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1. BEVEZETES

A csaladi gazdasagokban gyakran fogyasztjak nyersen a tejet,
foként azért, mert ugy kényelmesebb és az ize is mas, de a nem
farmon ¢16 emberek egy kis része is iszik nyers tejet, mert ugy
gondoljak, hogy ezzel megelézhetnek, vagy kezelhetnek bizonyos
betegségeket. A pasztérozetlen tej jotékony hatasaival kapcsolatos
feltételezéseket megerdsitd tudomanyos bizonyitékbol azonban
nagyon kevés van, ellentétben azokkal a kdzleményekkel, amelyek a
tej eredetll fertdzésekrdl szamolnak be. A nyers tej és a beldle
készitett sajtok ¢és mas tejtermékek sokféle korokozoval
szennyezOdhetnek, jelen lehet benniik tobbféle baktérium és a
kullancsencephalitis virusa (KEV) is.

Az Orszagos Epidemioldgiai Kozpontban (OEK) méar az
1950-es évek ota foglalkoznak a kullancsencephalitis laboratoriumi
diagnosztizalasaval. Sok esetben arrdl is késziilt feljegyzés, ha a
betegek a betegségiik el6tt nyers tejet fogyasztottak. Legtobbszor a
tej eredetli fert6zések csak egy-egy csaladot érintenek, akik a
fert6zott allat tejét fogyasztjak, de idénként el6fordulnak nagyobb
jarvanyok is, ha a fert6zott tej kereskedelmi/piaci forgalomba keriil.
A legutobbi nyers tej eredetli jarvany 2007 augusztusaban volt
hazankban. A tejfogyasztast kovetéen 31-en betegedtek meg, 25
betegnél a kullancsencephalitis  jellegzetes tiinetei  voltak
megfigyelhetok: kétfazisu laz, a masodik fazisban idegrendszeri
tiinetekkel.

A Dbetegmintak vizsgalata az OEK-ben rutinfeladat, a
zoonotikus betegségek kapcsan, jarvanyiigyi szempontok miatt
azonban idénként olyan vizsgélatokra is sziikség van, amelyek nem
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tartoznak szorosan a human diagnosztika profiljaba, hanem a human-
és az Aallategészségiigy hataran helyezkednek el. Ilyenkor az OEK
Viralis Zoonézisok Nemzeti Referencia Laboratoriuma 4allati mintak
elemzését is elvégzi. A 2007-es fertdzés forrdsaként azonositott farm
kecskéinek vérmintait is megvizsgaltuk, és kozben lehet6ségiink
nyilt az alkalmazott szerologiai modszerek pontossagat és
specificitasat 6sszehasonlitani.

Mivel a kecskék KEV fert6zésének lefolyasarol és a KEV
tejjel vald {riilésér6l viszonylag kevés kisérleti eredmény all
rendelkezésre, a munkank masodik részében egy 20 kecskével
végzett kisérletben arra kerestiink valaszt, mennyi ideig kimutathatd
a KEV a kecsketejbdl, hozzavetéleg milyen mennyiségben {iriil, és
milyen hatassal van mindezekre, ha az allatot immunizaljuk a
fert6zés elott. Végiil megvizsgaltuk, elengedhetetleniil sziikséges-€ a

forralas ahhoz, hogy inaktivaljuk a tejben levd fert6z6 virust.



2. CELKITUZESEK

2.1. Lakhegyi jarvany felderitése: human és kecske mintak
(liquor és/vagy vérsavo) vizsgalata

= Kecsketej eredetli human KE megbetegedések laboratdriumi
igazolasa

= KEV elleni specifikus I1gG és IgM kimutatasa rutindiagnosztikai
modszerekkel (indirekt IF, hemagglutinacid gatlas,
virusneutralizacid) a lakhegyi jarvanyt okozo6 kecskefarm kecskéinek
veérébol

= A mintdk vizsgalata lengyel fejlesztésti ELISA modszerrel és az

eredmények 6sszehasonlitasa a rutin mdédszerek eredményeivel

2.2. Kecskék KEYV fertézésének vizsgalata

= Kisérletileg KE virussal fert6zott kecskék testhomérsékletének
statisztikai elemzése és a laztalan lefolyas igazolasa

