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3. BEVEZETES
3.1. Flavivirusok

3.1.1. Rendszertan

A Jelenleg a Flavivirus nemzetségbe sorolt virusokkal (féként a sargalazvirussal)
mar az 1800-as évek oOta foglalkozik a tudomany; akkoriban soroltdk be Oket az
arbovirusok (arthropod borne, vagyis izeltlabtak terjesztette virusok) csoportjaba, az
alapjan, hogy sziinyogok ¢és kullancsok jatszanak szerepet az altaluk okozott betegségek
terjedésében. Az arbovirusokat az 1960-as években osztottak fel antigénrokonsag
alapjan az A és B viruscsoportokra, amelyek koziil az A csoport ma a Togaviridae
csalad Alphavirus nemzetségeként (pl. keleti 16encephalitis és nyugati l6encephalitis
virusa), a B csoport pedig a mai Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségeként (pl.
sargaldzvirus, japan encephalitis virusa, nyugat-nilusi ldz virusa, kullancsencephalitis
virusa) ismert. A flavivirus latin név is a sargalazvirusra utal: flavus azt jelenti, sarga. A
vektorokat azonban ma is figyelembe veszik a flavivirusok nemzetségen beliili
csoportositasanal: megkiilonboztetnek szinyog terjesztette, kullancs terjesztette és nem
vektorral terjedd virusokat.

Az antigénrokonsag vizsgalata mellett az utdbbi évtizedekben molekularis
modszerekkel és szamitogépes programok segitségével is vizsgaltak a flavivirusok
leszdrmazésat, ¢és legtobbszor a kordbban megéllapitott rokonsagi viszonyok
megfeleltek a modern eszkozokkel kidolgozott filogenetikai fiknak.! A Nemzetkozi
Virustaxonémiai Bizottsag mai allaspontja szerint a flavivirusok a Flaviviridae
viruscsalad harom nemzetsége koziil alkotjak az egyiket, a tovabbiakban e nemzetség
tagjait fogjuk flavivirusokként emlegetni.® A masik ketté a Pestivirus (a latin pestis
szObol) és a Hepacivirus (a majat jelent6 gorog ,,hepar” szobol) nemzetség. Az ezekbe
tartozo virusok antigenitds tekintetében tdvol allnak a flavivirusoktol, €s nem is
izeltlabtiak terjesztik Oket, felépitésiikkben viszont hasonlitanak hozzajuk. Az 1. abra

mutatja a Flaviviridae csalad virusainak csoportositasat.
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1. abra. A Flaviviridae csalad virusainak csoportositasa. A virusfajoknak (d6lt betil) csak egy Kis részét
tiintettiik fel az abran.

3.1.2. Felépités

A Flavivirus nemzetség virusai kb. 50 nm atmérdji, gomb formaja részecskék,
amelyeket gazdasejt eredetli lipidburok vesz koril. Kapszidjuk egyféle
fehérjemolekulabol (C fehérje) épiil fel, a burok pedig két membranfehérjét tartalmaz:

az E (envelop, jelentése burok) és az M (membran) fehérjét.?

3.1.2.1. Genomszerkezet
A flavivirusok genomja pozitiv, egyszalu RNS, kb. 11 kilobazis méretii, és nem
rendelkezik 3’-poli-A szakasszal, az 5° végén viszont ,,cap” talalhatd. Egyetlen nyitott
leolvasasi kerete van (a benne kodolt fehérjék elrendezése a Flaviviridae csalad

mindharom nemzetségében hasonlo), amelyet nemkodold régiok fognak kozre.



DOI:10.14753/SE.2012.1741

A jellegzetes hajtiihurok szerkezetli 5’-nemkddold régionak valdsziniileg a genom
atirasaban és replikacidjaban van szerepe, ugyanis ha a masodlagos szerkezet
megbomlik, az gatolja az 1j RNS-szalak szintézisét.*

A 3’ nemkodold régid szekvenciaja nagyon valtozékony, azonban a 3’-végéhez
kozel talalhaté egy konzervalt hajtihurok, amelynek ugyancsak a replikacioban van
szerepe, ¢s az ebben részt vevo virdlis fehérjékkel (NS3 és NS5) valo kolesonhatésa is
bizonyitott. A 3’ nemkodold régid6 masik érdekes eleme a szunyog terjesztette
flavivirusok genomjara jellemzé konzervalt CS (cyclization sequence — ciklizacios
szekvencia) szakasz, amely bazisparosodassal képes hozzakapcsolodni a genom masik
végén talalhaté 5° CS elemhez. Ezeknek a ciklizacidos szekvenciaknak a mutacioja
nincs az elébbinek megfelelé CS elem, de ebben is megtalalhatd a konzervalt régio, és
azon beliil egy olyan szakasz (PR — pirimidine rich — pirimidinben gazdag), amely

képes az 5° CS-hez kapcsolodni.

3.1.2.2. Virusfehérjék

A pozitiv egyszalu RNS genomro6l mint mRNS-rdl transzlalodnak a virusfehérjék.
Elséként egy poliprotein jon létre, amelyet a leolvasds kozben ¢és utan kiilonbozd

enzimek (a gazdasejt szignal peptidaza és a virus altal kodolt szerin-proteaz) hasitanak

fel kisebb molekulakra (2. abra).

' nemkod LN [M
5 namkddold réaid ) kO30 rél

I. Nyitott leolvasasi kenst ] l

| B S—

2. abra. A kullancs altal terjesztett flavivirusok genomjanak szerkezete, és a genomrol kifejez6d6

fehérijek.

A szerkezeti fehérjék koziil a kapszidfehérje (C fehérje) erdsen bazikus,
feltételezések szerint a két végén talalhatok azok az oldallancok, amelyek a genommal
valdo kapcsolodasban vesznek részt, egy kozbiils6é rovid hidrofob domainnel

elvalasztva.®
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A membranfehérje (M fehérje) egy glikoprotein prekurzorbol jon létre. A prM
prekurzor molekula eldszor atszallitodik az endoplazmatikus retikulumba, €s ott hasitja
el a gazda szignal peptidaz enzime prekurzor (pr) és M molekulara. A pr az E fehérje
megfeleld térszerkezetének kialakitasahoz is sziikséges, valosziniileg ez stabilizélja a
burokfehérjét, mig a virionok az érésiik soran a szekretoros ttvonal csokkent pH-ju
kornyezetében tartozkodnak.” Hasitas utan az M fehérje az érett virionokban marad, mig
a pr rész kivalasztodik.

Az E fehérje a virion felszinén talalhatoé glikoprotein, ez vesz részt a sejtekhez
vald kapcsolodasban és a membranfuzidban. Kristalyszerkezetét a kullancsencephalitis
virus (KEV) E fehérjéjén tanulmanyoztak, amely hosszukas alaka, homodimereket
alkoto molekula (3. abra). Hairom domainbél all: az I. domain egy B-hordo, a Il. domain
parhuzamos a virusfelszinnel és 0sszekoti a monomerek transzmembran régioit, a I11.
feltételezhetéen a receptorkdtd régio.® Az E fehérje a II. tipusa viralis fuzios fehérjék
kozé tartozik, amelyekre jellemzd, hogy alacsony pH hatdsdra a nativ hetero- vagy

homomultimer allapotukbol 4talakulnak trimer komplexszé, €s igy segitik a fuziot.?

v

é A i} e
pay %' “ \
N .'\::‘ "q .L; ‘N 4

3. dbra. A kullancsencephalitis virus E (burok) fehérjéjének 3 dimenzios abrazoldsa. (Forras: RCSB

Protein Databank. http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do)

A nem szerkezeti fehérjék koziil az NS1 a fert6zott sejtekben, azok felszinén, €s
sejten kiviil is megtalalhat6. A funkcidja nem teljesen ismert, de fertézéskor erds

humoralis immunvalaszt valt ki'®**

, €¢s az RNS-replikacid korai szakaszaban is szerepet
jétSZik.12'13 Az NS2A egy kisebb fehérjemolekula, melynek feladata valdsziniileg az

RNS-replikacio és —becsomagolds kozotti eltolodas iranyitasa.™* Az NS2B az NS3-mal
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komplexet alkotva segiti az utobbi szerin-proteaz miikodését.”>*® Az NS3 a poliprotein
hasitasa mellett helikdzként részt vesz az RNS-replikacioban is.'” Az NS4A és NS4B
fehérjék funkcidja egyelére ismeretlen, feltételezések szerint az NS4A-nak a
replikaciéban lehet szerepel4, és az NS4B-t is a replikacié helyein és a sejtmagban
tudtak kimutatni.'® Az NS5 t5bb modon is részt vesz a replikdcioban, egyrészt az 5°
végen cap régid kialakitisaval'®, masrészt RNS-fiiggé RNS-polimerdz aktivitasa

révén.?°

3.1.3. Célsejtek

Az emberek altalaban szunyog- vagy kullancscsipés utjan fertézodnek a
flavivirusokkal. A dengue virussal végzett vizsgalatok szerint a virus ilyenkor eldszor a
bdr dendritikus sejtjeiben, a Langerhans-sejtekben szaporodik.?* A replikacio f8bb
célpontjai azonban a monocitak és makrofagok, amelyek koziil a vérzéses lazat okozo
virusok — mint amilyen a dengue virus is — patogenezisében a vérben taldlhatod
monocitak és makrofagok a legfontosabbak (a vérlemezkék mellett), de a szdveti
fehérvérsejtek flavivirus-fertézését is kimutattak mar.?? Sok flavivirus a vérrel az agyba
jutva a kozponti idegrendszer sejtjeit is megtamadja, amihez at kell jutnia agyi
hajszalerek endotélrétegén. Ennek a mechanizmusa nem teljesen ismert, torténhet az
endotélsejtek kozvetlen fertézésével, vagy transzcitotikus transzport utjan, vagy a vér-
agy gat integritdsanak megbontasaval. Az idegrendszer sejtjei koziil az idegsejtek és a
gliasejtek is fogékonyak a flavivirus-fertézésre.?*

A flavivirusok elsédleges célreceptorai egyeldre javarészt ismeretlenek. Sok mas
viruscsoporthoz hasonldéan a flavivirusok is képesek a sejtek felszinén talalhato
gliilkozaminoglikan molekuldkhoz (pl. heparin és szerkezeti analogjai) kapcsol(')dni.24 A
dengue virus E fehérjéjében példaul azonositottak mar lehetséges gliikozaminoglikan
kotohelyeket, és kisérletekkel igazoltak, hogy a dengue virusok sejtbe jutasat elsdsorban
heparan-szulfat tartalmt proteoglikdnok kozvetitik.? Ugyanakkor azt is rég felismertek,
hogy a kiilonboz6 sejttipusokon passzalva a dengue virusnak (és mas flavivirusoknak,
pl. a kullancsencephalitis virusnak is) kialakulhatnak megvaltozott sejttropizmusu
variansai, ami az E fehérje muticioinak koszonheté.”® Ezért a gliikozaminoglikanok
szerepét a nem szovettenyészethez adaptalt flavivirus torzsek esetében is tanulmanyozni
kell. A specifikus ellenanyag-molekulakkal valé 0Osszekapcsolodast kihasznalva a

flavivirusok egy része (legjellegzetesebb példa a dengue) képes az F-receptorral

10
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rendelkez6 sejtekbe iS bejutni, aminek a fert6zés kimenetelében is fontos szerepe lehet
(I. 3.1.6. A fertézés ellenanyagfiiggd fokozodasa).

A flavivirusok a sejtekbe endocitozis utjan jutnak be. A membranfiziohoz savas
pH-ra van sziikség, amelynek kiiszobértéke viszonylag magas: 6,6-6,8.2"% Ebbél arra
kovetkeztethetiink, hogy a fiizié az endocitozis korai szakaszéban torténik, amikor az
endoszomak belsd pH-ja megfelel ennek a kiiszobértéknek.”® A savas pH olyan
szerkezeti atalakuldsokat valt ki a flavivirusok burkaban, amelyeknek kovetkeztében
véglegesen megsziinik a virusok infektivitasa, nem lesznek képesek hemagglutinaciora,
membranhoz kotédésre és flzidra. A leglényegesebb valtozas az E fehérje I-es és 11-es
domainjének konformacidjadban torténik®®, amit8l atalakulnak a molekuldk kozotti
kapcsolatok is — az eredetileg dimereket alkoto E fehérje molekulak a savas pH hatasara
disszocialnak, majd gyorsan és irreverzibilisen homotrimerekbe rendez6dnek at.>! Mivel
a savas pH-nak kitett virionok mar nem képesek fuziodra, nyilvanvald, hogy a fuzioban
nem a végso trimerikus elrendezésti E-fehérjék vesznek részt, hanem feltehetdleg koztes
fuzios peptidet, amely a trimerizaci6 soran a membranhoz kapcsolddd karboxil-vég
kézelébe keriil.** Virusmutansok tanulmanyozasa alapjan a sejteken levé receptorokhoz

az E fehérje I1I-as domainje kapesolodik.®

3.1.4. Fontos fajok

A szunyog terjesztette flavivirusok koziil a sargaldz virusnak €s a dengue virusnak
régdta ismert a kozegészségiigyi jelentOsége. Ezeken kiviil a japan encephalitis
viruskomplexbe tartoznak még olyan virusok, amelyek nagy szamban okoznak emberi
megbetegedést.

A sargalaz viruskomplex névad6 faja Afrikanak a Szaharatol délre esd részén
okoz jarvanyokat, évente 200 000 is lehet a fertézések szama, amelyekb6l mintegy
30000 halallal végzdédik. Ritkdbban eléfordul még Dél-Amerikaban, Kozép-
Amerikaban és a Karib-szigeteken is. Az afrikai sargalazat az Aedes nemzetségbe
tartozo szunyogok terjesztik. Két {6 eltérd fertdzési ciklus kiilonboztethetd meg. A
szunyogok csipésiikkel megfertdzik az egyenlitdi erdékben és a szavannan €16
foemldsoket, amelyek csak ritkan betegszenek meg, viszont hordozzak, fenntartjak a
virust. A dzsungel-sargalaz, ha embert csip meg fertézott szanyog a dzsungelben vagy a

szavannan. Igy a fert6zés eljut az emberi falvakba és varosokba, ahol az Aedes aegypti
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terjeszti tovabb a virust az emberek kozott — ez pedig a varosi sargalaz. Az amerikai
kontinensre az utdbbi 500 év sordn, valdsziniileg a rabszolga-kereskedelem idején kertilt
at a sargalaz, ezért az ujvilagi majmok még nem alkalmazkodtak hozza, gyakran

elpusztulnak a fertdzéstdl.*

Az emberek fertézodése is kizardlag a dzsungelben fordul
el6, mert a sargalazvirus vektorai Amerikaban a Haemagogus és Sabethes nemzetségbe
tartoz6 sztnyogok, amelyek az Aedes aegyptivel ellentétben nem alkalmazkodtak a
vérosi kornyezethez. A betegség gyakran megjelent Eurdpaban és Eszak-Amerikaban is,
hazankban a jarvanyos terjedése megfeleld vektor hidnyaban nem lehetséges, egyedi
behurcolt megbetegedések azonban el6fordulhatnak.

A dengue laz vilagszerte elterjedt (4. abra). Nemcsak a tropusi éghajlaton (Azsia,
a Karib-tenger és a Csendes-0cean térsége, Ausztralia, Afrika, a 80-as évek ota Kozép-
¢és Dél-Amerika), hanem Eurépaban is fordult mér elé dengue fert6zés*>**’, de
hazénkban jelenleg csak behurcolt esetként kell szamolni vele. Evente Gsszesen 50
millidan fert6zédnek, ebbdl 60 000 f6l6tti a haldlos kimenetelli megbetegedések szama.
A dengue virus varosi jarvanyainak rezervoarja az ember, és bizonyos Aedes
szinyogfajok (A. aegypti, A. albopictus stb.) kiilonb6z6 fejlodési alakjai, melyek
egyben terjesztik is; egyéb gerinces allati gazdat csak Dél- és Ko6zép-Amerikaban

ismeriink (majomfaj).®

M Dengue
DHF

Distribution of Aedes spp.

4. abra. A dengue laz kockazata a fejlett és a fejloddé orszagokban. Sarga: dengue laz, piros: dengue
vérzéses laz, kék vonal: Aedes szunyogfajok elterjedésének hatara, szdmok: dengue szerotipusok

csokkend gyakorisagi sorrendben (forras: Monath, T. P., 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:2395-400.)
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A japan encephalitis viruskomplexbe tartozé virusok koziil a japan encephalitis,
a Murray Valley encephalitis és a St Louis encephalitis virusa Magyarorszagon nem
fordul el6 (elterjedési teriiletik Délkelet-Azsia, Ausztralia illetve Amerika), a Nyugat-
nilusi laz virusa (West Nile virus — WNV) és az Usutu virus azonban igen (l. 3.1.7.
Magyarorszagi el6fordulas). A komplexbe tartozd virusokat a Culex nemzetség
szunyogjai terjesztik, amelyek madarak, emberek, sertések, lovak, hiillok vagy kétéltiiek
vérével taplalkoznak. A japan encephalitis virus az elterjedési teriiletén tomeges
megbetegedéseket okoz, de l1étezik ellene vakcina, amelyet sikerrel alkalmaznak.

A kullancs terjesztette flavivirusok koziil az emldsdket fert6z6 viruskomplexben
talalhatéak olyan fajok, amelyek emberekben is okoznak megbetegedést. Ezek koziil
hazankban a kullancsencephalitis virusa fordul eld (I. 3.2. A kullancsencephalitis
virusa), illetve nagyon ritkdn az egyébként szunyog terjesztette WNV is terjedhet
kullancscsipéssel. A Powassan virus Amerikaban, a Louping Il virus pedig a Brit-
szigeteken az egyetlen kullancs terjesztette flavivirus. Embereket csak ritkén fertéznek
meg, Louping Il betegség foként juhoknal és fajdoknal fordul elé. Az omszKi vérzéses
laz virusa Nyugat-Szibéridban, a Kyasanur Forest betegség virusa Nyugat-Indidban

okoz egymashoz hasonlo, vérzéssel jar6 megbetegedéseket.

3.1.5. Betegségek

A fert6zott embereknek viszonylag kis hanyadanal alakul ki sulyos sargalaz
betegség. Erre jellemz6, hogy 3-6 napos lappangés utani hirtelen lazzal indul, amelyhez
altalaban hidegrazas, fejfajas, izomfajdalom, szédiilés, hanyinger és hanyas tarsul. A
betegek arca duzzadt, 6démdas. Sok esetben a betegek ezutdn meg is gyogyulnak, a
tipusos betegségnél azonban kb. 24 oOréds laztalan szakasz utdn visszatérnek a tiinetek:
magas 14z, sargasag, veseelégtelenség és a vérzéses 1az jelei: a szem, orr, hugyholyag,
végbél vérzése. A betegség 7-10 nap alatt zajlik le, kimenetele gyakran (akar 50%-ban
is) halélos.

