posztdoktori Kutatasi Osztondij timogatéasaval,
2004.-2007. id6szakban végzett kutatomunkarol

Az OTKA posztdoktori tamogatas keretében, virologiai témaju kutatasaimat a Szent Istvan
Egyetem (SzIE), Allatorvos-tudomanyi Kar, Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszékén
vegeztem. Kutatdsaim téméja egyrészt a kordbban megkezdett vizsgalatok (pl. flavivirusok, a
mézelé meéh virusfertézései) folytatasa volt. Emellett olyan (j kutatasi témakba is belefogtam,
amelyek gyakorlati, allategészséglgyi problémaként mertltek fel (pl. avian nephritis virus,
kacsahepatitisz virus, PRRS virus), és tudomanyos igényi vizsgalatokat tettek indokoltta.

A kutatasok gyakorlati lebonyolitdsa soran a hazai és kilfoldi partner-intézményekkel és
kutatécsoportokkal korabban kialakitott és hatékony egylttmikodést tovabb folytattam,
valamint Ujabb, els6sorban nemzetkdzi kutatasi kapcsolatokat épitettem Ki.

Mindegyik, a kutatasi keretszerzédésben nevesitett részteriileten végeztem vizsgalatokat, €s a
vizsgalatok a témak nagyobbik részében tudomanyosan jelentds (publikalt vagy publikaciéra
elokeszitett) eredményekre vezettek. A kutatasok kezdeti szakaszaban elért eredmények
alapjan egyes rész-témak alaposabb és Kiterjedtebb vizsgalatara kerilt sor. Vannak olyan
témék is, ahol az eddig elért eredmények ©nmagukban nem elegendéek kozlemény
megjelentetéséhez, ezért ezek esetében tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség. Egyes, a palyazat
benyujtasakor (2004 tavaszan) tervezett vizsgalatokat kesébb technikai és finanszirozasi
okokbol halasztani vagy mddositani kellett. Akadt olyan téma is, amelyik esetében a kezdeti
vizsgalatokban részt vettem, viszont késébb — kapacitasi és hatékonysagi megfontolasokbol —
maés kutatok (foként Ph.D. hallgatok) vették at a vizsgalatok gyakorlati kivitelezését.

A vizsgalatok koltségeinek fedezésére a posztdoktori 6sztondij altal nydjtott tamogatason tal
tovabbi forrasokat (pl. OTKA F43155, kilfoldi partner kutatasi tamogatésa) is felhasznaltam.
A zarojelentésben bemutatott kutatasi eredményekhez kapcsolodo zarojeles irodalmi
hivatkozasok a jelentés kozleményjegyzeékben szereplé, az eredményeket részletesen

ismertet6 publikaciok sorszamaira utalnak.



I. A nyugat-nilusi virus magyarorszagi eléfordulasanak vizsgalata és a torzsek genetikai
jellemzése

A nyugat-nilusi virus (West Nile virus, WNV) vilagszerte el6forduld, izeltlabd vektorok
(elsésorban szunyogok) altal terjesztett korokozo. A virus fékent madarakban, lovakban és
emberekben idézhet el6, olykor sulyos agyvelégyulladassal jaro fertézéseket. A korokozoét
1999-ben behurcoltak az Egyesiilt Allamokba, ahol az Ovilagban tapasztaltakhoz képest
sulyosabb jarvanyokat okozott a fogékony populaciokban. Ezért fokozott tudomanyos
érdekl6dés tapasztalhaté a WNV vizsgalata terén. Magyarorszagon a kérokozo eléfordulasa
tobb évtizede ismert, viszont kordbban nem tapasztaltak tlinetekben megnyilvanulo WNV
fert6zéseket az orszagban. Idegrendszeri tiinetekkel és fokozott elhulldsokkal jaro jarvany tort
ki egy hazai libadllomanyban 2003 &szén. Molekularis bioldgiai modszerek (reverz-
transzkripciés polimeraz lancreakcié [RT-PCR], nukleotid szekvencia meghatarozas)
segitségével a WNV nukleinsavat mutattam ki az elhullott madarak agyvelé mintaibol (10).
Meghataroztam a virustorzs teljes genomszekvenciajat és filogenetikai dsszehasonlitdsnak
vetettem ala (17). Megallapitottam, hogy a térzs nagy fokd hasonlésagot mutat az Egyesiilt
Allamokba 1999-ben behurcolt, jarvanyos emberi és éllati megbetegedéseket okozé torzzsel,
valamint egy 1998-ban, Izraelben izolalt torzzsel (1. abra). A jarvanytani adatok feldolgozasa
alapjan valo6szintsithetd, hogy a torzset 1998-ban, kozép-Eurdpaban kelt, és 6sszel délre
vonulé golydk hurcoltdk be Izraelbe. A 2003-ban Magyarorszagon kimutatott torzs
valészintileg annak a virustorzsnek a leszarmazottja, amely lzraelbe és az USA-ba
behurcolasra kerlt négy évvel korabban.