= KEV tejjel valo tiriilésének iddbeli leirasa

= Atejjel Giriil6 virus mennyiségének vizsgalata

=  Annak vizsgalata, hogy megelézhet6-e a tejjel valod virusiirités a

kecskék human oltéanyaggal valdo immunizalasaval

2.3. A fert6z6 kecsketej hokezelési lehetoségeinek vizsgalata

= KEV tartalmi kecsketej fert6zOképességének vizsgalata
szobahdmérsékleten tortént inkubacidt kdvetden
= KEV tartalmi kecsketej fert6zOképességének vizsgalata

hokezelés (melegités, forralas) utan



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Human vér- és liquormintik. Harmincegy beteg vérmintdjat
vizsgaltuk, akik korabban nyers kecsketejet ittak, és gyanithat6 volt,
hogy KE virussal fertozodtek. A mintakat a tiinetek megjelenése
utani 1. €s 25. nap ko6zott vették. Harom beteg esetében liquor minta
is rendelkezésre allt. Nyolc embertdl, akik ittak a fert6zott tejbol, de
tiinetmentesek voltak, szintén kaptunk vérmintat.

Kecske vérmintak a lakhegyi farmrol. A fertézés forrasaként
azonositott kecskefarm minden kecskéjétél (73 anya és 2 bak)
kaptunk vérmintat. Az allatok 2-8 év kdzottiek voltak.

Kecske vérmintak és —tejmintak az allatkisérletbél. Az
immunizalt kecskéktdl vért wvettiink, hogy megallapithassuk,
kialakult-e benniik a védettség. A tiz KE virussal fert6zott kecskét a
fert6zést kovetden 9 napon at fejtiik, majd a 13. és 23. napon ujbol.
Az indirekt immunfluoreszcencia soran sajat  készitésii
targylemezeket hasznaltunk. A titralashoz a kezdeti 1:5 higitas utan
minden vérsavo mintabdl felez6 higitasi sort készitettiink, a lemezre
cseppentve egy ¢éjszakan at +4°C-on inkubaltuk, majd fluoreszcein-
izotiocianatos ellenanyag-konjugatummal 30 percig festettiik 37°C-
on.

A hemagglutinacio gatlast a Takatsy-modszer modositott valtozata
szerint végeztilk. Az aspecifikus inhibitorokat acetonnal vagy
kaolinnal  tavolitottuk el a mintdkbol, az aspecifikus
hemagglutinineket pedig liba vorosvértestekkel. A vérsavok teljes
ellenanyag-tartalmat (IgM ¢és IgG) liba vordsvértestek és sajat

készitésit KEV  antigén segitségével titraltuk meg. IgM



meghatarozashoz a vérsavokat frakcionaltuk, és az IgM-ben gazdag
frakciot 2-merkapto-etanollal kezeltiik.

Mikroneutralizacio (kecske vérmintak). Vero sejteken 100 TCIDs
toménységli virust inkubaltunk a vérsavobol készitett higitdsi sor
minden fokozataval és 5 nappal késobb mikroszkop alatt értékeltiik a
sejtkarosito hatast.

ELISA (kecske vérmintak). A kecskevéreket az FSME ELISA 1gG
teszt kompeticios gatlasra modositott valtozataval (az emberi
vérsavo reaktivitasanak gatlasa kecske ellenanyagokkal) vizsgaltak a
lengyel Orszagos Kozegészségiigyi Intézetben.

Nukleinsav-tisztitas. A virus RNS-t a szilikamembran alapa
QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Németorszag)
segitségével vontuk ki, a gyarto cég leirasa szerint.

RT-PCR modszerek. A reverz transzkripciohoz a GeneAmp RNA
PCR kit reagenseit (Applied Biosystems, Foster City, CA USA)
primereket és GeneAmp reagenseket hasznaltunk, az egylépéses
mennyiségi RT-PCR-hez pedig a SuperScript™ III Platinum® One-
Step Quantitative RT-PCR System Kkitet (Invitrogen, Carlsbad,
USA). A PCR reakciok részletes leirasat 1. Balogh és mtsai (2011).
Tejmintak hokezelése. A 65°C-os hokezelést vizfiirddben végeztiik
(HETO, IBN 18 / HWT 100-as modell, Heto-Holten A/S, Allerod,
Dania), a 100°C-os hékezeléshez pedig a mintdkat tartalmazd
csoveket forrasban levo vizbe meritettiik.

