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Osszefoglalas

A Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségéhez jelen ismereteink szerint 53 virusfaj sorolhato,
melyek koézll szamosnak koz- és allategészséglgyi jelentésége van. Magyarorszagon
endémias és rendszeresen human megbetegedéseket okoz a kullancsencephalitis (TBEV:
tick-borne encephalitis virus) — és a nyugat-nilusi virus (WNV: West Nile virus). A
megbetegedések éves eloszlasa — a virus terjesztésében résztvevd kullancsok és szunyogok
aktivitasi mintazatanak megfeleléen — szezonalitast mutat. A human fert6zések laboratériumi
diagnosztikajaban alapvet6 a szeroldgiai modszerek alkalmazasa, hiszen a korabbi
tapasztalatok szerint a klinikai tinetek megjelenésekor vér- és gerincveldi folyadék (liquor)
mintabdl a virus nukleinsava mar nem, vagy csak kis valészinliséggel detektalhaté. Azonban
az ellenanyagkimutatas flavivirusok esetén szamos problémaba utkézhet, melyek kozil
differencialdiagnosztikai szempontbdl legfontosabb a nemzetségen bellli szeroldgiai
keresztreaktivitast kiemelni. Ez a Magyarorszaghoz hasonl6 foldrajzi tertleteken — ahol tébb
flavivirus egylttes cirkulacioja figyelheté meg - problémat jelenthet a laboratoriumi
diagnosztika soran, kiiléndsen a secunder flavivirus fert6zések vagy koinfekcié-gyanus esetek
elbiralasakor. Az esetkonfirmalasok és a diagnosztikai szenzitivitas novelése, a human
megbetegedéseket okozd virustorzsek azonositasa, illetve a referencialaboratérium
torzskdzpontjanak megujitasa iranti igénybél adoédéan 2014-ben molekularis biologiai
modszerekkel bovitettlUk a diagnosztikai kapacitast. Ehhez TBEV és WNV kimutatasara
alkalmas, megfeleld érzékenységi real-time és nested PCR mddszereket optimalizaltunk.
Tovabba, a WNV specifikus real-time PCR eljarast a Nemzeti Akkreditaciés Hivatal altal
akkreditaltattuk. Kutatasunk célkitlzése annak megallapitasa volt, hogy milyen
mintatipusokbdl lehet hatékonyan elvégezni a viruskimutatast, sikeres eredmények esetén
pedig kdvetéses vizsgalatok révén meghatarozni azt az idétartamot, ameddig a virus még
detektalhato adott mintatipusbol. A 2014 — 2017 k6z6tti idészakban, szeroldgiai modszerekkel
igazolt, aktualisan TBEV vagy WNV fert6zo6tt betegektél végeztiink mintagyijtést, a vérsavo
és liquor mintak mellett a vizeletmintakra fokuszalva.

A PCR vizsgalatok bevezetésének eredményeként 2014-ben Magyarorszagon elészor sikerdlt
nyugat-nilusi virus RNS-t kdzvetlendl human betegmintabdl kimutatni. Harom beteg két
vérsavd és harom vizeletmintdja adott PCR pozitiv eredményt. A vizeletbél a virus, a
vérsavohoz képest magasabb koncentracioban volt kimutathatd. A szekvenalast mindharom
betegnél elvégeztiik, a virusgenom NS3 régidjanak egy szakasza alapjan, egy mintanal pedig
telies genom meghatarozast is végeztiink. A human megbetegedések hatterében lineage 2
WNV fert6zést allapitottunk meg. 2015 és 2017 kdzott a mintagydjtést tovabb folytattuk,
eredményeinkbdl pedig arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy vizeletmintakbdl lehet a

legnagyobb valdszinliséggel és leghosszabb ideig kimutatni a WNV nukleinsavat. A vizsgalt



betegek 45,45%-anal bizonyult a vizeletminta PCR pozitivhak, mig vérsavo, illetve liquor
mintabdl a betegek 16,86%-anal és 4,08%-anal volt csak sikeres a virus kimutatasa. A virust
9 betegnél sikeresen izolaltuk vizelet mintabdl. Ot hosszy ideig kérhazi apolasra szoruld
neuroinvaziv WNV fert6zésben szenvedd beteg nyomon kovetéses vizsgalatat végeztuk el.
Leghosszabb ideig vizelet mintabdl volt detektalhaté a WNV RNS: a virus kimutathatésaganak
maximalis id6tartama két betegnél elérte a tinetek kezdetét kovetd 36. és 40. napot.
Kullancsencephalitis-virus esetén 6sszesen 84 mintat vizsgaltunk TBEV specifikus PCR
modszerrel. A szeroldgiai vizsgalatokkal is megerdsitett TBE esetek kdzll négy beteg 2
vérsavo, 1 liquor és 1 vizeletmintaja bizonyult PCR pozitivnak. Mind a négy betegnél a virus
eurdpai szubtipusa okozta a fert6zést. Bar Magyarorszagon ezzel elséként detektaltunk
TBEV-t human klinikai mintdbdl, a PCR pozitiv betegek kis szama miatt a moddszer
alkalmazhatdsaga és diagnosztikai relevanciaja — a WNV-vel ellentétben — kérdéses.

Az értekezés kllon fejezetben ismerteti a 2018-as WNV jarvany epidemioldgiai és
mikrobiologiai laboratériumi tapasztalatait. Abban az évben ugyanis Eurdpa-szerte jelentds
kiugras volt tapasztalhatd a bejelentett human megbetegedések szamaban, amely alol
Magyarorszag sem volt kivétel. Az 6todik legtobb esetet jelenté orszagként dsszesen 225
laboratériumilag igazolt vagy valdszinlsitett human WNV fert6zést diagnosztizaltunk, mely
meghaladta a 2004 és a 2017 kozott regisztralt 6sszes eset szamat.

2018-ban a vizeletmintak mellett megkezdtik a teljes vérmintak gydjtését és WNV PCR
vizsgalatat is. Tovabba, differencialdiagnosztikai céllal vizsgalatainkat a szintén endémias és
korabban Magyarorszagon allatokbdl kimutatott flavivirus: az Usutu virus (USUV) iranyaba is
kiterjesztettik. A 2018-as jarvany harom pontban ésszefoglalhaté konkluziéja, hogy: 1. a teljes
vérmintak jol alkalmazhatéak PCR diagnosztikai vizsgalatokhoz és a human WNV fert6zések
esetdefinicié szerinti konfirmalasat is lehetévé teszik. A teljes vér és vizeletmintak egyuttes
PCR vizsgalata jelent6sen néveli a WNV laboratoriumi diagnosztika szenzitivitasat. A PCR
pozitiv betegek 45,3%-anal a teljes vér és vizeletminta is pozitiv eredményt adott, mig 18,9%-
nal csak a teljes vérmintabdl sikerult a virust kimutatnunk. 2. A teljes vérmintak PCR
vizsgalatdnak eredménye az elsé hazai (neuroinvaziv) human USUV fert6zés megerésitése.
A szekvenalas soran Eurdpa lineage 2 USUV jelenlétét azonositottuk a beteg mintajaban. Az
esetet kordbban - a megel6z6 laboratériumi eredmények alapjan - [aboratériumilag
valészindsitett WNV esetként jelentettiik, ami felhivja a figyelmet az esetleges human USUV
fert6zések WNV infekcidoként torténd félrediagnosztizalasanak veszélyére. 3. Hasonldéan az
el6z6 évekhez, 2018-ban is lineage 2 WNV cirkulaciot azonositottunk az orszagban. A
kiemelked6 esetszamok hatterében sokkal valdszinlbb klimatikus és kornyezeti tényezdk
szerepe, mintsem egy Uj, virulensebb virustdrzs megjelenése a térségben.

Végezetul, a diagnosztikai vizsgalatok mellett, egészséges véradoktdél szarmazo
plazmamintakbdl anti-WNV IgG vizsgalatokat végeztiink, a szeroprevalencia megallapitasa

érdekében. Ehhez, indirekt immunfluoreszcens modszerrel végeztink IgG meghatarozast,
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majd az eredményeket haemagglutinacié-gatlasi és virusneutralizacios probaval erdsitettik
meg. A 2112 mintabdl elvégzett szeroldgiai vizsgalatok eredményeképpen 46 személynél
konfirmaltunk WNV szeropozitivitast, amely az 6sszes minta 2,19%-a. Bar vizsgalataink nem
minésulnek szeroepidemiologiai  szlrésnek, megallapithaté, hogy 1999/2000 éta
szignifikdnsan nétt hazankban a WNV szeroprevalencia, amely korreladl a diagnosztizalt

megbetegedések éves szamanak fokozatosan névekvd tendenciajaval.



Bevezetés

Az uUjonnan felbukkand, mas néven emerging vagy re-emerging korokozokra fokuszald
kutatasok a virolégia legaktualisabb és leggyorsabban valtozé teriiletét képezik. Olyan
agenseket sorolhatunk e kategoriaba, melyeknek human (vagy allategészségugyi) jelentésége
van, azonban korokozé képességuk korabban nem volt ismert vagy ismert volt ugyan, de az
okozott megbetegedések incidencigjaban ndvekedés tapasztalhato, példaul mert a fert6zések
foldrajzi elterjedése kiterjedt vagy mert a kérokoz6 fokozott patogenitast mutat. A viralis
zoondzisok — azaz allatrél emberre terjed6 virusok — tdbbsége tipikus emerging vagy re-
emerging agens, melyek elterjedését, transzmisszids ciklusat és ezaltal az altaluk okozott
fert6zések gyakorisagat szamos dkoldgiai tényezé befolyasolja. A viralis zoondzisok egy kilon
csoportjat képezik az un. arbovirusok (arthropod-borne viruses), azaz izeltlabu vektorok altal
terjesztett virusok. Az ,arbovirus” kifejezés nem taxondmiai kategoriat jeldl, hiszen szamos
viruscsalad tagjait lehetne példaként emliteni. Ami mégis altalanosan igaz e kérokozékra, hogy
az utobbi években szamos tényezd kedvezett elterjedésuknek, ugy, mint példaul a
klimavaltozas, a globalis |éptéki turizmus és kereskedelem, az urbanizacié és népességszam
novekedés, vagy példaul olyan evollucios folyamatok, melyek a virus vektor- vagy
gazdaszervezethez t6rténd adaptaciojat segitették el6. A viroldgiai targyd kutatasok egy
fontos részét képezik a surveillance vizsgalatok, illetve a laboratériumi diagnosztikai
fejlesztések, melyek lehetévé teszik az adott tertileten zajlo viruscirkulacio feltérképezését, az
Uj esetek azonositasat és az esetleges jarvanyok nyomon koévetését. Mindez pedig
nélkilozhetetlen a megfeleld kozegészségligyi intézkedések megtételéhez. Magyarorszagon
az arbovirusok altal okozott human megbetegedések kapcsan a Flaviviridae csalad Flavivirus
nemzetségét érdemes kiemelni. Az értekezés targyat az orszagban endémiasan el6fordulé és
éves rendszeresseggel human megbetegedéseket okozo flavivirusok képezik, azaz
elsésorban a kullancsencephalitis- és a nyugat-nilusi virus. Ezenkivil a nemzetséghez
sorolhatunk szamos mas human patogén virust is, melyek egy része példaul a tropusi,
szubtoérpusi és/vagy mediterran térségben okoz jelentés kézegészségigyi problémat (példaul
sargalaz-virus), de emellett hazankban is rendszeresen regisztralunk — egyelére még csak -
behurcolt eseteket (példaul Zika vagy Dengue virusfertézéseket).

Vizsgalataink célja a Magyarorszagon el6fordulé flavivirusokra specifikus molekularis biologiai
diagnosztikai moédszerek bevezetése és alkalmazhatéosaganak felmérése volt. A téma
idészerliségét jelzi, hogy a Nemzeti Népegészségligyi Kdézpontban miikédé Viralis Zoondzisok
Nemzeti Referencialaboratérium, a 18/1998. (VI. 3.) NM rendelet értelmében orszagos szinten
felel a viralis zoondzisok okozta human fertézések laboratoriumi diagnosztikajaért. Ezért a
nemzetkdzi trendek kdvetése és a modszerek folyamatos fejlesztése, valamint surveillance

vizsgalatok megszervezése alapvetd feladata.
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Irodalmi attekintés

1. Flavivirusok - altalanos jellemzok

A Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségéhez jelenleg 53 virusfaj sorolhaté (International
Committee on Taxonomy of Viruses [ICTV], 2019). A genus névadé faja a sargalaz virusa, az
elnevezés a latin ,flavus” szobdl ered, utalva a virus altal okozott sargasagra. A flavivirusok
egyszalu, pozitiv polaritasi RNS genommal rendelkez, korilbelll 50 nanométer atmérdja,
ikozahedralis szimmetriju burkos virusok (Colpitts et al., 2012). A genom 11 kilobazis méretd,
melyen egyetlen nyitott leolvasasi kereten (ORF: open reading frame) kodoltak a strukturalis
és nem strukturalis fehérjék. 5’-3’ iranyban a strukturalis gének: a C (capsid: kapszid), az M
(membrane: membran) és az E (envelope: burokfehérje). Az ORF-en ezenkivil hét nem
strukturalis fehérje génje talalhaté meg, melyek az alabbiak: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B és NS5 (Colpitts et al., 2012). A nagy immunogenitasi és hexamer formaban
extracellularisan is szekretalodd NS1 fehérje a virusgenom replikaciéjaban jatszik szerepet.
Az NS2A fehérje szintén a replikaciés komplex alkotéeleme, az NS2B az NS3 proteaz
kofaktora. Az NS3 fehérje proteaz és helikaz funkciot lat el, az NS4A és NS4B fehérjék a
replikaciés komplex lokalizaciojat segitik. Az NS5 fehérje C terminalisa RNS-figgé RNS
polimerazként, N terminalisa metiltranszferazként funkcional (Westaway et al., 2011). A
genom 3’ vége nem poliadenilalt, az ORF-en kivil, az 5’ és 3’ végeken UTR (untranslated
region), azaz nem kodold szekvenciak talalhatdk (Colpitts et al., 2012). A flavivirusok receptor
medialt endocitozissal jutnak be a gazdasejtbe. Az mRNS-ként funkcionald viralis genomrol a
fehérje transzlacid, majd a virusgenom replikaciodja a citoplazmaban zajlik (Suthar et al., 2013).
A fehérjeszintézis soran poliprotein prekurzor képz&dik, melyet virdlis és gazdasejt eredeti
proteazok hasitanak funkcionalis egységekre. A viralis RNS-fliggé RNS polimeraz az mRNS
genomrdl el6szdr negativ szali RNS molekulat szintetizal, mely a pozitiv szald RNS genom
szintéziséhez szolgal templatként (Suthar et al., 2013). A virionok Osszeépulése a sejt
endomembran rendszeréhez koétotten torténik, az érett virionok a sejt szekrécids utvonalat
képezé transzportfolyamtok altal, exocitézissal jutnak ki a fert6zott sejtekbdl (Suthar et al.,
2013). A flavivirusok rendszerezése a molekularis bioldgiai modszerek térhoditasa elétt, a
virusok antigéntulajdonsagai alapjan tértént. Poliklonalis immunsavokkal végzett
keresztneutralizacios és haemagglutinacio-gatlasi vizsgalatok segitségével szeroldgiailag
nyolc antigén-komplexbe soroltak a nemzetség tagjait. Ezzel a mddszerrel azonban nem volt
besorolhaté valamennyi flavivirus, tébbek kozott éppen a nemzetség névadé fajat, a sargalaz
virusat sem sikerult antigén-komplexbe sorolni (Kuno et al., 1998). A nyolc antigén komplex
az alabbi: Modoc; Rio Bravo; TBE (tick-borne encephalitis: kullancsencephalitis); Tyulenyi;
Uganda S; Dengue; Ntaya; és Japan encephalitis szerokomplexek (Kuno et al., 1998). A