Ujabb WNV esetek bukkantak fel 2004-ben a Koros-Maros Nemzeti Park teriiletén é16
héjakban (Accipiter gentilis). Meghataroztam a madarakbdl vett mintakbol kimutatott WNV
torzs teljes genomszekvencidjat (17). Az eredmények alapjan a virustorzs jelentésen eltér a
2003-ban kimutatott hazai torzstl. A WNV-nek két genetikai vonalat irtdk le. Az elsé
genetikai vonalhoz (lineage 1) vilagszerte el6fordulo torzsek tartoznak. A mésodik genetikai
vonalhoz (lineage 2) sorolt térzseket korabban csak Afrika Szaharat6l délre fekvé teriileteirél,
illetve Madagaszkarbdl mutattak ki. A 2004-ben hazai vadmadarakbdl kimutatott virus a
WNV lineage 2 vonalahoz tartozik (1. abra). Ez az els6 eset, hogy ilyen genetikai vonall
virus Afrikan kivil eléfordult és tiinetekben megnyilvanulé betegséget idézett el6.

A kovetkezé évben ismételt idegrendszeri megbetegedések fordultak elé a nemzeti park héjai
kozott, valamint egy karvaly (Accipiter nisus) is megbetegedett. RT-PCR segitségével
kimutattam a WNV nukleinsavanak jelenlétét a madarakbdl, valamint a virustorzs

laboratériumi izolalasara is sor kerult (32). A torzs részleges nukleotid-szekvencia



meghatarozasa alapjan megallapitottam, hogy az megegyezik a 2004-ben kimutatott térzzsel
(99,9 % nukleotid hasonl6sag).
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1. &bra: WNV torzsek teljes genomszekvencidinak neighbor-joining modszerrel végzett filogenetikai
Osszehasonlitasa segitségével készitett torzsfa. A torzsek adatait az 1. tablazat tartalmazza. A szirke

hattérrel kiemelt torzsek szekvenciajat sajat kutatasaink soran hataroztuk meg.

A Debreceni Allategészséguigyi Intézetben egy virust izolaltak 2005 észén, egy idegrendszeri
tlnetekkel jaré betegségben elhullott anyajuhbdl. RT-PCR morszer segitségével igazoltam,
hogy az izolatum nyugat-nilusi virus (38). A virustorzs részleges nukleotid-szekvenciajanak
vizsgélata arra utal, hogy a torzs gyakorlatilag megegyezik a 2004-ben és 2005-ben,
vadmadarakbo6l kimutatott virussal. Ez az els6 eset, hogy a WNV lineage 2 vonaldhoz tartoz6



virustorzs altal okozott fertézést sikerlt diagnosztizalni juh fajban. A juh tartasi helye kb. 20
km tavolsagra talalhaté a vadmadar esetek helyszinét6l, amely adat tovabb valdszinisiti a
jarvanytani 0sszefiiggést az esetek kozott.

A virus izeltlabd vektor-fajainak felmérése érdekében a 2005-ben virusaktivitdst mutato
allattarto telepekrdl szinyogmintakat gydjtottink a Természettudomanyi Mazeum Allattara
munkatarsanak koézremiikodésével. Osszesen 6 fajhoz tartozé 887 egyedet vizsgaltam meg
RT-PCR segitségével a virus nukleinsavanak kimutatasa céljabdl. Culex pipiens
szunyogokbdl kimutattam a WNV jelenlétét.

Mig 2006-ban nem taldltunk WNV okozta megbetegedéseket az orszagban, 2007
augusztusdban és szeptemberében ismételt WNV aktivitast tapasztaltunk egyes alfoldi
teruleteken. A WNV nukleinsavat mutattam ki két dél-alfoldi libaallomanybol. Az allatok
mozgaszavarokat mutattak, korszovettani vizsgalatokkal Zenker-féle vazizom-dystrophia volt
kimutathato bennlk (43). A virustorzs részleges nukleotid (nt) szekvenciaja alapjan nagyfoku
hasonlosagot mutat (99,8% nt. hasonlésag) a 2004-ben és 2005-ben felbukkant hazai lineage
2 torzshoz. Idegrendszeri tlineteket mutatd héjabol, illetve beteg és elhullott kékvércsékbol
(Falco vespertinus) és vordsvercsébol (Falco tinnunculus) is sikerdlt kimutatni a WNV
nukleinsavat (43). A madarak a Hortobagyi Nemzeti Park és a Koros-Maros Nemzeti Park
teruletérol szarmaztak. A nukleinsav-szekvencia vizsgalatok az esetek egy részében igazoltak
a lineage 2 virus jelenlétét, a tovabbi vizsgalatok még folyamatban vannak. 2007
szeptemberében idegrendszeri tiinetekben szenveds lovat vettek fel az Allatorvos-tudomanyi
Kar Ull8i Nagyallatkorhazaba. A 16 stlyosbodd tiinetei miatt néhany nap mulva euthanasia-t
hajtottak végre rajta. RT-PCR és immunhisztokémiai modszerek segitségével a WNV
nukleinsavat és antigénjeit lehetett kimutatni a 16 kbzponti idegrendszerébél (43). A lovat kb.
20 km tavolsagra tartottak a 2005-0s juh WN eset eléfordulasi helyétél, és kb. 40-re a 2004-
2005-0s vadmadar esetek fellelési helyétol. A virus részleges nukleotid szekvenciaja nagy
foku hasonlésagot mutatott a kordbbi esetekbol kimutatott WNV lineage 2 torzzsel.

A vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy az utdbbi 6t évben legalabb kettd, egymastol
jelentésen eltér6 nyugat-nilusi  virustorzs fordult elé és okozott idegrendszeri
megbetegedéseket hazai madar és emlés fajokban. Az adatok alapjan jarvanytani 6sszefiiggés
valdszintisitheté az Afrikabol behurcolt, lineage 2 torzs altal eléidézett megbetegedések
kdzott; ami arra utal, hogy a virus képes volt atvészelni a hazai teleket és sikeres izeltldbu
vektor — gerinces gazda ciklust alakitott ki. 2003 oOta tobb hazai huméan agyvel6- és
agyhartyagyulladasos esetek korokaként WNV fertézést hataroztak meg az Orszagos

Epidemiologiai Intézetben szeroldgiai modszerek segitsegével. Egy 2007-ben elnyert OTKA



palyazat (K67900) tamogatasaval folytatni kivanjuk a WNV hazai el6fordulasanak nyomon
kovetését, valamint a  fertézések  allategészségligyi és  human-egeszségugyi

kdvetkezmeényeinek vizsgalatat.

1. tblazat: A filogenetikai 6sszehasonlitasba bevont WNV tdrzsek (1. abra) fontosabb adatai.

<6 \eu Lineage, 1zolalas
klad Eve Gazdafaj Eredet
NY99a WNV HNY1999 la 1999 human New York, USA
NY99b WNV NY99flamingo38299 la 1999 flamingo New York, USA
1s98 WNV 1S98STD la 1998 golya Izrael
Hu03 WNV goose-Hungary/03 la 2003 lud Magyarorszag
1t98 WNYV ltaly1998Equine la 1998 16 Olaszorszag
R096 WNV R0O9750 la 1996 Culex pipiens Romania
Rus99a WNV VLG4 la 1999 human Volgograd, Oroszo.
Rus99b WNV LEIV-VIg99-27889 la 1999 human Volgograd, Oroszo.
Tu97 WNV PaH001 la 1997 human Tunézia
Froo WNV PaAn001 la 2000 16 Franciaorszag
Eg51 WNV Eg 101 la 1951 human Egyiptom
Chin01 WNV Chin-01 la 1950s ? Oroszorszag
Kunjin WNV Kunjin MRM61C 1b 1960 Culex Ausztralia
annulirostris
Sarafend WNYV Sarafend 2 Laborat6riumi térzs
Ug37 WNV B956 (WNFCG) 2 1937 Human Uganda
Hu04 WNV goshawk-Hungary/04 2 2004 héja Magyarorszag
RabV Rabensburg virus (97-103) 3 1997 Culex pipiens Csehorszag
Rus98 |  WNV LEIV-Krnd8s-190 4 1998 | Dermacentor Kaukézus
marginatus

Egyiuttmiikodésben a Bécsi Allatorvos-tudomanyi Egyetem Klinikai Viroldgia osztalyan prof.
Norbert Nowotny-val, illetve a Cseh Tudoményos Akadémia Emldsbioldgia Intézeténél
dolgoz6 prof. Zdenek Hubalekkel, meghataroztam egy Csehorszag déli részén 1997-ben,



szunyogbdl izolalt nyugat-nilusi  virustérzs (Rabensburg virus, RABV) teljes
genomszekvencidjat. A filogenetikai 6sszehasonlitasok alapjan megallapitottuk, hogy a torzs a
WNV-nek egy kordbban nem ismert, javaslatunk szerinti harmadik genetikai vonalat képviseli
(3). Emellett a génbanki szekvenciak elemzése soran feltartuk, hogy egy a Kaukazusban
1988-ban kullancsbol izolalt térzs szekvenciaja a WNV negyedik genetikai vonalanak létét

val6szintsiti (3) (1. abra).

I1. Az Usutu virus kodzép-europai eléforduldsanak vizsgalata és a torzsek genetikai
jellemzése

Az Usutu virus (USUV) a szunyogok-terjesztette flavivirusok kdzé tartozik. El6fordulasardl
2001-ig csak Afrika Szaharatdl délre fekvo terileteirél szdmoltak be. A virus 2001-ben
felbukkant Ausztriaban, Bécsben és kornyéken, es fokozott vadmadar elhullasokat idézett el6.
Egyuttmtikodésben Nowotny professzorral és a bécsi allatorvos-tudomanyi egyetem tovabbi
kutatoival meghataroztuk a virus teljes genomszekvencidjat és fontosabb bioldgiai jellemzéit,
valamint diagnosztikai mddszereket fejlesztettiink ki a korokozd direkt kimutatiséra és a
fertozest atvészelt allatok szeroldgiai vizsgalataira (4, 6, 19, 31, 42). A virusterjedés nyomon
kovetése céljabol 2003 és 2005 kozott vadmadar-monitoring programot inditottak Ausztria
tobb szbvetségi tartomanyaban. Az egyuttmiikddés keretében részt vettem a vadmadar mintak
molekularis diagnosztikai vizsgalataiban (30). A vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a
feketerigdk (Turdus merula) és egyes bagolyfelék (Strigiformes) fokozottan érzékenyek az
USUV fertézésre, és bennik gyakran alakul ki elhullasra vezeté agyvelégyulladés a fert6zes
kovetkeztében. Az USUV-okozta vadmadar elhulldsok szama 2003-ig emelked6 tendenciat
mutatott, 2004-t6l viszont jelentésen csokkent a dokumentalt ausztriai esetek szdma (2a abra).
Emellett a virus foldrajzi terjedését tapasztaltuk Bécs eés Alsd-Ausztria teriileteirél Burgenland
és Stajerorszag iranyaba (31). A csokkend esetszam magyarazatara szerologiai vizsgalatokat
végeztiink a fert6zott terliletekrol szarmazd vadmadarak immunoldgiai athangolddasanak
megallapitasa céljabdl. Azt tapasztaltuk, hogy 2004-ig csak a madarak kis hanyadabdl lehetett
USUV-ellenes ellenanyagokat kimutatni, 2005-t6l viszont jelentésen megemelkedett a
szeropozitiv egyedek szama (2b abra). Az eredmények arra utalnak, hogy szeleskori
immunitas fejlédott ki az erintett populacidkban, és valoszinilleg ez magyarazhatja a jarvany
csokkenését (45). A korokozd vektor-fajainak vizsgalata céljabol szunyogmintakat
gyijtottink a fertozott teruletekrol. RT-PCR segitségével kimutattam a virus jelenlétét Culex
pipiens, Culex hortensis, Culex territans, Culiseta annulata, Aedes vexans és Aedes rossicus