A dengue laz kisgyermekeknél aspecifikus lazas betegségként jelentkezik,
1dosebb gyermekek és felnbttek esetében pedig klasszikus laz—iziileti fajdalom—kiiités
tiinetegylittest okoz. Ez hirtelen ldzzal ¢és izomfajdalommal kezdddik, €s altalaban
retroorbitalis fajdalom, fénykeriilés és duzzadt nyirokcsomok is jellemzdek. Borkiiités a
betegek felénél alakul ki. A legtdbb esetben gyors a gyogyulds, azonban ha a beteg nem

eldszor fert6zOdik dengue virussal, és ha az el6zd fertdzését mas szerotipusi virus
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okozta, akkor un. dengue vérzéses laz alakulhat ki. Ebben az esetben vérzések
jelentkeznek, megnd az erek ateresztoképessége, és plazma szivarog a szovetek kozé,
ami 6démat okoz, tObbnyire a mellkasban és a hasban. A vérzés és a plazma szivargasa
sokkot okozhat (dengue sokk szindroma). CsecsemOknél a maternalis immunitas
csokkenése iddszakaban az anya korabbi fertdzddése, akar az azonos tipust virussal,
szintén dengue vérzéses laz/sokk szindroma kialakuldsahoz vezethet.

A japan encephalitis viruskomplex fontosabb virusainal a klinikai kép is hasonlo:
lazas, influenzaszeri betegség, amelyet kovetden idegrendszeri tiinetek 1is
megjelenhetnek. Nagyobb veszélyt altalaban a gyerekekre és az idésekre jelentenek, a
legsulyosabb betegséget okozd japan encephalitis haldlozasi aranya kb. 25%, és a
betegséget atvészeld betegek 30%-anal maradvanytiinetek figyelhetok meg.

A kullancs terjesztette, emlésoket is fertéz6 flavivirusok egy része
(kullancsencephalitis, Powassan, Louping Ill) szintén idegrendszeri tiinetekkel jaro,
kétfazisu lazas betegséget okoz, mas résziik (pl. Kyasanur Forest betegség) vérzéses

lazat, amelynek halalozasi aranya 2-10% lehet.

3.1.6. A fert6zés ellenanyagfiiged fokozddasa

A flavivirusokban, mivel k6zos Ostd]l szdrmaznak, sok a kozds antigén, igy egy
adott virus antigénjei ellen termeldd6 ellenanyagok részleges keresztvédettséget adnak a
hozzé hasonl6 virusokkal szemben. A részleges védettség azonban nem elég a fertdzés
teljes megakadalyozasahoz, s6t, bizonyos esetekben a késobbi fertézés még sulyosabb
lefolyast, mint a korabbi. Ugyanez a jelenség megfigyelhetd egy virus (pl. a dengue)
kiilonb6z6 szerotipusai kozott is: a sulyos lefolyast dengue fertézések és a masodlagos
tipusu ellenanyagvalaszok kozotti szoros Osszefliggés mutatott ra arra, hogy egy korabbi
fert6zés hatassal lehet a késObbi sulyosbodasara.

A szervezetben a korabbi fert6zés (vagy immunizalas) kovetkeztében jelen levo,
de a virusok semlegesitéséhez nem elegendé mennyiségii ellenanyag az egyik tényezo,
amely a fert6zésfokozodasban szerepet jatszik. A masik a mononukleéris
fagocitarendszer, amelynek sejtjein az ellenanyagokra érzékeny receptorok (Fe-
receptorok) megtaldlhatok, és amelynek sejtjeiben ezek a virusok szaporodni képesek.
Amikor a virushoz ko6t6dé, de azt nem semlegesité ellenanyag-molekuldk az Fc-
receptorhoz kapcsolddnak, tulajdonképpen eldsegitik a virusok bejutdsat a szamukra

megfeleld gazdasejtekbe, ami altal a fertdzés hatékonyabb, a betegség lefolyasa pedig
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sulyosabb lesz. A dengue virus esetében kozvetlen bizonyiték az ellenanyagfiiggd
betegségfokozodasra, hogy az anyai ellenanyag a csecsemdk elsé fertézodése

alkalmaval vérzéses vagy sokk tlinetcsoportot valt ki.*®

3.1.7. Magyarorszagi eld6fordulas

Magyarorszagon harom flavivirus faj jelenlétérél tudunk. A legtobb
megbetegedést ezek koziil a kullancsencephalitis virus okozza (1. 3.2. A
kullancsencephalitis virusa). A Nyugat-nilusi laz virusa altal okozott, idegrendszeri
gyulladdsos human megbetegedések 2003 ota fordulnak el hazadnkban. Az Afrikabol
szarmaz6 Usutu virust eddig csak beteg madarakbol (feketerigokbol) mutattak ki, bar

képes az embert is megfertdzni®.

3.2. A kullancsencephalitis virusa

3.2.1. Altipusok

A kullancsencephalitis virus elterjedési teriilete Europadban Ausztriatél és
Németorszagtol kelet felé egészen Kelet-Azsiaig huzodik, északi hatara Eurépaban a
Skandinav-félsziget és Finnorszag déli része, a déli pedig Szlovénia, Horvatorszag,
Szerbia és Romania. A nagy foldrajzi tavolsaguk ellenére az egyes KEV torzsek kozeli
rokonsagban allnak egymassal, igy a kutatdsuk kezdetén gy gondoltak, hogy csak egy
virus cirkuldl Europdban, Szibéridban ¢és a Tavol-Keleten. Késoébb két varidnst
kiilonitettek el az okozott betegségek alapjan: a kdzép-eurdpai encephalitis és az orosz
tavaszi-nyari encephalitis virusat, amelyek kiilonboz6ségét szerologiai tesztek
igazoltak.** A KEV harmadik altipusat is az okozott klinikai tinetek és a foldrajzi
elterjedése alapjan kiilonitették el A kullancsencephalitis virus fajon beliil ma harom
altipust kiilonboztetnek meg: a tavol-keleti (kordbbi neve orosz tavaszi-nyari
encephalitis), a szibériai (kordbbi neve nyugat-szibériai) €s az eurdpai (korabbi neve
kozép-eurdpai) encephalitis virust.?

A tavol-keleti altipus fert6zése okozza a legsulyosabb kozponti idegrendszeri
betegséget, amely gocos vagy Kiterjedt agyhartya- és agyveldgyulladasban nyilvanul
meg, tarsulhat hozza eszméletvesztés, illetve a gyogyulds soran elhtiz6do faradtsag. A
legsulyosabb esetekben nagy mértékben karosodnak az idegsejtek az agy ¢és a

gerincveld kiilonbozd részein, aminek maradando bénulas vagy halalos kimenetel lehet
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a kovetkezménye. A haldlozasi arany 20-40%.* A betegség sulyossagat az is
befolyasolja, hogy a virust az Ixodes persulcatus kullancsfaj terjeszti, amelyben a virus
egy nagysagrenddel magasabb titert képes elérni, mint a masik kullancsfajban.

Ezzel szemben a szibériai altipusba tartozo torzsek altali fert6zésre a kevésbé
stlyos akut szakasz ¢és a bénulassal nem jar6 lazas encephalitis jellemzd. A haldlozasi
arany ritkdn haladja meg a 6-8%-ot, azonban egyes betegeknél a kullancsencephalitis
krénikus formaja alakul ki.

Az europai altipus altal okozott betegség kétfazisu, az elsé fazisra a laz jellemzo,
a masodikra, amely a betegek 20-30%-anal figyelhetd meg, a kiilonb6zd sulyossagi
idegrendszeri zavarok. Ezek é&ltaldban enyhébbek, mint a tavol-keleti altipus 4altal
okozott tiinetek, és legtobbszor maradvanytiinetek sincsenek, a haldlozasi arany 1-2%.

A betegség gyermekeknél kevésbé sulyos lefolyast, mint felnétteknél. **

3.2.2. Vektorok és gazdak

A természetben a KEV 1Un. (természeti) gocokban fordul eld, ahol a kullancsokat
¢és a gerinces gazdakat magaba foglalo ciklus tartja fenn. ElsGsorban két kullancsfaj
terjeszti: az Ixodes ricinus és az Ixodes persulcatus, az el6bbi az eurdpai altipust, az
utobbi pedig a szibériait és a tavol-keletit. Oroszorszagban az I. persulcatus mellett a
Haemaphysalis concinna is részt vesz a virus fenntartasaban. (Mas kullancs- és tovabbi
parazitafajokbol is izolaltdk mar a virust, de ezek szerepe az atadasaban nem
bizonyitott.) A két Ixodes faj foldrajzi elterjedése Eurdpa északkeleti-keleti teriiletén
atfed, ezért ott a virus mindharom altipusa jelen van**°, hazankban csak az I. ricinus
fordul ¢l6 (5. abra).

A kullancsok mindharom fejlédési stadiumukban (larva, nympha és kifejlett)
néhany napig taplalkoznak a gazdafajok valamelyikén, igy harom alkalom is van az
¢letciklus soran, amikor fertézOdhetnek virussal. Az egyes fejlodési stadiumok kb. egy
évig tartanak, azaz a teljes életciklus atlagosan 3 év, bar ez a foldrajzi helytdl fiiggden
eltéré lehet (2-6 év)."” Ha egyszer megfertézédnek, a kullancsok a tovabbi fejlédési
stddiumokban 1s fertdzéek maradnak, a virus atadasa szempontjdbol azonban a
legjelentésebbek a nymphak, mert ezekbdl tobb van, mint kifejlett allatbol.*® A
larvaknak a virusok fennmaraddsa szempontjabol van jelentdsége, mert méretiik miatt
csak kis méretii, vékonyborti allatoktol képesek vért szivni. Az embereket csak a

nagyobb fejlédési alakok képesek megfertézni.*
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A szinyog terjesztette flavivirusoknal mar felvetddott, hogy Osszefliggés lehet a
betegség tipusa (vérzéses laz vagy agyveldgyulladas) és a vektorfaj kozott (Aedes illetve
Culex szanyogok)'; ugyanez igazolodni latszik a KE esetében is: a kullancsok révén

szelektalodtak az enyhébb és sulyosabb lefolyasu betegséget okozo virusok.

5. abra. Az Ixodes ricinus (pontozott) és Ixodes persulcatus (vonalazott) kullancsfajok foldrajzi

elterjedése. (forras: Dumpis et al., 1999)

Laboratoriumi kisérletek bizonyitjak, hogy a kullancsok és gazdaallatok hatassal
vannak a KEV biologiai tulajdonsagaira. . ricinus kullancsokban vald sorozatos
passzazs azt eredményezte, hogy a virus egyre kevésbé volt fertdzd egerekre és
csokkent, majd megszilint a hemagglutinalo aktivitasa. A fenotipusos valtozasok tehat,
amit a szekvencia meghatarozasa is igazolt.50 Egy masik vizsgéalatban két KEV
valtozatot tanulmanyoztak: egy egéragyban tenyésztett torzset, és annak Hyalomma
marginatum kullancsokhoz adaptalt leszarmazottjat. A kullancsokhoz adaptalt virus
kisebb plakkokat képzett, lassabban szaporodott sertés embrionalis vesesejtekben,
kevésbé volt neuroinvaziv egerekben, kullancsokban viszont jobban szaporodott, mint
az eredeti torzs. A két virusvaltozat genomjai kozott 15 nukleotidszubsztitiicio volt a
kiilonbség, amelyek koziil hat aminosavcserét is okozott, ebbdl ketté az E fehérjében
volt. Ezek a mutaciok lehettek feleldsek a fenotipusos eltérésekért. A kullancshoz
adaptalt virus egérben vald passzaldsa soran kapott eredmények arra utalnak, hogy a

KEYV heterogén populacidt alkot, amelyben egyarant taldlhatok kullancsban és emlésben
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jobban szaporodni képes virusvaltozatok is. Gazdavaltas esetén ezeknek a valtozatoknak
az aranya valtozik meg a populacioban.”

Hosszu ideig azt feltételezték, hogy az emlds gazdak kozotti virusatadashoz arra
van sziikség, hogy az egyik allatnak jelen legyen a virus a vérében (virémiaja legyen),
mert a kullancs a fert6z6 vérrel taplalkozva tudja atvinni a kérokozot. Ma azonban mar
tudjuk, hogy a komplex virusai olyankor is bekeriilhetnek egy kullancs szervezetébe,
amikor az egy fert6zott kullanccsal egyidejiileg, egymashoz kozeli helyen taplalkozik

(,,co-feeding™) egy gazda’1n.52

A gazdaallat virémidja nem sziikséges a kullancs
fertdzodéséhez, feltehetdleg a bor sejtjein vald atszlirddés €s bizonyos sejteknek a
kullancscsipés helyérdl vald elvandorlédsa segiti a virus atvitelét a fertdzott kullancstol a
nem fertézotthoz.> Az egylittes taplalkozéassal nemcsak kifejlett, hanem kiilonbozo
fejlodési fazisokban levd kullancsok kozott is adodhat at fert6zd virus.

A gerinces gazdak, amelyekbdl a kullancsok taplalkoznak, tobbféle szerepet
tolthetnek be a természeti gocban, ezért megkiilonboztethetlink rezervoar, indikator és
véletlen gazdakat. A rezervoarok olyan vadon €16 gerincesek, amelyek képesek atadni
a fertézést. Nagy szamban vannak jelen a természeti gocban, és magas a szaporodasi
ratajuk. A KEV esetében fogékonynak kell lenniiik a virusra, hogy az szaporodni tudjon
benniik és atjuthasson a taplalkozo6 kullancsokba. Ha magas titeri virémia alakul ki, az
nem okozhatja a rezervoar halalat, miel6tt a kullancsok be nem fejezték a taplalkozast,
ami a kis testil ragesalok esetében nem mindig teljesiil, mert a virémiajuk csak par napig
tart, és a fertdzés halalos is lehet. Ennek ellenére a kis ragcsalofajok, hazankban elss-
sorban az Apodemus flavicollis (sarganyaku erdei egér), a legjelentdsebb virusterjeszto
gazdaallatok, ezért a rezervoarok €s nem az indikatorok kozé soroljak dket. Az indika-
tor gazdak nem képesek atadni a virust ujabb kullancsoknak vagy azért, mert csak ro-
vid ideig tart a virémiajuk alacsony virustiterrel, vagy azért, mert hianyoznak naluk a vi-
rémiatol fiiggetlen atadashoz sziikséges sejt szintii folyamatok.53 Az ember €s a nagytes-
th allatok (kecskék, szarvasmarhak, juhok, szarvasok, kutyak és sertések) véletleniil fer-
t6zédhetnek, de nem tudjak atadni a fertézést a rajtuk taplalkozo kullancsoknak.> Ezek
a fajok azzal tdmogatjak a virus fennmaradasat, hogy lehetévé teszik a kullancsok tulé-
1ését és szaporodasat. A benniik mérhet6 anti-KE szeroprevalencia viszont kozvetetten
informécioval szolgal az adott foldrajzi teriileten a KEV atadas intenzitasarol, ezért

szentinel fajokként értékesek a jarvanytani vizsgalatokban. A véletlen gazdak azok a
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fajok, amelyek megfertézddnek, virémiajuk is kialakul, de nem vesznek részt a virus

fenntartasaban, és nem is szolgalnak jelentds taplalékforrasként a kullancsok szamara.

3.2.3. A kornyezeti tényez6k hatasa

Az elterjedési teriiletének nagy részén az Ixodes ricinus kullancs tavasszal, vagy
kora nyaron valik aktivva és kezd taplalkozni a kiilonbozé gazdakbol. Az aktivitdsi
gorbéje Magyarorszagon kétcsticsti: az els6 maximum madjustdl juniusig, a masodik
szeptemberben van. Hiivosebb éghajlaton csak egy csucs van, amikor nagy szamu larva
¢s nympha fordul el6 egy iddben, aprilis-majus koriil, vagy még késébb, pl. a
Skandinav-félszigeten jl’lliusban.56 A KE gocokat, és azon beliil a larvak és nymphak
egyidejii aktivitdsdt tehat nagyban befolyasolja a hdémérséklet. Az Egyesiilt
Kiralysagban az I. ricinus 11°C-on és afolott valik biologiailag aktivva, a relativ
paratartalom alsd hatara, amit még talél, 70-80%.%" Igy az eurépai és dzsiai mérsékelt
ovi erddk idedlis ¢éléhelyek a kullancsok szdmara, mert a siirli aljndvényzet megovja
Oket a kiszaradastol.

Az utobbi két évtizedben Kozép- és Kelet-Europa tobb orszagaban a
kullancsencephalitis esetek szamanak novekedése figyelheté meg, amit a klimavaltozas
hatasanak tulajdonitottak. Erre utal, hogy amikor Csehorszagban tobb évtized KE
eseteit abbol a szempontbol elemezték, hogy évente milyen legnagyobb tengerszint
feletti magassagban fordultak el6, azt talaltdk, hogy a magassag fels¢ hatara
fokozatosan felfelé mozdult, ami jol korrelalt az atlaghémérséklet emelkedésével.”’
Ausztriaban olyan alpesi legelokon €16 kecske tejébdl késziilt sajt fertdzott meg
embereket, amilyen magassagban korabban a KE nem fordult el6.”®

Valojaban azonban nemcsak a klimavaltozéas, hanem egyéb tényezdk is szerepet

jatszanak ebben.”

Valoszinli, hogy tarsadalmi, politikai, Okologiai, gazdasagi és
demografiai hatdsok is hozzgjarultak a KE betegség terjedéséhez. Valtozott a
foldteriiletek hasznalata (van, ahol tobb lett az erd6, masutt 0j kerteket hoztak Iétre), és
egyre népszeriibbek a szabadtéri id6toltések pl. a tarazas és horgaszas. A tarsadalmi-
gazdasagi koriilményekrdl igazoltak, hogy befolyasoljak a KE gyakorisagat, mert azok,
akik szegénységben ¢élnek, munkanélkiiliség vagy politikai zavargasok miatt, kevésbé
valoszint, hogy be lesznek oltva KEV ellen, és nagyobb eséllyel élnek, vagy keresnek

¢lelmet (gombat, vad gylimolesot) az erdokben, amivel novelik a kullancscsipés és a

KEV-fertézés kockézatat.®® Kozép- és Kelet-Eurbpaban a megmiivelt foldteriiletek
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novekedése és a kartevoirtd szerek hasznalatanak, illetve az ipari szennyezés
mértékének csokkenése is hozzajarult a KEV gyakorisaganak novekedéséhez.® Egy
tovabbi ok lehet a jarvanyiigyi megfigyelorendszerek €és a diagnosztika mindségének
javulasa, ami szintén befolyasolja a regisztralt KE esetek szamat.*®

Mindezek ellenére vannak teriiletek, ahol az esetek szama nem nd, hanem
csokken. Magyarorszagon 1997-ben megvaltozott a diagnosztikus vizsgalatok
finanszirozasa, és azdta a laboratoriumban igazolt KE esetek szama is joval kevesebb
(6. abra). Lehetséges, hogy az egészségiigyben =zajlo ilyen valtozasok érdekes
jarvanytani jelenségeket is elfednek.®? Szerepet jatszhat azonban a csapadékmennyiség
éveken 4t tartdé csokkenése, valamint a lakossag atoltottsdganak a jelentds

megnodvekedése is.
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6. abra. KE esetek szama Magyarorszagon 1985 és 2008 kozott. (Forras: A WHO koézponti, fert6zo

betegségekkel foglalkozé informéciods rendszere: http://data.euro.who.int/cisid/)

3.3. Kullancsencephalitis betegség

3.3.1. Klinikai jellemzése

A KEV fertézésnek tobbféle kimenetele lehet az egyszerli lazas betegségtol a
halalos agyvelogyulladasig. A betegség sulyossagatol fiiggetleniil azonban vannak
altalanos jellemzok. A KE lappangasi ideje 7-14 nap. Egyes betegekben megfigyelhetok
korai tlinetek, példaul 1-2 napig tarté faradtsag, fajdalom a nyak, a vallak és a hat
teriiletén. Fejfajas is gyakori. A klasszikus tiinetek azonban hirtelen jelennek meg, a
betegek gyakran pontosan emlékeznek ennek idépontjara. Jellemz6 ilyenkor a hirtelen

jelentkezd 14z (38-39°C), hanyinger, hdnyas, erds izomfajdalom a nyakban, vallakban, a
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gerinc alsé részén és a végtagokban. Vannak betegek, akiknél mar ebben a fazisban
megjelennek meningedlis jelek, pl. tarkokotottség, és eléfordulhat még 1égszomj, illetve
kipirultsdg az arcon, a nyakon ¢és a felsétesten.