felsorolasbdl a kullancsencephalitis és Japan encephalitis szerokomplexek emelheték ki a
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hazankban is endémias flavivirusok szempontjabdl. El6bbi szerocsoporthoz tartozik a
kullancsencephalitis-virus (TBEV: tick-borne encephalitis virus), mig utébbihoz a nyugat-nilusi
virus és az Usutu virus (USUV). A molekularis biologiai, szekvenalasi technikak fejlédésével
késébb lehetévé valt a filogenetikai alapu rendszerezés is, amely — amellett, hogy pontosabb
taxondmiai klasszifikaciot eredményezett — lehetévé tette a virusok genetikai evoluciéjanak és
terjedésének tanulmanyozasat is. (A korabbi szerokomplexekbe sorolas egyébként korrelalt a
filogenetikai rokonsagi viszonyokkal.) A Flavivirus nemzetségen belll harom nagy csoportot
kilénithetlink el: a kullancsok altal terjesztett virusok és a szunyogok altal terjesztett virusok
csoportjat, valamint azon virusokat, melyeknek nem ismert vektora (példaul Rio Bravo, Modoc,
Apoi flavivirusok). A szunyogok terjesztette flavivirusokon belll a transzmisszidban résztvevd
elsédleges vektor alapjan megkullénboztethetiink egy ugynevezett Culex kladot, valamint
Aedes kladot. A két csoport rezevoar szempontjabdl is kiildnbézik: a Culex kladban jellemzéen
madarak az elsédleges amplifikalé gazdaszervezetek, az ide sorolt virusok tipikusan neurotrop
patogének, melyek gyakorta okoznak meningoencephalitist gerinces gazdaszervezetben
(példaul nyugat-nilusi virus, Japan encephalitis virus, stb.) (Beck et al., 2013a). Ezzel szemben
az Aedes kladban non-human primatak az elsédleges rezervoarok és az ide sorolt virusfajok
tobbsége elsésorban nem neuroinvaziv megbetegedést okoz (Beck et al., 2013a). Ez aldl
vannak kivételek, mint példaul a microcephaliaval és mas kodzponti idegrendszeri
malformaciodkkal is 6sszefliggésbe hozott congenitalis Zika virusfertézés (Mlakar et al., 2016),
de a Dengue haemorrhagias-laz és shock-szindémardl ismert Dengue virusfertézések esetén
is kialakulhat neurologiai komplikacio (Carod-Artal et al., 2013). A kullancsok altal terjesztett
flavivirusok rezervoar szempontjabadl szintén két nagy csoportot alkotnak. Az egyik elsésorban
tengeri madarakhoz kéthetd, mig a masik kullancsencephalitis csoport tagjainal a fé rezervoar
szervezetek ragcsalok, az ide sorolt virusok pedig altalaban encephalitis-t okoznak emberben
(Beck et al., 2013a). (Bar az Omszki haemorrhagias laz virusa és a Kyasanur Forest Disease
virus 0Osszefliiggésbe hozhaté veérzéses-laz megbetegedésekkel is.) A kullancsok altal
terjesztett flavivirusok lassabban evolvalédnak, ami vélhetéen az alacsonyabb replikacios
rataval és a kullancsok hosszabb generacids ciklusaval hozhaté dsszefuggésbe (Beck et al.,
2013a). Osszességében mind a kullancsok, mind a szunyogok altal terjesztett flavivirusok
elterjedése széles foldrajzi terlleteket érint, ezzel jelentds kdz- és allategészségugyi terhelést
jelentve. A flavivirusok szamos tagja ugynevezett emerging vagy re-emerging kérokozénak
tekinthetd, mivel a klimavaltozas hatasaként a megbetegedések eléfordulasi terlilete és szama
dinamikusan valtozik, ujabb régiok valnak érintetté (Bakonyi et al., 2020). Magyarorszagon
rendszeresen human megbetegedéseket is okozo, endémias flavivirusok a nyugat-nilusi virus,
valamint a kullancsencephalitis-virus. A doktori munka célkitlizése e két virus okozta human
fertbzések hazai laboratériumi diagnosztikajanak fejlesztése, melynek kapcsan a

tovabbiakban a részletes irodalmi attekintés is elsésorban ezen két korokozéra fokuszal.
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2. Nyugat-nilusi virus

2.1. A nyugat-nilusi virus jarvanytana

A nyugat-nilusi virus (West Nile virus: WNV) a Flavivirus nemzetség szunyogok altal terjesztett
csoportjanak legszélesebb gazdaspektrummal és legnagyobb féldrajzi elterjedéssel
jellemezhetd tagja, mely az Antarktisz kivételével valamennyi kontinensen elterjedt. El6sz6r
1937-ben izolaltak egy lazas né véréb8l Omogoban, Uganda West Nile nevi tartomanyaban
(Hubalek et al.,, 1999; Sambri et al.,, 2013). Afrikaban a legnagyobb epidémiat a
dél-afrikai Cape Province teriletén okozta 1974-ben (Hubalek at al., 1999). Eurépaban el6szor
1963-ban izolaltak a virust, a Rhone-folyd deltajaban, majd késébb a Volga deltaban (Hubalek
et., 1999). Nagyobb jarvanyt el6szér 1996-ban, Romaniaban okozott, 393 human klinikai
esettel, melyek koézul 352 paciens mutatott kdzponti idegrendszeri tuneteket és 17
megbetegedés végzddott fatalis kimenetellel (Papa, 2017; Sambri et al., 2013). Par évvel
késdbb, 1999-ben Volgogradban okozott nagyobb jarvanyt a virus, 826 kérhazi esettel, melyek
hatterében nyugat-nilusi virusfertézést valoszinisitettek. Osszesen 318 beteg vérmintajat
vizsgaltak meg, melyek kozul 183 esetben igazoltak laboratdriumilag is akut WNV fertézést
(Papa, 2017). A kérokozora mégis az 1999-es New York-i jarvanyt kdvetéen iranyult nagyobb
figyelem. A rakovetkez6 években a virus gyorsan elterjedt az észak-amerikai kontinensen,
tobb ezer human és 16 megbetegedést okozva, de emellett jelentds mortalitast okozott a
madarpopulacidkban is, mely néhany faj egyedszadmaban drasztikus csokkenést
eredményezett (Beck et al., 2013b). Ezzel szemben Eurépaban 2007-ig kisebb
jarvanykitérések, sporadikus megbetegedések, valamint az amerikaihoz képest mérsékeltebb
madarelhullasok jellemezték a virus elterjedését. Az eltérd tendenciara magyarazatul
szolgalhat az ujvilagi madarfajok nagyobb fogékonysaga a virusfert6zésre, illetve a
szunyogfajok vektorkompetencidjaban és az elterjedt virustdrzsek virulencigjaban is
mutatkozhattak kilonbségek. Az elmult években ugyanakkor Eurépaban is névekedés
tapasztalhaté mind az esetszamban, mind pedig a virulenciaban. A 2010-es év Eurépa-szerte
kiemelked6nek szamitott, ekkor tdbb orszagban is megugrott a bejelentett megbetegedések
szama: Gorogorszagban példaul 261; Romaniaban 57, Oroszorszagban pedig 480 esetet
regisztraltak (Beck et al.,, 2013b). Az Eurdpai Unié tagallamai kozil 2011 és 2013 kozott
Gorogorszag, mig 2014 és 2016 kozott Olaszorszag jelentette a legtébb human
megbetegedést (Papa, 2017). Az Eurdpai Unio tagallamai kozil 2017 és 2019 kozott
Gorogorszag, Olaszorszag és Romania regisztralta a legtdbb megbetegedést (European
Centre for Disease Control and Prevention [ECDC], Historical data by year - West Nile fever

seasonal surveillance [2017-2019]). Osszességében erésen endémias Europa keleti, kozépsd
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és déli térsége. Hazankban 2004 6ta rendelkezink human nyugat-nilusi virusfert6zésekre
vonatkozo laboratériumi adatokkal, sajat néven pedig 2012 o6ta bejelentendé fert6z6 betegség
(Krisztalovics et al., 2008; Szomor et al., 2011). A Nemzeti Népegészségugyi Kozpont (NNK;
korabbi Orszagos Epidemioldgiai Kdzpont, majd Orszagos Kdzegészségugyi Intézet
jogutédja) adatait tekintve 2004 és 2011 kdzott évente atlagosan 7 megbetegedés kertlt
megerdsitésre (Krisztalovics et al., 2008). A kovetkez6 években fokozatos ndvekedés
figyelhet6 meg: 2012 és 2017 kozott a bejelentett esetek éves szama atlagosan 26 volt. A
laboratériumilag valdszinisitett vagy megeredsitett WNV megbetegedések évenkénti
eloszlasat a 6. abra szemlélteti (8.4.1. fejezet). Az esetszamban 2004 6ta megfigyelhetd
ndvekvd tendencia hatterében allhat a javuld surveillance rendszer, valamint az a tény, hogy
a nyugat-nilusi virusfert6zések hazai el6forduldsa egyre inkabb bekeril a kéztudatba, ezért a
klinikusok részérél is gyakrabban torténik vizsgalatkérés, melynek kdvetkeztében tobb eset
kerilhet laboratériumi kivizsgalasra.

A nyugat-nilusi virusnak legalabb nyolc genetikai leszarmazasi vonala (Ugynevezett lineage)
ismert, melyek kozlil az 1-es és 2-es genetikai vonalak azok, melyek bizonyitottan
Osszefliggésbe hozhatdék human és allati megbetegedésekkel, mig a WNV 3-8 leszarmazasi
vonalakhoz sorolt torzsek azonositasa vektor surveillance tevékenységhez kothet6é (Kemenesi
et al.,, 2014; Pachler et al., 2014). Az elmult években Ausztriaban és Magyarorszagon is,
egymastol fuggetlenlil két kutatocsoport egy feltételezett kilencedik genetikai vonalat is
azonositott, egyel6re csak Uranotaenia unguiculata szunyogfajb6l (Kemenesi et al., 2014;
Pachler et al., 2014).

Az 1-es leszarmazasi vonalhoz tartozé virustorzsek elterjedtek a Mediterran-térségben,
Kelet-Eurépaban, Eszak-Amerikaban, a Karibi-térségben, valamint Latin-Amerikaban is
(Papa, 2017). Tobbek kdzott a New York-i jarvany kitorését is WNV lineage 1 virustorzs okozta
(lineage 1a, izraeli vagy amerikai cluster) (Calistri et al., 2010). Neuroinvaziv lineage 2 WNV
torzs kozép-eurdpai megjelenését elészoér Magyarorszagon igazoltak. A virust ragadozo
madarakbdl: héjabdl (Accipiter gentilis) és karvalybdl (Accipiter nisus) mutattak ki 2004-ben,
majd 2005-ben (Erdélyi et al., 2007). Korabban ez a genetikai leszarmazasi vonal csak Afrika
szubszaharai térségében és Madagaszkaron volt elterjedt. A Magyarorszagon madarakbdl
izolalt virustorzs is kdzép és dél-afrikai WNV térzsekkel mutatta a legnagyobb hasonlésagot
(Erdélyi et al., 2007). A kiilonbdzé variansok uj foldrajzi térségekben torténé megjelenésében
jelentds szerepet jatszanak a vandormadarak, melyek Afrika fel6l évrél évre Uj torzseket
hurcolhatnak Eurépaba. Mivel a héja nem vandorfaj, feltételezhet6, hogy ezesetben az afrikai
lineage 2 torzs a transzmissziot megel6z6en mar sikeresen adaptalodott a helyi
szunyogfajokhoz (Sambri et al., 2013). Tovabbi filogenetikai analizisek alatamasztjak, hogy a
2-es genetikai vonal eurépai megjelenése tobb egymastdl fliggetlen eseményhez kothetd.
El6szor a huszadik szazad elején a Mediterran-térségbe kerilt at Afrikabdl, melynek

eredménye az 1968-as ciprusi izolatum (virustérzs: Q3574-5; GenBank-i azonosité szam:
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GQ903680.1), majd késébb a szazad kdzepén WNV lineage 2 virustdrzsek megjelentek
Oroszorszag délnyugati térségében és Eurépaban egyarant (McMullen et al., 2013).
Ugyanakkor a madarvonulasoknak koszonhet6en egy folyamatosan fenntartott cirkulacio sem
zarhato ki a két kontinens kozott. Annyi biztos, hogy a 2-es leszarmazasi vonalhoz tartozé
virustdérzsek az elmult években Eurdpa-szerte elterjedtek, mikézben ujabb, neuroinvaziv
fenotipusok evolvalodtak (McMullen et al.,, 2013). Magyarorszagon 1-es és
2-es genetikai vonalhoz tartozo virustorzseket is rendszeresen mutattak ki allatokbol (Bakonyi
et al., 2013; Erdélyi et al., 2007; Kutasi et al., 2011). A human fert6zések hatterében all6
virustérzsekkel kapcsolatban azonban az NNK referencialaboratériumaban 2014-ben

bevezetett molekularis diagnosztikai vizsgalatokig nem allt rendelkezésre adat.

2.2. A nyugat-nilusi virus terjedése

A nyugat-nilusi virus terjedésének elsédleges moddja fert6zo6tt szunyog csipése altal
bekdvetkez6 virustranszmisszid. A vektorok alapvetéen ornitofil szunyogfajok — féleg a Culex
nemzetség tagjai — melyek fert6zo6tt madarakon torténé taplalkozas kézben akvirdljak a virust
(Ciota et al., 2013). A fert6z6tt szunyogok ugyanakkor véletlenszeriien csiphetnek emlésoket,
igy példaul az embert is, ezzel atadva a korokozot. Ezért hid-vektoroknak is nevezik 6ket.
Eurépaban és Afrikaban a legfontosabb vektorok példaul a Culex pipiens, Culex modestus,
Culex univittatus, Culex antennatus fajok, Indidban a Culex vishnui komplex fajai, mig
Ausztralidban a Culex annulirostris (Hayes et al., 2005). Az Egyesiilt Allamokban a nyugat-
nilusi virust mintegy 59 szunyogfajbdl kimutattak, azonban elsédleges vektornak ebbdl csupan
10 faj bizonyult (Ciota et al., 2013). Vektor surveillance adatok alapjan 2003-ban a pozitiv
szunyog pool-ok 32%-a Culex tarsalisnak bizonyult, egy évvel kés6bb azonban az Egyesilt
Allamok délnyugati térségében kialakult epidémidban mar elsédlegesen a Culex
quinquefasciatus faj jatszott szerepet (Hayes et al., 2005).

Magyarorszagon ugyan az egész orszagra Kkiterjedd vektor surveillance rendszer nem
mikodik, 2011 és 2012 kozott a dél-dunantuli, északkeleti és délkeleti régiokban végeztek
szunyoggydjtést, mely soran Ochlerotatus annulipes, Coquillettidia richiardii és Culex pipiens
fajokbol mutattak ki a virus 2-es genetikai leszarmazasi vonalat (Szentpali-Gavallér et al.,
2014). A virustranszmisszi6 intenzitasa és a human fert6zések szama flgg a kompetens
szunyogok abundancigjatol, az infekcié prevalencidjatol a szunyogpopulaciéban, valamint a
vektorok taplalkozasi mintazatatél. A vertikalis virustranszmisszio lehet8sége igazolt, illetve a
virust hiberndlt ndéstény szunyogokbdl is sikerllt izolalni, azaz a virusperzisztencia
fennmaradhat hidegebb éghajlatu tertleteken is. Szunyogokon kivul a virussal képesek

ovantagok (Argasidae) és kullancsok (Ixodidae) is megfertéz6dni, azonban a
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virustranszmissziéban betoltétt szerepik nem tlnik jelentésnek (Hayes et al., 2005).
Laboratériumi korilmeények kozott igazoltak, hogy Argas arboreus faj csirkéket, mig az
Ornithodoros savignyi, O. maritimus, O. erraticus, O. moubata fajok egereket képesek fertézni
nyugat-nilusi virussal. Az Amblyomma americanum, Ixodes scapularis, I. ricinus, Dermacentor
variabilis, és D. andersoni kullancsfajok pedig megfert6zédtek ugyan a virussal, de a kérokozét
mar nem adtak tovabb gerinces gazdafajnak (Hayes et al., 2005).