szunyogfajokbol. Annak felderitése céljabdl, hogy a virus mekkora veszélyt jelent gazdasagi



haszonallatokra, Kkisérleti allatfert6zéseket végeztink tydk és lad fajban (6, 19). Az
allatkisérletek eredményei alapjan a tydkok alig, a ludak mérsékelten fogékonyak az USUV
fertézesre.
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2. dbra: Az USUV Ausztriai el6fordulasanak nyomon kovetése soran megfigyelt tendenciak. A: 2003. és 2005.
kozott gytjtott, elhullott vadmadarak vizsgalata soran USUV fertézott és nem fertézott egyedek szama.
B: A 2003. és 2006. kozott gydjtott vadmadar savomintdk kozil USUV elleni ellenanyagokat

tartalmazo (pos) és nem tartalmaz6 (neg) mintak szama.

A foldrajzi kozelség miatt felméré vizsgalatokat kezdeményeztem magyarorszagi vadmadar
populaciokban az USUV hazai megjelenésének kimutatasa céljabol. Az Ocsai Madarvarta
Egyesulet és a Magyar Madartani Egyesilet munkatarsai altal gyutjtott vadmadar-tetemek
agyveld mintait, valamint az Orszagos Allategészségiigyi Intézetbe vizsgalatra bekildott
agyveldgyulladasos vadmadarak mintait vizsgaltam RT-PCR segitségével. Osszesen tobb
mint 400 madar vizsgélatara kerult sor. A 2004-ben megvizsgalt mintdkbdl nem lehetett
USUV nukleinsavat kimutatni. A virus jelenlétét sikerult viszont igazolni egy Budapesten
elhullott feketerigobdl 2005 augusztusdban. A virustorzs eredetének és rokonsagi
viszonyainak felderitése céljabol meghataroztam a virus teljes genomszekvencigjat (25). A
hazai USUV torzs a legnagyobb (99,8%-0s) hasonldsagot a 2001-ben, Bécsben felbukkant
virustorzsh6z mutatta. A virus 2006-ban és 2007-ben tovébbi elhullasokat okozott; a
kutatasok soran megvizsgalt 16 budapesti feketerigd kozil nyolcbol sikeriilt kimutatni a virus
jelenlétét. 2006 szeptemberében — egylttmikddésben svajci és holland kutatokkal — az USUV
felbukkanasat diagnosztizaltuk Zirichben és Milano koérnyéken is (42). Mindkét helyen
ismételt vadmadar elhulldsokat tapasztaltak 2007-ben is, és az ezekbdl az esetekbdl szarmazo
mintakbdl is kimutattuk az USUV jelenlétet.

Az OTKA K67900 palyazat keretében tovabbi vizsgalatokat terveziink az USUV eurdpai

terjedésének és jarvanytani folyamatainak nyomon kovetése céljabdl.



I11. A mézelé meh virusfertézéseinek vizsgélata

A Ph.D. tanulmanyaim keretében végzett korabbi felméré vizsgalatok ravilagitottak a heveny
méhbénulas virus (acute bee paralysis virus, ABPV) széles korii hazai elterjedtségere. Ezért
kollégaimmal a mézel6 mehben fert6zést okozo tovabbi virusok esetleges magyarorszagi
eléfordulasanak kimutatasara iranyuld vizsgalatokkal folytattuk a kutatast. Az irodalmi adatok
alapjan kortani szempontbol leginkdbb jelentés 6t méhvirus, a larvatdml6sodés virusa
(sacbrood virus, SBV) a fekete anyabdlcsé virus (black queen cell virus, BQCV), a méhek
szarnydeformitasat okozo virus (deformed wing virus, DWV), a kronikus méhbénulas virus
(chronic bee paralysis virus, CBPV), és a Kasmir méhvirus (Kashmir bee virus, KBV)
kimutatasara alkalmas RT-PCR rendszereket dolgoztunk ki és/vagy alkalmaztunk a korabbi
ABPV vizsgélatoknak aldvetett méhmintakon. A méhészetekbdl bekildott, tobbnyire a
kaptarak aljarol gyijtott, elhullott méheket, lehullott térmeléket, parazitakat stb. tartalmazé
mintakat Varroa destructor atka jelenlétére is vizsgaltuk. Az RT-PCR vizsgalatok soran
ausztriai és németorszagi pozitiv kontrollok alkalmazasaval gy6zédtink meg a diagnosztikai
rendszerek miikddoképessegerdl, valamint a pozitiv leleteket egyes esetekben a képzédott
termék direkt szekvenalasaval és a génbanki virusszekvencidkhoz torténd illesztésével

ellendriztiik. Az eredmények 6sszegzését az 2. tablazat mutatja.