Az akut fazis atlagosan 4 napig tart (1-8 nap)63, ami Osszefiiggésben van a
virémiaval. Ezt — atlagosan 8 tlinetmentes nap utan — az esetek 74-87%-aban egy
masodik, magas lazzal jar6 fazis kovet (a tobbi betegnél a betegség mésodik fazis nélkiil
malik el).** Ebben a fazisban idegrendszeri tiinetek is jelentkeznek, tobbnyire ekkor
keresik fel a betegek az orvost a stlyos fejfajasra és lazra panaszkodva. A kodzponti
idegrendszer fertdzése megjelenhet az agyhartydkban (agyhartyagyulladds v.
meningitis), az agyvelében (agyveldgyulladas v. encephalitis), a gerincveldben
(gerincvel6-gyulladés v. myelitis), az ideggyokokben (ideggydkgyulladas v. radiculitis)
vagy ezek barmilyen kombindcidjaban. Egy tanulmdny szerint az agyhdrtya- és
agyvel6gyulladas a megfertéz6dott személyek 20-30%-aban alakul ki.%® Jellemzéek ra a
meningedlis tiinetek (tarkokotottség, fénykeriilés), a mozgaskoordinacids zavar, és a
kiilonb6zé kognitiv zavarok, pl. gyenge koncentricid és memoria, beszédzavarok,
megvaltozott tudatallapot, zavartsdg, ingerlékenység, remegés, €és az agyidegek illetve a
1égzbéizmok bénulédsa. A haldlozasi arany Europaban <1%.

A betegség lezajlasa utan a gydgyulds honapokig is eltarthat, gyakran
maradvanytiinetek is megfigyelhetok, ezek altalaban kognitiv és gocos idegrendszeri
tiineteket jelentenek. Egyes tanulmdnyok hallaskarosodasrol is beszdmolnak. A
postencephalitis szindroma kiilonboz0 tiinetekkel jarhat; megjelenhet gerincveldi idegek
bénulasaként, neuropszichiatriai panaszok formajaban, beszédzavarként,
mozgaskoordindcios zavarként vagy izomgyengeségként. Megjelenését az 1ddsebb
¢letkorral, korabbi gépi Iélegeztetéssel, rendellenes MRI képpel, a liquor >300 sejt/pl-es
pleiocitdzisaval, illetve a vér-agy gat sériilésével tudtak Osszefiiggésbe hozni.®

A legnagyobb multja a KE kutatdsanak a volt Szovjetunid teriiletén van, amelynek
kiilonb6zd részein a KEV mindhdrom altipusa el6fordul. Az orosz egészségiigyi
hatosagok a kullancsencephalitis kovetkezé formait kiilsnboztetik meg*®:

1. Ldzas forma. Altalaban teljes gyogyulassal végzédik. Nincsenek
idegrendszeri tlinetek. Az 0Osszes felismert KEV fertézés kortilbeliil
egyharmada ide sorolhato. A lazas szakasz, amelynek soran a testhdmérseklet

elérheti a 39°C-ot, néhany 6ratol 5 napig is tarthat.
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2. Agyhartyagyulladasos forma. Ez a KE leggyakoribb formaja, amely a
lazas formahoz hasonldan indul, de stlyosabbak a tiinetek. A betegek igen erds
fejfajasrol és hanyingerrdl panaszkodnak. Gyakori a hanyas, a fénykertilés a
szem fajdalma miatt, é&s meningealis tiinetek is fellépnek. A laz 7-14 napig tart,
¢s fokozatosan enyhil.

3. Agyhartya- és agyvelégyulladdasos forma. Kevésbé gyakori, de
sulyosabb forma. A betegek gyengék, bagyadtak, gyakran hallucinalnak, néha
eszméletiket vesztik. A tinetek kozt el6fordulhatnak szivritmuszavarok,
gyomorvérzés, féloldali izomgyengeség és/vagy bénulas. Egyes betegeknél
késobb epileptikus rohamok jelentkeznek. A megbetegedések 30%-a halélos, a
gyogyultaknal, kiilondsen idésebbeknél, a féloldali gyengeség maradando. A
gyogyulds nagyon lasst, és idegkimeriiltség, rossz kozérzet és gyakori
hangulatingadozas jellemzi.

4. Poliomyelitikus forma. A kezdeti szakaszra jellemz6 a faradtsag, az
ismétl6dé izomrangasok, és a gyengeség vagy bénasag érzése valamelyik
végtagban, majd késobb bénuldsos betegség alakul ki. Az elsd lazas szakasz
elsd és negyedik napja kozott, vagy a masodik lazas szakasz elsé és harmadik
napja kozott a nyaki, vallovi és fels6 végtagi izomgyengeség erdsodik, ami 2
hétig, de akar honapokig is tarthat. A betegek allo testhelyzetben jellegzetesen
logatjak a fejliket. A masodik-harmadik hét végére az izmok elkezdenek
elhalni. Az als6 végtagok gyengesége vagy bénuldsa meglehetésen ritka. A
betegség lefolyasa mindig sulyos, a gyogyulas nagyon lassu, és a betegeknek
csak kb. a felénél figyelhetd meg az idegrendszeri kdrosodasok részleges
gyogyulasa.

5. Ideggydkok gyulladasaval jaro forma. A karosodas és a fajdalom a
periférias idegeket érinti. A betegség lefolydsa kétfazisu, az elsé fazis 3-7 nap
utan kezdddik lazzal (38-39°C), fejfajassal, almatlansaggal, hanyassal, végtagi
izomfajdalommal. Ezutdn 7-14 napos laztalan szakasz kovetkezik. A masodik
fazisban visszatér a laz, és megjelennek a kozponti idegrendszer karosodasanak
jelei, agyhartyagyulladasos és gocos idegrendszeri tiinetek jellemzoek. A
gyogyulas altalaban teljes.
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6. Kronikus forma. Ezt a format a szibériai és tavol-keleti (orosz)
betegeknél irtak le, Eurépaban eddig még nem. Valdszintlileg a KEV szibériai
altipusaval all Osszefiiggésben. A kronikus kullancsencephalitisnek két tipusa
van. Az egyiket gyakran az akut KE hosszu tavii maradvanytiineteiként
hatdrozzak meg, amelyek a honapok, évek soran tovabb romlanak. Nehéz
ezekben az esetekben bebizonyitani a virus jelenlétét, de a post mortem
vizsgalat soran tobbszor friss beszlrddéseket talaltak az agyban és a
gerincveldben, amit a patologusok a fennalld virusfert6zés kovetkezményeként
értelmeztek. A kronikus KE azonban kezdddhet a jellegzetes akut tiinetek
nélkill is, azaz a betegség lehet egyfazisu. Ez esetben a kullancscsipést
kovetéen az idegrendszeri tlinetek kialakulasa akar évekig is eltarthat. A
klinikai kép igen sokféle lehet, pl. Kozsevnyikov-féle epilepszia (mas néven
epilepsia continua, amelyre jellemzOk a test egy részére korlatoz6do, szinte
folyamatos, ritmikus izomdsszehuzodasok), a kari idegfonat eldrehaladott
gyulladdsa, szklerdzis, Parkinson-szerli betegség, vagy eldrehaladott
izomelhalas. A fizikai allapot romlésdhoz gyakran szellemi leépiilés tarsul,
amely stlyos elbutulashoz és/vagy haldlhoz vezet. A kronikus KE eredetét sok
esetben igazoltak a tiinetek megjelenését kovetd virusizolalassal.

Ezeknek a kiilonb6z6 klinikai formaknak a gyakorisaga teriiletenként valtozo
(befolyasolja pl. a KEV altipusok elterjedése is), Szibéridban példaul a KEV
fertézéseknek kb. 80%-a idegrendszeri tiinetek nélkiili lazas betegségként zajlik le, bar
gyakran van sziikség korhazi kezelésre. Bénuldsos forma az esetek 7-8%-aban alakul ki,

a Kozsevnyikov-féle epilepszia pedig 4-5%-ban.

3.3.2. Laboratoriumi diagnozis

Mivel a KEV fert6zés tiinetei hasonloak lehetnek mas idegrendszeri betegségek
pl. a herpeszvirus altal okozott encephalitis tiineteihez, a differencialdiagnozis egyik
lépése a laboratoriumi vizsgalat. A KEV 3-as bioldgiai biztonsagi szinten (BSL-3)
kezelendd korokozod, igy a virustenyészetekkel, fertdzott allatokkal stb. a vonatkozo
biztonsagi eldirasoknak megfelelden kell banni.

A KEV fert6zés kimutatasahoz hasznalt minta altalaban a beteg vérsavoja vagy
liquorja, ritkan post mortem szdvetminta. A klasszikus virusizolalason kiviil ma mar

molekuléris biologiai modszereket: RT-PCR-t*® (virus RNS kimutatdsa vérsavobol
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illetve liquorbol az ellenanyagok megjelenése elétt), multiplex PCR-t> (KEV altipusok
elkiilonitése) és mennyiségi PCR-t*® (virus RN'S mennyiség meghatérozasa liquorban) is
alkalmaznak. Ezek a modszerek a betegség korai szakaszabol szarmazo mintak esetén
hasznalhatok jol, amelyeket fagyasztva (-20°C-on, vagy az alatt) kell tarolni a virus
RNS érzékenysége miatt.

A legtobb beteg azonban akkor megy el az orvoshoz, amikor idegrendszeri tiinetei
jelentkeznek, vagyis a betegség masodik fazisaban.®® Ekkor a virus RNS mar nem (vagy
nehezen) kimutathato a liquorbdl és a vérbdl, valosziniileg azért, mert a virémia rovid
ideji. A kialakuld immunvalasz viszont lehet6vé teszi, hogy a virus helyett az ellene
termelt ellenanyagokat mutassuk ki a vérbol, a KEV-re specifikus IgM-et és 1gG-t,
illetve ritkabban IgA-t. A leggyakrabban alkalmazott modszerek az ELISA, az indirekt
immunfluoreszcencias  vizsgalat ¢és a  hemagglutinacié  gatlas, ritkdbban
virusneutralizaci6. Olyan esetekben, amikor az eredmény egy modszerrel nem
egyértelmii, megerdsitésként egy masik modszerrel is meg kell vizsgdlni a mintat. A
szerologiai diagnozist altaldban savopar Osszehasonlitd vizsgalata alapjan allapitjak
meg, amelyhez a két minta vétele kozott legalabb 10-14 napnak kell eltelnie. (A
szerologiai vizsgalatra szant mintédkat a vizsgalatig +4°C-on lehet tarolni, hosszu tava
tarolashoz viszont érdemes -20°C-ra vagy az ala fagyasztani) A megfeleld
idépontokban — a virémia idején, majd a rekonvaleszcencia szakaban — vett vérmintak
vizsgalatakor kimutathat6 legalabb négyszeres ellenanyagtiter emelkedés, valamint a
specifikus IgM kimutatdsa igazolja a friss KEV fert6zést. Amennyiben a beteg kordbban
kapott KEV elleni védoboltast, és fennall az oltas ellenére kialakult betegség gyantja, az
IgM helyett az IgA ellenanyagok kimutatasaval lehet igazolni a diagnozist. Az
eredmények értékelésekor mindig figyelembe kell venni azt is, hogy a KEV
antigéndeterminansai részben kozosek a rokon flavivirusokkal, igy a szeroldgiai
reakciot okozhatjak egy masik flavivirus ellen termelt ellenanyagok is (keresztreakcio).
fgy a beteg anamnézisének alapos ismerete (milyen mas flavivirussal keriilhetett
kapcsolatba) nagyon fontos a helyes diagnozishoz. Ha tobb flavivirussal is
fertézddhetett a beteg, akkor az ellenanyagtiterek dinamikdjanak Osszehasonlitasaval
donthetd el, melyik fertdzés zajlik aktualisan.

Magyarorszagon a  kullancsencephalitis  diagnosztikaja az  Orszagos

Epidemiol6giai Kozpont Altalanos virusdiagnosztikai osztalyan torténik. A rutinszertien
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alkalmazott szerologiai modszer az indirekt immunfluoreszcens teszt (7. abra),

megerdsitd vizsgalatokat hemagglutinacio gatlassal végeznek.

7. abra. Kullancsencephalitis virusra specifikus IgG kimutatasa indirekt immunfluoreszcens vizsgalattal.

A mikroszkopos felvételen negativ sejtek (A), és pozitiv, specifikus festédést sejtek (B) lathatok.

3.3.3. Megeldzés

A kullancsenephalitist a legegyszerlibben ugy keriilhetjiik el, hogy a
kullancscsipést igyeksziink elkeriilni. Ezt megtehetjik a megfeleléen zart ruhazat
viselésével, repellensek (riasztoszerek) alkalmazasaval, illetve ahol megoldhato, a
kullancsok irtasaval is. Ezeknek az ovintézkedéseknek nemcsak a kullancsencephalitis,
hanem mas kullancs terjesztette betegségek pl. a Lyme-kor (Borrelia burgdorferi
baktérium) megeldzésében is fontos szerepiik van.

Amennyiben nem a kullancscsipésre, hanem magara a betegségre koncentralunk,
a kullancsencephalitis megel6zésének leghatékonyabb modja az immunizalas.
(Kifejezetten a flavivirusok ellen — a hepatitisz C virust kivéve — hatdsos gyogyszer nem
all rendelkezésre, ezért ha kialakul a betegség, csak tiineti kezelés alkalmazhat6.)
Jelenleg legalabb négy oltéanyag van forgalomban, amelyeket tisztitott, formaldehiddel
inaktivalt virusbol gyartanak adjuvans hozzdadasaval: az osztrék fejlesztést FSME-
Immun, a német Encepur (Magyarorszagon ez a kettd elérhetd), és két orosz vakcina.
Az eurdpai vakcinakat a virus eurdpai altipusdbol (a Neudorfl és a K23 torzsbdl), az
orosz oltdéanyagokat pedig a tavol-keleti altipusbdl (a 205-6s és a Sofjin torzsbdl)
gyartj ak." Egérkisérletek igazoljak, hogy az eurdpai €s a tavol-keleti altipus kozott erds

a keresztvédettség; az eurdpai altipusbol késziilt oltdbanyaggal immunizalt egerek nem

25



DOI:10.14753/SE.2012.1741

fertézédtek meg a tavol-keleti torzsekkel.”" Human onkénteseknél az Encepur Adult
oltbanyaggal (europai altipus) végzett immunizalas utan szintén sikeriilt humoralis
immunvalaszt kivaltani a tavol-keleti altipusba tartozé torzsek ellen.

Ausztriaban 1981-ben bevezették az éves kampanyoltasokat, és igy sikertilt elérni,
hogy az esetszam folyamatosan csokken, az atoltottsag pedig 2001-re elérte a
86%-0t.”>"® Az oltasi kampanyok azonban mas orszagokban nem ennyire sikeresek. A
KEV elleni oltds Magyarorszagon példaul csak a foglalkozasuk miatt veszélyeztetett
emberek szamara kotelez6, és mivel az oltdanyag viszonylag draga, és tobb dozisra,
illetve emlékeztetd oltasokra is sziikség van beldle, az atoltottsag alacsony. Az 1999-
2000-ben az Orszagos Epidemioldgiai Kozpont altal szervezett szeroepidemioldgiai
sziirés soran az orszag lakossaganak 5,7%-anal talaltak KEV elleni ellenanyagokat, de
mivel a vizsgélatok nem tettek kiilonbséget a természetes €s az oltds Utjan szerzett
Immunitas kozott, az atoltottsag aranya még ennél is kisebb.

Posztexpoziciésan kordbban alkalmaztdk a passziv immunizalast is, azaz a
kullancscsipést kdveten specifikus ellenanyagot tartalmaz6 gamma-globulint adtak be.
Egy tanulmany szerint, ha 96 o6ran beliil adtak a gamma-globulint, azzal az esetek 60%-
aban meg tudtdk el6zni a betegséget, ez az adat azonban egy telefonos kutatas
eredménye, orvosi bizonyitékok nem allnak rendelkezésre.”* Ezen kivil a
posztexpozicids passziv immunizalas azért sem javasolt, mert ez akar sulyosbithatja is a
betegséget a fertdzés ellenanyagfiiggd fokozddasa révén.”’® Ma Europédban mar nem

alkalmazzék a passziv immunizalast KE ellen.

3.3.4. Magvarorszagi kullancsencephalitis-kutatas

Magyarorszagon 1950-ben kezdték el vizsgdlni a KE természeti gocait a
meningoencephalitis esetek helyi halmozddasai alapjan, és ennek eredményeképp
Fornosi Ferenc és Molnar Erzsébet 1952-ben izolalni is tudta a kullancsencephalitis
virust kullancsokbol.”” A 60-as, 70-es években eredményes munkakapcsolatok épiiltek
ki az Orszagos Kozegészségiigyi Intézet (OKI) kutatdi és egyrészt a szomszédos
orszagokban dolgozd bioldgusok, orvosok, allatorvosok, masrészt a hazai
kozegészségiigyben, allategészségligyben, erdészetben dolgoz6 kollégdk kozott. A
laboratoriumban vizsgalt KE esetekrdl 1958-t61 pontos nyilvantartdsok késziiltek, és
tovabb folyt a gockutatds és a virusizoldlas terepen gyiijtott kullancsok dorzsolékébdl,

¢s allatok vér- illetve szovetmintaibol. (A KEV mellett szdmos mas viralis zoonozis
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el6fordulasat is bizonyitottak.) A szeroepidemiologiai vizsgalatokbol kideriilt, hogy a
legtobb KE eset Magyarorszagon a Dunantili-dombsag teriiletén, Zala és Somogy
megyében fordult eld, szorvanyos esetek azonban az orszag egész teriiletén voltak.