A virus amplifikdlasaban és természetes ciklusanak fenntartdsaban legfontosabb
gazdaszervezetek a madarak. Jelent6séglik azért is emlitésre méltd, mert a nem kolt6z6
madarak lokalis helyvaltoztatasa, de kildéndsen a vandorfajok hosszu tavu migracidja eldsegiti
a virus terjesztését uj foldrajzi terlletekre is. A Passeriformes (veréb- vagy énekesmadar-
alakuak), Charadriiformes (lilealakuak), Strigiformes (bagolyalakuak), Falconiformes
(s6lyomalakuak) rendjéhez tartozé fajok kifejezetten érzékenyek a nyugat-nilusi
virusfertézésre, bennik megfeleld mértékl és ideig tartd viraemia alakul ki ahhoz, hogy
megfertézzék a rajtuk taplalkozé legtébb szunyogfajt (Hayes et al., 2005). Varjufélék
(Corvidae), vagy példaul a hazi pirok (Carpodacus mexicanus) és a hazi veréb (Passer
domesticus) rendkivil hatékonyan képesek a virust atadni a vektornak, emellett ezeknél a
fajoknal a virusfert6zés nyoman a mortalitas mértéke akar a 40%-ot is meghaladhatja (Hayes
et al., 2005). A nyugat-nilusi virust ragcsaldkbol, denevérekbdl is izolaltak mar, azonban a
legtébb emlésfaj, igy az ember sem képes olyan mértékl és tartds viraemiat produkalni, mely
altal a virus atjuthatna a vektorba, ezért az eml6sok ugynevezett fertézési zsakutcanak (dead-
end host) tekinthet6k. Laboratoriumi kisérletekben vizsgalva az egyik kompetens vektorfajt
(Culex tarsalis) példaul azt tapasztaltak, hogy 107" PFU/ml viruskoncentracid mellett a
szunyogok hatékonyan akviraltéak a virust, azonban 104° PFU/ml koncentracié mellett mar a
vizsgalt csoportokban az egyedek csupan 0-36%-a fert6z6dott (Hayes et al.,, 2005).
Viszonyitasképpen emberben a legmagasabb becsilt viruskoncentraciét egy vérado
mintajaban mérték: 1032 PFU/ml értéket (Hayes et al., 2005). Vektor kozvetitette
virustranszmisszd ember és ember kdzo6tt nyugat-nilusi virus esetén tehat jelen ismereteink
szerint nem lehetséges. A virus nem vektor kdzvetitette emberrél emberre torténd terjedésére
ugyanakkor van lehet8ség: transzfuzio, transzplantacio, transzplacentaris vagy szoptatas altal
bekovetkezé virusfertézésre egyarant olvashatdk esetleirasok. Az elsé igazoltan transzfuzié
altal bekdvetkezett virustranszmissziét 2002-ben irtak le az Egyesiilt Allamokban. Ekkor
Osszesen 23 transzfundalt paciens kapott nyugat-nilusi virusfert6zést. Késébb a nyomon
kovetés soran 16, a véradas idépontjaban viraemias donort azonositottak (Pealer et al., 2003).
Kozulik kilencen mutattak virusinfekciéra jellemzd tlineteket, 6ten viszont tinetmentesek
maradtak. (Két véradot nem sikerilt nyomon kdvetni.) A donacié idépontjaban valamennyi
véradd nyugat-nilusi virus specifikus IgM negativnak bizonyult, a friss fert6zést PCR
vizsgalattal igazoltak (Pealer et al., 2003). Az eset kapcsan 2003 juniusatol az Egyesilt

Allamokban és Kanadaban PCR moddszerrel monitorozni kezdték a donacidra szant
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vérmintakat nyugat-nilusi virus kimutatasa céljabdl. A transzfuzié altali terjedés kockazatanak
jelentéségeére felhivja a figyelmet, hogy 2003 és 2004 kozott tobb mint 1000 potencialis WNV
viraemias véradot sikeriilt kisziirni csak az Egyesiilt Allamokban (Hayes et al., 2005).
Transzplantacié altali fert6z6dés szintén 2002-ben tértént az Egyesiilt Allamokban. Ekkor
cadaver donortdl szarmazo szervek (két vese, sziv és maj) belltetését kovetden fertézddott
és betegedett meg négy recipiens, egy esetben fatalis kimenetellel (lwamoto et al., 2003). Az
esetismertetés egy masik fontos tanulsaga, hogy az egyébként baleseti traumaban
elszenvedett sérilései miatt elhunyt donor kérhazba szallitasat kdvetéen transzfuzidban
részeslult, majd késébb a laboratériumi és epidemiolégiai vizsgalatok alatamasztottak, hogy a
transzfuzié soran fert6z6détt a virussal (lwamoto et al., 2003).

A szoptataskor bekdvetkezé virusatadas ritkanak tlnik a jelenleg rendelkezésre allé adatok
alapjan, azonban eléfordulasat nem lehet kizarni (Hinckley et al., 2015). A virust mutattak mar
ki anyatejbdl és a szakirodalom is kozol olyan esetismertetést, melyben az egyébként
postpartum, transzfuzié altal fert6z6dott anyabol szoptatas kézben az anyatejjel juthatott a
virus az ujszlloéttbe (Hayes et al., 2004). 2003-ban az amerikai Betegségmegel6zési és
Jarvanyugyi Kézpont (CDC: Centers for Disease Control and Prevention) 74, varanddssaga
ideje alatt nyugat-nilusi virusfert6zésen atesett né nyomon kovetését végezte el. A vizsgalt
személyek normal idében egészséges gyermeket sziiltek (Hayes et al., 2005). A tanulmany
el6zménye volt az a 2002-es eset, mely soran egy varandés n6 a 27. gesztaciés héten nyugat-
nilusi virusfertézésen esett at. A magzatban congenitalis nyugat-nilusi virusfert6zés
kovetkeztében bilateralis chorioretinitis €és az agyszovet karosodasa alakult ki (Hayes et al.,
2004; Hayes et al., 2005). Ugyanakkor a CDC jelenlegi ajanlasa nem kezeli kiemelt kockazati
tényez6ként a varandésok nyugat-nilusi virusfertézését és csupan a szunyogcsipés elleni
védekezés szerepel javaslatai kdzott (Centers for Disease Control and Prevention [CDC],
2018).
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2.3. A human nyugat-nilusi virusfert6zések klinikuma

A human fert6zések mintegy 80%-a tinetmenetesen vagy csak enyhe, aspecifikus tiinetekkel
zajlik (Hayes et al., 2005). Klinikai tinetek megjelenésekor, expoziciot kbvetden atlagosan 2-
14 napos inkubacios idével szamolhatunk, bar a szunyogcsipés idépontjat sokszor nehéz
pontosan behatarolni. Tlnetes fertézések kapcsan az angolszasz szakirodalom kilénbséget
tesz az enyhébb lefolyasu, nyugat-nilusi lazként (WNF: West Nile fever) definialt kérforma és
a sulyosabb, neuroldgiai szovédményekkel jard, ugynevezett ,nyugat-nilusi virus neuroinvaziv
tinetegyittes” (WNND: West Nile neuroinvasive disease) kdzott. El6bbire jellemzd a hirtelen
felszokd laz, fejfajas, faradtsag, gyengeség, izom- és izileti fajdalom, rossz kézérzet, valamint
tranziens maculopapularis kititések megjelenése a térzsén és a végtagokon. A gyengeség és
izomgyengeség altalaban a tiinetek kezdetétél szamitott 1-2 hénapon belll megsziinik (Hayes
et al., 2005). A neuroinvaziv kérforma kialakulasa az esetek kevesebb, mint 1%-ara jellemzd,
mig a WNF esetek aranya 20% koril mozog (Barzon et al., 2015; Hayes et al., 2005). Az
enyhébb és kevésbé specifikus tiinetekkel jard fert6zéseket azonban kisebb eséllyel ismerik
fel és jelentik be, ezért ezek aranya a valésagban magasabb is lehet (Hayes et al., 2005).
Nagyon ritka, nem neuroldgiai klinikai manifesztacioként eléfordulhat: fulminans hepatitis,
pancreatitis, myocarditis, rhabdomyolisis, orchitis, illetve chorioretinitis (Hayes et al., 2005).
Erdemes ugyanakkor megjegyezni, hogy a chorioretinitis gyakoribb lehet, mint ahogyan azt
korabban feltételezték. Egy tunéziai esetleiras szerint példaul 29 kérhazi apolt beteg 69%-anal
tapasztaltdk el6fordulasat (Hayes et al., 2005). Néhany WNV fert6zott észak-amerikai
paciensnél pedig szivritmuszavart is leirtak.

A WNV neuroinfekcio altalaban serosus meningitis, encephalitis, esetleg meningoencephalitis,
encephalomyelitis formajaban zajlik (Barzon et al., 2015). A neuroldgiai tlinetek sulyossaga
széles skalan valtozik, az enyhe dezorientaltsagtdl kezdve a sulyos tudatvesztéses allapotig
vagy akar fatalis kimenetelig. A vegetativ kdzpontok (agytdrzs, nyultveld és hid) érintettsége a
rekeszizom és a bordakdzi izmok bénulasat okozhatja, mely légzésbénulashoz, esetenként
halalos kimenetelhez vezet (Hayes et al., 2005). A serosus meningitis legjellemzébb tiinetei a
hirtelen felszOk& magas laz, fejfajas, tarkokotottség, meningealis izgalmi jelek, photophobia. A
fejfajas sulyos lehet, melyhez gyakran gastrointestinalis tiinetek (hanyinger, hanyas) tarsulnak,
amelyek dehidrataciét is okozhatnak. Az encephalitisben szenvedd betegeknél emellett
jellemzé az alternalé tudatallapot, ataxia, tremor és myoclonus (féleg a felsé végtagok és az
arc teruletén). Kialakulhat cerebralis 6déma és ennek kovetkeztében a koponyalri nyomas
fokozddasa. Gorcsrohamok is jelentkezhetnek, bar ezek eléfordulasa ritka (Petersen et al.,
2013).

Az id6sebb korosztalyban a WNV encephalitis kialakulasanak valdszinisége szignifikansan

nagyobb: a WNND incidencia a 65 év felettiek korében 1:50, mig 65 év alatt ez az arany joéval
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kisebb: 1:300 (Ludlow et al., 2016). A 75 év felettiek korcsoportjaban pedig a fatalis kimenetel{
megbetegedések szama is megugrik. A szervtranszplantacio és az azzal jaro
immunszupprimalt allapot, valamint daganatos betegségek megléte szintén jelentésen noveli
a neuroldgiai korkép kialakuldasanak kockazatat. Kulondsen szervtranszplantacio
recipienseinél a klinikai kép a spektrum sulyosabb vége felé tolddik (Kleinschmidt-DeMasters,
2004). Emellett olyan krénikus betegségek, mint példaul a diabetes, a magas vérnyomas,
veseelégtelenség, esetleg cerebrovasularis alapbetegségek, a CCR5 kemokin receptor
deficienciaja szintén hozzajarulhatnak a WNND kialakuldsahoz (Petersen et al., 2013).
Erdekes példaul az az adat, melyet a 2000-es New Yorki, New Jersey-i WNV jarvany kapcsan
kdzoltek az Egyesiilt Allamokban: 11 encephalitis-es, meningoencephalitis-es paciens koziil
nyolcan magas vérnyomasban szenvedtek, mig a csak meningitises betegeknél a magas
vérnyomas eléfordulasa ritkabb volt (8-bdl 3 beteg) (Weiss et al., 2001).

Genetikai faktorok kézil, melyek befolyasolhatjak a morbiditast a 2’-5’-oligoadenilat szintetaz
(OAS1) szerepét sikertlt azonositani (Ceccaldi et al., 2004). Az enzim részt vesz abban a
biokémiai folyamatban, amely végll az exogén viralis RNS molekulak ribonukleaz altali
degradacidjat eredményezi. Deficienciaja néveli a WNV fert6zéssel szembeni fogékonysagot.
A WNND betegek kb. 13%-anal jellemzé a gerincvel6i mozgaté neuronok fert6zddése,
melynek kévetkezménye poliomyelitis-szer(i aszimmetrikus flaccid paralysis kialakulasa, mely
igen gyorsan, a tiinetek megjelenését kdvetd 48 oraban jelentkezik. Amennyiben a gerincveld
érintettsége kiterjedté valik, tetraplegia is kialakulhat. WNV fert6zéssel Osszefiggésben
ascendalod, szimmetrikus végtaggyengeséggel és zsibbadassal jardé Guillain-Barré szindroma
is kialakulhat. Altalanossagban a WNND mortalitasi rataja 10% koriilire tehetd, de a stlyosabb
encephalitises eseteknél akar a 10-30%-ot is elérheti. A felépulés lassu, legjobb prognézisra
azon meningitises pacienseknél szamithatunk, akiknél a tudatallapotban komolyabb romlas
nem kovetkezett be. A meningitisbdl felépllé betegek gyakran szamolnak be elhizédé
fejfajasrol, izomgyengeségrél, izomfajdalmakrol, és altalanos gyengeségrél (Patel et al.,
2015). Encephalitist vagy focalis neurolégiai manifesztaciét kévetéen hénapokig vagy akar
évekig medfigyelhetd perzisztens neurolégiai deficit, szomatikus és kognitiv panaszok (Ludlow
et al., 2016; Murray et al., 2010). A betegek kevesebb, mint felénél jellemz6 csak az egy éven
bellli teljes felépilés. Egyetlen amerikai tanulmanyban beszamoltak arrdl is, hogy néhany
betegnél a WNV encephalitist kdvetéen évekkel — akar 7 évvel — késébb is kimutathato volt a
viralis RNS vizelet mintabdl, perzisztens virusreplikaciot feltételezve a vesékben (Murray et
al.,, 2010). Mindezt a pacienseknél megfigyelt kronikus veseelégtelenséggel hoztak
Osszefliggésbe. Az eredmények korrelaltak allatkisérletek tapasztalataival: perzisztens WNV
fertézésre utald, honapokig tartd viruriat kdvetéen histopatholdgiai elvaltozasokat figyeltek
meg az allatok veséiben (Tesh et al.,, 2005). A késObbiekben végzett retrospektiv
vizsgalatokban azonban nem siker(lt Ujabb eredményekkel alatdmasztani azt, hogy emberben

esetleg ennyire elhiz6do lenne a virusirités, a sulyos neuroinvaziv WNV fert6zés és a
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késébbiekben kialakuld kronikus veseelégtelenség kdzott ugyanakkor talaltak statisztikai

Osszefliggést (Nolan et al., 2012).

2.4. Nyugat-nilusi virusfert6zések laboratoriumi diagnosztikaja

Tlnetmentes viraemias véradok szlirését kdveté nyomon kdvetéses vizsgalatok tapasztalata
szerint az IgM ellenanyagok megjelenése el6tt korulbeldl mar 7 nappal igazolhaté a virus
nukleinsav jelenléte vérben (Busch et al., 2008). Elsédleges nyugat-nilusi virusfert6zés soran
a viraemia a maximumat az expoziciot kdvetd 3-4. napon éri el (Barzon et al., 2015), atlagosan
pedig 9,5 (95% CI: 7,7-11,3) napig tarthat (Busch et al., 2008). Neuroinvaziv kérkép
fennallasakor a virus RNS-e valamivel hosszabb ideig is detektalhaté. Szamolva az inkubacios
periodus hosszaval (2-14 nap) mindez azt jelenti, hogy a kérokozé gyorsan eliminalédik: a
klinikai tinetek megjelenésekor a betegek 70-80%-anal mar nem mutathato ki a vérsavo- vagy
liquor mintabdl (Barzon et al., 2015).