2. tdblazat: Virusfert6zések eléfordulasi gyakorisaga magyarorszagi méhészetekben.

Fert6zott méhészetek )
Virusok Tarsfert6zés jellege
szama aranya
Mindegyik virusra negativ 3 6 % 3 (6 %)
ABPV 3 6 %
BQCV 5 10 % Egy virus
CBPV 0 0%
DWV 11 21 % 19 (37 %)
SBV 0 0%
ABPV & BQCV 4 8 % ]
Ketté virus
ABPV & DWV 6 12 %
BQCV & DWV 13 25 %
24 (46 %)
DWV & SBV 1 2%
ABPV & BQCV & DWV 6 12 % Harom virus 6 (12 %)




Egyuttmiikddésben a bécsi Allatorvos-tudomanyi Egyetem klinikai viroldgia osztalyaval,
hasonlé felméré vizsgélatot végeztink ausztriai méhészetekbol szarmazo mintakon is (18). Az
eredmeények 6sszehasonlithatosaga céljabdl a két felmérésben ugyanazokat a diagnosztikai
modszereket alkalmaztuk. Eredményeinket 0sszehasonlitottuk egy franciaorszagi felmérés
eredményeivel is (3. tablazat). Azt allapitottuk meg, hogy egyes virusok (pl. SBV, CBPV,
KBV) eléfordulési ardnya jelentésen alacsonyabb a hazai méhészetekben, mint az emlitett
nyugati-eurdpai allomanyokban (34).

3. tablazat: Egyes méhvirusok eléfordulasi gyakorisaganak ésszehasonlitasa kiilonbdz6 eurdpai orszagokban

Virusok Magyarorszag Franciaorszag Ausztria
(52 méhminta) (36 méhminta) (131 méhminta)
DWV 2% 97 % 91 %
BQCV 54 % 86 % 30 %
SBV 2% 86 % 49 %
ABPV 37 % 58 % 68 %
CBPV 0% 28 % 9%
KBV 0% 17 % 0%
Virusok 11 atka minta 22 atka minta nem vizsgalt
DWV 81 % 98 % -
SBV 0% 14 % -
ABPV 36 % 10 % -
KBV 0% 1% -
BQCV 0% 0% -
CBPV 0% 0% -

Mivel a hazai mintakat 1999 és 2004 kozott gyujtottik, az eredmények az Europai Unios
csatlakozas elétti helyzetet mutatjdk. Az EU csatlakozds miatt varhatéan felélénkiilo
nemzetkdzi méh-, és méhészeti termék kereskedelem hatassal lehet egyes virusok hazai
elterjedtségére is. Néhany év mulva végzett hasonlo jellegt felmérések alkalmasak lehetnek a
valtozasok nyomon kovetesere.

A CBPV és a KBV jelenlétét nem lehetett kimutatni az 1999 és 2004 kozott gyijtott
mintakbdl. A KBV eléforduldsara iranyuld vizsgalatok eredményeit megosztottuk egy

németorszagi  kutatocsoporttal, akiknek el6szor sikerilt KBV-t kimutatni Hessen



tartomanyban. Az eredmények arra utalnak, hogy a KBV-t az utébbi években hurcoltak be
Nyugat-Eurdpéba (feltételezhetéen az Egyesiilt Allamokbol), és a virus egyeldre nem jutott el
a kdzép-eurdpai méhészetekbe (14). Egy 2005-ben gyiijtétt méhminta vizsgalata soran viszont
a CBPV jelenlétéet is sikerllt igazolni hazankban RT-PCR és elektronmikroszkdpos
vizsgalatok segitségével (9). 2006-ban és 2007-ben tovabbi CBPV pozitiv méhallomanyokat

talaltunk és genetikai 6sszehasonlito vizsgalatokat végeztiink a hazai virustérzseken (40).