Az OKI Oltéanyag-ellenérzé osztalya kezdeményezésére 1977-ben a KEV elleni
inaktivalt oltdanyag (FSME-Immun) hatékonysagat vizsgaltak. Megallapitottak, hogy
azoknal, akik az oltas elott szeronegativok voltak, az ellenanyag-titer az elsé két oltas
utdn megemelkedik, de nem tartésan, mig a 3. oltds utan egy hoénappal az
ellenanyagvalasz 70%-o0s volt. Az oltas eldtt szeropozitivak esetében csak az elsd oltas
fokozta az immunitést, a tovabbi ketté nem.™

A kordbbi hemagglutinaci6 gatlast és komplementkotést a rutindiagnosztikdban
1981-t6l kezdve felvaltotta a gyorsabban eredményt ad6 indirekt immunfluoreszcens
teszt, de megerdsitd vizsgalatként a pozitiv és kétes mintaknal tovabbra is végeznek
hemagglutinacio gatlast ¢és sziikség esetén virusneutralizaciot is (egérben vagy
sejttenyészeten). Az 1990-ben immunizalt egerekkel végzett fertézési modellkisérlet azt
mutatta, hogy ha az immunfluoreszcencidval és hemagglutinicio gatlassal is vizsgalt
vérsavo ellenanyagtartalma 1:10-es higitasban is kimutathat6, az védettséget jelent a
fertdzéssel szemben.”® Ennek azért van nagy jelentésége, mert 1991-t61 barki szamara
recept ellenében megvasarolhatd a KEV elleni oltdanyag a gyogyszertarakban™, igy a
laboratérium rutinfeladatai koz¢é a betegség diagnosztizalasa mellett bekeriilt az oltas
hataséra kialakulé immunitas ellendrzése is.

Az utobbi években a hangstly a molekularis modszerek fejlesztésére, és a tobbi
Magyarorszagon el6fordulo flavivirus kimutatasara helyezodott. Az RT-PCR technika a
KEV laboratoriumi diagnosztikajaban kevésbé hasznalatos, mert a legtobb klinikai
minta nem a betegség elsd, virémids fazisabol szarmazik, igy a kdzvetlen viruskimutatas
nem lehetséges. Sikeresen alkalmazzak viszont a gerinces virusgazdak virémiajanak és
virusiiritésének  kimutatasaban, illetve a kullancsok fert6zottségét vizsgalo
epidemiologiai kutatasokban. A masik két flavivirus koziil Magyarorszagon a Nyugat-
nilusi 14z virusa 2003 6ta okoz humén megbetegedéseket®™®, de eleinte az elterjedési
terlilete nem fedett 4t a KE viruséval. Nyugat-nilusi 14z virussal fert6zott betegek 2008-
tol kezdve mar olyan helyeken is felbukkantak, ahol a KEV is endémias, igy a

diagnosztikaban figyelembe kell venni a lehetséges keresztreakciokat is.®* Az Usutu
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virust eddig emberekben nem mutattuk ki, de tudjuk, hogy madarakat fert6z

Magyarorszagon, ¢és elméletileg az embert is képes megfert6zni.®*

3.4. Elelmiszer (nyers tej) eredetii KE fertézések

3.4.1. Nyers tej fogyasztasa

A csaladi gazdasagokban gyakran fogyasztjak nyersen a tejet, foként azért, mert
gy kényelmesebb és az ize is mas™, de a nem farmon ¢é16 emberek egy kis része is iszik
nyers tejet, mert gy gondoljak, hogy ezzel megeldzhetnek vagy kezelhetnek bizonyos
betegségeket. A tej emellett olyan anyagokat is tartalmaz, amelyek gatoljak a
baktériumok és mas mikrobak szaporodasat, de ezekrdl ugy tartjak, hogy érzékenyek a
héhatasokra (pasztérozés), és emiatt a nyers tej hivei szerint a forralt tejnek alacsonyabb
a biologiai értéke. A tejben talalhatd legtobb jotékony hatast biologiai anyag azonban a
pasztérozés koriilményei kozott hdstabil, vagy kevéssé hat ra a pasztdrozés®®, és a
pasztOrdzetlen tej jotékony hatasaival kapcsolatos feltételezéseket megerdsitd
tudomanyos bizonyitékbol nagyon kevés van, sot, akik azt talaltak, hogy a termeldi tej
(arr6l nincs adat, hogy nyers vagy sem) fogyasztasa dsszefiiggott a gyermekkori asztma
¢és rhinoconjunctivitis kisebb kockazataval, azok arra is figyelmeztetnek, hogy a nyers
tej fogyasztasa milyen veszélyekkel jar.%” A nyers tej és a bel8le készitett sajtok és mas
tejtermékek sokféle korokozdval szennyezOdhetnek, jelen lehet benniik tobbek kozt
Mycobacterium bovis, Salmonella, Campylobacter, Brucella, Listeria, Shigella,
Shigatoxin-termel6 E. coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Yersinia
enterocolitica, Coxiella burnetii, Francisella tularensis, a szaj- és koromfajas virusa,
amely ritkdn embereket is fertdz, és nem utolsdsorban a kullancsencephalitis virusa.
Szerencsére a sajtok €s mas termékek készitésekor a korszerii technologiak eldirjak a
pasztérozést az ,,0ltd” erjesztd készitmények adagolasat megeldzden, igy a kockazatok

minimalisra csokkennek.

3.4.2. A tejjel fert6zo KE kutatasanak torténete, eléforduldsa

Az elsé tej eredetli KE jarvany, amelyrdl tudoméanyos publikécio sziiletett, 1951-
ben zajlott Rozsnyon (Roznava, Szlovékia). A fertézést tobb, mint 600 ember
megkapta, akik koziil 271 korhazba is keriilt, miutan ittak a helyi tejgazdasag altal

pasztorozetleniil forgalomba hozott, virussal szennyezett tejb('Sl.88 Hasonlo, tej eredetii
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fertdzéseket irtak le a Szovjetunid eurdpai teriiletein, ahol a betegséget kétfazist
tejlaznak hivtak.®® A megbetegedések és jarvanyok leirdsa mellett a terjedési folyamat
fazisait is elkezdték tanulmanyozni. Kisérletekkel sikeriilt reprodukalni a tejiilk miatt
tartott haszonallatok (tehenek, kecskék, juhok) KEV fertdzodését, és a virust ki tudtak
mutatni az allatok tejébsl.”%%% Egérkisérletekben igazoltak azt is, hogy a KEV képes
gy fertézni, hogy élelmiszerrel keriil a szervezetbe.™

A KEV jelentésége az ¢élelmiszer eredeti fertdzéseket okozo virusok kozott azota
sem teljesen egyértelmi. Bar szamos ilyen jellegli jarvanyrél szamol be az irodalom,
azokban a kisérletekben, ahol az volt a cél, hogy felmérjék a nyers tej fogyasztasanak
jelentdségét a virusatadasban, azt az eredményt kaptak, hogy ez nem tartozik a KE
fertdz¢s vagy betegség {6 kockazati tényezoi kozé.%

A 80-as években a legtobb orszagban, ahol a kullancsencephalitis endémias,
bevezették az oltast, és mivel egyre tobben tudtak a fert6zés megeldzésének
lehetdségérdl, illetve a sikeres oltasok kovetkeztében sok megbetegedést sikeriilt
megeldzni. Az élelmiszer Gtjan torténd fert6zddés azonban ma is jobbara ismeretlen a
laikusok szamara, igy rendszeresen fordulnak eld jabb sporadikus esetek €s jarvanyok,
¢és a nemzetkdzi szakirodalomban visszatérd téma a tejjel illetve tejtermékekkel terjedd
kullancsencephalitis.> %7

Magyarorszagon az Orszagos Epidemiologiai Kozpontban (korabbi nevén
Orszagos Kozegészségiigyi Intézet) mar az 50-es évek Ota foglalkoznak a
kullancsencephalitis laboratoriumi diagnosztikajaval. Sok esetben arrol is késziilt
feljegyzés, ha a betegek a betegségiik el6tt nyers tejet fogyasztottak. A legkorabbi ilyen
adat 1955-b6l szarmazik (l. 1. tablazat), amikor Balassagyarmaton 7 megbetegedést
regisztraltak. A legtobb esetben a tej eredetll fertézések egy-egy csaladot érintenek, akik
a fert6zott allat tejét fogyasztjak, de idénként el6fordulnak nagyobb jarvanyok is, ha a
fert6zott tej kereskedelmi forgalomba keriil. Az elsé ilyen nagyobb jarvany, amir6l
tudunk, 1992-ben volt Bélapatfalvan. A fert6zésnek kitett emberek szama 76 volt
(ennyien ittak a tejb6l), és a laboratorium 24 betegnél igazolta a kullancsencephalitis
fertzést.

A legutébbi nyers tej eredetli jarvany 2007 augusztusaban volt hazénkban.*® A
Zala megyei Lakhegyen egy kecskefarmon darusitottdk a nyers tejet, amelybdl a

jarvanyligyi vizsgalat szerint legalabb 154 ember ivott. A tejfogyasztast kovetéen 31-en
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betegedtek meg, és mivel egyikikk sem szamolt be kullancscsipésrol a betegség
szempontjabol relevans iddszakban, feltételezhetd, hogy mindannyian a tejtdl lettek

betegek. Huszondt betegnél a kullancsencephalitis jellegzetes tiinetei voltak

megfigyelhetok: kétfazist laz, a masodik fazisban idegrendszeri tiinetekkel. A tobbi hat

betegnél aspecifikus tiinetek jelentkeztek: szédiilés, hanyinger ¢és hasmenés.

Eszméletvesztés vagy mads sulyos tiinetek nem fordultak eld, a betegség lefolyasa

minden esetben joindulata volt és gyogyulassal végzodott.

# | Ev Hely (poz iﬁi/l/i[i(;igél 9 A tejet fogyasztok szama feli,:gs:!;k
1. |1955 |Balassagyarmat| Nincs adat Nincs adat 7

2. 11966 Kisgyor Nincs adat Nincs adat 4 igazolt KE
3. 11992 | Bélapatfalva 1/5 76 24 igazolt KE
4. 11994 Zabar Nincs adat Nincs adat 3 igazolt KE
5. 11996 | Gydngyospata 1/1 4 4 igazolt KE
6. | 1996 Palotas Nincs adat Nincs adat 2 igazolt KE
7. 11997 | Gydngyospata ig g g :ggig:: EE
8. 11997 Etes 1/3 Nincs adat 2 igazolt KE
9. 11999 Gyurafa Nincs adat Nincs adat 4 igazolt KE
10.|2004| Fertorakos 0/4 4 4 igazolt KE
11.12007| Nemesvid 217 7 5 igazolt KE
12.12007 Lakhegy 4/75 154 25 igazolt KE
13.12008 Uny Nincs adat 2 2 igazolt KE
14./2009| Biatorbagy Nincs adat 1 1 igazolt KE
15.]12010 Mohécs 1/1 2 1 igazolt KE
> 15 jarvany 94 igazolt

1. tdblazat. Emberi megbetegedét is okozo, tej eredetli KEV fert6zések Magyarorszagon.
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3.4.3. Az allatok fert6z6dése és a te] szennyezddése kullancsencephalitis virussal

A KEV féként kullancscsipés tutjan terjed; azonban a kullancsok nemcsak az
embert, hanem az allatokat is megfertézik, igy keriil a virus a tejeld allatok tejébe. 1%
Amikor a fertdzott kullancs megesipi az 4llatot, a virus eldszor eljut a helyi
nyirokcsomoékba, ahonnan a nyirokkeringésen keresztiill belép a vérkeringésbe. A
kecskék esetében ez a fertdzést kovetd negyedik nap koriil kdvetkezik be. A virémia
idotartama fligg a bekeriilt virusmennyiségt6l, amit az is befolydsol, hogy az
egyedfejlodés mely fazisaban levd kullancs csipte meg az allatot (larva, nimfa, vagy
kifejlett). A neutralizald ellenanyagok a fert6zést koveté 10-13. napon jelennek meg
eldszor attdl fiiggden, hogy kifejlett ndstények vagy nimfak voltak a vektorok'®. Az
allatokban a fert6zés tiinetmentesen zajlik, és teljes gyogyulassal zarul, de a virémias
fazisban a virus kivalasztodik és iiriil a tejjel. Igy a nyers tej és a pasztérozetlen tejbdl
késziilt tejtermékek (pl. sajt) fertézéek lehetnek, amennyiben a kislizemi el6allitas
moédszertanat alkalmazzak.™'® A fertézott tej a szopds kecskegiddkra nézve is
veszélyes lehet: ezt a KEV legkozelebbi rokona, a Louping 111 virus esetében kisérlettel

igazoltak.***

A legeltetett kér6dzok gyakran keriilnek kapcsolatba a kullancsokkal'®, és
koziiliik 1s leggyakrabban a kecskék, mivel azok {6 taplaléka a fiifélek és a cserjék
hajtasai. A kullancsok a KEV mellett sok egyéb korokozoval is megfertdzhetik a
kecskéket és a tobbi tejet ado allatot. Egy elmélet szerint az Anaplasma
phagocytophilum-mal valo fertézés (amelyet szintén a kullancsok terjesztenek)
kovetkeztében kialakulé immunszuppresszid segitheti a KEV tejbe jutését.103 Amikor
egy kecskét kisérleti iton megfertdztek, a KEV a fertézést kovetd 3.-8. napok kozott
volt kimutathat6 a tejéb6l embrionalt tyuktojasba illetve felnétt egerekbe valo oltassal,
mikozben a kecske testhdmérséklete normalis volt €és egy€b tiinetei sem voltak. 1% Egy
késébbi vizsgalatban a KEV-t a fertdzést kovetd 5.-25. nap kozott ismételten izolalni
tudtdk a fertézott kecskék tejébdl, és a fertdzOképesség a tej feldolgozasa utdn is
megmaradt a kiilonb6zd tejtermékekben, pl. joghurtban, sajtban és Vajban.m7 Misok
arrol szamoltak be, hogy a KEV bizonyitottan virulens volt a tehenek, kecskék és juhok

.7 r e o 7 - 48 o r ’ e
tejében egészen a fertdzést kovetd 8. napig.™ Az eldirasszerli pasztordzéssel azonban

megelézhetok a tej eredetii KEV fertézések.™
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3.4.4. A tipcsatornan at fert6z6 KE klinikai jellegzetességel

A KEV a flavivirusok k6zé tartozik, tehat burkos RNS-virus, amely viszonylag
érzékeny pl. a hdore és a detergensekre. Mégis képes megtartani fertézOképességét a
csokkent aktivitasu (pH 2,46-3,46) és a normalis (pH 1,49-1,80) gyomornedvben is 2
oran at, mert a tejfehérjék védokolloidot képeznek a virussal. A savas koézegben
mutatott stabilitdsa hasonl6 a polio és Coxsackie virusokéhoz.®® A tej fogyasztasa
csokkenti a gyomorban a H'-koncentracidt. A tejtartalmu ételek meglehetésen gyorsan
tavoznak a gyomorbol, (az elfogyasztott tej perceken beliil eljut a patkdbélbe, és 1,5-2

107 Ily modon a KEV is elérheti

6ra mulva a gyomor mar egyaltalan nem tartalmaz tejet).
a patkdbelet anélkiil, hogy elveszitené a fertézOképességét, és ott feltehetdleg a Peyer-
plakkok M-sejtjeihez kotodik. Az M-sejtek képesek transzcitozissal atjuttatni a
koérokozokat a bélnyalkahartya alatti nyirokszovetbe, ahonnan a helyi nyirokcsomdkon
és a ductus thoracicuson keresztiil elérhetd a véraram, és a vérrel a korokozok
eljuthatnak a masodlagos replikacio helyére. Ezt a folyamatot mar leirtak az
enterovirusokkal kapcsolatban, amelyekr6l tudjuk, hogy a gazdaszervezetbe az
emésztOrendszeren keresztiil jutnak be, és ott gyakran tiinetmentes fertézést okozva
késdbb tovabbterjednek a gyomor-bélrendszerbdl, és tavoli szovetekben és szervekben
okoznak jelentds betegségeket, pl. a poliovirusok a kozponti idegrendszert fertdzik
meg,1®

A fertézott tejtdl elkapott KE betegség lefolyasa kétfazisu, ahogy ez a
kullancscsipést kovetéen is gyakran megfigyelhet6. Az elsé fazis tiinetei a hirtelen
magas laz, a fejfajas, az izom- és iziileti fajdalom, iddnként a hanyinger, hanyas és a
faradtsag. Ezek a tiinetek 5-10 nap utdn megszlinnek, és 6-10 napos tiinetmentes szakasz
kovetkezik. A masodik ladzas fazisban a magas 14z €s a tobbi tiinet 1s 0jbol jelentkezik,
ezuttal sulyosabb formaban, ¢és idegrendszeri tiinetek 1is kialakulhatnak. Az
idegrendszeri komplikaciok altaldban nem annyira stlyosak, mint a kullancscsipéssel

terjedd6 KE soran.*”’

Nagy a valoszinlisége a teljes, maradvanytiinetek nélkiili
gyogyuldsnak, de vannak irodalmi adatok olyan megbetegedésekrdl is, ahol €lelmiszer

eredetli fert6zést kovetden alakult ki izomgyengeség €s bénulas.®
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4. CELKITUZESEK

4.1. Lakhegyi jarvany felderitése: human és kecske mintak vizsgalata

= Kecsketej eredetii human KE megbetegedések laboratdriumi igazolasa

= KEV elleni specifikus IgG ¢és IgM kimutatasa rutindiagnosztikai
modszerekkel (indirekt IF, hemagglutinacié gatlas, virusneutralizacio) a
lakhegyi jarvanyt okozé kecskefarm kecskéinek vérébol

» A mintdk vizsgalata (lengyel fejlesztésii) ELISA modszerrel és az

eredmények 0sszehasonlitasa a rutin méodszerek eredményeivel

4.2. Kecskék KEV fertozésének vizsgalata

» Kisérletileg KE virussal fertdzott kecskék testhdmérsékletének statisztikai
elemzése és a laztalan lefolyas igazolasa

» KEV tejjel valo irtilésének idobeli leirasa

= A tejjel Uiriil6 virus mennyiségének vizsgdlata

* Annak vizsgalata, hogy megel6zhetd-e a tejjel valo virustirités a kecskék

human oltéanyaggal val6 immunizalasaval

4.3. A fert6z6 kecsketej hokezelési lehetéségeinek vizsgalata
= KEV tartalmu kecsketej fert6zoképességének vizsgalata
szobahOmérsékleten tortént inkubaciot kovetden
= KEV tartalmu kecsketej fertdzoképességének vizsgalata hdokezelés

(melegités, forralas) utan
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5. MODSZEREK

5.1. Allatkisérletek

5.1.1. Fert6z6képes virus kimutatdsa in vivo tenyésztéssel

A kisérleteket az Orszagos Epidemiologiai Kozpont Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsdga jovahagyasaval, és az allatkisérletekre vonatkozd nemzeti €s nemzetkozi
szabalyoknak [243/1998 (XII.31.) Kormanyrendelet az Aallatkisérletek végzésérol]
megfelelden végeztiik.

Az 1-2 napos szopdés NMRI egereket intracerebralisan fertztik a vizsgalt
mintaval. A fert6z6 anyag (0,01-0,02 ml kecsketej) beadasa altatas nélkiil, a koponya
hosszanti kdzépvonalatol kissé oldalirdnyban, a frontalis agylebenybe tortént. EQy vagy
két almot (6sszesen 10-12 kolyok) oltottunk be egy-egy anyaggal, majd 10 napig
naponta kétszer ellendriztiik az egerek allapotat. A kevesebb, mint 24 ora elteltével
elpusztuld allatok esetében nem viroldgiai okokra vezettiik vissza az elhullast, de a
kérdéses esetekben az 4llatokat felboncoltuk, és az agyuk szopods egerekbe vald
tovabboltasaval ellendriztiik, hogy a virus okozta-e a halalukat. A tiinetek, amelyek az
allatok betegségét jelzik: a taplalkozas hianya, szokatlan szin, kis testméret, szokatlan
aktivitas, remegés, vagy oldalt fekvés. A kiss¢ idésebb allatoknal gyakori a labak
bénulésa, a remegés és a gyengeség.