Szintén viraemias véradok vizsgalataval nyert érdekes tapasztalat, hogy szeronegativ
statuszban a WNV RNS magasabb koncentraciéban mutathaté ki plazma mintabdl, mint teljes
vérmintabdl. A virus specifikus ellenanyagok megjelenésével azonban ez a tendencia
megfordul: teljes vérbdl hosszabb ideig és magasabb koncentracioban detektalhaté a virus
nukleinsava (Lanteri et al., 2014a; Lustig et al., 2016; Rios et al., 2007). A viruskimutatésra
iranyuld vizsgalatok egyik fontos és Ujszer( tapasztalata, hogy a virus megjelenhet a
vizeletben is, abbdl izolalhaté és — a vér és liquor mintakhoz képest — hosszabb ideig
detektalhato (Barzon et al., 2013; Barzon et al., 2014). Elhuz6dé viruria azonban inkabb
jellemzé a WNND és WNF betegekre, mint az aszimptomatikus fertézottekre (Barzon et al.,
2013; Barzon et al., 2015; Tonry et al., 2005). Az elhtizédé viruriat kisérletesen, hdrcsdgok
laboratoriumi fertézését kdvetden is igazoltak (Tesh et al., 2005). A virust sikertilt izolalni is az
allatok vizeletébdl és vesejébél a fertbzést kdvetben nyolc hdénappal késébb, neutralizald
ellenanyagvalasz mellett, amikor a virus mar nem volt kimutathaté az allatok vérébél (Tesh et
al., 2005). Az elhuzédé viruria extrém, human vonatkozasu eredményeit ismerteti az az
amerikai kézlemény (Murray et al., 2010), melyben korabban WNV encephalitis-t atvészelt,
kronikus veseelégtelenségben szenvedé betegek mintaibdl mutattak ki WNV RNS jelenlétét,
évekkel az akut fert6zést kovetéen. A 2010-ben megjelent publikacid6 nyoman mas
kutatdcsoportok is végeztek retrospektiv vizsgalatokat, de az elhuzdédd virusuarités ilyen
szélséséges példajat nem sikerdlt igazolni (Gibney et al., 2011). A virus nukleinsavat vizelet
mellett nyalmintabdl is detektaltak, igaz egyetlen encephalitises beteg esetén (Barzon et al.,
2012). A nyalmintak vizsgalatanak diagnosztikai relevanciaja valészinileg nem tul nagy.

A PCR (PCR: polymerase chain reaction; polimeraz lancreakcid) alapu diagnosztikai

modszerek mellett a direkt viruskimutatas megvaldsulhat a viralis antigének detektalasara

20



alkalmas tesztek segitségével is. Dengue virusfert6zéseknél példaul a konzervativ NS1
nem-strukturalis fehérje vizsgalata 1-9 napig adhat pozitiv eredményt (Barzon et al., 2015). Az
NS1 fehériegk mind a sejtek felszinén, mind pedig extracellularisan expresszalodnak.
Nyugat-nilusi virus esetén kisérletesen fert6zott horcsdgok mintaibdl expozicidt kovetéen 3-8
napig volt kimutathatd, az antigén koncentracié csucsat az 5. napon mérték (Barzon et al.,
2015). Bar jelenleg nyugat-nilusi virus NS1 antigén kimutatasara alkalmas kereskedelmi
forgalomban kaphaté teszt még nem elérheté, a diagnosztika egyik igéretes irdnyvonala lehet
a jévdben.

A direkt viruskimutatasnal és virusizolalasnal a laboratériumi diagnosztika megbizhatébb
mddja a virus ellen termelt ellenanyagok kimutatéasa, amely flavivirus-fertézés gyanujakor
mindig elvégzendd, standard eljaras. Busch és munkatarsainak 245 viraemias vérado
vizsgalataval kapott eredményei szerint a viraemia kezdeti fazisat kdvetéen a virusmennyiség
hamar lecsokken az IgM és IgA alosztalyu ellenanyagok megjelenésével egyidejlleg vagy
még az el6tt [median ablakperiddus: 3,9 (95% CI: 3,4 — 4,4) nap] (Barzon et al., 2015). Az IgG
ellenanyagok megjelenése atlagosan a 7. nap kérnyékén varhato [7,7 (95% Cl: 6,9 — 8,5) nap]
(Busch et al., 2008). Mas tanulmanyok eredményei szerint az IgM és IgA ellenanyagok
ellenanyagok 4-16 nappal késébb mutathaték ki (Carson et al., 2014; Prince et al., 2007). Az
IgM  ellenanyagok  megjelenésétél az IgG  szerokonverzidig atlagosan 3,4
(95% CI: 2,6 — 4,3) nap telik el, virusneutralizacios aktivitas pedig a 8. nap kdrnyékén mérhetd
(Busch et al., 2008). Az ellenanyagvalasz kinetikajanak nyomon kdvetése alapjan a tapasztalat
az, hogy a neutralizal6 ellenanyag- és IgG titerben legfeljebb minimalis csbkkenés mérhetd 6t
évvel az akut fert6zést kovetben (Prince et al., 2007). Feltételezhetd, hogy az IgG
ellenanyagok élethossziglan jelen lehetnek, de emellett megfigyelheté az IgM és IgA
ellenanyagok hosszutavu perzisztalasa is, atlagosan hat hénapig, de az esetek 20-50%-aban
egy évvel az akut fert6zést kdvetben is kimutathatok (Barzon et al., 2015). Tlnetes betegeknél
ez utdbbi tendencia gyakoribbnak tinik (Roehrig et al., 2003). Busch és munkatarsai 22 vérado
nyomon kdvetésével kapott eredménye, hogy az IgM negativ eredményig atlagosan 156 (95%
Cl: 70 — 423) nap, mig IgA negativ eredményig atlagosan 220 (95% CI: 48 — 2100) nap telik
el (Busch et al., 2008). Huszonharom nyomon kovetett véradé 100%-a bizonyult WNV IgG
szeropozitivnak, 17%-a IgM pozitivhak, mig 57%-a IgA pozitivhak egy évvel a fert6zést
koévetéen (Busch et al., 2008). Vagyis az IgM ellenanyagok hamarabb eliminalédnak, de
esetenként honapokkal az akut infekcié utan is kimutathatok, ezaltal megkérdéjelezve az akut
nyugat-nilusi virusfertézések vérminta IgM pozitivitdsan alapuld konfirmalhatésagat. Ezzel
szemben a kdzponti idegrendszer érintettsége esetén — amennyiben sor kerul lumbalpunctio-
ra — a liqguor minta WNV IgM pozitivitasa igazolja az aktudlis nyugat-nilusi virusfert6zés
fennallasat. Az IgM ellenanyagok méretikbél és pentamer szerkezetikbél adoddan nem

képesek atjutni a vér-agy gaton, ezért jelenlétik intrathecalis ellenanyagképzésre és akut
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neuroinfekcio fennallasara utal. WNV encephalitis-ben, meningitis-ben szenvedd betegeknél
a liquorbdl IgM ellenanyagok a nyolcadik nap kérul mutathatok ki (Prince et al., 2007). Annak
eldéntésében, hogy a vérsavd WNV IgM pozitivitdsa az aktualis vagy el6z6 évi szezonban
szerzett fert6zés kdvetkezménye a WNV IgG aviditasvizsgalat segithet (Fox et al., 2006).
Primer fert6zés fennallasakor alacsony (40% alatti) IgG aviditas alapjan valészinisithet6 az

aktualis vagy kozelmultban zajlott nyugat-nilusi virusfert6zés.

2.5. Megeldzés és terapia

A human nyugat-nilusi virusfert6zések megel6zésére specifikus mddszer, azaz kereskedelmi
forgalomban kaphaté human hasznalatra is alkalmas véddoltas jelenleg nem all rendelkezésre
és a tlnetes fert6zottek kezelésére is az egyetlen megoldas a szupportiv terapia. Az emberi
hasznalatra fejlesztett oltbanyagok koézil, két, attenualt rekombinans vektor vakcinajeldlt
bizonyult eddig megfelel6 immunogenitasunak, egy dozis beadasat kovetben. Minkét
vakcinajeldlt esetén a virus prM és E fehérjéi expresszaléodnak (Saiz, 2020). Ugyanakkor, az
eddigi emberben vizsgalt 6sszesen hat vakcinajeldlt kdzll, egyik tesztelése sem jutott még el
a klinikai lll-as fazisig (Saiz, 2020). A védekezés jelenleg egyénileg, aspecifikus uton
lehetséges csak, a szunyogcsipések elleni védekezéssel: megfeleld 6lt6zék viselésével,
repellensek hasznalataval. A lovak nyugat-nilusi virus altal okozott megbetegedésének
megelézésére azonban mar van lehetéség aktivimmunizalassal. Eurépaban jelenleg harom
oltéanyag kaphaté kereskedelmi forgalomban:

- Equip® WNV (Zoetis): nyugat-nilusi New York 1999/VM-2 (lineage 1) inaktivalt

virustdérzset tartalmazé vakcina (European Medicines Agency [EMA], 2008).

Rekombinans vakcinak:
- Equilis®Prequenza (MSD Animal Health): Inaktivalt kiméra Flavivirus YFV-WNV

torzset tartalmazo vakcina (European Medicines Agency [EMA], 2013).

- Proteqg® West Nile (Boehringer Ingelheim): nyugat-nilusi laz rekombinans kanarihimlé-

virus tartalmua vakcina (European Medicines Agency [EMA], 2011).

A véddoltas az allatok hat hénapos koratdl adhaté (Proteq® vakcina adasakor mar 5 hdnapos
kortdl). Az alapimmunizalas két vakcina beadasabdl all, 3-5 hetes eltéréssel, mely utan az
immunitas koralbellil 3 héttel késébb alakul ki. Az immuntartéssag 12 hoénap, ezért
alapimmunizalast kdvetéen évente ajanlott az emlékeztetd oltasok adasa. Az immunizalas
alkalmazasaval csdkkenthetd a viraemias lovak szama nyugat-nilusi virusfertézést kdvetden,
illetve lineage 2 virustorzzsel térténé fertdzédéskor a korlefolyas sulyossaga és hossza
csokkenthetd (Chaintoutis et al., 2015; Lecollinet et al., 2019).
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3. Usutu virus

A Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségének Japan encephalitis szerokomplexéhez tartozé
Usutu virus (USUV) elnevezését a dél-afrikai Szvaziféldon talalhaté Usutu folyordl kapta, ahol
el6szor izolaltak a virust Culex neavei szunyogfajbdl, 1959-ben (Roesch et al., 2019). Afrikai
cirkulacioja korabban is ismert volt, példaul Szenegéalban, Ugandaban, a Kdzép-Afrikai
Kdztarsasagban, Nigéridban, Burkina Fasoban és Elefantcsontparton (Roesch et al., 2019).
Eurdépaban el8szér 2001-ben figyeltek fel a kérokozora, ekkor Bécsben és kdrnyékén okozott
jelentds madarelhullast a helyi szakallyas bagoly (Strix nebulosa) és feketerigd (Turdus
merula) populaciéban (Weissenbdck et al., 2002). Késébbi retrospektiv vizsgalatok azonban
igazoltak, hogy mar 1996-ban is jelen volt a virus Olaszorszag Toszkana tartomanyaban
(Weissenbdck et al., 2013). Mara Eurdpaban széles korben elterjedt, aktivitasa az utobbi
években jelent6sen megnétt, elsésorban Németorszagban, Franciaorszagban, Belgiumban és
Hollandidban (Vilibic-Cavlek et al., 2020). A virusnak nyolc genetikai leszarmazasi vonala
(lineage) ismert: Afrika lineage 1-3, valamint Eurdpa lineage 1-5. A madarvonuldsoknak
készdnhetben az Afrika és Eurdopa kozott fenntartott cirkulaciéo miatt, afrikai és kilonb6zé
eurdpai genetikai vonalak egyuttes el6fordulasa is jellemzé adott foldrajzi terlleten (Vilibic-
Cavlek et al.,, 2020). A virus természetes cirkulacidja a nyugat-nilusi virus enzootikus
ciklusaval egyez6, a korokozé terjesztésében résztvevd legfontosabb szinyogfajok a Culex
nemzetséghez tartozé szunyogok, melyek kozul elsédleges vektor a dalos szunyog vagy
Culex pipiens (Gaibani et al., 2017). Emellett, a virus terjesztésében jelentés fajok a Culex
neavei és Culex quinquefasciatus, de kimutattak Aedes albopictus-bodl is (Roesch et al., 2019).
A virust ritkabban detektaltak Aedes japonicus, Aedes vexans, Anopheles maculipennis,
Anopheles plumbeus, Coquillettidia richiardii, Culiseta annulata, valamint Ochlerotatus spp.
fajokbdl (Roesch et al., 2019). Kullancsokbdl azonban ezidaig nem sikerilt kimutatni (Gaibani
et al., 2017). Legfontosabb amplifikal6 és rezervoar szervezetei a madarak. Mintegy 35 csalad
93 faja bizonyult fogékonynak a fert6zésre, a mortalitds azonban kiemelkedé feketerigbban
(Turdus merula), szakéllasbagolyban (Strix nebulosa), hazi verébben (Passer domesticus) és
seregélyben (Sturnus vulgaris) (Gaibani et al., 2017). Ezen fajokban jellemzé a szisztémas
fertbzés, melynek eredménye példaul encephalitis, myocardialis degeneracié, valmint
nekrotikus 1ézidk kialakulasa kiilénb6z6 szervekben, példaul a Iépben és a majban. A virus
jelentds mortalitast okozott — tdbbek kozétt — Ausztria, Németorszag és Hollandia
madarallomanyaban. Afrikabdl Eurdpaba térténd behurcolasaban vandorfajok vesznek részt,
ugy mint példaul a vorés vércse (Falco tinnunculus), a cserregd nadiposzata (Acrocephalus
scirpaceus), a kis poszata (Sylvia curruca), a mezei poszata (Sylvia communis), vagy a kormos
légykapo (Ficedula hypoleuca) (Gaibani et al., 2017). Mas fajok lokalis helyvaltoztatasa a virus

Eurdpan bellli szétterjedését segiti eld. llyen fajok példaul a szarka (Pica pica), a hazi veréb
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(Passer domesticus), a bankivatyuk (Gallus gallus), vagy a feketerigd (Turdus merula)
(Gaibani et al., 2017). A nyugat-nilusi virushoz hasonléan az USUV is véletlenszerlien
fert6zhet eml6sdket, azonban bennik megfelelé6 mértéki viraemia a virus vektor-kdzvetitette
terjedéséhez USUV esetén sem alakul ki. A virus igazoltan képes megfert6zni ragcsaldkat,
denevéreket, lovat, kutyat, szarvast (Gaibani et al., 2017).

Human koroki szerepe maig kevéssé tisztdzott, az els6 human eseteket Afrikaban
dokumentaltdk: az 1980-as években a Kozép-Afrikai Koztarsasagban, illetve 2004-ben
Burkina Faséban (Roesch et al., 2019). Mindkét esetben enyhe megbetegedésrdl szamoltak
be, melyben a laz és kiltések megjelenése dominalt. Az eurdpai esetismertetésekben
azonban mar sporadikusan sulyosabb kérlefolyasrdl is olvashatunk, mint példaul encephalitis,
meningoencephalitis és polyneuritis (Gaibani et al., 2010; Kaic et al., 2014; Pacenti et al., 2019;
Pecorari et al., 2009; Santini et al., 2014). Atipikus manifesztacioként egyetlen esetben facialis
paralysist is leirtak (Simonin et al., 2018). Enyhébb koérlefolyas esetén a laz és fejfajas mellett
jellemzé tinet a myalgia és arthralgia. Szerolégia vizsgalatok eredményei alapjan
valdszinilsitheté, hogy a human USUV fertézések mértéke alulbecsilt lehet Eurdpaban.
Olaszorszagban példaul egy retrospektiv tanulmanyban, — melynek keretében 915 beteget
vizsgaltak — az USUV szeroprevlanecia magasabbnak bizonyult (6,57%), mint a WNV
szeroprevalencia (2,96%) (Grottola et al., 2017). Erdészeti dolgozok kdrében a prevalencia
szintén magas: 18%-0s volt, mig ezzel parhuzamosan véradok korében végzett hasonlo
vizsgalat eredménye is 1% Kkorlli szeroprevalenciat igazolt, az észak-olaszorszagi
Lombardidban (Percivalle et al., 2017). A virus neurotropizmusara utal, hogy elhullott
denevérek és madarak agyszévetébdl is sikerdilt kimutatni, illetve szopds egerek intracranialis
oltasat kdvetben paraplegia és paralysis lép fel, az idegsejtek és gliasejtek apoptdzisa, valmint
demyelinizacié figyelhet6é meg. A virus apoptdzist indukal neuronokban, astrocytékban,
microgliasejtekben, valamint neuralis ssejtekben is.