A méhek szarnydeformitasat okozo virus (DWYV) elsé hazai és ausztriai kimutatasat kdvetoen,
— egyuttmtikodésben osztrak, lengyel és német kutatokkal — filogenetikai vizsgalatokat
végeztiink a virus valtozékonysaganak és a torzsek genetikai rokonsaganak felderitése
céljabdl. Ot kozép eurdpai orszagbol (Ausztria, Lengyelorszag, Magyarorszag, Németorszag,
Szlovénia) és 6t Eurdpan kivuli orszaghol (Egyesult Arab Emiratusok, Kanada, Nepal, Sri-
Lanka, Uj-Zéland) gyijtott méhmintakat vizsgaltunk a DWV jelenlétére. Az Uj-zélandi
mintak kivételével mindegyikbol sikerllt kimutatni a DWV nukleinsavanak jelenlétet.
Osszességében 34 virustorzset vontunk be a filogenetikai analizisbe. A torzsek kozott
tapasztalt nagy foku hasonlosag (98-100%) miatt a statisztikai analizis nem eredményezett
egyertelmii, foldrajzi alapon magyardzhato elkilonilést a genotipusok kozott. Az altalunk
meghatarozott szekvencidkat 6sszehasonlitottuk mas kutatok, génbankban elhelyezett DWV
szekvencidival, és ezekben az esetekben is magas hasonldsagi értékeket tapasztaltunk. Ez arra
utal, hogy a jelenleg rendelkezésre allé adatok szerint a DWV vilagszerte eléforduld torzsei
nagyon szoros genetikai rokonsagban allnak egymassal (29). Mivel arra semmi sem utal, hogy
a DWV mutacios rataja alacsonyabb lenne, mint mas RNS virusoke, a jelenség
legvaldsziniibb magyardzatanak azt talaltuk, hogy a virus evoluciés szempontbol a kozeli
multban terjedt el a fold mézel6 méh populécidiban. Ennek az elterjedésnek a héatterében
valdszintileg a Varroa destructor atka utobbi negyven évben tapasztalt gyors ,,vilaighdditasa”
allhat, mivel ez az atka hordozoja és hatékony vektora a virusnak. Az atkak nagy aranyu

fert6zottseget sajat vizsgalataink is alatdmasztjak.

A fekete anyabdlcsé virus (BQCV) els6é hazai és ausztriai kimutatasat kovetéen a DWV
esetében ismertetett filogenetikai 6sszehasonlitast végeztiink a k&zép-eurdpai genotipusok
kozotti rokonsagi viszonyok és a virustorzsek valtozékonysaganak jellemzése céljabél. Ebben
az esetben is két genomreégidt, a helikaz enzimet és a szerkezeti fehérjéket kodolo tertleteket
valasztottuk a filogenetikai analizis alapjaul. A vizsgalatokba 10 magyarorszagi, 7
lengyelorszagi és 5 ausztriai torzset vontunk be, amelyek részleges nukleotid szekvencia

meghatarozasat kovetéen 6sszehasonlitottunk a dél-afrikai referencia szekvenciaval. A



helikaz régio alapjan végzett torzsfa-rekonstrukcios vizsgalatok soran a kdzép-eurdpai térzsek
egyértelmiien elkuloniltek a dél-afrikai referencia torzstél, viszont a csoporton belil nem
lehetett megfigyelni statisztikailag megalapozott tovabbi elkilondlést. Meglepé médon harom
lengyelorszagi torzs kilonallo csoportot kepezett (3a. abra). A szerkezeti fehérjék régidja
alapjan konstrualt torzsfaban a kdzep-eurdpai virusokon belll a magyarorszagi és ausztriai
genotipusok képeztek egy agat, a lengyelorszagi virusok pedig egy masik agba rendezdédtek.
A Kkorabban elkulonulé harom lengyelorszagi torzs kozil ketté betagozddott a tobbi
lengyelorszagi torzs kdzé (Poland 5, 6), egy viszont valtozatlanul elkulonil6é agat alkotott
(Poland 4). A kozep-europai torzsek ezen a torzsfan is egyértelmiien elkilonultek a dél-afrikali

referencia torzstol (3b. abra).
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3. dbra: A BQCV vizsgalt genotipusai kozotti feltételezett rokonséagot illusztralé filogram, A: a részleges
helikdz gén szekvencidi alapjan; B: a részleges szerkezeti fehérjéket kodolé genomtertlet alapjan. A
70% feletti bootstrap értékek feltlintetésre keriltek.



“sez

helyez6dése okainak vizsgalata céljabol tovabbi vizsgalatokat végeztink Kivalasztott
virustorzsek bevonasaval. A harom lengyelorszagi genotipus (a 3. abran Poland 4, Poland 5 és
Poland 6), valamint egy magyarorszagi virus (Hungary 10) kozel teljes genomszekvenciajat
meghataroztuk. A szekvenciakat 6sszehasonlitottuk egymassal és a dél-afrikai referencia
szekvenciaval, és megallapitottuk a valtozékony és konzervalt genomteriletek helyezédéset
(4. &bra).
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4. dbra: BQCV torzsek egyes genomterlleteinek hasonlosaga a referenciaként valasztott Poland 6 genotipushoz

viszonyitva. A nyilak a nagyfokban konzervalt nem kodol6 régidk helyezdését mutatjak.
Megéllapitottuk, hogy a virus enzimeket kodolo, elsé leolvasasi kerete nagyobb
valtozékonysagot mutat, mint a masodik, szerkezeti fehérjéket kdédolé szakasz. A két
leolvasasi keret kozotti teriilet teljes homoldgiat mutatott a vizsgalt virusokban, amely arra
utal, hogy ez a régio kdzponti jelentéségii a virus szerkezeti fehérjéinek transzlaciojaban (az
un. “internal ribosomal entry site" teriilete). A lengyelorszagi BQCV torzsek kilonb6z6
genomteriletei kozott megfigyelt eltérések a hasonléséagi értékekben a genomok kozotti
rekombinaciora utalnak. Az eredményeket tudoméanyos konferenciakon ismertettiik (16),
valamint egy cikk kéziratat allitottuk 6ssze, amelyet jelenleg a kilfoldi tarsszerzok javitanak,
illetve kiegészitik sajat gondolataikkal. Terveink szerint révidesen sikertl kialakitani a
publikécidra kész, végleges valtozatot.