A betegnek talalt allatokat eutandziaban részesitettiik, a koponyatetdt steril olloval
eltavolitottuk, és az agyat kiemeltiik. Az agybol nyulsavés szuszpenziot készitettiink,
amelyet szétosztva fagyasztva taroltunk késObbi felhaszndldsig. Amelyik vizsgalati
anyag beoltasakor a betegség jelei mutatkoztak az egereken, arr6l az anyagrol
feljegyeztiik, hogy tartalmazott €16, fert6zdképes virust, kivéve, ha a tiinetek a beoltast

kovetd 24 oran beliil jelentkeztek (ekkor megerdsitd vizsgalatot végeztiink, 1. fent).

5.1.2. Kecskék immunizildsa human oltdanvaggal és fertdzése é16 KE virussal

Husz tejeld kecskét, amelyeknek kb. 3 hetes szopos gidai voltak, négy csoportra
osztottunk, minden csoportban 6t anyaval. A négy csoportot egymastol elkiilonitve

tartottunk, szalma almon; takarmanyként 3-4 kg szénat és 0,2 kg kukoricat kapott
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naponta minden allat. A kecskéket gy valasztottuk ki, hogy elézdleg szeroldgiai
vizsgélattal ellendriztiik, hogy mindegyik fogékony kullancsencephalitisre.

Két csoportot immunizaltunk inaktivalt human KEV oltéanyaggal (FSME-
IMMUN CC, Baxter vaccine AG, Bécs, Ausztria), amelyet a boér ala adtunk be az
allatok nyakaba két alkalommal, 16 napos eltéréssel. A beadott dozis minden allat
esetében azonos 0,5-0,5 ml volt (~2 g tisztitott virus + adjuvans), mivel az allatok
testtomege is hasonld volt. Az immunizalt allatok szerokonverzidjat vérsavo mintak
indirekt immunfluoreszcencia (IIF) és hemagglutinacié gatlas (HAG) vizsgalataval
ellendriztiik.

Ot immunizalt és 6t naiv kecskét megfertdztiink ¢16 KE virussal, amihez a virus
KEm 1 torzsét hasznaltuk.”"'% KEV-fertézott szopos egerek agyszuszpenzidjabol
készitett, 500 pl é16 virust tartalmazo6 sziirletet adtunk be az allatoknak bér ala ca. 10*
TCIDso toménységben. A fert6zott kecskéket 9 napon keresztiil naponta megfejtiik (a
fejést végzd személy elézoleg FSME védooltas-sorozatban részesiilt), és ezzel
parhuzamosan naponta feljegyeztiik a tiineteiket és testhémérsékletiiket. A tiz kontroll
allat (6t naiv és Ot immunizalt) tiineteit és testhOmérsékletét szintén rogzitettik. A

kisérlet menetét a 8. dbra szemlélteti.

crvétel vérvétel
mmunizalds vervete p (szeropozitiv)
(szeronegativ)  forts,65 virussal
fejés
«— >
\ 4 \ 4 \ 4
ettt ety S
T T T T T T T rrrr T T T T T r T r T T T
0 24 34 43

8. abra. A kisérlet id6beli lefolyasa. Az immunizalt kecskéket az immunizalast (0, nap) kdveté 24. napon
megvizsgaltuk, ekkor szeronegativnak bizonyultak. A 34. napon ujra vért vettiink, és mivel ekkor a
szerologiai vizsgalat szerint mar kimutathato volt a vériikb6l a specifikus 1gG, ekkor fert6ztiik meg Gket.
(Ugyanebben az idopontban fertdztiik a naiv allatokat is.) A fertdzést kovetden mind az immunizalt, mind

a naiv kecskéket 9 napon at minden nap fejtiik.
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5.2. Vizsgalati mintak

5.2.1. Emberi vér- és liquormintik a lakhegyi jarvanybol

Harmincegy beteg vérsavomintajat vizsgaltuk, akik korabban nyers kecsketejet
ittak, és tiineteik alapjan gyanithaté volt, hogy KE virussal fert6zédtek. A mintakat a
tiinetek megjelenése utani 1. €s 25. nap kozott vették. Harom beteg esetében liquor
minta is rendelkezésre 4llt. Nyolc embertdl, akik ittak a fertdzott tejbdl, de
tiinetmentesek voltak, szintén kaptunk vérmintat. A mintdkat a vizsgalatig +4°C-on,

utdna pedig -20°C-on taroltuk.

5.2.2. Kecske vérmintdk a lakhegyi kecskefarmrol

A fertézés forrasaként azonositott kecskefarm minden kecskéjétél (73 anya és 2
bak) kaptunk vérmintat. Az allatok 2-8 év kozottiek voltak. A mintakat a vizsgalatig
+4°C-0n, utana pedig -20°C-on taroltuk.

5.2.3. Kecske vér- és tejmintak a kecskekisérletb6l

Az immunizalt kecskéktdl vért vettiink az immunizalast kovetd 24. illetve 34.
napon, hogy megallapithassuk, kialakult-e a védettség. A vérmintakat +4°C-on taroltuk,
amig a szerologiai vizsgalatokat el nem végeztiik, azt kdvetden pedig -20°C-on. A tiz
KE virussal fert6zott kecskét (amelyek koziil 6t el6zleg immunizalva volt KEV ellen)
a fert6zést kovetden 9 napon at fejtiik, majd a 13. és 23. napon ujbol. (A 23. napon mar
csak 4 kecske adott tejet.) A tejmintakat a vizsgalatok elvégzéséig -20°C-on taroltuk. A

vizsgalat eldtt kiolvasztuttuk, és vortexszel felkevertiik dket.

5.3. Szerologiai médszerek

Az alabb leirt HAG ¢és IIF vizsgalati moddszerek mindségét egy kiilsd
mindségbiztositasi  program  keretében ellendrizték, amelyet a ,,Behurcolt
Virusbetegségek Europai Haldzata” (European Network for Diagnostics of Imported
Viral Diseases — ENIVD) szervezett.™® A Viralis Zoondzisok Nemzeti Referencia
Laboratériuma mind az IgM, mind az IgG emberi mintadkbdl valé kimutatdsdban jo

eredményt ért el.
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5.3.1. Hemagglutinacié gatlas (HAG)

A HAG vizsgalatokat a Takéttsy—mc')dszer111 modositott valtozata szerint végeztiik.
A human savoban jelenlevé aspecifikus inhibitorokat acetonnal vagy kaolinnal
tavolitottuk el a vérsavokbol, az aspecifikus hemagglutinineket pedig liba
vorosvértestekkel.™? A vérsavok teljes ellenanyag-tartalmat (IgM ¢és IgG) liba
vorosvértestek és sajat készitésit KEV antigén segitségével titraltuk meg, utdbbit az elsd
magyar KEV izolatumbol, a KEm I torzsbol készitettiik, a leirt modszerek szerint.}? A
vérsavo 1:10-es vagy magasabb véghigitdsaban kimutathaté hemagglutinacié gatlast
értekeltiik reaktivként.

Az IgM meghatarozashoz a vérsavokat ioncserélé kromatografiaval
frakcionaltuk'®, és az IgM-ben gazdag frakciot 2-merkapto-etanollal kezeltik. A
az nem tud az antigénhez kotddni. Tehat IgM jelenlétében a kezelést kdvetden a titernek
a kezeletlen minta(k)hoz viszonyitott értéke lecsokken. A kezelt és a kezeletlen minta

kozotti négyszeres titercsokkenést [gM-pozitivitasként értékeltiik.

5.3.2. Indirekt immunfluoreszcencias vizsgalat (IIF)

A sajat készitésti specifikus targylemezekhez olyan Vero sejteket hasznaltunk,
amelyeket KE virussal fert6zott szopos egerek agy-homogenizatumaval fertéztiink meg,
¢s 5 napig hagytuk rajtuk a virust szaporodni. A lemezekhez hasznalandd sejteket
ezutan PBS-ben mostuk, raszaritottuk a targylemezekre és -20°C-os acetonnal fixaltuk.

A kezdeti 1:5 higitds utdn minden vérsavomintabol felezd higitasi sort
készitettink PBS-sel. Minden higitasi fokbdl egy cseppet cseppentettiink a
targylemezen levd sejtekhez. A targylemezeket egy oOran 4t 37°C-on inkubaltuk
nedveskamraban. Harom PBS-es mosas utdn a sejtekre racseppentettiik a fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) jeldlt, anti-human (Anti-human 1gG-FITC conjugate, Anti-human
IgM-FITC conjugate, Dako, Glostrup, Dania) vagy anti-kecske (Anti-Goat 1gG-FITC
conjugate, Calbiochem, San Diego, USA, és Anti-Goat IgM-FITC conjugate, Alpha
Diagnostic International Inc., San Antonio, USA) IgG és IgM ellenanyagot
(,,konjugatumot™), amelyet a gyartd cég eldirasa szerint elézéleg PBS-sel 1:20 aranyban
higitottunk. A lemezeket ezutan 30 percen at inkubaltuk 37°C-on, nedveskamraban.

Ezutan harom PBS-es mosdassal eltavolitottuk a nem kotédott konjugatumot. A
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targylemezre egy csepp 1:1 aranyt PBS-glicerint, majd fedélemezt tettiink, és
fluoreszcens mikroszkép alatt (Axiostar plus, Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag)
vizsgaltuk a fluoreszcenciat.

Az emberi mintak esetében az 1:10-es higitasban nem mérheté fluoreszcenciat
negativként értékeltiik, az 1:10-es higitdsban gyengén fluoreszkald mintdkat pedig
kétesként. Azokat a mintdkat, amelyeknek 1:10-es vagy nagyobb higitdsdban erds

fluoreszcenciat tapasztaltunk, reaktivként értékeltiik.

5.3.3. Mikroneutralizicios vizsgalat (kecske vérsavok)

Elészor a virusszuszpenziot (KEm | torzs) titraltuk meg Vero sejteken, hogy
megtalaljuk azt a higitasi fokot, amely megfelel 100 TCIDsp-nek. A 100 TCIDsg
toménységli virusbol 50 pl-t inkubaltunk a vérsavobol készitett higitasi sor minden
fokozatanak 50 pl-ével. Az egy 6ras 37°C-os inkubacio utdn minden keverékbdl 50 pl-t
adtunk 100 pl Vero sejt szuszpenziohoz 50 pl Parker-199 tapfolyadékkal, a mikrolemezt
lefedtiik, és 37°C-on inkubaltuk tovabb. Ot nappal késébb mikroszkop alatt értékeltiik a
sejtkarositd hatast. A neutralizaciés titert (Nt) az a legmagasabb vérsavo higitas

jelentette, amely még gatolta a virus sejtkarositd hatasat.

5.3.4. Kecske mintak vizsgalatara alkalmazott ELISA moddszer

A mintakat az FSME ELISA IgG teszt (Genzyme Virotech, Riisselsheim,
Németorszag) kompeticiés gatlasra modositott valtozataval (az emberi vérsavo
reaktivitasanak gatlasa kecske ellenanyagokkal) vizsgaltdk a lengyel Orszagos
Kozegészségiigyi Intézetben. A modszert egy HAG vizsgalatban igazoltan anti-KEV
IgG pozitiv (1:128 titer(l) kecske vérsavojaval mint kontroll anyaggal hitelesitették. A
kontroll savot (néhai) dr. Milan Labuda bocsatotta rendelkezésre (Zooldgiai Intézet,
Szlovak Tudomanyos Akadémia).

A gatlast 6sszekevert (poolozott), KEV IgG-re pozitiv (180 VIEU/mI, +/- 14,6)
emberi vérsavokkal mutattak ki. Az 1gG-re pozitiv emberi vérsavo higitasi fokat ugy
valasztottak meg, hogy az ELISA eredmények mindig legalabb 0,5 OD-vel a cut-off
folé essenek. Az anti-KEV-re pozitiv kecske minta higitasat pedig ugy valasztottak
meg, hogy az emberi IgG ellenanyagok reaktivitasanak legaldbb 80%-at gatolja.

Az anti-KEV-re pozitiv kecske vérsavo 1:50-es higitasban teljesen meggatolta az

emberi IgG ellenanyagok kotédését (IgG-re negativ emberi minta: OD=0,096, cut-
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0ff=0,196, +/- 0,037, 1gG-re pozitiv emberi minta gatlas nélkil: OD=0,614, +/- 0,089,
¢és gatlas utan: OD=0,080, +/- 0,006). Amikor 1:100-as higitasban vizsgaltak, az emberi
IgG ellenanyagok aktivitasanak 85%-at gatolta, 1:200-as higitasban a 67%-at, 1:400-as
higitasban pedig 50%-at. A kecske vérsavé nem reagalt az emberi IgG elleni
konjugatummal. A gatlasi fliggvény gorbéje alapjan a mddszerre a kdvetkezd kritikus
értékeket hataroztak meg:

e Az eredményeket pozitivnak értékelték, ha a gatlas 40% felett vollt,

e kétesnek, ha 25-40% kozott volt,

e ¢s negativnak, ha 25% alatt volt.

A modszer érzékenységét és reprodukalhatosagat ugy mérték fel, hogy 341 kecske
vérsavojat vizsgaltak meg vele (a kontroll mintakon kiviil). A pozitiv és kétes mintakat,
valamint a negativ mintak egy véletlenszertien kivalogatott csoportjat és a kontroll savot
elkiildték HAG és IIF modszerekkel torténd megerdsitd vizsgalatra a magyarorszagi
Orszagos Epidemiologiai Kozpontba, a Viralis Zoonoézisok Nemzeti Referencia
Laboratériumaba. A vérsavok ELISA eredményei 97%-0s pontossaggal megegyeztek a
klasszikus moddszerekkel (HAG, 1IIF) kapott eredményekkel. A  rendszer
bizonytalansagat 12,5%-ban allapitottak meg, a pozitiv eredmények reprodukalhatosaga
100%, a kéteseké 72%. Az alnegativ eredmények oka valdszintlileg az erés hemolizis

lehetett.

5.4. Molekularis médszerek

5.4.1. Nukleinsav-tisztitas

A tejmintak 140 pl-ébdl vontuk ki a viralis RNS-t a QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Németorszag) segitségével, a gyartd cég leirasa szerint. Az RNS-t
60 ul elucios pufferben elualtuk.

5.4.2. Virus RNS kimutatdsa kecsketejbdl nested RT-PCR-rel

A reverz transzkripcidhoz 2 pl tisztitott RNS-oldatot hasznaltunk, a maradékot -
70°C-on taroltuk. A reverz transzkripciot 20 pl-es reakcidtérfogatban végeztiik a

GeneAmp RNA PCR kit reagenseivel (Applied Biosystems, Foster City, CA USA).

crer

114,11
KHAS

primereket hasznaltun , az ott leirthoz képest kissé modositott PCR protokollal,
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amelyet a kovetkezOkben részleteziink. A PCR elsé kore az RT reakcidelegy 2 pl-én
kiviill a kovetkezoket tartalmazta 42 pl végtérfogatban: 4 ul GeneAmp 15 mM MgCl,-
tartalma 10X PCR puffer, 1 pul 25 mM MgCl,-oldat, 4 ul dNTP keverék (10 mM), 0,5 ul
az elsé kor primerjeibdl (50 pM) és 0,25 ul AmpliTaq DNS-polimeraz enzim (Roche
Molecular Systems Inc, Branchburg, NJ USA). Az amplifikacié harmincét ciklusbol allt
(30 s 95°C-on, 30 s 55°C-on, 30 s 72°C-on), és Eppendorf Mastercycler késziilékben
tortént. EbbOl a reakcioelegybdl 2 ul-t vittiink tovabb a PCR masodik korébe, amely 30
ciklusos volt. A reakcioelegy Osszetétele megegyezett a PCR els6 korében hasznalttal,
azzal a kivétellel, hogy a belsé primereket 20 pM toménységben hasznaltuk. Az amplifi-
kaci6é utan a termékek 10 pl-ét futtattuk meg 2%-0s agaroz gélben, etidium-bromid

hozzéadasaval, az eredményt UV fénnyel megvilagitva fényképeztiik és értékeltiik.

5.4.3. Relativ mennyiségi RT-PCR

A kivalasztott mintdkban levd virusmennyiség meghatarozadsdhoz 5 pl elualt
RNS-t vizsgaltunk egylépéses valds idejli RT-PCR reakcioban, amihez a SuperScript™
III Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System kitet hasznaltuk (Invitrogen,
Carlsbad, CA USA) a publikalt protokoll modositott valtozataval®®, LightCycler 2.0
késziilékben (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag). A mintak eredményeit a
sajat készitési KEV higitasi sorhoz hasonlitottuk. A fluoreszcencia értékeket a

LightCycler Software 4.0 segitségével elemeztiik.

5.5. Fert6zd virusrészecskéket tartalmazo, poolozott tejmintak

hokezelése

A hdékezelés (melegités, forralas vagy pasztorozés) a tejben levd korokozokra
gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz kivalasztottunk két kecskét: egyet, amelyiknek a
mennyiségi PCR eredményei alapjan jelentdsen tobb virust tartalmazott a teje, és egy
masikat, amelyiknek a tejében kevesebb virus volt (az allatok azonositészamai: 76967,
77702). Mindkét kecske pozitiv tejmintaibol készitettiink egy-egy poolt, amelyeknek
megegyez0  térfogatait hasznédltuk a  kiilonb6zé hokezelési  kisérletekben:
szobahémérsékleten inkubaltuk oket 3, 6, 12, 24, illetve 48 o6raig; 65°C-on 5, 15, illetve
30 percig; és 100°C-on 3 percig. A 65°C-os hdkezelést vizfiirddben végeztiik (HETO,
IBN 18 / HWT 100-as modell, Heto-Holten A/S, Allerod, Dania), a 100°C-0s

hoékezeléshez pedig a mintdkat tartalmazo csoveket forrasban levd vizbe meritettiik. A
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hokezelt tejmintakat szopds egerek agyaba oltottuk (a mar elézéekben ismertetett
moddon), és 10 napon keresztiil naponta kétszer ellendriztiik az allatok allapotat (lasd

5.1.1).

5.6. Kecske testhomérséklet-adatok statisztikai elemzése

A kecskék testhOmérsékleti adatait a Minitab® 15.1.1.0. szoftver (Minitab Inc.,
State College, Pennsylvania) segitségével elemeztiik: két szempontos ANOVA
varianciaanalizist végeztiink, ahol p<0,05. Vizsgaltuk az immunizalas illetve a fert6zés
testhomérsékletre gyakorolt hatasat, Osszehasonlitva a nem immunizalt illetve nem

fert6zott kontrollokkal.
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6. EREDMENYEK

6.1. Lakhegyi tej eredeti KEV jarvany vizsgalata

A laboratoriumba szerologiai vizsgalatra kiildott 39 emberi vérsavobol 25-rél
mutattuk ki, hogy anti-KEV ellenanyagokra — 1gG-re és IgM-re is — pozitiv, IIF
modszerrel és a megerdsit6 HAG probaval is. A 3 liquor mintabol kettd tartalmazott
specifikus 19G-t, a harmadik negativnak bizonyult. Mindazoknal a betegeknél, akiknek
KEV antigénnel reaktiv volt a vérsavoja, igazoltuk az aktualis KEV fert6zést.