Magyarorszagon, 2003-tél passziv monitoring program keretében kezdtek USUV iranyaban is
vizsgalatokat végezni, melynek eredményeképpen 2005-ben Budapesten egy elhullott
feketerigdbdl sikerllt kimutatni a virust (Bakonyi et al., 2007). A rakévetkezd évben Ujabb hat
elhullott madar bizonyult USUV pozitivnak, egy esetben a virusizolalas is sikeres volt. Ezt
koévetden 2005 és 2015 kozott csupan sporadikus eseteket igazoltak a mortalitas hatterében,
mig 2016 szezonalis id8szakaban az incidencia névekedése volt tapasztalhaté. Ekkor 12
elhullott madarbdl volt kimutathaté a virus: egy szajkd (Garrulus glandarius), egy seregély
(Sturnus vulgaris), és 10 feketerigd (Turdus merula) bizonyult pozitivnak (Bakonyi et al., 2017).
A novekedés oka lehetett, hogy 2016-ban el6szér mutattak ki a térségben USUV Eurépa
lineage 2 virustorzs jelenlétét. Korabbi években Eurdpa lineage 1 elterjedése volt jellemzé,
mig 2016-t6l az Eurdpa lineage 2 genetikai vonal valt dominanssa: 2017 és 2018 kdzott 253
vizsgalt egyedbdl 6 madar bizonyult USUV PCR pozitivhak, valamennyi esetben Eurépa

lineage 2 infekciot azonositottak (Weidinger et al., 2020). Ezzel parhuzamosan, a szomszédos
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Ausztriaban is Eurdpa lineage 2 cirkulacio volt jellemzd, bar emellett 2018-ban Afrika lineage
3 jelenlétét is igazoltak (Bakonyi et al., 2017; Weidinger et al., 2020).

A human USUV esetek azonositasaban a nyugat-nilusi virusnal ismertetett diagnosztikai
eljarasok irdnyadoak. A kereskedelmi forgalomban kaphaté diagnosztikai kitek korlatozott
hozzaférhetésége miatt egyelére az in house szeroldgiai és molekularis bioldgiai
modszereknek nagy jelentéségik van. A fert6zések megel6zésére vagy kezelésére specifikus

protokoll jelenleg nem all rendelkezésre.

4. Kullancsencephalitis-virus

4.1. A kullancsencephalitis-virus jarvanytana

A kullancsencephalitis-virus felfedezése a Lev Zilber vezetésével Oroszorszag tavol-keleti
régiojaban folytatott kutatéexpedicidhoz kdthetd, melynek eredményeképpen 1937-ben
izolaltak és azonositottak a kérokozoét, mint a kullancscsipést kdvetéen kialakulé encephalitis
etiologiai agensét (Gritsun et al., 2003). Ekkor a megbetegedés még az ,orosz tavaszi-nyari
encephalitis” nevet viselte, utalva a megbetegedések el6fordulasanak szezonalitasara. A
kullancsencephalitis-virus Eurépa és Azsia erdés teriiletein terjedt el. A kérokozé eléfordulasa
a humid mikroklimaju terlletekhez kéthetd, mely kedvezé kérnyezetet biztosit a terjesztésben
résztvevdé vektorok elterjedéséhez. A koérokozonak harom altipusa (szubtipusa) ismert:
a tavol-keleti; a szibériai; valamint az eurdpai, amelyek virulenciajukban, igy az altaluk okozott
kérkép sulyossagaban és lefolyasaban is eltéréek. Az eurdpai szubtipus terjesztésében
elsédleges vektor az Ixodes ricinus (k6zdnséges kullancs) faj, mig a szibériai és tavol-keleti
altipusok terjesztésében fbleg az Ixodes persulcatus (tajga kullancs) vesz részt. A két
kilénb6z6 kullancsfaj életciklusanak megfeleléen a jarvanygoérbe némi eltérést mutat a
kllonb6zd szubtipusok esetén. A human megbetegedések incidencidjanak csucsa koveti a
vektorok taplalkozasi aktivitasanak maximumat (Gritsun et al., 2003). Ez az Eurépaban
dominansan eléfordulé Ixodes ricinus esetén két kiugrassal jellemezhet6: majus—junius, majd
szeptember—oktéber kornyékén (Egyed et al.,, 2012). Ezzel szemben, a tajga kullancs
taplalkozasi csucsa a tavaszi, kora nyari idészakra tehetd (Gritsun et al., 2003). A human
megbetegedések is halmozottan fordulnak el ebben az idészakban. A legmagasabb
incidenciaval jellemezhet6 tertletek az Ural, Pre-Ural, valamint Szibéria térsége, de a
kérokozé endémias Eurdpa nagy részén is (Gritsun et al., 2003). Leginkabb érintett Kbzép- és
Kelet-Eurdpa, a balti valamint északi allamok, de az endémias teriletek lehuzédnak egészen
Eszak-Olaszorszagig és a balkani allamokig (European Centre for Disease Control and

Prevention [ECDC], 2012). Az I. ricinus vektor K6zép-Kelet és Eszak-Eurépaban fordul eld,
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ezeért Eurdpa-szerte féleg a virus eurdpai szubtipusa terjedt el, mig az /. persulcatus vektor
Oroszorszagon és Szibérian kivul megtalalhaté a Baltikumban és Finnorszagban is, ezért
ezeken a terileteken két vagy mindharom szubtipus egyittesen is cirkulalhat (Lindquist et al.,
2008; Mantke et al., 2008; Suss, 2011). Fontos megemliteni, hogy az elmdult évtizedekben a
klimavaltozasnak kdszonhetden kitolodtak az endémias teruletek hatarai: északabbra és
magasabban fekvo terlletekre huzdédtak. Az Eurdpai Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi
Kdézpont (ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control) adatait tekintve 2000
és 2010 kodzott a bejelentett human megbetegedések szama nagyjabdl stagnalt, kisebb
kiugrasokat 2003-ban, 2006-ban, majd 2009-2010 kdzott mértek. A tiz éves periddus alatt az
esetek 25%-at Csehorszag, 15%-at Litvania, 11-11%-at Lettorszag és Németorszag, mig
10%-at Szlovénia jelentette (European Centre for Disease Control and Prevention [ECDC],
2012). A bejelentett esetek incidencigja 2012 és 2018 kozott 0,4-0,6% kozott mozgott, az
Eurdpai Unio és Eurépai Gazdasagi Térség (EEA) orszagaira vonatkozéan. Az incidenciat
orszagokra és évekre bontva, Litvania tekinthetd a legérintettebb orszagnak (12,0-21,9
eset/100 000 f8), ezt koveti Lettorszag, Esztorszag, Csehorszag és Szlovénia (European
Centre for Disease Control and Prevention [ECDC], 2012). Osszességében erésen
endémiasnak tekinthetd Oroszorszag és a balti allamok, de kullancsencephalitis
megbetegedések magas szamban fordulnak el6 Csehorszagban, Finnorszagban,
Lengyelorszagban, Magyarorszagon, Németorszagban, Svajcban, Svédorszagban,
Szlovakiaban, valamint Szlovéniaban is (Mantke et al., 2008.). A hazai esetek éves eloszlasat
a 4. abra szemlélteti (8.2. fejezet). Figyelemre mélté ugyanakkor Ausztria esete, mivel az
orszagban 1981-ben oltasi kampanyt inditottak a betegség megel6zése érdekében. Ezt
megel6z6en a kullancsencephalitis morbiditas itt volt a legmagasabb Europaban az évi
mintegy 700 esettel (Suss, 2011). A kampanyoltasoknak kdszonhetéen a populacio
atoltottsaga 6%-rél 84%-ra nétt 1980 és 2000 kdzott, 2008-ra pedig a lakossag 88%-a
részesllt legalabb egy kullancsencephalitis elleni védéoltasban, 67% pedig a teljes oltasi
sorozatot megkapta (Suss, 2003; Siss, 2011). Ennek eredményeképpen 1991-ben mar
csupan 41 esetet, 2004-2008 kodzott pedig atlagosan évi 74 megbetegedést regisztraltak,
vagyis az esetszam jelentésen csokkent (Suss, 2003; Suss, 2011).

Magyarorszagon a korokozot 1952-ben izolaltak el6szor, 1958-6ta pedig rendszeresen
végeznek laboratériumi szerolégiai diagnosztikai vizsgalatokat (Ferenczi et al., 2005). Be- és
kijelentésre kotelezett fert6z6 betegség (Epidemioldgiai Informacios Hetilap [Epinfo]. 2009). A
legtdbb esetet 1981 és 1990 kdzott diagnosztizaltak, ekkor az éves esetszam elérte a kb. 300
igazolt megbetegedést is (Ferenczi et al., 2005). Ezzel szemben, 1991 és 2000 kozott jelentds
csokkenés kovetkezett be az esetszamban (Siss, 2011). Erre a tendenciara tébb tényezé
figyelembevétele adhat magyarazatot, ugy, mint példaul az 1991-t6l gydgyszertarakban is
elérhet6 véddoltas, a virus alacsony prevalenciaja (Zoldi et al., 2015), klimatikus vagy egyéb

Okolégai faktorok, illetve az 1997-t6l megvaltozott finanszirozasi rendszer (Ferenczi et al.,
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2005). Azota a fekvbbeteg osztalyokon kezelt paciensek specifikus diagnosztikai
vizsgalatanak koltségei a korhazakat terhelik. Kullancsencephalitis-virusfert6zés esetén az
etiolégiai agens  azonositdsanak  nincs  terapias  konzekvencigja, csak a
differencialdiagnosztikat és a prognozis megitélését segiti (Epidemioldgiai Informaciods Hetilap
[Epinfo]. 2009). Mindez rejtett morbiditashoz vezethet.

A 2000-2010 kozotti idészakban 6sszesen 686 megbetegedést regisztraltak, 2004-2008 kdzott
évente atlagosan 66 esettel (European Centre for Disease Control and Prevention [ECDC],
2012; Suss, 2003; Zoldi et al., 2013). Az NNK referencialaboratériumanak sajat adatait tekintve
a 2011-2017 kozotti idészakban tovabbi csdkkenés tapasztalhatdé a laboratdriumilag
megerf@sitett esetek szamaban (atlagosan 34 igazolt megbetegedés évente), mikdzben a
vizsgalatkérések szama nem valtozott jelentésen az elmult id6szakban.

Hazankban leginkabb érintettnek a Dunantul térsége bizonyul (Zala, Somogy, Vas megye), de
emellett az Eszaki-kdzéphegységben is kiemelkedé az incidencia (European Centre for
Disease Control and Prevention [ECDC], 2012; Suss, 2003; Zdldi et al., 2013).

4.1. A kullancsencephalitis-virus terjedése

A kullancsencephalitis-virus terjesztésében résztvevd legfontosabb vektorok az Ixodidae
csaladhoz tartozé Ixodes ricinus (k6zénséges kullancs) és Ixodes persulcatus (tajga kullancs)
fajok. EI6bbi Eurépa nagy részén elterjedt, ezért a virus eurdpai szubtipusanak terjesztésében
szamit elsédleges vektornak, mig a tajga kullancs a szibériai és tavol-keleti altipusok
terjesztésében vesz részt (Mansfield et al., 2009a). Az /. ricinus ugynevezett haromgazdas
kullancs, vagyis minden fejlédési stadiumban — larva, nimfa és ivarérett adult példany — néhany
napig tartd, egyszeri alkalommal taplalkozik a gazdan, minden fejlédési stadiumban kulonb6zd
gazdafajokon. A természetben az egyes fejl6dési stadiumok hossza akar egy évig is eltarthat,
a teljes fejlédési ciklus pedig atlagosan harom év alatt fejez6dik be, ugyanakkor hossza
foldrajzi terulettdl fliggéen 2-6 év kozott is valtozhat (Mansfield et al., 2009a). A hosszu
élettartam miatt egyrészrél a kullancsok a virus legfontosabb rezervoarjai, masrészrél szintén
a vektor életciklusanak hosszaval magyarazhatd, hogy a kullancsencephalitis-virus lassabban
evolvalédik, mint példaul a szinyogok altal terjesztett flavivirusok (Lindquist et al., 2008). A
kullancs barmely fejlédési stadiumban fert6z6dhet a virussal és ezt kovetben a teljes
élettartam alatt fert6zott marad, azaz a virus atadodik az egyes fejlédési stadiumok kozott is.
Ezt nevezik transz-stadidlis virusatadasnak. A nésténybdl a petékbe torténd ugynevezett
transz-ovaridlis virustranszmisszodra is van lehet8ség, ez azonban sokkal ritkabban kdvetkezik
be (Lindquist et al., 2008; Mansfield et al., 2009a). A virus enzootikus ciklusanak
fenntartasaban legfontosabbak a nimfak, a magas abundancia és széles gazdaspektrum miatt.

Els6sorban kis erdei eml6sdkdn, madarakon, de akar hillékon is taplalkozhatnak. Ezzel
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szemben a kifejlett egyed f6leg a nagyobb testli eml&sodket preferalja. A virus természetes
ciklusanak fenntartdsaban a nimfa stadiumu kullancsok mellett a kis erdei eml&sdknek, féleg
ragcsaldknak is kiemelt jelentéségik van, mivel a virusperzisztenciat hosszu ideig, akar egy
évig is képesek fenntartani, hozzajarulva a kullancsok kdzétti virusatadashoz. A kis erdei
ragcsalok tehat egyben fenntarté és amplifikalé gazdak, valamint rezervoarok is (Mansfield et
al., 2009a). Néhany fontosabb ragcsald faj: Apodemus flavicollis (sarganyaku erdeiegér),
Apodemus sylvaticus (erdei egér) és Myodes — korabbi nevén Clethrionomys — glareolus
(véréshatu erdeipocok), mely fajok nagy egyedsiriiségben vannak jelen erdés tertleteken és
a nem kifejlett stadiumu kullancsok gyakran taplalkoznak rajtuk (Labuda et al., 1993). Ezzel
szemben a nagyobb testli gazdaszervezetek esetén, mint amilyenek példaul a madarak, a
szarvas, a 16, vagy akar az ember, nem alakul ki hosszan tarté és magas szintli viraemia
(Mansfield et al., 2009a).

A kullancs, taplalkozas koézben fert6zddik a virussal, mely a szervezetébe jutva a kdzépbél
falanak sejtjeiben kezd replikalédni. A nyalmirigy sejtjei csak ezt kovetéen fert6zédnek, majd
kovetkez6 taplalkozas soran Urdl a virus a kullancs nyalaval. Ezaltal képes a gerinces gazda
fert6z6dni. Emellett ismert az ugynevezett co-feeding jelensége is, mely soran fert6zott
kullancs képes nem fert6zott egyednek atadni a virust, mikozben ugyanazon gazdan, egymas
kozvetlen kdzelében taplalkoznak (Mansfield et al., 2009a). Ezt a jelenséget megfigyelték
kullancsok olyan gazdaszervezeten torténé taplalkozasakor, amely nem produkalt mérhetd
szintl viraemia-t (Labuda et al., 1993; Labuda et al., 1997).