Statisztikai elemzés. A kecskék testhdmérsékleti adatait a Minitab®
15.1.1.0. szoftver (Minitab Inc., State College, Pennsylvania)
segitségével elemeztiik. Két szempontos ANOVA varianciaanalizist

végeztiink, ahol p<0,05.



4, EREDMENYEK

4.1. Lakhegyi tej eredetii KEV jarvany vizsgalata

A 39 emberi vérsavobol 25 esetben mutattuk ki, hogy anti-
KEV ellenanyagokra — 1gG-re és IgM-re is — pozitiv, IIF modszerrel
és a megerdsitdé HAG probaval is. Ennél a 25 betegnél igazoltuk az
akut KEV fertézést. Hat beteg vérsavdja negativnak bizonyult anti-
KEV ellenanyagokra, igy esetiikben a KEV fert6zés kizarhato volt.

A klinikai diagnézisok megerdsitése mellett azonositani
akartuk azokat a kecskéket, amelyek korabban vagy frissen
fert6zédtek KE virussal, és igy irithették azt a tejiikkel. Vérmintat
vettiink a farm 75 kecskéjétél, és megvizsgaltuk oket kiilonbozd
szerologiai modszerekkel: indirekt immunfluoreszcenciaval (IIF),
hemagglutinacio gatlassal (HAG), mikroneutralizacioval (NT) és
ELISA-val. A négy moddszer eltéré specificitasunak bizonyult. A
legkevésbé az IIF wvolt specifikus. A masik harom moddszer
eredményeinek Osszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy két savo

volt pozitiv anti-KEV 1gG-re és egy anti-KEV IgM-re (1. tablazat).

1. tablazat. A két pozitivnak értékelt kecske vérsavd szerologiai
eredményei a kiilonb6z6 modszerekkel.

. HAG IgM . ELISA gatlas
IIFtiter Ossztiter kimutatas NT titer %
+1:160 +1:640 pozitiv +1:40 62
+1:320 +1:160 negativ +1:160 72




4.2. Kecskék Kisérleti fertozése

Tiz kecskét (melynek felét el6zéleg immunizaltuk)
megfertdztink KE virussal, tizet pedig kontrollként megfigyeltiink
(ezek kozil 5 immunizalt és 5 naiv). Az allatok allapotat és
testhdmérsékletét feljegyeztiik, és naponta fejtik Oket. A viralis
RNS-t RT-PCR-rel, a fert6z0 virusrészecskéket szopds egerek
intracerebralis oltasaval mutattuk ki a tejbol.

A kisérlet soran a fertdzott allatokndl nem tapasztaltunk
tiineteket és a statisztikai elemzés szerint a testhdmérsékletiik sem
tért el a kontrollokétol. A fert6z6 virionokat 8-19 napig tudtuk
kimutatni a fert6zott kecskék tejmintaibol, a virusgenomot PCR-rel

3-18 napig (1. abra). Az immunizalt kecskék nem tritették a virust.

pozitiv mintak szama

2 3 4 5 6 7 8 9 13 23

fert6zés utan eltelt napok

1. dbra. Ot KE virussal fertdzott kecske tejmintai, amelyek pozitivak
lettek KEV-re szopds egérbe oltassal illetve specifikus RT-PCR-rel.
Sziirke: szopds egérbe oltassal vizsgalva, fehér: RT-PCR-rel
vizsgalva. Megj.: a 23. napon csak 4 kecskétdl allt rendelkezésre
minta.



4.3. A tejmintak virustartalmanak 6sszehasonlitasa

A viruskimutatasi eredmények alapjan a 6. €s 7. napi mintakat
valasztottuk, hogy megmérjiik a virusterhelést valos idejii RT-PCR-
rel. A titereket egy standard sorhoz viszonyitottuk, amely a KEV
szuszpenzid négy higitasat tartalmazta. A 6. napon gyujtott mintdk
virustartalma egyedenként nagyon kiilonb6z6 volt, a 7. napon a kon-
centraciok kevésbé szortak. A legmagasabb koncentraciot a 76967-es
szamu kecske 6. napi mintdjaban mértiik (2. dbra), amelynek virus-
tartalma nagysagrendileg a standardként hasznalt fert6zott szopods
egér agyszuszpenzid 1:10-es higitasanak felelt meg. A hdékezelési ki-
sérletben ennck az allatnak a tejét hasznaltuk nagy mennyiségii

virust tartalmazo mintaként.