Hat betegnek olyan tiinetei voltak, amelyek a KE els6 fazisara lehetnek jellemzoek,
példaul hanyinger, hasmenés és szédiilés, de masodik lazas fazis és/vagy idegrendszeri
tiinetek nem jelentkeztek naluk. Ezeknek a betegeknek a vérsavoi negativnak bizonyultak
anti-KEV ellenanyagokra, igy a klinikai kép ismeretében ezekben az esetekben a KEV
fert6zés nem volt bizonyithato.

A 39 emberi vérsavo kozott nyolc olyan személy mintdit is megvizsgaltuk, akik
fertdzOdhettek, de tiinetmentesek voltak. Ezek az emberek mind ittak a kecskefarmrol
szarmaz6 nyers tejbol, ellenanyagot azonban csak az egyikiik vérsavojaban talaltunk, ami
valosziniileg egy korabbi fertézés eredménye lehetett egyrészt az IgG alacsony titere
alapjan, masrészt mert IgM nem volt kimutathato. Mivel ez a személy nem volt oltva
KEV-fertézés ellen, az IgG ellenanyagok egy korabban lezajlott tiinetmentes fert6zés
kovetkeztében lehettek jelen a szervezetében.

Mivel a farmon Osszekeverték a kecskék tejét, miel6tt a piacon arusitottak volna, az
Osszes tejeld allat vérmintdjat meg kellett vizsgalnunk, ha meg akartuk talalni a fert6zés
forrasat (vagy forrasait). Azoktol az anyadllatoktol, amelyeket nem fejtek (4) €s a
bakoktol 1s (2) kaptunk vérsavo mintat, mert ezek tovabbi informacioval szolgaltak a
kecskék fertdzéseir6l. A human diagnosztikai rutinmédszereket alapul véve elészor IIF
modszerrel vizsgaltuk meg a kecske vérsavokat. Ez a mddszer azonban erdsen reaktiv, de
nem specifikus eredményt hozott a kecske mintadknal, igy mas vizsgalati modszereket
alkalmaztunk, hogy az ellenanyagtitereket meghatarozzuk, illetve megerdsitsiik,
kiilondsen azoknak a mintdknak az esetében, amelyeknél kiugréoan magas
ellenanyagszintet mértiink IIF teszttel. A laboratérium altal rutinszerien alkalmazott
HAG proban kiviil a vérsavokat mikroneutralizacioval is, és a lengyel fejlesztésii ELISA

teszttel is megvizsgaltuk (az eredmények 6sszefoglalasa a 2. tablazatban talalhato).
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2. tablazat. A kecske vérsavok ellenanyagtiterei indirekt immunfluoreszcens vizsgalattal (11F), hemagglutinacio gatlassal (HAG), mikroneutralizaciéval (NT) és
ELISA-val.

HAG (6sszellenanyag titer: IgM + 1gG ) HAG + merkapto-etanolos kezelés (virus-

Py specifikus IgM kimutatasa) Iy
Mintak o IIF titer - NT titer E"'SA(‘, /ga"as
szama g dupla aspecifikus e dupla alls.pemfl'kus’ o 0

rutin modszer hemagglutinin eltavolitasi lepés rutin modszer hemagglutl'nlrj eltavolitasi
alacsony IIF &s HAG titerd mintak
+1:40 és 1:160 2 esetben 3 esetben
40 néstény - kézétt. <1:10 vagy £1:10 egy esetben elvégezve: <1:10 - - elvégezve  elvégezve:
- <110 <25

magasabb IIF és HAG titerl mintak, melyek NT-ben és/vagy ELISA-ban negativak lettek

. 12 esetben . . 12 esetben
_— +1:160 és 1:640 14 esetben elvégezve: <1:10 -

. +1- . 1" 2 . A .

26 néstény Kézott <1:10to #1:80 <1:10-1:40 e'lvegezve: mind negativ 110 elvégezve:

mind neaativ <25
1 néstény +1:160 1:40 1:80 negativ negativ +1:10 34
1 ndstény +1:160 *1:640 *1:640 negativ pozitiv *1:40 62
1 néstény +1:320 *1:160 *1:160 negativ negativ *1:160 72

a nem fejt néstények és a bakok mintai

1 néstény 1:160 +1:80 1:80 negativ negativ 1:20 <25
1 ndstény +1:40 +1:10 - - - - -
1 néstény +1:160 <1:10 - - - - -
1 néstény +1:160 <1:10 - - - <1:10 -
1 bak +1:80 <1:10 - - - - -
1 bak +1:80 <1:10 - - - <1:10 -

A dolt betiivel irt értékeket kétesnek, a félkovérrel irtakat pozitivnak értékeltiik.
+ : a végtitert jelent6 higitasi fokban a fluoreszcencia gyengébb volt, mint a kisebb higitasi fokokban

- : nem vizsgaltuk
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A 75 kecskébdl 12-nek a vérsavoja volt reaktiv (11 fejt ndstényé és egy nem fejt
néstény¢), és 11-é kétes a HAG probaval, az cllenanyag végtiterek az 1:10-es és
1:640-es vérsavohigitasok kozott voltak. Az 0Osszes reaktiv és 4 kétes mintat
kromatografiaval frakcionaltunk, és az IgM-et tartalmazé frakciot 2-merkapto-etanollal
kezeltiik. Ebben az elsd vizsgalatban egy mintandl sem tapasztaltunk titercsokkenést,
ami feltételezésiink szerint az aspecifikus hemagglutinicios reakcidé kovetkezménye
volt, ezért megismételtiik a probat a mintak egy kivalasztott csoportjaval (12 reaktiv, 7
kétes és 12 negativ mintaval). A liba vorosvérsejtekkel végzett aspecifikus
hemagglutinin eltavolitasi 1épést kétszer végeztiik el, aminek eredményeként 12 minta
reaktivnak, 13 minta kétesnek és 6 minta negativnak bizonyult. A reaktiv mintak
esetében az Osszellenanyag-titerek hasonldak voltak az elsé vizsgalatéhoz, csak egy
mintanak lett sokkal alacsonyabb titere, mint el6zéleg. Az IgM-kimutatast 18 mintanal
probaltuk meg (9 reaktiv, 8 kétes és 1 negativ mintanal), és egyetlen mintanal
megfigyelheté volt a markans titercsokkenés. Ez azt jelenti, hogy a kezdeti liba
vorosvérsejtes kezelés eltavolitotta az aspecifikus hemagglutinineket, amelyek elfedték
a specifikus IgM-valaszt. Az aspecifikus inhibitorokat egyéb modszerrel is
megprobaltuk eltavolitani, példaul aceton helyett kaolinos kezeléssel, a mintakat
fiziologias sooldatban illetve boratpufferben higitva. Ezek koziil a mddszerek koziil
egyikkel sem kaptunk az eredetitdl 1ényegesen kiilonb6zo eredményeket.

A mikroneutralizacids tesztben 34 kecske vérsavojat vizsgaltuk meg, amelyek
koziil 3 bizonyult pozitivnak, 4 kétesnek és 27 negativnak anti-KEV ellenanyagokra. A
mikroneutralizacioval pozitiv mintdk mind HAG, mind IIF moddszerrel egyarant
reaktivak voltak.

Az 1) fejlesztésii ELISA modszerrel 19 mintat vizsgaltunk, ezek koziil 2 lett
pozitiv, 4 kétes és 13 negativ.

A mintdk végleges mindsitéséhez Osszehasonlitottuk az Osszes kiilonb6zo

modszer eredményeit €s hatékonysagat (1. 7. Megbeszélés).

6.2. Kecskék kisérleti fertozése

6.2.1. A kecskék testhémérséklete a fertdzEés utan

A tiz (6t immunizalt és 6t naiv) kecske rektalis testhdmérsékletét fert6zés utan 10

napon keresztiil minden nap mértiikk, hogy észleljik az esetleges lazas allapotot.
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Kontroll adatként nem fertézott naiv és immunizalt kecskék testhdmérsékletét is
rogzitettilk a megfeleld idétartamokban. A testhOmérsékleti adatokat a 3. tablazat A)
részében foglaltuk Gssze, ahol ezen adatok a kecskék tejével végzett virusizolalasi és —
kimutatasi kisérletek eredményeivel is Osszevethetok. A tablazat B) részében
Osszehasonlitdsként bemutatjuk az elézdleg immunizélt, majd megfert6zott kecskék
testhomérsékleti adatait.

A hOémérsékleti adatokat két szempontos ANOVA modszerrel (p<0,05)
hasonlitottuk Gssze és elemeztiik, de nem talaltunk lényeges eltérést a fert6zott
(38,75°C), az immunizalt-fertézott (38,89°C), az immunizalt kontroll (38,99°C) és a
naiv kontroll (38,94°C) csoportok atlagos testhomérsékletei kozott. Az egyes napokon
mért testhOmérsékletek atlagait is Oszehasonlitottuk, de nem taldltunk szignifikdns
eltérést (p<0.05). A hémérsékleti gorbék grafikus abrazolasa alapjan feltételeztiik, hogy
az egyik allatnal volt egy tobb napon at tarté folyamatos novekedés majd cstcs a
testhomérsékleti értékekben, de a statisztikai elemzés szerint ez sem volt szignifikans,
¢s hasonloan jol lathatd eltérés negativ irdnyban is megfigyelhetd volt egy masik

allatnal.

6.2.2. Immunizalt kecskék szerologiai eredményei

A KEV elleni immunizalast koveto 24. és 34. napon harom kecskétdl vért vettiink,
hogy felmérjiik az 4llatok immunologiai allapotat. A vérsavd mintdkat indirekt
immunfluoreszcens teszttel vizsgaltuk, pozitiv eredmény esetén hemagglutinicio
gatlassal is megerdsitettiik az anti-KEV IgG ellenanyagok jelenlétét. Huszonnégy
nappal az immunizalds utdn a harombol egy kecske sem volt pozitiv anti-KEV
ellenanyagokra. Tiz nappal késébb (a 34. napon) ujabb vérmintakat vettiink az 6tbol
harom kecskétol, és ezeket is megvizsgaltuk. Ezuttal a vizsgalt vérsavokban kimutathatod
volt a specifikus 1gG-vel valdo immunreakcié indirekt immunfluoreszcenciaval és
hemagglutinaciéo gatlassal egyarant. Az IIF ellenanyagtiter 1:40 volt mindharom
allatnal, a megerdsitd HAG vizsgalatban pedig 1:20, 1:20 és 1:160 titereket kaptunk.

fgy ezt a napot valasztottuk az immunizalt kecskék megfertzésére.
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3. tablazat. Testhdmérsékleti adatok és laboratoriumi eredmények. A) Ot KEV-fertdzott kecske testhdmérsékleti adatai, és a tejmintdik vizsgalati eredményei, melyeket szopos egérbe

oltassal és specifikus RT-PCR-rel kaptunk, valamint a valos idejii RT-PCR-rel vizsgalt mintdk Ct értékei. A pozitiv eredményeket sziirke szin jelzi. A valds idejii RT-PCR-hez hasznalt

standard a sajat készitésii virusszuszpenzi6 1:1000 higitasa volt (Ct=22.01). B): Ot el6zéleg immunizalt, majd késébb fertézott kecske testhémérsékleti adatai.
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fert6zést 76110 sz. kecske 76967 sz. kecske 77447 sz. kecske 77450 sz. kecske 77702 sz. kecske
kovetd
napok |T (°C) VI PCR qPCRCHT(°C) VI PCR gqPCRCHT (°C) VI PCR gPCRCH]T (°C) VI PCR qPCRCHT (°C) VI PCR gPCR Ct
0 38.8 nem volt minta 38.6 nem volt minta 38.6 nem volt minta 38.9 nem volt minta 38.5 nem volt minta
1 38.5 nem volt minta 38.5 nem volt minta 38.5 nem volt minta 39.1 nem volt minta 38.7 nem volt minta
2 37.9 N N n.a. 38.4 N N n.a. 38.9 P N n.a. 37.9 N N n.a. 38.7 N N n.a.
3 38.6 N N n.a. 38.2 P N n.a. 38.8 P N n.a. 37.8 N N n.a. 38.7 N N n.a.
4 38.8 N N n.a. 38.1 P P n.a. 38.6 P N n.a. 39.3 N N n.a. 39 N N n.a.
5 38.9 N N n.a. 38.8 P P n.a. 38.7 P N n.a. 39 N N n.a. 38.9 P N n.a.
6 39.2 P N 32.7 39.6 P P 13.71 | 39.1 P P 29.75 | 38.7 P N 35.98 | 38.5 P P 27.15
7 38.7 P N n.a. 40.1 P P 27.19 | 38.5 P P 27.35 | 38.4 P P 31.67 | 38.6 P P 25.64
8 38.6 N N n.a. 39.6 P P n.a. 38.9 P P n.a. 38.4 P P n.a. 38.7 P P n.a.
9 39 N N n.a. 39.2 P P n.a. 39 P P n.a. 38.5 P P n.a. 39 P P n.a.
13 38.8 P N n.a. 38.8 P P n.a. 38.6 P N n.a. 37.8 P N n.a. 37.8 P P n.a.
23 n.a. N N n.a. n.a. N N n.a. n.a. nem volt minta n.a. N N n.a. n.a. P P n.a.
1= virusizolalas, N = negativ, P = pozitiv, n.a. = nincs adat.
fert6zést kovetod
hap oot 75326 sz. kecske | 76590 sz. kecske | 76699 sz. kecske | 76897 sz. kecske | 80179 sz. kecske
1 38.1 39.1 39.1 39.3 38.7
2 38.3 39.3 39.2 39.1 38.7
3 38.3 37.1 39 39.2 38.6
4 39 39.1 39.2 39.3 38.9
5 38.9 39 38.9 39.1 38.6
6 38.7 39.1 39 39 38.9
7 38.8 39 39 39.1 39.1
8 38.8 38.9 39.1 38.6 39
9 39 39 38.9 38.8 39.1
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6.2.3. KEV kimutatasa a fert0zott kecskék tejébdl szopds egérbe oltassal illetve RT-
PCR-rel

Az ot naiv kecske tejét naponta megvizsgaltuk szopos egérbe oltdssal és
RT-PCR-rel a fert6zést kovetd 2. és 9. nap kozott, hogy taladlhatd-e benniik KEV. Két
tovabbi mintat szintén megvizsgaltunk minden kecskétdl a fertdzést kovetd 13. és 23.
naprol. A KEV mind az 6t kecske tejébdl kimutathatd volt. A 9. dbra mutatja, hany
tejminta volt pozitiv KE virusra szopos egérbe oltassal illetve RT-PCR-rel a fert6zést

kovetd egyes napokon, kezdve a 2. naptol.

pozitiv mintak szama

5 6 7 8 9 13 23

fertézés utan eltelt napok

2
0' T T
2 3 4

9. dbra. Ot KE virussal fertézott kecske tejmintai, amelyek pozitivak lettek KEV -re szopds egérbe oltéssal
illetve specifikus RT-PCR-rel. Sziirke: szopos egérbe oltassal vizsgalva, fehér: RT-PCR-rel vizsgalva.

(Megj.: a 23. napon csak 4 kecskétdl allt rendelkezésre minta.)

A fertézést kovetd 6. napon mar minden kecske tejmintdjaban kimutathatd volt a
KEV szopos egérbe oltassal, egy allat esetében a legkorabbi pozitiv tejminta a 2. napi
minta volt. A fertézést kovetd 13. napon még mindig kimutathato volt a viruskivalasztas
minden kecske minden tejmintdjabol szopos egérbe oltassal, RT-PCR-rel azonban nem.
Ennek oka feltételezhetéen az, hogy az egyes allatok tejmintdinak kiilonb6z6 volt a
virustartalma. A 23. napon az 6t kecskébdl négytdl allt rendelkezésre tejminta, és ezek

koziil egy mindkét modszerrel pozitiv volt KE virusra.
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6.2.4. A kivalasztott tejmintak viruskoncentricioja

A viruskimutatési eredmények alapjan a 6. és 7. napi mintakat valasztottuk, hogy
megmérjiik a virusterhelést valos ideji RT-PCR-rel. A titereket egy standard sorhoz
viszonyitottuk, amely a KEV szuszpenzid négy higitasat tartalmazta. A 10. abra a
tejmintak és egy standard (1:1000 higitas) fluoreszcencidjanak valtozasat abrazolja az

amplifikacids ciklusok fiiggvényében.

Amplification Curves

46| 76967/6 .

azf \// //_/_/47f

3.8} ////:/
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3} /
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ool 777026

18| 76967/7 //

141 77447/6

1 7745007 y / S

0.6 —|

o, 76110 — // S é/ —

= — negativ kontroll

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

10. abra. A fertdzést kdvetd 6. és 7. naprol szarmazoé tejmintak amplifikaciés gorbéi. A futtatashoz
hasznalt standard a sajat készitésl virusszuszpenzid 1:1000-es higitasa volt. Minden mintahoz feltiintettiik
annak a kecskének az azonositdo szamat, amelyiktél szarmazott (6tjegyli szam), és a gyiijtés napjat. A

76110/7-es mintanal nem volt kimutathat6 fluoreszcens jel, ezért ez nincs jelolve az abran.

A vizsgalt mintak Ct (cross threshold — a fluoreszcencia kiiszob atlépése) ciklus
értékeit a 3. tablazat tartalmazza. A 6. napon gy(ijtott mintdk virustartalma egyedenként
nagyon kiilénb6z6 volt, a legkorabban (Ct = 13,71) és legkésobb (Ct = 35,98) detektalt
minta atlépési pontjai kozott 22 ciklus volt a kiilonbség. A 7. napon a koncentraciok
kevésbé szortak, a Ct értékek 25,64 és 31,67 kozé estek, azonban a 76110-es szamu
kecskénél a 7. napi pozitivitast, amelyet nested RT-PCR-rel mutattunk ki, a valés idejii

PCR nem erdsitette meg. Mind koziil a legmagasabb koncentracidt a 76967-es szamu
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kecske 6. napi mintdjaban mértiik, amelynek virustartalma nagysagrendileg a standard-

ként hasznalt fertdzott szopods egér agyszuszpenzid 1:10-es higitasanak felelt meg.

6.2.5. KEV kimutatasa az el6z6leg immunizalt fertozott kecskék tejébol szopos egérbe

oltassal és RT-PCR-rel

Ot immunizalt, majd KE virussal megfertézott kecskét minden nap megfejtiink a
fertézést kovetden, és megvizsgaltuk a tejmintaikat szopds egérbe oltassal, hogy
megtudjuk, iiritik-e a fert6z6 KE virust a tejiilkkel az immunizalas ellenére. Az egerek
allapotat naponta kétszer ellendriztiik 10 napon keresztiil, és csak egy csoportban
tapasztaltunk elhullast. Ezt a csoportot a kecskék fert6zését kovetd masodik napon fejt
tejjel oltottuk be. Ugyanannak a kecskének a tovabbi napokrdl szarmazd tejmintai
azonban nem okoztak semmilyen tiinetet, és az elhullott egerek agyat nested RT-PCR-
rel megvizsgalva sem tudtunk virust kimutatni. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az

egerek halalat valoszintileg aspecifikus (feltehetdleg bakterialis) fertdzés okozhatta.