A kullancsencephalitis-virus terjedésének egy ritkabb, ugyanakkor mara mar jol ismert modja
az alimentaris fert6z6dés, mely soran a virus fert6zott allat — kecske, juh, tehén — forralatlan
tejének vagy az abbdl készilt tejtermékeknek az elfogyasztasa révén kerll a szervezetbe.
Kecskék, juhok, vagy tehenek a fert6z6dést kdvetéen mar 2-3 nappal késébb drithetik tejukkel
a virust, akar 3-7 napon keresztil is (Holzmann et al., 2009). Fert6z6dni pedig nem csak a
forralatlan tej, hanem az abbdl készilt tejtermékek, példaul sajtok fogyasztasa révén is lehet.
Ausztridban 2008-ban példaul hat személy kapott kullancsencephalitis-virusfert6zést, fert6zott
kecske tejébdl készllt sajt elfogyasztasat kdvetben. Kilon érdekesség, hogy a sajtbdl, illetve
a kecsketej maradékabdl négy hazi sertés is kapott, amelyek szintén fert6zddtek a virussal,
bar klinikai tiineteket nem mutattak az allatok (Holzmann et al., 2009). Fert6z6tt kecske vagy
tehéntej fogyasztasahoz kothetd jarvanyok hazankban is el6fordultak az elmult években.
2007-ben Lakhegyen 31-en betegedtek meg ugyanazon kecskefarmrél szarmazo forralatlan
tej fogyasztasatol, 2011-ben pedig 11 fertézés forrasaként azonositottak fert6zott tehéntejet
(Balogh et al., 2010; Caini et al., 2012).

Azoknal a kullancsencephalitises betegeknél, akiket a betegséget megel6z6 idészakban
csipett kullancs, a fert6z6dés altalaban valamilyen szabadidés tevékenységhez kothetd
(Kaiser, 2002). Ugyanakkor vannak kifejezetten olyan foglalkozasok, melyeknél fokozott az

expozicid, mint példaul az erdészeti, mez6gazdasagi és vadgazdalkodasi terllethez kdthetd
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szakmak. Ezzel 6sszefliggésben retrospektiv tanulmanyok és hazai tapasztalatok szerint is, a

kullancsencephalitis férfiaknal gyakrabban el6fordulé6 megbetegedés (Zoldi et al., 2013).

4.2. A human kullancsencephalitis-virusfert6zések klinikuma

Kullancscsipést kdvetéen a prodromalis szakaszig - Kaiser és munkatarsai 73 személy
megfigyelésével végzett tanulmanya alapjan — atlagosan 8 napos (4-28 nap) inkubacios iddvel
szamolhatunk. A kullancsencephalitis-virus  eurdépai  szubtipusa altal okozott
megbetegedésekre jellemzd az ugynevezett kétfazisos koérlefolyas. Ez a manifeszt esetek
74-87%-ara jellemzd (Haglund et al., 2003). Az elsd, viraemias fazisban altalanos
virusfertézésre jellemzd tinetek kialakulasa gyakori, mint példaul: laz, fejfajas, felsé léguti
tiinetek, abdominalis tiinetek, izomfajdalom, altalanos gyengeség (Haglund et al., 2003). Ezek
az 0sszességében influenza-szerl tlinetek viszonylag hamar, 1-7 nap alatt megsziinnek
(Kaiser, 2002). Az elsé fazist néhany napos — atalagosan 7-8 napos — tiinetmenetes periddus
koveti, majd ezutan alakul ki a sokkal specifikusabb, mar neurolégiai tinetekkel jellemezhetd
masodik fazis (Haglund et al., 2003; Kaiser, 2002). Egyes tanulmanyok szerint a masodik fazis
az esetek 20-30%-aban alakul ki (Haglund et al., 2003), mig mas forrasok szerint a legtdbb
betegnél, akinél jelentkeznek az els6 fazisu tunetek, kialakul a betegség masodik fazisa is.
Egy 1991 és 2000 kozott, Németorszagban végzett vizsgalatban — melyben 850 pacienstdl
voltak elérhetdk klinikai és epidemiolégiai adatok — a betegek 47%-anal alakult ki meningitis,
42%-nal meningoencephalitis, mig 11%-nal meningo-encephalomyelitis (Kaiser, 2002). A
masodik, ,meningoencephalitis” fazisban jellemzé a magas lazzal kisért erés fejfajas,
hanyinger és hanyas. Encephalitis esetén sulyosabb koérlefolyas jellemzd, a tipikus tlinetek
kdzé sorolhatok: a laz, fejfajas, meningedlis izgalmi jelek, ataxia, kognitiv zavarok (mint példaul
koncentracios és memoriazavar), dysarthria, alternalé tudatéllapot, zavartsag, tremor,
valamint cranialis idegbénulas (Haglund et al., 2003). Gércsrohamok ugyanakkor kevésbé
jellemzék. Meningoencephalitis fennallasakor gyakori a tudatvesztés, ataxia, agyideg- és
végtagbénulas. Utobbi ugyanakkor meningo-encephalomyelitis-ben szenvedd betegekhez
képest kevésbé gyakori és kevésbé sulyos lefolyasu. Az agyidegbénulas altalaban tranziens,
néhany (3-10) napon belil elmulik, kivéve a hallaskarosodast, dysphagiat és dysarthriat,
melyek hosszabb ideig, perzisztensen is fennallhatnak. A kullancsencephalitis legsulyosabb
formaja a meningo-encephalomyelitis, melyben a tudatvesztés sokkal sulyosabb, jellegzetes
tinet a flaccid paralysis, mely lehet mono- vagy tetraparesis, de kialakulhat az alsé végtagok
paraparesise is (Kaiser, 2002). Az agyidegbénulas nagyobb aranyban és sulyosabb formaban
jelentkezik. Gyakori lehet a végtagremeges, mely féleg, mint intenciés tremor jelentkezik, a
nyugalmi tremor kevésbé jellemzd (Kaiser, 2002). A kullancsencephalitis-virus europai

szubtipusa esetén a mortalitasi rata 1-2% koruli (Mansfield et al., 2009b).
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Klinikai cytolégiai és kémiai laboreredményekben a betegség kezdeti, viraemias fazisaban
tipikus eltérés a thrombocytopaenia, leukopaenia, emelkedett CRP (C-reaktiv protein) szint, a
kés6bbi meningoencephalitis soran ugyanakkor mar a leukocytosis jellemzé (Lotric-Furlan et
al.,, 1995). Szintén jellegzetes laboreltérés a liquorban mérhetd emelkedett sejtszam
(pleocytosis), melynek értéke a 6 és 1200 sejt/ul kdzotti tartomanyba esik (Kaiser, 2002).
Abnormalis értékil liquor protein koncentracio gyakrabban mérhetd meningoencephalitisben
és meningo-encephalomyelitisben szenvedé betegeknél. Altalanossagban a liquor emelkedett
fehérje szint és pleocytosis tipikus eltérésnek tekinthetd. Kullancsencephalitis-es betegeknél
a liquor/szérum albumin koncentracio gyakran utal a vér-agy gat intenziv sérulésére, melynek
eredménye a vér-agy gat fokozott ateresztéképessége. Egy német tanulmanyban példaul a
betegek 79%-anal tapasztaltak ilyen eltérést (Haglund et al., 2003).

A hosszutavu morbiditas sem elhanyagolhatd, a visszamarado tlinetek kihatassal vannak a
betegek késébbi életmindségére. Retrospektiv tanulmanyok adataira hagyatkozva mind a
prognézist, mind pedig a perzisztens tlinetek kialakulasat befolyasolja a beteg életkora,
valamint, hogy a betegség akut fazisa alatt milyen mértékli a tudatvesztés. A Kklinikai
kérlefolyas sulyossagat fokozza a neutralizaléd ellenanyagok szubprotektiv szintje, az
inadekvat humoralis immunvalasz, valamint, ha a betegség korai fazisaban az intrathecalis
IgM valasz alacsony szint( marad (Kaiser et al., 2000). Sulyos maradvanytlinetek példaul az
ataxia, tremor, fejfajas, sensorineuralis hallaskarosodas, dysphagia, paresis, egyensuly- és
koordinacios zavarok, illetve egyéb neuropszichiatriai tinetek fennallasa (Kaiser et al., 2000).
Gyermekeknél altaldaban jobb progndzisra szamithatunk, mig az idésebb életkor vagy
immunszupprimalt allapot hajlamosit a sulyosabb kérlefolyasra és maradvanytinetek

kialakulasara.

4.3. Kullancsencephalitis-virusfertézések laboratériumi diagnosztikaja

A human kullancsencephalitis-virusfertézések laboratériumi diagnosztikaja soran fontos
figyelembe venni az eurdépai szubtipus altal okozott jellegzetes kétfazisu kérképet. A néhany
napos inkubacios periddust kdvetd aspecifikus tinetekkel kisért elsé fazis utan korilbelll egy
hét tinetmentes id6szak utan jelentkeznek a sulyosabb idegrendszeri tinetek. A viraemia az
elsé fazisra tehet6, ezaltal a direkt viruskimutatasra iranyulé (PCR, virusizolalas) eljarasok
csak ezen szik iddintervallumban alkalmazhatok, amikor a betegek tobbsége még nem fordul
orvoshoz panaszaival (Fox et al., 2006). A neuroinvaziv esetekben, a beteg kérhazi
felvételének idépontjara a virus mar eliminalédik a szervezetbdl. Liquor mintakbdl nem, korai
vérsavo vagy teljes vérmintakbdl néhany esetben — szerokonverzio elétt vett mintak vagy IgM
pozitiv és IgG negativ betegek mintai — sikerllt csak kimutatni a virust (Saksida et al., 2005;
Saksida et al., 2018; Veje et al.,, 2018). A szakirodalomban 6sszesen két tanulmanyban

olvashatd, hogy vizelet mintabdl sikeriilt a kullancsencephalitis-virus nukleinsavat kimutatni.

30



Ugyanakkor a harom betegbdél két paciens immunszupprimalt volt, az 6 esetikben nem
meglepd a perzisztens fertézés (Caracciolo et al., 2015; Veje et al., 2014). Az olasz
esetismertetésben (Caracciolo et al., 2015) érdekesség, hogy nem csupan a beteg vizeletébél,
hanem vérmintainak szeparalasat kbvetéen az erythrocyta frakciobdl is hosszabb ideig sikerult
detektalni a virus RNS-ét (Caracciolo et al., 2015).

Ellentétben tehat mas virusfertézésekkel, kullancsencephalitis esetén a neuroldgiai tlinetes
fazisban — hacsak a beteg nem immunszupprimalt — a PCR vizsgalat mar nem megbizhaté
moddja a rutin diagnosztikanak. Az idegrendszeri tinetek megjelenésekor ugyanakkor
tébbnyire mar beindul a humoralis immunvalasz, a betegek tdbbségénél mind IgM, mind pedig
IgG ellenanyagok kimutathatok (Holzmann, 2003). Liquor mintabdl az IgM tipusu ellenanyagok
a betegség kezdetétdl szamitva legkésdbb a 10. napon detektalhaték (Holzmann, 2003).
Vérmintaban az IgM és IgA ellenanyagok akar honapokkal az akut fertézést kdvetéen is jelen
lehetnek, az IgG ellenanyagok pedig élethossziglan perzisztalnak (Holzmann, 2003).
Szérumban és liquorban a kullancsencephalitis-virus specifikus IgG reaktivitds maximuma a
hatodik hét kornyékén mérheté (Gunther et al., 1997). Nyomon koévetéses vizsgalatok
tapasztalata szerint szérum minta IgG reaktiv eredményt adott a tlinetek kezdete utani 3.
napon, a betegek 86%-anal, a 9. napon pedig mar 97%-nal (Gunther et al., 1997). Hat héttel
és egy évvel az akut tinetek utan a betegek 100%-a bizonyult IgG szeropozitivnak (Glnther
etal., 1997). Liquor mintaban az ellenanyagvalasz kicsit késébb éri el a kimutathatdésagi hatart:
a tunetek kezdetétdl szamitott 3. napon a betegek 23%-anak, a 9. napon 84%-anak, a hatodik
héten 95%-anak, egy évvel a megbetegedés utan pedig mar csak 52%-anak a liquor mintaja
bizonyult IgG pozitivhak (Gunther et al., 1997). Az IgM ellenanyagvalasz kinetikajaban hasonlo
tendencia figyelheté meg, 0sszességeében az intrathecalis IgG és/vagy IgM valasz maximuma
a 9. nap és hatodik hét kdzott mérhetd (Gunther et al., 1997). Glinther és munkatarsainak
érdekes és diagnosztikai szempontbdl fontos eredménye, hogy a vizsgalt liquor mintak 22%-
a IgM pozitiv volt egy év elteltével is. A szérum IgA aktivitds maximuma szintén a hatodik hét
kornyékeére tehetd és sok esetben egy évvel a fert6zés utan is kimutathatok IgA ellenanyagok
(Gunther et al., 1997). Az esetenként hosszu ideg perisztalo IgM és IgA ellenanyagok miatt az
IgG aviditasvizsgalat segitheti az akut vagy kézelmultban zajlott fert6zések elkulonitését
(Gassmann et al., 1997), ugyanakkor az eredmények véleményezésekor mindig figyelembe
kell venni a kullancsencephalitis oltasi anamnézist. Oltas ellenére bekdvetkezd fertézéskor
ugyanis — amellett, hogy az IgG ellenanyagok a tiinetek kezdetekor is magas titerben
detektalhatok, az IgM megjelenése pedig ezzel szemben késleltetett — mar a korai, elsé fazisu

mintaban is magas IgG aviditas mérhetd (Stiasny et al., 2009).
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4.4. Megelo6zés és terapia

A human kullancsencephalitis-virusfert6zések megel6zésének leghatékonyabb modja az aktiv
immunizalas, amit azért is érdemes hangsulyozni, mert célzottan kullancsencephalitis-virus
specifikus terapiara jelenleg nincs lehetéség. A szupportiv, tiineti kezelés az egyetlen médija
a kullancsencephalitisben szenvedd betegek kezelésének (Taba et al., 2017).