A méhvirusok kimutatasa klasszikus viroldgiai modszerekkel id6igényes, nehézkes és

specialis feltételeket (méhbabok, tipussavok) igényel. A molekularis biologiai (pl. PCR) alapu



diagnosztikai modszerek alkalmazésaval kiklszobolhetok az emlitett problémak. Sajat
vizsgalataink is alatdmasztjak, hogy a méhekben gyakori a szimultan virusfert6zések
eléforduldsa (2. tadblazat). Ezért altaldban indokolt ugyanannak a mintanak tébb virus
jelenlétére iranyuld vizsgalata. A vizsgalatok egyszertsitése, és kulondsen a koltsegek
csokkentese szempontjabol elényds, ha tobb virus egyideji kimutatasara alkalmas
diagnosztikai médszer all rendelkezésiinkre. Egylttmitkddésben a bécsi allatorvos-tudomanyi
egyetem munkatérsaival, olyan multiplex RT-PCR maodszert fejlesztettink ki, amely
megbizhatd modon képes kozOs reakcidban kimutatni az ABPV, a BQCV eés az SBV
jelenlétét méhmintakban. A rendszer optimalizalasat es érzékenységenek meghatarozasat
kdvetéen annak gyakorlati alkalmazhatdsagéat is vizsgaltuk méhészetekbol gytjtott mintak
felhasznalasaval (35).

A tovabbiakban is folytatni kivanjuk a méhvirusok el6forduldsara, genetikai- eés kortani
jellegzetességeire iranyuld kutatasainkat. Jelenleg egy a 2007.-2008. évre elnyert szlovén-
magyar TET palyazat keretében kivanunk in situ hibridizaciés modszer kifejleszteni a
méhvirusok vizsgalatara, valamint a BQCV méhanya-nevelésre kifejtett hatasat vizsgaljuk
(46).

IV. Uj koérokozok kimutatasara iranyuld molekuléris diagnosztikai fejlesztés és a
kimutatott torzsek filogenetikai vizsgélata

Egyuttmtikddésben Prof. Z. Hubalek és Prof. N. Nowotny kutatocsoportjaival, RT-PCR alapu
diagnosztikai mddszert dolgoztam ki két bunyavirus, a Tahyna virus és a Sedlec virus
kimutatasara és genetikai jellemzésére. Meghataroztam egy magyarorszagi, egy szlovékiai,
egy csehorszagi és egy ausztriai Tahyna virus torzs részleges genomszekvenciait (S, M és L
szegment), valamint elvégeztem a torzsek filogenetikai 6sszehasonlitasat (2). A k6zép-eurdpai
Tahyna virus torzsek kozeli genetikai rokonsagat allapitottam meg. Elséként hataroztam meg
a Sedlec virus részleges genom szekvenciajat (L szegmens).

A Bécsi Allatorvos-tudomanyi Egyetem munkatérsaival kialakitott kutatasi egyiittmiikodés
keretében egy sertés agyvelégyulladasos esetbél izolalt reovirus-torzs genetikai jellemzéséhez
kezdtiink hozza. Nyolc genomszegmens részleges nukleotid szekvenciajanak eddigi (a teljes
genom 25%-at erint) meghatarozasa alapjan megallapithatd, hogy a virustorzs az emlds
orthoreo-virusok egy eddig nem ismert genetikai vonalahoz tartozik.

Egyiittmiikodésben a SzIE, Allatorvos-tudomanyi Kar, Korbonctani és lgazsagiigyi-
allatorvostani Tanszékének munkatarsaival RT-PCR alapu diagnosztikai modszert dolgoztunk

ki az avian nephritis virus hazai el6fordulasara és a torzsek valtozekonysagara iranyuld



vizsgalatokhoz (13). A korokozd szeles kort eléfordulasat allapitottuk meg hazai
csirkeallomanyokban, valamint kimutattuk a torzsek nagy foku genetikai valtozékonysagat is
(22, 23).

Egyuttmiikodésben az Orszagos Allategészségiigyi Intézet, a Debreceni Allategészségugyi
Intézet és a SzIE, AOTK Korbonctani Tanszék munkatarsaival RT-PCR modszert dolgoztam
ki a kacsahepatitisz virus (Duck hepatitis virus, DHV) kimutatasara (24). A kdzremik6do
intézményekbe kuldott kacsamintakbol kimutatott DHV  torzsek részleges nukleotid
szekvenciait 0sszehasonlitottuk a génbankban talalhatd tavol-keleti torzsekkel, valamint a
kacsdk immunizélasara alkalmazott gyengitett vakcina torzzsel. A torzsek foldrajzi
elkllonllése mellett a hazai torzsek vakcina térzshdz mutatott kozeli rokonsagat allapitottuk
meg (26).

Témavezetésem alatt dr. Forgach Petra Ph.D. hallgatdé a hepatitis E virus (HEV)
magyarorszagi eléfordulasanak felmerésére, a torzsek genetikai jellemzésére, valamint a
korokozd zoonosis jellegének tanulmanyozéséara iranyuld vizsgalatokat végez. Az
eredmények a HEV széles korii el6forduldsat igazoltdk hazai sertés- és vadallomanyban,
valamint kdzeli genetikai rokonsagot, és egyéb jarvanytani 0sszefuiggéseket sikertlt kimutatni
az allatokbdl és emberekbdl szarmazo torzsek kozott (8, 33, 44).