6.2.6. KEV kimutatasa fert8zott tejbdl hdkezelést kovetden, szopds egérbe oltissal

Az egérkisérletek eredményeit a 4. tablazat foglalja 6ssze. Két kecske tejmintait
vizsgaltuk, melyek koziil az egyiknek a teje nagy mennyiségli virust tartalmazott

(76967. szamu), a masiké kevesebbet (77702. szam).

hékezelés
tej pool szobahdmérséklet
kezeletlen
eredete 65°C 100°C
3h 6 h 12h | 24h | 48h | 5min | 15min | 30 min | 3 min
77702.
sz. 4 tfu 4tfu | 4tfu | 4tfu | 5tfu | 5tfu nt nt nt nt
kecske
76967.
SZ. 3 tfu 3tfu | 3tfu | 4tfu | 4tfu | N.a. | 4tfu 4 tfu 4 tfu nt
kecske

4, tablazat. Fert6z6 KEV kimutatisa hokezelt tejbdl szopds egérbe oltassal. A szamok azt jelzik, hany
nappal a beadas utan kellett eutandziaban részesiteni a szopds egereket a fertézés egyértelmi tiinetei

miatt. tfu = tlinetek a fert6zés utan; nt = nem tapasztaltunk a fert6zésre utalé tiineteket. N. a. = nincs adat.

A 77702-es szamu kecske esetében a kezeletlen fert6z0 tej a beadas utani 4. napon
a szopods egerek elhullasat okozta. Szobahémérsékletii inkubacio utan a tej még mindig

fert6z6 maradt, €s az sszes egér elpusztult téle az inkubdacié idétartamatol fliggetlentil.
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A virus még 2 napi szobahdmérsékleti inkubacié utan is fertézoképes volt, bar a
tiinetek kicsivel késobb jelentkeztek, mint a kontrollnal. A tej 65°C-os hokezelésével
azonban sikeriilt megeldzni az egerek fertézodését még a legrovidebb inkubécios 1d6 (5
perc) esetén is. Mivel a 65°C-os hokezelést altalaban hosszabb ideig szokas alkalmazni,
az, hogy esetiinkben még 5 perc is elegend6 volt a KEV inaktivalasahoz, a felhasznalt
tejminta kis térfogataval fiigghet 6ssze. A 100°C-os kezelésbdl 3 perc elegendd volt,
hogy megeldzze a szopds egerek fertdzddését.

Amikor a magasabb virustartalmt tejjel kisérleteztiink, a szobahdmérsékletli
inkubdcio a fentiekhez hasonld eredményt hozott: a virus fertézéképes maradt két nap
utan is, de a tiinetek hosszabb inkubacios id6t (12-48 orat) kovetden kissé kés6bb
jelentkeztek. Figyelemre mélto, hogy a 65°C-os hdkezeléssel ennél a tejnél nem lehetett
megeldzni a fertdzést, mert még 30 perces inkubécié utan is fertdzd maradt, bar a
tiinetek ekkor kicsivel kés6bb jelentkeztek, mint a kezeletlen kontroll esetében. A 3
perces 100°C-os hdkezelés itt is ugyanolyan hatasos volt, mint a masik tej pool

esetében, egy egérnél sem tapasztaltunk a fertdzésre utalo tiineteket a kisérlet végéig.
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7. MEGBESZELES

7.1. Lakhegyi jarvannyal kapcsolatos eredmények

Egyes kozlemények szerint a tapcsatorna ttjan valo terjedés a kullancsencephalitis
esetében kis jelentdségli jarvanytani szempontbol, mert ezek a fertézések kevésbé
gyakoriak, mint azok, amelyek kullancscsipést kdvetden alakulnak ki. Magyarorszagon
azonban szamos alkalommal fordult mar eld tej eredetli kullancsencephalitis
megbetegedés, és ezek nemcsak kiilonallo esetek illetve csaladi halmozddéasok voltak,
hanem t6bb tucat beteget érint0 jarvanyok is (Bélapatfalva, 1992; Lakhegy, 2007).

A 2007-es jarvany soran 154 embernél allt fenn a KEV-fert6zés veszélye, akik
mind ittak egy bizonyos kecskefarmrdl szarmazo tejbdl, és a tejet nyersen, forralas
nélkiil fogyasztottak. Kés6bb koziiliik 31-nek alakultak ki kiilonboz6 tiinetei, amelyek a
legtobb esetben jellemzdek voltak a KE-re, és 25 betegnél a szeroldgiai eredmények
igazoltak is a friss KEV-fert6zést. Ezek koziil a betegek koziil egynek sem szerepelt
ismert kullancscsipés az elétorténetében, igy feltételezhetd volt, hogy a kecsketej volt a
fertdz¢s forrasa.

A Viralis Zoonoézisok Nemzeti Referencia Laboratériuma klinikusokkal,
allatorvosokkal és epidemiologusokkal egyiittmiikodésben alaposan kivizsgalta ezt a
jarvanyt. Vérmintakat gyijtottiink a farmon tartott kecskékt6l, hogy ellenanyag-
vizsgalat segitségével azonositsuk a fertdzott allatokat, és olyan emberektol is veért
vettiink, akik ittak a tejb6l, de nem voltak tiineteik, igy lehetéség nyilt az esetleges
tiinetmentes fertézések felderitésére is.

Tobbféle diagnosztikus modszert alkalmaztunk a kecske vérmintdk vizsgalatara,
hogy biztosan helyes és pontos eredményeket kapjunk. A human rutindiagnosztikaban
hasznalt indirekt immunfluoreszcens vizsgalat erésen aspecifikusnak bizonyult, amikor
kecskemintakkal dolgoztunk, ezzel a modszerrel ugyanis szinte minden vérsavo reaktiv
volt. A hemagglutinacié gatlasi proba megbizhatobb ¢és jobban elkiilonithetd
eredményeket adott, kiilondsen miutan az aspecifikus hemagglutinineket és
inhibitorokat alaposabban eltavolitottuk a mintakbol, azonban mégis tigy dontdttiink,
hogy nemcsak az ellenanyagok teljes hianyat, hanem az alacsonyabb HAG titereket
(1:80 alatt) is negativnak értékeljiikk, mert az ilyen HAG titeri mintakbol tobb is

negativnak bizonyult neutralizacidval és/vagy ELISA-val vizsgalva.
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Megjegyzendd, hogy az IIF festddés értékelésében jelentds szerepe van a
szubjektiv megitélésnek, azonban vannak egyértelmi jelek, amelyek alapjan a
kullancsencephalitis ellenanyagok esetén az aspecifikus kép megkiilonboztethetd a
specifikustol. A specifikus festddés kullancsencephalitis IgG ellenanyagvizsgalat esetén
mindig a citoplazmaban lathato, sok esetben egy jol koriilhatarolt fluoreszkalod képlet,
mely a sejtmagra sapkaszertien, kb. félhold formaban réborul (7. abra). IgM vizsgalat
esetén szort, aprd szemcseszeri a kép. Ezzel szemben az aspecifikus festddés
egyértelmi jele a fluoreszcencia a sejtmagban, nukleoluszban, illetve ha az Gsszes sejt
egyforman fest6dott. Mivel a rutinos leolvasd viszonylag konnyen meg tudja itélni,
specifikus-e a festédés, az IIF modszer egyéb elényei miatt is (gyors, gazdasagos) a KE
laboratériumi diagnosztikdjanak alapja.

A mikroneutralizacios teszt és a modositott ELISA nagyon specifikus és hatékony
modszernek bizonyult a kecske vérsavobdl vald anti-KEV ellenanyagok kimutatasara,
ezért mindkett6t érdemes a jovoben megerdsitd vizsgalatként alkalmazni.

Mivel a kiilonb6z6 modszerekkel nem teljesen egybevagd eredményeket kaptunk,
a kecske mintdk végso értékelésekor a kdvetkezOket mondhatjuk. A 69 fejt kecskébdl
kettonek a vérsavoja volt minden modszerrel egyértelmiien pozitiv eredményti, vagyis
reaktiv az anti-KEV IgG tipusu ellenanyagokra. Az egyik ilyen pozitiv vérsavo a KEV-
specifikus IgM-re is pozitiv volt, ami azt jelenti, hogy ily médon sikertiilt azonositanunk
egy aktudlisan fertdzott kecskét. Mivel a kecskék vérmintait a huméan megbetegedések
észlelése — és kovetkezésképp hetekkel a fert6zott tej ivasa — utdn vették, nagyon
valoszinli, hogy ennek az allatnak a teje okozhatta az emberek fertdzését. Arra is
kovetkeztethetiink ebbdl az eredménybdl, hogy a kecskéket aktualisan olyan teriileten
legeltették, ahol fert6z6 kullancsok eldfordultak. A tobbi kecske, amelyeknek a
vérsavoja IgG-pozitiv volt HAG probaval és neutralizacios teszttel, és kétes ELISA-val,
feltehetdleg korabban vészelhette 4t a KEV fertzest.

Az egymassal rokon flavivirusok ellen termelt ellenanyagok kozotti
keresztreakcid jol ismert jelenség, amely megfigyelheté a Magyarorszagon jelen levd
KEV ¢és Nyugat-nilusi virus (WNV) kozott is. Ez problémat jelenthet a betegek
szerologiai eredményeinek értelmezésekor, bar a Nyugat-nilusi virussal valo fert6zddés
eddig meglehetésen ritka volt Magyarorszagon, és 2008-ig a két virus foldrajzi

eloszlasa kozott nem is volt atfedés, tehat aki nem utazott el az egyik virus endémias
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teriiletérél a masikéra, az nem fert6zodhetett mindkettovel, csak az egyikkel. Az itt
targyalt 2007-es vizsgalatban a kecskék vérsavoit WNV elleni ellenanyagokra nem
teszteltiik, de mivel azota a Nyugat-nilusi virus tovabb terjedt az orszag nyugati része
felé, ahol a KEV endémias, ma mar sziikség lenne erre a megerdsit6 vizsgalatra is, hogy
a keresztreakciot kizarhassuk.

A kecskefarmon a kecskék tejét sszekeverték, ezért azt nem lehetett mar utdlag
visszakovetni, hogy mely allat(ok)to]l szarmazott a human fertézéseket okozo tej. Még
ha rendelkezésre is allndnak egyedi tejmintak, és ki tudnank mutatni beldliikk a viralis
RNS-t, akkor sem hasonlithatnank azt 6ssze az emberekben jelen levd viruséval, mert az
emberi vérmintakat akkor vették, amikor az idegrendszeri tiinetek megjelentek, és a
legtobb esetben ekkorra mar a viralis RNS eltlinik a vérb6l. Az azonban figyelemre
méltd, hogy az egy, vagy legfeljebb két allattél szarmazd virus ennyi embert
megfertézott még higitott formaban is, hiszen a nem fertdz6 tejjel valdo keverés
tulajdonképpen higitas. Ebbdl arra is kovetkeztethetiink, hogy a nyers tej fogyasztasa
jelentds egészségligyi kockazattal jar, kiilonosen olyan teriileteken, ahol gyakran
eléfordulnak KE esetek, azaz a természeti gocokban, ahol az éllatok is kapcsolatba
kerilhetnek a kullancsokkal, és fert6z0dhetnek a KE virussal.

A jarvany kiindulopontja Zala megyében volt (Lakhegyen), ami az orszag
leginkabb KEV-fert6zott része, és ahol mar kordbban is tobbszor eldfordultak tej
eredetil fertézések. Ennek ellenére a hat tiinetmentes személynek, akiknek a vérmintaja
rendelkezésre allt laboratoriumi vizsgalat céljaira, nem volt anti-KEV ellenanyag a
vérsavdjaban, hasonloan ahhoz a hat beteghez, akiknél mésodik fazisra jellemz6 tiinetek
nem voltak megfigyelhetdk; igy sem lappango, sem tiinetmentes fertézést nem talaltunk
a fert6zésnek kitett embereknek ebben a csoportjaban. (A 6 beteg csak elsé fazisra
jellemzd, fOként gasztrointesztindlis tlineteire magyarazatot adhat, hogy a kecskék
takarmanyanak elemzésekor T-2 mikotoxint talaltak, ami szintén belekeriilhetett a
tejbe.) Egy tobb f6bdl allo kontroll csoport vizsgalata még pontosabba tehette volna az
Osszképet, de az anyagi korlatok miatt csak ennyi minta vizsgalatara volt lehetdség.

A tej eredetli fert6zéseket konnyen el lehetne keriilni, ha fogyasztas el6tt a tejet
felforralnak, mivel a megfelelé hékezelés inaktivalja a virust. A jarvanyiigyi vizsgalat
soran azonban kideriilt, hogy a kikérdezett személyek nagy része azért itta szandékosan

nyersen a tejet, mert a kozfelfogas szerint az hatasos természetes gyogyszer bizonyos
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kronikus betegségek (pl. allergia, cukorbetegség stb.) ellen. Az emberek tigy gondoljak,
hogy ez a jotékony hatds megsziinik, ha a tejet hokezelik, ezért a legtobb esetben nem
forraltdk azt fel, miel6tt megittdk. Mivel az egészséges és ,,bio” ¢életmdd egyre
népszerlibb, szamithatunk rd, hogy még tobben fognak nyers tejet és pasztorozetlen
tejbdl késziilt tejtermékeket fogyasztani.

Fontos azt is megemliteni, hogy az dsszes beteg és a fertézésnek kitett, egészséges
személy olyan teriileten €lt, amelyrdl kdzismert, hogy fert6zott kullancsencephalitisszel,
azonban ennek ellenére egyikiik sem volt beoltva KEV ellen, bar az oltdanyag kaphato a
gyogyszertarakban, és minden évben szezondlis médiakampanyok tajékoztatjdk a
lakossagot a veszélyrdl. Kovetkezésképp, az oltds hatdsat a tdpcsatorna utjan valod
fertdz6dés kockdzatara ebben a vizsgalatban nem volt mddunk felbecsiilni. A
laboratoriumba érkez6 vizsgalati anyagok adatainak felvételekor mindig rakérdeziink,
kapott-e a beteg korabban oltast (KE és/vagy sargalaz), illetve tud-e arrdl, hogy
korabban atvészelte volna a KE fert6zést, valamint, hogy a betegségét megel6zéen
utazott-e valamerre (kilfoldi utazast is beleértve), hogy a kapott vizsgalati
eredményeket helyesen tudjuk értelmezni.

Kétségtelen, hogy gondos szervezésre €s figyelemre van sziikség, ha a jovoben el
akarjuk keriilni a tej eredetii jarvanyokat, amelyek fontos jellemzdje, hogy a tapcsatorna
utjan val6 terjedés miatt nemcsak egy, hanem szdmos ember megbetegedhet akar
egyetlen fert6zott kullancstdl (amely megesipi a tejeld allatot). A 2007-es jarvany
felhivta a figyelmet a kullancs altal terjesztett fert6zések élelmiszer utjan vald
terjedésére, valamint arra, hogy az embereket nyomatékosabban kell figyelmeztetni a

nyers tej fogyasztasanak veszélyeire.

7.2. Kecskék kisérleti fertozésével kapcsolatos eredmények

Nyers tejjel terjedd kullancsencephalitis esetek szinte minden évben eléfordulnak
Magyarorszagon ¢€s a tobbi orszégban is, ahol endémias a KEV. Tudomdasunk szerint a
kecskék, a tehenek és a juhok nem betegszenek meg a KEV-fertzéstdl, és ugy tiritik a
tejiikkel a virust, hogy kozben semmilyen a fertdzésre utalo tiinetet nem mutatnak. A
kecskék KEV-fert6zésének ¢lettani jeleit tanulmanyozd vizsgéalatbol azonban
meglehetdsen keveset ismeriink.

Ebben a kisérletben tiz kecskét fertdztiink meg €16 KE virussal, és a kovetkez6

napokban nyomon kovettiik a testhdmérsékletiiket. Koziiliik 6t naiv allat volt, 6tot pedig
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elézéleg immunizaltunk két adag human oltéanyaggal, hogy megtudjuk,
megakadalyozhato-e az oltassal a kecskék fertdzodése, és megeldzheto-e ezaltal a
virémia. Tiz nem fert6zott kecske (6t naiv és Ot immunizalt) testhdmérsékletét is
rendszeresen mértiilk, és ezeket az adatokat hasznaltuk a statisztikai elemzésben
kontrollként. A hdomérsékleti adatok elemzése (két szempontos ANOVA modszer)
megmutatta, hogy sem a fertdzés, sem az immunizalas nem okozott jelentds novekedést
az allatok testhémérsékletében p<0,05 mellett. gy tehat lazas allapotot nem tudtunk
Kimutatni, a kiilonboz6 kisérleti csoportokban a kecskék lathato tiinetek nélkiil vészelték
at a fert0zést.

A kisérletileg fertdzott kecskéket naponta megfejtiik, hogy meghatirozzuk azt az
1ddszakot, amelyen beliil a KEV {iriil a tejjel, illetve hogy megtudjuk, az immunizélassal
meg lehet-e elézni a virusiiritést. A mintakat klasszikus (egérbe oltas) és modern (PCR)
virologiai modszerekkel vizsgaltuk meg. Minden naiv fert6zott kecske tejébdl ki tudtuk
mutatni a virust, bar az id6intervallum, amig a fertéz6 KEV kimutathatd volt a tejbdl,
egyedenként kissé eltért. A legrovidebb {iritési idétartam két nap volt (a fertézést kovetd
6. és 7. nap), de amelyik allatnal ezt tapasztaltuk, annak a tejébol a 13. napon ismét ki
tudtuk mutatni a fert6z0 virust egéroltassal. A leghosszabb {iritést nem tudtuk
meghatarozni, mert az egyik kecske tejébdl a kisérlet végén, 23 nappal a fertdézés utan is
kimutathat6 volt a KEV. Ennek az allatnak a tejét érdemes lett volna tovabb vizsgalni,
azonban a kisérleti allatok tartasara csak korlatozott ideig volt lehetdség. Az allatoltasok
eredményeit KEV-specifikus nested RT-PCR vizsgalatok eredményeivel hasonlitottuk
Ossze. A varakozasokkal ellentétben a PCR-t nem taldltuk érzékenyebbnek az
allatoltasnal, amire magyarazat lehet, hogy a tejbdl vald6 RNS-izolalas nem volt elég
hatékony.

A korabban immunizalt kecskék fertézése utan nem tudtunk fert6z6 KE virust
kimutatni a tejmintakbol egérbe oltassal, ami arra utal, hogy az immunizalas
megakadalyozta a virusfertdzés és a virémia kialakuldsat. Tehat az emberi oltéanyag,
amit az immunizaldshoz hasznaltunk, kecskéknek beadva is hatasos volt és kivaltotta a
megfeleld immunvélaszt.