A kullancsencephalitis véddoltas formalinnal inaktivalt, teljes virust tartalmazé vakcina, melyet
a korokozé csirkeembrio sejtvonalon torténé szaporitasaval allitanak elé (Taba et al., 2017).
Jelenleg négy vakcina kaphato kereskedelmi forgalomban. Ezek kdzll a Pfizer gydgyszercég
altal gyartott FSME-Immun és a GlaxoSmithKleine cég 4altal forgalmazott Encepur a
kullancsencephalitis-virus eurdpai szubtipusat (Neudorfl és K23 térzsek) tartalmazzak (Taba
et al., 2017). Ezzel szemben az Oroszorszagban forgalmazott TBE-Moscow és EnceVir®
oltéanyagokat a virus tavol-keleti szubtipusahoz tartozé virustorzsek (Sofjin és TBEV-Fe 205)
felhasznalasaval allitiak el (Taba et al., 2017). Utdbbi két vakcinara az Eurdpai
Gyodgyszerligyndkség nem adott Eurdpai Union bellli forgalomba hozatali engedélyt. Az
Eurdépaban kaphatdé oltdbanyagoknak létezik kisebb doézisu — 0,5 ml helyett 0,25 mi
szuszpenziét tartalmazd - valtozata is, melyet az 1 és 15 év kozotti gyermekek részére
ajanlanak. Ezek az FSME-Immun Junior® és az Encepur-K® oltéanyagok (World Health
Organization [WHO], 2011). Az alapimmunizalas harom vakcina beadasabdl all, ahol az elsé
két vakcina adasa koz6tt 1-3 honap, mig a masodik és harmadik vakcina adasa kézott 9-12
honap telik el. Az els6 booster oltast 3 év mulva javasolt beadatni. Ezt kdvetéen a hosszantart
védettség kialakitasa érdekében a vakcinagyartok javaslata az emlékeztetd oltasok
rendszeres adasa: FSME-Immun vakcina esetén: 60 éves korig 3-5 évente, majd 60 éves kor
felett 3 évente. Ett6l az Encepur oltasi sémaja kis mértékben eltér: 49 éves korig 5 évente, 49
éves kor felett pedig 3 évente javasolt az ismétlé oltdsokat beadatni (Epidemioldgiai
Informacios Hetilap [Epinfo], 2016). Mindkét vakcina esetén létezik egy ugynevezett gyorsitott
alapimmunizalasi séma is: FSME-Immun alkalmazasakor a 0., 14. nap majd a 6-12. hénap,
mig Encepur oltdbanyag adasakor a 0., 7. nap és a 21. nap a harom vakcina adasanak ajanlott
idépontja (Epidemioldgiai Informacios Hetilap [Epinfo], 2016). A normal és gyorsitott séma
kozott hatékonysagban nincs kulonbség (World Health Organization [WHO], 2011).
Osszességében a kullancsencephalitis véddoltdsok immunogenitas és effektivitas
szempontjabdl megfelelének bizonyultak. Demicheli és munkatarsai 2009-ben kdzolt
Osszefoglaldja szerint a szerokonverzid 87% folotti volt minden esetben (Demicheli et al.,
2009). Kézleményukben 8184 résztvevdvel és kilénb6zé kullancsencephalitis védéoltasok
tesztelésével végzett, 6sszesen 11 korabbi vakcinakisérlet eredményeit dsszegezték. A
védooltas kullancsencephalitis megel6zésében nyujtott hatékonysagat mi sem bizonyitja
jobban, mint Ausztria példaja, ahol komoly vakcinacios kampanyt végeztek 1981-t6l

kezd6dben: 1981 és 2001 kozott a populacid atoltottsaga 6%-rol 86%-ra — egyes
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hiperendémias tertleteken 90% folé — nétt, ezzel parhuzamosan pedig jelentésen csokkent a
megbetegedések szama (Kunz, 2003). Kunz és munkatéarsai a védettség mértékét harom
vakcina beadasat kdvetéen 96-98,7%-osra becsulték (Kunz, 2003). Egy 2000 és 2006 kozott
végzett atfogd osztrak tanulmany megerdsitette korabbi eredményeiket, mivel e szerint a
vakcina hatékonysaga 99% korllire tehetd (Heinz et al., 2007). A kifejezetten magas
szazalékos értékek ellenére 100%-o0os hatékonysag sosem érhetd el, ennek megfeleléen
kullancsencephalitis esetén is leirtak mar oltas ellenére bekdvetkezd fertéz6dést, bar ezek
el6forduldsa ritka és &ltalaban az idésebb korosztalyt érinti (Taba et al., 2017). Az ilyen
ugynevezett ,vaccine breakthrough” esetek hatterében szamos tényez6é allhat, mint példaul
nonreszponzibilitds az adott antigénnel szemben, az antigenitds elvesztése a vakcina nem
megfeleld tarolasanak kovetkeztében, megszakitott alapimmunizalas vagy rendszertelen
vakcinciot kdvetéen bekdvetkezé fert6zddés (Stiasny et al., 2009). Az egyes szubtipusok kozti
genetikai és antigénszerkezetbeli hasonlésagnak kdszdnhetéen a kilénb6zé szubtipusu virust
tartalmazé vakcinak keresztvedettséget adnak. Bar kevés klinikai evidencia all rendelkezésre,
in vitro virusneutralizaciés vizsgalatokban, a neutralizaciés titerek dsszehasonlitasaval
igazoltak a keresztimmunitas fennallasat (Orlinger et al., 2011). Fontos ugyanakkor
megjegyezni, hogy korabban nem oltott személyek esetén kullancscsipést kdvetéen nem
ajanlott posztexpozicios profilaxisként alkalmazni a védéoltast. Egyrészrél az inkubacios idé
hossza nem teszi lehetévé a megfeleld immunitas kialakulasat a klinikai tlnetek
megjelenéséig, masrészrél  kullancsencephalitis-virusnal éppen a  szubprotektiv
ellenanyagszint miatt ndéhet meg az ugynevezett ADE (ADE: antibody-dependent
enchancement of infectivity), azaz ellenanyag-figgé fert6zés-fokozddas veszélye is. Szintén
az ADE miatt ma mar a kullancscsipést kdvetd passziv immunizalds, azaz
kullancsencephalitis-virus specifikus immunglobulin adasa sem javallott (World Health
Organization [WHOQO], 2011).

A kullancsencephalitis-virusfertézések megelézésének egy sokkal kevésbé specifikus modja
a kullancscsipés elleni védekezés, példaul kirandulaskor megfeleld, zart 6ltdzet viselésével.

Csipés esetén pedig ajanlott a kullancsot mielébb eltavolitani.
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5. Ellenanyag-fiigg6 fert6zés-fokozodas (ADE)

A human flavivirus fert6zések kapcsan mind az atfed6 endémias teriletek, mind pedig az
immunizacios  stratégiak  szempontjabdél fontos kiemelni az ellenanyag-fiiggé
fert6zés-fokozodas, azaz ADE jelentéségét, amelyet elsésorban Dengue virusfertézések
kapcsan tanulmanyoztak, és azon a megfigyelésen alapult, hogy a secunder fertézés lefolyasa
altalaban sulyosabb, mint a primer infekcio (Pierson et al., 2007). A jelenség nemcsak Dengue
virusra, hanem a Flavivirus nemzetség tobbi tagjara is jellemzé (Halstead, 2003; Rey et al,
2018) ADE soran a flavivirusok Fcy receptor medialtan — azaz virusreceptortdl fliggetlendl -
kapcsolédnak a target sejtekhez. A folyamatot olyan ellenanyagok valtjak ki, melyek
szubneutralizalé koncentracidban vannak jelen a szervezetben, vagy képesek ugyan a virus
felszinéhez kétdédni, de nem képesek a kérokozot neutralizalni. Utdbbira példa a flavivirusok
prM fehérjéjére vagy az E felszini glikoprotein fuzios loop-jara specifikus antitestek, melyekkel
kapcsolatban igazoltak in vitro és in vivo kisérletekben is, hogy fontos fert6zés fokoz6 hatasuk
van (Rey et al., 2018). Emellett, az ADE lehet6sége szdba johet heteroldg flavivirussal torténd
secunder infekcio esetén is. Osszességében az antitest-virus komplex az Fcy receptort
expresszald sejtek — példaul macrophagok és monocytak — felszinéhez koétédve,
receptor-medialt endocitdzissal jut be a sejtekbe (Halstead, 2003; Takada et al., 2003). Ez
fokozza a virusreplikacid és ezaltal a viraemia mértékét, ami sulyosabb kérlefolyashoz
vezethet. Az ADE kapcsan fontos megemliteni, hogy példaul a
kullancsencephalitis-virusfertézések megelézésében nem csak a passziv immunizalas
kerllend6, hanem az alapimmunizalas elsdé két oltasat is érdemes lehet8ség szerint a
kullancsok tavaszi aktivitasa el6tti id6szakra id6ziteni, ugyanis ekkor az ellenanyag-valasz
még nem biztos, hogy eléri a megfelel6 szintet (Epidemioldgiai Informaciés Hetilap [Epinfo],
2016). Az alapimmunizalas teljes egészét az oltasi séma idépontjai miatt nem lehetséges

kizardlag a fert6zésveszély-mentes hénapokra litemezni.
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6. A kutatas célkitizései

A doktori munka célja a hazankban endémias zoonotikus flavivirus fertézések mikrobioldgiai

laboratériumi  diagnosztikajanak bévitése, els8sorban Uj diagnosztikai modszerek

bevezetésével.

1. Viruskimutatasra irdnyulé médszerek bevezetése a rutin diagnosztikaba:

a. A kullancsencephalitis és nyugat-nilusi virus specifikus PCR vizsgalatok fejlesztése és
bevezetése a referencialaboratérium rutin diagnosztikai médszertanaba.

b. A szerologiai vizsgalatok alapjan aktualisan fert6zott betegek kilonb6zd
mintatipusainak vizsgalata PCR maddszerrel, annak megallapitasa érdekében, hogy
mely mintatipus alkalmas PCR diagnosztikai vizsgalatokhoz.

c. A PCR pozitiv mintak szekvenalasa, majd a szubtipus és/vagy lineage meghatarozasa
filogenetikai médszerekkel.

d. Virusizolalas elvégzése a PCR pozitiv betegek mintaibdl.

2. Nyugat-nilusi virus nyomon kévetéses vizsgalatok elvégzése:

e. A PCR pozitivitas hosszanak meghatarozasa kérhazi kezelésre szorulé paciensek
vizeletmintaiban, majd a PCR pozitiv vizeletmintakbdl virusizolalas elvégzése.

3. A_2018. évi_nyugat-nilusi_virus jarvany mikrobioldgiai tapasztalatainak

Osszeqgzése:

2018-ban Eurdépa-szerte jelentésen megemelkedett a bejelentett WNND és WNF esetek

szama.

Osszehasonlitva a 2017-es évi WNV szezonnal, 7,2-szeres ndvekedést

tapasztalhattunk. Eurdpaban a bejelentett human megbetegedések szamaban Magyarorszag

kiemelkedd helyen allt. A jelentésen megnétt esetszam nagy mennyiségl klinikai minta

mikrobiologiai vizsgalatat tette lehetdvé:

f.

g.

Els6dleges célunk a vizeletmintak mellett az alvadasgatolt telies vérmintak
nyugat-nilusi virus PCR vizsgalatanak bevezetése és a két mintatipus vizsgalataval
kapott eredmények 6sszehasonlitasa volt.

A differencialdiagnosztikai kapacitas bévitése érdekében tovabbi célunk volt Usutu
virus specifikus PCR és szeroldgiai modszerek bevezetése, majd a 2018-as WNF és

WNND betegek mintainak retrospektiv vizsgalata.
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4,

Egészséges  véradok szeroldgiai _vizsgalata a nyugat-nilusi___ virus

szeroprevalencia meqgallapitasa érdekében:

Mivel a magyarorszagi human populacidban aktualis nyugat-nilusi virus
szeroprevalencia adatok nem ismertek, a doktori munka 4. célkitlizése 2112
egészseges véradd szeroldgiai vizsgalata volt, az anti-WNV IgG szeropozitivtas
aranyanak meghatarozasa érdekében. A vizsgalat az Orszagos Vérellaté Szolgalat
(OVSZ) Konfirmalé Laboratéoriuma és az NNK Virdlis Zoondzisok Nemzeti
Referencialaboratériuma kdzoétti szakmai egyuttmiikddés keretében tortént. A véradok
szeroldgiai szlréséhez szikséges etikai engedély hivatkozasi szama: IKME-
alt/00919-2/2017 (Orszagos Epidemiolégiai Kézpont; 2017.03.31.).
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7. Anyagok és modszerek
7.1. Molekularis bioldgiai mdédszerek: PCR diagnosztika és szekvenalas

A doktori munkahoz felhasznalt vizsgalati mintatipusok az alabbiak voltak: vérsavo vagy
vérplazma, gerincvelbi folyadék, vizelet, valamint 2018-t6l kezdédéen alvadasgatolt teljes

vérminta. A PCR vizsgalatokat nukleinsav kivonas és reverz transzkripcié elézte meg.

Nukleinsav kivonas:

Manualis nukleinsav kivonashoz az alabbi kereskedelmi forgalomban kaphaté kiteket
hasznaltuk, a gyartd utasitasainak megfeleléen: QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen; Hilden,
Németorszag; katalogusszam: 52904 és 52906), valamint: High Pure Viral Nucleic Acid Kit
(Roche Life Science; Bazel, Svajc; katalégusszam: 11858882001). A két nukleinsav kivono kit

érzékenyseégeét 6sszehasonlitottuk, melyrdl validalasi jegyzékonyv készult.

Reverz transzkripcio:

A PCR vizsgalatokat két Iépésben végeztik, a reverz transzkripci6 altal kapott cDNS-t (cDNS;
complementary DNA: komplementer DNS) a késébbiekben kulonbdzé PCR vizsgalatokhoz
hasznaltuk fel. A reverz transzkripcié 6sszemérési protokollja, valamint a reakcié héprofilja az

1. és 2. tablazatokban olvashato.

1.tablazat: A reverz transzkripcié 6sszemérési protokollja.

Anyagoklreag'ensek Gyarté Kataléogusszam o,s szemerés 1x
megnevezése térfogatra (pl)
RNaz/DNaz mentes ultratiszta | 500 10977-015 (10977035) 1,0
desztillalt viz
. . N8080006 (1x1.5 ml) vagy
™

GeneAmp 10x PCR Puffer Applied Biosystems N8080129 (6x1.5 ml) 2,0
25 mM MgCl, Applied Biosystems™ N8080161 4,0
dNTP mix (10 mM) Applied Biosystems™ N8080260 8,0
Random hexamer (50 M) Invitrogen™ N8080127 1,0
RN&z inhibitor (20 U/ul) Applied Biosystems™ N8080119 1,0
MuLV reverz transzkriptaz (50 Invit ™ N8080018 1
Ulul) nvitrogen ,0
RNS mennyiség 5,0

2.tablazat: A reverz transzkripcidé héprofilja.

Hoémérséklet (°C) | Idotartam (perc) Ciklusszam
42 30 1
99 5 1
5 5 1
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A diagnosztikai_vizsgalatokhoz alkalmazott hidrolizis prébas vagy TagMan real-time
PCR:

A vizsgalatokhoz hasznalt készulék: LightCycler® 2.0 Instrument (Roche Life Science; Bazel,

Svijc; katalogusszam: 03531414001). A real-time PCR reakcidelegy 6sszemérése a reagens
gyarto javaslata alapjan tértént (LightCycler® TagMan® Master, Roche Life Science; Bazel,
Svijc; katalogusszam: 4535286001). Az egyes virusok kimutatasakor a PCR mix kilénbségét
az eltérd primerek és probak hozzaadasa jelentette, melynek megfeleléen a reakcié héprofilja
is kulénbozott. Az eltéré oligonukleotid szekvenciakat és a reakcidok héprofiljat a 3. és 4.

tablazat ismerteti.

3.tablazat: Az egyes virusok kimutatasahoz hasznalt primerek és TaqMan probak. Az eredeti
kbzlemények hivatkozdsa — melyekbdl a primer és proba szekvenciak szarmaznak — az adott virus neve
mellett olvashatok a tablazatban.