Amplification Curves

4.6
4.2
3.8
3.4

2.6
2.2
1.8
1.4

0.6
0.2

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles

2. abra. A fertézést kdvetd 6. €s 7. naprol szdrmazd tejmintak ampli-
fikacids gorbéi. A legkorabban megjelend fluoreszcens jel a 76967¢es
sz. kecske 6. napi mintaja.

4.4. Hokezelés hatasanak vizsgalata

A hokezelés hatasat két kecske tejmintdin vizsgaltuk, melyek

koziil az egyiknek a teje nagy mennyiségli virust tartalmazott, a ma-
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siké kevesebbet. A haztartdsokban bevett gyakorlat modellezésére
harom homérsékletet valasztottunk: a szobahOmérsékletti inkubaciot,
a 65°C-ot, hogy szimulaljuk a melegitett, de nem felforralt tej hoke-
zelését, és a 100°C-ot mint forralasi hdmérsékletet.

A szobahOmérsékletli inkubacid egyik tej pool esetében sem
elézte meg a veliikk beoltott szopds egerek halalos fert6zodését, bar
hosszabb inkubacios id6t kovetéen a tinetek valamivel késobb je-
lentkeztek. A nagyobb mennyiségii virust a 65°C-on valé melegités
sem inaktivalta még fél ora inkubdacid utan sem, a tej forralasa azon-
ban mindkét tej pool esetében hatasos volt, egy egérnél sem tapasz-

taltunk a fert6zésre utald tlineteket a kisérlet végéig.

5. KOVETKEZTETESEK

5.1. Lakhegyi jarvany felderitése: humén és kecske mintik
(liquor és/vagy vérsavo) vizsgalata

= A kecskék tejével iiriilé6 KEV elég tomény ahhoz, hogy higitva
is képes legyen megfertézni az embert, hiszen 69-bol csak néhany
kecskénél mutattuk ki, hogy atvészelte a KE fertdzést, de a tejiik a
tobbi kecskééhez keverve is elég volt a fertdézéshez.

= A rutindiagnosztikai modszerek koziil a kecske vérmintakat nem
elég csak IIF vizsgalattal megnézni, sziikkség van HAG és/vagy
neutralizacio végzésére is, hogy kisziirjiik az aspecifikus reakciokat.
= A lengyel fejlesztési, kompetitiv gatlason alapuldé ELISA
modszer az ellen6rzé vizsgalatok alapjan pontos, specifikus és
reprodukalhatd eredményt ad kecske vérmintakkal, ezért célszeri

meger6sitd vizsgalatokhoz alkalmazni kérdéses eredmények esetén.
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= A KEV endémiés teriiletein tovabbi tajékoztatasra van sziikség,
mely a kullancscsipés kockazata mellett kitér a nyers tej fogyaszta-

sanak veszélyeire is.

5.2. Kecskék KEYV fertozésének vizsgalata

= Kisérletileg KE virussal fertézott kecskék és kontroll allatok
testhdmérsékleteinek Osszehasonlitdsaval statisztikailag is igazolha-
td, hogy a kecskéknél nem okoz testhomérséklet-emelkedést a KEV
fert6zés.

=  KEV tejjel valo iiriilésének idébeli lefolyasa és a tejbe keriild
virusmennyiség kozott nagy egyedi eltérések lehetnek.

= A tejjel valo virusiirités hatékonyan megelézhetd a kecskék

immunizalasaval, akar a human oltéanyaggal is.

5.3. A fert6z6 kecsketej hokezelési lehetdségeinek vizsgalata

= A KEV tartalmi kecsketej szobahOmérsékletli inkubaciot
kovetben (tehat pl. aludttej, taro stb. készitésekor) is megtartja ferts-
z0képességét még 2 nap utan is.

= A KEV tartalmt kecsketej 65°C-os hékezelése nem inaktivalja
biztonsaggal a tejben levé KE virust, ha az nagy tdménységii.

= A kecsketejben levd KEV inaktivalasahoz elegendé 3 perc

forralas.
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