Az alapjan, hogy mely napokon tudtuk a legtobb mintabol kimutatni a KE virust,
kivalasztottuk a tejmintdk egy csoportjat, hogy ezekben meghatirozzuk a virus

mennyiségét real-time RT-PCR-rel. Az eredmények azt mutattak, hogy a tejjel liritett
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virus koncentracidja egyedenként nagyon kiilonb6zd lehet. A relativ koncentracidkat
egy virus higitasi sor tagjaihoz viszonyitottuk, és azt talaltuk, hogy a legmagasabb
virustartalmt minta attol a kecskétdl szarmazott, amelynek egy jol lathato cstcs volt a
testhdmérsékleti gorbéjén a kovetkezO napon. Ez a homérsékleti cstics azonban az
elemz6 program szamitasai szerint nem volt statisztikailag szignifikans. Ez felveti
annak lehetdségét, hogy a virusrészecskék nagyobb koncentracioja okozhatott kisebb
héemelkedést ennél az allatnal. Mivel eddig ilyen megfigyelésrél nem volt tudomasunk,
¢s a jelenleg elfogadott nézetek szerint a kecskék tiinetmentesen vészelik at a KEV
fert6zést, felmeriil a kérdés, vajon a fert6z6 szuszpenzionak volt-e olyan magas a
virustartalma, hogy ilyen reakciot valtson ki, és/vagy ennek az egyednek a szervezete
volt fogékonyabb, vagy reagilt eltérden a fertdzésre valamilyen okbol. Hogy a fertézott
kullancsok csipésével mennyi virion jut a gazdaallat szervezetébe, arr6l egyel6re nincs
irodalmi adat, igy lehetséges, hogy a mesterséges fert6zéssel bejuttatott mennyiség ettdl
Iényegesen eltér.

Masrészt viszont a legtobb megvizsgalt tejminta sokkal kevesebb virust
tartalmazott, mint a fent emlitett. A vizsgalt 10 tejmintabol egynél az egéroltassal
kimutatott virusmennyiség a real-time RT-PCR modszer érzékenységi kiiszobe ala esett,
bar minden allat ugyanakkora fert6z6 virusdozist kapott. Mivel a gyakorlati
lehetdségeink csak egy standard virushigitasi sor eredményeivel vald 0sszehasonlitast
tettek lehetdvé, az érzékenységi kiiszob konkrét értékét nem tudtunk meghatdrozni. A
PCR modszer tovabbi optimalizalasaval és tobb standard sor alkalmazasaval pontosabb,
megbizhatobb eredményeket kaphatunk. A virusiirités iddtartama és a tejjel iiriilé virus
mennyisége kozotti nagy egyedi kiilonbségek arra a nyilvanvalé tényre is felhivjak a
figyelmet, hogy szamos élettani tényezd befolyasolja a virus gazdaszervezeten beliili

terjedését, illetve tejjel valo iiriilését.

7.3. Fertozott tej hokezelésével kapcsolatos eredmények

Két kecske fertdz6 tejmintaibol egy-egy poolt készitettiink, és ezekbdl megegyezd
térfogatu adagokat kiilonbozé homérsékleteken kiilonboz6 iddtartamokig hokezeltiink.
A héztartasokban bevett gyakorlat modellezésére harom homérsékletet valasztottunk: a
szobahdmérsékletet, hogy utanozzuk a hiités nélkiil hagyott nyers tej allapotat (amelyet
sajt vagy tar6 készitésére hasznalnak), a 65°C-ot, hogy szimulaljuk a melegitett, de nem

felforralt illetve magasabb hémérsékleten pasztérozott tej hokezelését, és a 100°C-ot
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mint forraldsi homérsékletet. (Megjegyezziik, hogy a 65°C koriili hémérsékletet is
hasznaljak a gyakorlatban mint pasztorozési homérsékletet, de ez mindig hosszabb
idotartammal — 30 perc — parosul. Ezért az itt kapott eredményekbdl a pasztorozésre
vonatkozo6an nem tudunk altalanos kovetkeztetéseket levonni.)

Amikor szopds egerek agyaba oltottuk, a magasabb virustartalmt tej pool az
allatok halalat okozta a beadas utani 3. napra, mig a masik pool, amelynek alacsonyabb
volt a virustartalma, a 4. napra Olte meg az egereket. A tej poolok szobahOmérsékleti
inkubacidja nem elézte meg a szopds egerek haldlos fert6zodését, bar hosszabb
inkubécios 1d6t kovetden (tobb mint 12 ora utan) az allatok halala valamivel késébb
kovetkezett be, valdsziniileg azért, mert az inkubacié soran csokkent a fertdzdképes
virusmennyiség. Ezt mindkét tej pool esetében megfigyelhettiik. A 65°C-os kezelés,
amely a tej forralas nélkiili melegitését jelképezte, eltérd eredményt hozott a két
poolnal. Az alacsonyabb virustartalmt pool 5 perces vagy hosszabb 65°C-os kezeléssel
elvesztette a fert6zoképességét, a magasabb virustartalmu pool azonban megtartotta azt
még 30 perc melegités utan is. A 3 percig tartd 100°C-os hdkezelés mindkét pool
esetében megsziintette a fertdzoképességet.

Ennek a vizsgalatnak az eredményei is alatdmasztjak, hogy a nyers kecsketej
fogyasztasat keriilni kell a virusfertézés kockazata miatt, és a kozonséges haztartasi
korilmények kozott a tej eredetli KE elkeriilésének legegyszeriibb és legbiztosabb
modja az, ha felforraljuk a tejet, miel6tt megisszuk vagy feldolgozzuk, mivel a
lehetséges fertdzd virustartalom az egyszerli melegitést tulélheti. Ha a fogyasztd
ragaszkodik a forralatlan tej ivasahoz, egy masik megoldas a kecskék immunizalasa
lehet a KEV endémids teriiletein, ugyanis az eredményeink szerint az immunizalt
allatok teje nem volt fert6z6. Ez az eljaras azonban még mindig nem védi ki teljesen a
nyers tej fogyasztasaval jar6 veszélyeket, hiszen a KE viruson kiviil szamos, szintén
sulyos korképeket okozé patogén fordulhat eld a nyers tejben.

Tovabbi vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy kideritsiik, milyen hosszu ideig
marad meg ez az immunitds a kecskékben, illetve hogy a természetesen szerzett
immunitds naluk is élethosszig tart-e, ahogyan az embernél, mert az endémids
teriileteken a nyers tejet fogyasztok szamara a legigéretesebb lehetdség a KEV-fertdzés

megeldzésére az lenne, ha a kecskéket immunizalnak.
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Nincsenek kereskedelmi forgalomban a kecskék oltasara kifejlesztett KEV elleni
oltéanyagok. Az oltds még az emberek szdmara is csupan egy lehetdség, bar azok
szamara, akik forralatlanul isszék a tejet, ez erdsen ajanlott megel6zési mod lenne. EQy
farmerek korében végzett tanulmany szerint azok, akik tudatdban vannak a kockazatnak,
kisebb valoszintiséggel isznak nyers tejet, igy a tOmegtajékoztatasra nagy hangsulyt
kellene helyezni. A pasztérozetlen tej fogyasztasa azonban egy bizonyos életmod része
is lehet, és ebben az esetben az embereket nehezebb meggydzni, hogy valtoztassanak
azon. Ezen kiviil az ilyen életm6d magéaban foglalhatja az oltdanyagok és gyogyszerek
korlatozott hasznalatat is, ami a megeldzési stratégiat még tovabb bonyolithatja.

Magyarorszagon jelenleg a nyers tej vizsgalatardl szold 16/2008. (II. 15.) FVM-
SZMM egyiittes rendelet van érvényben. Ez a 3.§-ban kimondja: az emberi fogyasztasra
¢s feldolgozasra szant nyers tej akkor hozhaté forgalomba, ha a termelés feltételei,
illetve a nyers tejre vonatkozo kovetelmények megfelelnek az élelmiszer-higiéniarol
sz0l6, 2004. aprilis 29-1 852/2004/EK eurdpai parlamenti €s tanacsi rendeletben, a
853/2004/EK rendeletben, valamint e rendeletben foglalt kovetelményeknek. A
853/2004/EK rendelet III. mellékletében olvashatdk a nyers tejre vonatkozo szabalyok.
A nem tehéntdl szarmazd nyers tej dsszcsiraszama 30°C-on ml-enként <1 500 000, ha
azonban a tehéntdl kiilonbozo fajok nyers tejét hokezelést nem tartalmazéd folyamat
soran nyers tejjel késziilt termékek eldallitasara szandékozzak felhasznalni, az
¢lelmiszeripari vallalkozoknak Iépéseket kell tennilik annak biztositasara, hogy a
felhasznalt nyers tej Osszcsiraszama (30°C-on ml-enként) <500 000 legyen. A nyers tej
hatosagi ellendrzése pillanatnyilag els6sorban bakteriologiai ¢és toxikologiai
vizsgalatokat foglal magaba, nincs kiilon szabdlyozas a kullancsencephalitis virusra
illetve a kecsketejre vonatkozoan. Az illetékes Mezbgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal
véleménye szerint a virusokkal torténd foglalkozéas orvosegészségiigyi feladat, és
jelenleg KEV kimutatast valoban csak a human egészségiigy végez, tehat csak akkor

keriil rd sor, amikor felmertilt a tej eredetli fert6zédés gyanuja.
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8. KOVETKEZTETESEK

8.1. Lakhegyi jarvany felderitése: human és kecske mintak vizsgalata

A kecskék tejével iiriild6 KEV elég tomény ahhoz, hogy higitva is képes
legyen megfert6zni az embert, hiszen 69-b6l csak néhany kecskénél
mutattuk ki, hogy atvészelte a KE fert6zést, és minddssze egynél volt
igazolhaté a kozelmultban lezajlott fert6zés, igy feltételezhetéen ezen
allat(ok) teje okozta az emberi megbetegdéseket. A virussal fertézott tej a
tobbi — szeronegativ — kecskééhez keverve is elég volt a fertdzéshez.

A rutindiagnosztikai médszerek koziil a kecskevéreket nem elég csak IIF
vizsgalattal megnézni, sziikség van HAG és/vagy neutralizacio végzésére
is, hogy kiszlirjiik az aspecifikus reakciokat.

A lengyel fejlesztésii, kompetitiv gatlason alapuldé ELISA modszer az
ellendérz6 vizsgalatok alapjan pontos, specifikus és reprodukalhato
eredményt ad kecskevér mintakkal, ezért célszeri megerdsitd
vizsgalatokhoz alkalmazni kérdéses eredmények esetén.

A KEV endémiés teriiletein tovabbi tdjékoztatdsra van sziikség, amely a
kullancscsipés kockazata mellett kitér a nyers tej fogyasztasanak

veszélyeire is.

8.2. Kecskék KEV ferté6zésének vizsgalata

Kisérletileg KE virussal fert6zott kecskék ¢és a kontroll allatok
testhomérsékleteinek Gsszehasonlitasaval statisztikailag is igazolhato,
hogy a kecskéknél nem okoz testhdmérséklet-emelkedést a KEV fertdzés.
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 gydgyszertarakban beszerezheté human

oltéanyaggal is.
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8.3. A fert6z6 kecsketej hokezelési lehetéségeinek vizsgalata
» A KEV tartalmi, hoékezelés nélkiili Kkecsketej szobahdmérsékletii
inkubdaciot kovetden (tehat pl. aludttej, tiro stb. készitésekor) is megtartja
fert6zOképességét még 2 nap utan is.
= A KEV tartalmu kecsketej 65°C-os hodkezelése nem inaktivalja
biztonsaggal a tejben levé KE virust, ha az nagy toménységii.

= A kecsketejben levé KEV inaktivalasahoz elegend6 3 perc forralés.
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9. OSSZEFOGLALAS

2007 augusztusaban 154 fertdzésnek kitett emberbdl 25 betegedett meg egy
magyarorszagi kullancsencephalitis jarvanyban. Egyik betegnek sem szerepelt
kullancscsipés az eldtorténetében, viszont mindannyian ittak egy kecskefarmrol
szarmazo6 nyers tejbol. A klinikai diagnozisok megerdsitése mellett azonositani kivantuk
azokat a kecskéket, amelyek korabban vagy frissen fertézodtek KE virussal, és igy
tirithették azt a tejiikkel. A farm 75 kecskéjétdl vett vérmintat vizsgaltuk meg kiilonb6zo
szerologiai modszerekkel: indirekt immunfluoreszcenciaval, hemagglutinacio gatlassal,
mikroneutralizacioval és ELISA-val, hogy meghatarozzuk a savok anti-KEV
ellenanyagszintjét. A négy modszer eltérd specificitasiinak bizonyult. A legkevésbé az
IIF volt specifikus, ezzel minden savoban mutatkozott egy alacsony titer. A masik
harom maddszer eredményeinek Osszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy két savé volt
pozitiv anti-KEV 1gG-re és egy anti-KEV IgM-re. Azt is megallapitottuk, hogy a
kecskék kiilonbozd modszerekkel kapott szerologiai eredményeit 6ssze kell vetni a
végso diagnodzis eldtt, mert a modszerek specificitdsa jelentdsen eltér.

A nyers kecsketej altal okozott emberi KE megbetegedések ¢és a friss kisérleti
adatok hidnya vetette fel egy kecskékkel végzett kisérlet tervét, hogy tanulmanyozzuk a
kecskék KEV fertdzésének esetleges jeleit, a tejjel vald virusiiritést €és a human esetek
megel6zésének lehetéségeit. Ezért tiz kecskét (melynek felét elézéleg immunizaltuk)
megfertéztiink KE virussal, tizet pedig kontrollként megfigyeltiink (5 immunizalt és 5
naiv). Az allatok allapotat és testhémérsékletét feljegyeztiik, és naponta fejtiik 6ket. A
kisérlet soran a fert6zott allatoknal nem tapasztaltunk tiineteket és a kontrolloktdl jelen-
tosen eltéro testhomérsékletet. A viralis RNS-t RT-PCR-rel, a fert6z6 virusrészecskéket
szopoOs egerek intracerebralis oltasaval mutattuk ki a tejbdl. A fert6z6 virionokat 8-19
(23) napig mutattuk ki (tovabb nem vizsgaltuk), a virusgenomot PCR-rel 3-18 napig. Az
immunizalt kecskék nem iiritették a virust. A hdkezelés hatisat is megvizsgaltuk
kiilonb6z6 mennyiségli virust tartalmazo tejmintdk esetén. A 30 perc 65°C-on valo
melegités nem inaktivalta a nagyobb mennyiségii virust, a tej 3 perces forralasa utan
azonban nem tudtunk infektiv virust kimutatni szopos egerek intrakranialis oltasaval.

Ezeket az eredményeket célszerli figyelembe venni, ha a tej eredetli human
betegségeket szeretnénk megeldzni akar a kecskék/emberek immunizalasaval, akar a tej

hoékezelésével.

61



DOI:10.14753/SE.2012.1741

10. SUMMARY

A tick-borne encephalitis (TBE) outbreak involving 25 patients of 154 exposed
persons occurred in Hungary in August 2007. None of the patients had a history of tick-
bite, however, all of them drank unpasteurized raw goat milk from the same farm. Beside
confirming the suspected clinical diagnosis of patients, we tried to identify the goats on
the farm which had a previous or actual TBEV infection and could have spread the virus
through their milk. Blood samples were taken from 75 goats on the farm and were
examined by various serological methods, namely indirect immunofluorescent assay,
hemagglutination inhibition, microneutralization and ELISA, to determine antibody levels
in the serum. The four methods have proved different levels of specificity. The least
specific was the indirect immunofluorescence (11F) assay, which showed a low titre in all
sera. Comparison of the results of the other three methods indicates that two sera were
positive for anti- TBEV IgG and one for anti-TBEV IgM. It has also been concluded that
serological results for goats by the different methods should be compared before final
diagnosis because the specificity of methods in use can differ significantly.

The cases of human TBE caused by raw goat milk and the lack of recent expe-
rimental data suggested the design of an experiment on milking goats to study the
possible clinical signs of TBE in goats, the virus spread in milk, and the options to pre-
vent human TBEV infection. Therefore, ten goats (half of them immunized previously)
were challenged with infectious TBEV, and 10 were left uninfected (5 immunized and 5
naive controls). Clinical signs and body temperatures of the animals were recorded and
milk samples were collected daily. Presence of viral RNA and infectious virions were
detected by RT-PCR and intracerebral inoculation of suckling mice, respectively. During
the experiment, the infected animals did not show any clinical signs or fever compared to
uninfected ones. Infectious virions were detected for 8-19 (23) days from the milk
samples (genome for 3-18 days by PCR) of infected goats (further not investigated).
Immunized goats did not shed the virus by their milk. Milk samples containing different
amounts of infectious virions were subjected to heat treatment and re-tested afterwards by
mouse inoculation. Heating milk for 30 min to 65°C did not inactivate higher virus con-
tent, but after 3 min boiling, infectious virus was not detected by intracranial inoculation
of suckling mice. These data could be considered in the prevention of human milk-borne

TBEV cases either by immunization of goats/humans or heat treatment of milk.
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13. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom témavezetOmnek, dr. Berencsi Gyorgynek, amiért lehetové
tette, hogy az OEK Virusdiagnosztikai osztalyan végezzek kutatomunkat. K6szonom dr.
Ferenczi Emékének, hogy javaslataival segitette elorehaladasomat és 6nall6 munkamat,
valamint hogy kiterjedt nemzetk6zi kapcsolatai révén a témaval foglalkozé kiilfoldi
kutatokkal is 6sszeismerkedhettem.

Koszonet illeti dr. Takacs Mariat és dr. Szomor Katalint az OEK Virologiai
foosztalyan, akikre mindig szédmithattam, ha valamilyen tandcsra, segitségre volt
sziikkségem a munkam soran. A belém vetett bizalmuk sokat jelentett nekem, és segitett,
hogy kitartsak akkor is, ha problémak adodtak a munkamban.

Ko6szondm az OEK Virusdiagnosztikai osztdlyan dolgoz6 minden kolléganak,
kiilonos tekintettel a Virdlis Zoono6zisok Nemzeti Referencia Laboratériuméban dolgozo
munkatarsaknak, hogy tiirelemmel és segitdkészséggel voltak irantam, valamint az OEK
Allathdz munkatarsainak az allatkisérletek soran nyujtott segitségét. Koszonom Németh
Andrasnak a statisztikai elemzésben nyujtott értékes segitségét.

Koszonom az EDEN projekt (GOCE-2003-010284 EDEN), a Med Vet Net
(MedVetNet WP31 Food producing animals as a potential source of emerging viral
zoonoses) ¢és az OTKA (K 81258) anyagi tamogatasat, amely révén a munkamhoz
sziikséges targyi feltételeket meg tudtuk teremteni.

Hélas vagyok dr. Kapusinszky Beatrixnak és Malikné Dencs Agnesnek, akik
amellett, hogy kollégaként sok hasznos 6tlettel és inspirald beszélgetéssel szolgaltak az
évek soran, még baratnak is nagyszeriiek.

Elismerés illeti csaladomat, mert mar lassan két évtizede tiirelmesen és elnézden

viselik, hogy még mindig biologus szeretnék lenni.
Végiil, koszondm kedvesemnek, Ivanits Zoltdnnak, hogy 0sztonzott, mellettem

allt és példat mutatott, és mindvégig hitt abban, hogy van erdm megvaldsitani a

céljaimat.
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