Az emlitett kutatdsi témak mellett részt vettem a sertések reprodukcios zavarokkal és
légzészervi tlnetekkel jard szindromdja (PRRS) hazai el6fordulasara és filogenetikai
jellemzésére iranyulo vizsgalatokban. Megallapitottuk a virus széles korii hazai elterjedtségét,
valamint a sertésallomanyokban alkalmazott vakcinak és a koresetekbél kimutatott torzsek
kdzott szoros genetikai rokonségot talaltunk (27).

Munkatarsaimmal RT-PCR alapu diagnosztikai eljarasokat fejlesztettiink ki az equid
herpesvirus-1 és -4 (rhinopneumonitis), az equid herpesvirus-2, a lovak fertéz6 arteritisenek
virusa, a szarvasmarha herpesvirus-1 (IBR), a szarvasmarha virusos hasmenés virusa
(BVDV), a kutya parvovirusos hasmenés virusa, a szopornyica virus, a kutya herpesvirus-1,
az avian leukosis virus, a galamb-paramyxovirus, a madérinfluenza virus, a dengue virus,
alacsonyabb rendii gerincesek adenovirusai, egy Uj mehvirus, valamint a méhek Nosema
cerenae fertézesenek kimutatasara (1, 7, 11, 12, 15, 20, 21, 28, 36, 37, 39, 41). A mddszereket
sikeresen alkalmaztuk klinikai és korbonctani mintak vizsgalata soran, illetve segitségikkel a
korokozok eredetére, elterjedtségére, rokonsagi viszonyaira és valtozékonysagara iranyuld
kutatdsokat végeztlnk.



IV. A kutatas koézvetlen tudomanyos és gyakorlati haszna

Az OTKA D48647 Posztdoktori Kutatoi Osztondij altal tamogatott idészakban végzett
kutatasaim hozzajarultak 21, referalt nemzetkdzi szakfolyoiratban megjelent publikaci6 és 3
magyar nyelvi, referalt lapban megjelent publikacid létrejottéhez, melyek Gsszesitett impakt
faktora 52,47. Jelenleg tovabbi egy elbiralas alatt allo (USUV jarvanytani modellezés) és egy
publikaciora elékészitett (BQCV genom analizis) kéziratban szeretnénk ismertetni a kutatasok
legfrissebb eredményeit. Emellett egy konyv és egy kdnyvfejezet létrejottében tarsszerzéként
mukodtem kozre, valamint 30 nemzetk6zi és 36 hazai konferencian ismertettiik vizsgalataink
eredményeit. Harom nemzetk6zi konferenciara meghivott eléadoként kértek fel. A
méhvirusok genetikai vizsgalatai terén elért eredményeim alapjan meghivast kaptam a ,,Bee
Research and Virology in Europe” tudomanyos konferenciara (5), hogy a méhek virusai kozti
filogenetikai kapcsolatrél eléadast tartsak. Az el6adast kovetéen felkertek a Nemzetkozi
Virustaxondmiai Bizottsag (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV),
izeltldbliak virusai albizottsag (Invertebrate Subcommittee) Dicistroviridae és Iflavirus
munkacsoport (Studygroup) tagsagara, amely tovabbi elismerése az eddigi kutatasoknak.

Az egyes kutatasi résztémakba bevontam gradualis és posztgardualis egyetemi képzeésben
résztvevé hallgatokat is. A program keretében végzett kutatdsai eredményeirél harom
allatorvostan-hallgatd Tudomanyos Didkkori (TDK) konferencian szdmolt be, nyolcan pedig
szakdolgozatot allitottak dssze és azt sikeresen megvédték. Az ausztriai kutatdcsoportokkal
egyuttmikodésben végzett kutatdsokban kdzremitkddo, magyar allampolgarsagu, de a bécsi
allatorvos-tudomanyi egyetemen végzett hallgatd doktori fokozatot szerzett. A posztdoktori
Osztondijas kutatdsaim soran segitséget nyujtottam dr. Forgach Petra, Tapaszti Zsuzsanna, dr.
Méandoki Mira, dr. Kévagd Csaba, dr. Balka Gyula, és dr. Demeter Zoltan doktorandusz
hallgatoknak Ph.D. kutatidsaik megtervezese, végrehajtasa, és az eredmenyek publikélasa
terén.

Az 6sztondij tAmogatdsdval végzett kutatdsaim jelentésen hozzgjérultak ahhoz, hogy a SzIE
Doktori és Habilitaciés Tanacsahoz 2007-ben benyujtott palydzatomat a Tanacs tamogatta és
"dr. habil" fokozatot itelt oda nekem. Emellett a kutatasok eredmeényei lehetéve tették tovabbi
kutatasi palydzatok (pl. OTKA K67900, Bolyai Janos kutatoi 0sztondij) elnyerését és a
megkezdett vizsgalatok folytatasat.

A kutatdsi program tdmogatdsaval munkatarsaimmal olyan diagnosztikai mddszereket
dolgoztunk ki, amelyekkel gyorsan és megbizhatéan kimutathatok és genetikailag
azonosithatok a vizsgalt korokozok. A modszereket hozzaferhetévé tettik mas viroldgiai

laboratdriumok szamara gyakorlati diagnosztikai felhasznéalas celjabdl.