Virus: WNYV (5’- 3’) (Linke et al., 2007) 5’ Reporter 3’Quencher! | Target régié
I';fi":’:rrd CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT - -
Reverz primer | GCGTTTTAGCATATTGACAGCC - - 5 UTR és
ZEN™ / lowa capsid
;fg't':’;a" CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCTCGTGC 6-FAM Black FQ
Virus: TBEV (5’- 3’) (Brinkley et al., 2008) 5’ Reporter 3’Quencher | Target régié
Forward TGGGCGGTTCTTGTTCTCC ; ;
primer
Reverz primer | TCACACATCACCTCCTTGTCAGA - - 3'UTR
;fgga" CTGAGCCACCATCACCCAGACACAG 6-FAM TAMRA
Virus: USUV (5’- 3’) (Nikolay et al., 2014) 5’ Reporter 3’Quencher | Target régié
E:’i’n"l":rrd CAAAGCTGGACAGACATCCCTTAC - -
Reverz primer | CGTAGATGTTTTCAGCCCACGT - - 5UTR
™
TaqMan AAGACATATGGTGTGGAAGCCTGATAGGCA HEX ZEN™/lowa
préba Black™ FQ
4.tablazat: Az egyes virusok kimutatasahoz optimalizalt real-time PCR-ek héprofilja.
Hot-start Taq polimeradz
Virus aktivalas és kezdeti Denaturacié Anellacié Elongacié Hiités
denaturacio
WNV 95°C; 10 min 95°C; 15 sec 60°C; 30 sec 72°C; 60 sec 40°C; 30 sec
TBEV 95°C; 10 min 95°C; 15 sec 60°C; 45 sec 72°C; 15 sec 40°C; 30 sec
UsSuv 95°C; 10 min 95°C; 15 sec 54°C; 40 sec 72°C; 20 sec 40°C; 30 sec
Ciklusszam 1 45 R
Detektalas nincs nincs | nincs | egyszeri -

1 Az IDT 4éltal szintetizalt ,ZEN” elnevezés(i probak a 3' quencher mellett tartalmaznak egy un. internalis quenchert
is. Ezaltal a kioltas hatékonyabb, a hattérzaj csokkenthetd, az un. ,double quenched” prébak alkalmazasa multiplex
PCR rendszerekben elényds. 2019-t61 a WNV és USUV real-time PCR-t multiplex formaban is alkalmazzuk.
Roviditések: 6-FAM: 6-Carboxyfluorescein; HEX: Hexachloro-Fluorescein; TAMRA: tetramethylrhodamine; UTR:
untranslated region (nem-transzlalédé régio).
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Konfirmalashoz alkalmazott nested PCR:

A real-time PCR vizsgalatban pozitiv mintakat nested PCR maodszerrel konfirmaltuk, majd a
PCR termékeket Sanger-féle lancterminacios modszerrel szekvenaltuk. A nested PCR
kiindulasi alapjat a fentebb ismertetett mdédon szintetizalt cDNS képezte. A vizsgalatokhoz
MyTaq™Red Mix (Meridian Bioscience; Cincinnati, OH; Egyesiilt Allamok; katalégusszam:
B10-25043) PCR master mix-et hasznaltunk, a gyarté javaslatainak megfelelé hdprofilt
alkalmazva, az anellacios hémérsékletet primer paronként optimalizalva. 2018-t6l kezdédéen
a Meridian Bioscience Uj, egylépéses master mix termékének hasznalatara tértink at:
MyTaq™ One-Step RT-PCR Kit (Meridian Bioscience; Cincinnati, OH; Egyesiilt Allamok;
kataldogusszam: B10-65049). Ennek megfeleléen a reverz transzkripcid és az elsd kori PCR
egylépésben zajlott, ezt kdvette a masodik vagy nested PCR, melyhez ismételten
MyTaq™Red Mix-et hasznaltunk. Az Uj protokollban a reverz transzkripciét random hexamer
primerek helyett az els6é kori génspecifikus primerekkel végeztiik. Az Uj protokoll bevezetése
megfeleld érzékenység mellett roviditette az egyébként iddigényes munkafolyamatot. Az
egyes virusok kimutatdsara tobb konfirmalé nested PCR protokollt is bevezettink,
szakirodalomban publikalt primerek és sajat tervezésl primerek segitségével. A MyTag™
One-Step RT-PCR Kit és MyTag™Red Mix hasznalatakor a gyarté altal javasolt altalanos
Osszemérési protokollt és héprofilt kdvettem. A hozzaadott oligonukleotid mennyisége és
koncentracioja, az anellacios hémérséklet, illetve a templat nukleinsav mennyisége valtozott
protokollonként. A 5. tablazat 6sszegzi az egyes primereket kozl6 szakcikkek hivatkozasait és
target genomi régidkat. Sajat tervezésl primerek esetén a pontos szekvencidkat is ismertetem
(5. tablazat).

5.tablazat: A konfirmal6 nested PCR vizsgalatokhoz hasznalt primerek. (nt: nukleotid).

Virus Target genomi régié Hivatkozas/sajat tervezésii primerek PCR amplikon
esetén a szekvencia (5’- 3’) hossza

WNV NS3 g%?gjkopoulou et al., 2011) és (Savini et al., Nested: 424 nt
TBEV 5UTR (Schrader et al., 1999) Nested: 149 nt
TBEV NS5 (Puchhammer-Stockl et al., 1995) Nested: 239 nt
TBEV KEVf1: CTTAGGAGAACAAGAGCTGGG 490 nt
TBEV Capsid és Membran KEVr1: TCATCACACCATGACCCCAT
TBEV fehérjéket kodolo régié | KEVf2: CGACGAGTGTCGAAAGAGACCG 385 nt
TBEV KEVr2: GCCAGGATCACACAGGTGCCAT
TBEV KEV10F: TGTGACACAGGAGTGATGG 692 nt
TBEV NS1 és NS2 KEV10R: CACTGCCACCACATAGCGCAC
TBEV KEV20F: CTGAGGAACTGCTCATGGCC 433 nt
TBEV KEV20R: CACAAACAATGCCACTATTCC
uUsuv UsuF1: TCCTGAAGTACAGGAAAGAGGC 478 nt
uUsuv NS5 UsuR1: CGTGGCATGTATGGGCAGAGA
Usuv UsuF2: GCCATCACTGAAGTCGACCGGT 434 nt
Usuv UsuR2: GGTCCTCTCTGCAGCCAATCAGA

A nested PCR vizsgalatok eredményét agaréz gélelektroforézis segitségével értékeltik,

melyhez a PCR termékekbdl 10,0 yl mennyiségeket mértiink be az agar6éz gél zsebeibe.
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Pozitiv eredmény esetén a fennmaradé térfogatot Sanger-féle lancterminacios

szekvenalashoz készitettik eld.

Sanger-féle lancterminaciés szekvenalas:

A szekvenalas elbkészitéséhez els6 Iépésben a PCR amplikonok tisztitasat végeztik el,
melyhez a PCR Advanced PCR Clean Up System (Viogene Biotek Corp.; New Taipei City,
Tajvan; katalégusszam: PF2002) extrakciés kitet hasznaltuk, a gyarté utasitasainak
megfeleléen. Ezt kdvette a lancterminacios PCR, melynek &sszemérési protokolljat és

héprofiljat a 6. tablazat 6sszegzi. A szekvenalast mindkét iranybol végeztik.

6.tablazat: A lancterminaciés PCR &sszemérési protokollja és héprofilja.

Anyagok/reag’e nsek Gyartoé Kataléogusszam o,s szeméres 1x
megnevezeése térfogatra (pl)
RNaz/DNaz mentes ultratiszta GIBCO™ 10977-015 (10977035) 5,0
desztillalt viz
BigDye Terminator v1.1 & v3.1 5x | Applied
Sequencing Buffer Biosystems™ 4336697 2,0
- — - ’
BigDye . Terr_nlnator v3.1 Cycle Applled . 4337454 1.0
Sequencing Kit Biosystems
. Integrated DNA

Forward/Reverz primer (5,0 uM) Technologies - 1,0
Templat DNS - - 1,0
Végtérfogat: - - 10,0
Héprofil: Hoémérséklet Idétartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacio 96 °C 60 sec 1
Denaturacié 96 °C 10 sec
Anellacié 50 °C 5 sec 25
Elongacio 60 °C 240 sec

A lancterminaciés PCR-t a reakcidtermék tisztitasa kévette, melyhez a BigDye XTerminator™
Purification Kit-et (Applied Biosystems™; Foster City, CA; Egyesiilt Allamok; katalégusszam:
4376484) hasznaltuk, a reakcid komponenseinek 6sszemérését a gyartd javaslatai szerint
végeztik.

A mar szekvenald lemezben (plate) 6sszemért elegy razatasa: 2500 rpm-en 40 percig tortént.
Ezt kdvetben a plate-et centrifugaltuk 10000-es fordulatszamon 2 percig. A Kkapillaris
elektroforézis alapu szekvenalashoz 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™; Foster

City, CA; Egyesiilt Allamok; kataldgusszam: 4440462) késziiléket hasznaltunk.

’

Uj-generacios szekvenalassal (NGS: next genration sequencing) végzett teljes genom

meghatarozas:

A 2014-ben, Magyarorszagon els6ként human mintabdl kimutatott WNV telies genom
szekvenalasat is elvégeztik, egyetlen betegminta esetén. A teljes genom szekvenalasat a
Magyar Tudomanyos Akadémia (MTA) Agrartudomanyi Kutatékézpont — Allatorvos-tudomanyi

Intézet (AOTI) Uj kérokozdk felderitése témacsoportjanak munkatarsaival egyiittmiikddésben
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végeztik. Az amplikon-alapu szekvenalas el6készitését jelentd reverz transzkripcios PCR

protokolljat a 7 — 8. tablazatok foglaljak 6ssze.

7.tablazat: Az NGS el6készitéséhez alkalmazott reverz transzkripcioé protokollja.

Anyagoklreag'ensek Gyarté Katalégusszam 0§szemeres 1x
megnevezése térfogatra (ul)
RNaz/DNaz mentes ultratiszta GIBCO™ 10977-015 (10977035) 5,0
desztillalt viz
5X first-strand” puffer Invitrogen™ 18080-044 5,0
DTT (100 mM) Invitrogen™ 18080-044 1,0
dNTP mix (10mM) Applied N8080260 1,0
Biosystems
Random hexamer (50 uM) Invitrogen™ N8080127 1,0
RiboLock RNase Inhibitor (40 Thermo Fisher
U/uL) Scientific™ EO0381 1.0
SuperScript® Il Reverz . ™ )
Transzkriptaz (200 U/ul) Invitrogen 18080-044 1,0
RNS - - 5,0
Végtérfogat - - 20,0
Hoprofil: Hémérséklet Idétartam Ciklusszam
Kezdeti inkubacié 25°C 10 min 1
Reverz transzkripcio 50 °C 30 min 1
Inaktivalas 70 °C 15 min 1

A reverz transzkripcié eredményeként kapott cDNS-en RNase-H emeésztést végeztiink [RNase
H (5 U/ul), Thermo Fisher Scientific™; Waltham, MA; Egyesiilt Allamok, katalégusszam:
ENO0201], a gyarto altal javasolt protokollt kdvetve. A teljes genomot 12 atfedd fragment altal

amplifikaltuk (8. tablazat), melyhez 24 primert terveztink. A primerszekvenciakat az |. szamu

melléklet tartalmazza.

8.tablazat: A genomi fragmentek amplifikalasahoz hasznalt PCR protokollja.

Anyagoklreag'ensek Gyarté Katalégusszam (")§szemérés 1x
megnevezése térfogatra (ul)

RN&az/DNaz mentes ultratiszta ™ 10977-015

desztillalt viz GIBCO (10977035) 14.5

5X Phusion Green HF Buffer Thermo Fisher Scientific™ | F534L 5,0
DMSO Thermo Fisher Scientific™ | F534L 0,75
dNTP mix (10mM) Applied Biosystems™ N8080260 0,5
Forward primer (20 pIM) ?é(e:ﬁ;aotg %iEQA - 0,5
Reverz primer (20 piM) '{ﬁﬁfg;‘égg’\ ; 05
Phusion DNA Polymerase, 2 U/ul | Thermo Fisher Scientific™ | F534L 0,25
cDNS - - 3,0
V_éqtérfogat - - 25,0
Hoéprofil: Hémérséklet Id6tartam Ciklusszam
Kezdeti denaturacié 98°C 30 sec 1
Denaturacié 98°C 10 sec

Anellacio 69 °C 30 sec 35
Elongacio 72°C 90 sec

Végsb elongacio 72 °C 10 min 1
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A megfelel6 méretli PCR amplikonok jelenlétét agaroz gélelektroforézissel ellenériztiik. Az lon
Torrent késziléken (lon Personal Genome Machine® [PGM™]; Life Technologies, Carlsbad,
CA; Egyesiilt Allamok) végzett szekvanalashoz sziikséges tovabbi munkafolyamatokat az
MTA AOTI kutatdcsoportja végezte, ezért az értekezésben nem keriilnek részletes
ismertetésre. Az NGS eredményeképpen elballitott konszenzus szekvenciat Dr Banyai

Krisztian témacsoport vezetd bocsatotta rendelkezéslnkre.

A szekvenciak értékeléséhez hasznalt szoftverek:

1. A kromatogramok szerkesztéséhez a FinchTV 1.4.0 szoftvert hasznaltuk.
2. A szekvenciak azonositdésa a NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) fellleten tortént. (NCBI: National Center for

Biotechnology Information: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

3. Tobbszoros szekvencia illesztéshez az alabbi online felUleteket hasznaltuk:

¢ Multalin: Multiple sequence alignment with hierarchical clustering" F. CORPET, 1988, Nucl.
Acids Res., 16 (22), 10881-10890; http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

e MUSCLE: MUIltiple Sequence Comparison by Log- Expectation;

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

4. A tobbszorosen illesztett szekvenciak szerkesztése a GeneDoc 2.7;

https://genedoc.software.informer.com/2.7/ szoftver segitségével tortént.

5. Filogenetikai fa készitéséhez a MEGA X 10.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis;

https://www.megasoftware.net/) szoftvert alkalmaztuk.
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7.2. Szeroldgiai vizsgalati modszerek

Bar a doktori munka alapvetéen a hazankban endémias flavivirusok human mintakbél térténd
kimutatasara fokuszal, a flavivirus fert6zések laboratériumi diagnosztikaja szerologiai
vizsgalati modszerek alkalmazasa nélkil nem kivitelezhet6: valamennyi aktualisan fert6zott
beteg PCR vizsgalatat ellenanyagkimutatas elézte meg. Emellett, az Orszagos Vérellato
Szolgalattal (OVSZ) véradok kdrében végzett szeroprevalencia vizsgalatokat is a diagnosztikai
rutinban alkalmazott szerolégiai modszerekkel végeztik, ezért ezek roviden bemutatasra

kerulnek.

7.2.1. Indirekt immunfluoreszcencia (IIF)

A viralis meningitis vagy encephalitis klinikai diagndzissal bekuldott vérsavod, plazma és liquor
mintakbdl TBEV, WNV (2018-t6l USUV) IgG, IgM és IgA vizsgalatot végeztiink. Az aktualisan
fennall6 fertbzés meger@sitése vagy kizarasa érdekében minden esetben 10-14 nappal
késbbb levett masodik vérminta szerolodgiai vizsgalatat is elvégeztiik. (Amennyiben megtortént
a masodik minta bekildése a laboratériumba.)

Az NNK referencialaboratériumaban a WNV, TBEV, valamint USUV IIF targylemezek gyartasa
hazilag torténik. Az antigén targylemezek eléallitasa, valamint az IIF vizsgalatok kivitelezése
munkautasitasban pontosan szabalyozott, a TBEV IIF ellenanyagvizsgalat a Nemzeti
Akkreditacids Hivatal altal akkreditalt vizsgalat. Az IIF lemzek gyartasa, valmint a modszer
kivitelzési eljarasanak kidolgozasa nem a doktori munka részét képez6 fejesztés, munkam
soran mar meglévé protokollokkal dolgoztam. A médszer specificitasa és az eljaras in-house

jellege miatt a prtokollt az alabbiakban ismertetem:

7.2.1.1. Az IIF lemezek gydrtdsa: antigéntermelés sejttenyészetben

1. Szovetfertozeés:

A fert6zést megel6z6 napon passzalt és a tenyésztéedény fellletét kb. 80%-o0san benétt Vero
vagy Vero E6 (Cercopithecus aethiops: szavannacerkof — vagy masnéven afrikai z6ldmajom
- vese eredetli sejtvonal) szOvetkulturardl a foetalis borjusavét (FBS: foetal bovin serum)
tartalmazo tapfolyadékot eltavolitjuk és FBS-t nem tartalmazo tapfolyadékkal egyszer mossuk.
A -80°C-on ampullakban tarolt tomény virust 100 TCIDs, (TCIDso: 50% tissue culture infective
dose) mértékben FBS-mentes tapfolyadékban higitjuk, majd annyit mériink a szovettenyésztd

palackba, hogy a sejteket filmszerlien egyenletesen ellepje.
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(Inkubalas: 90 perc, 37°C-os termosztatban, 5% CO, koncentracié mellett). Inkubacié utan a
sejtekre 5%-os FBS-t tartalmazé tapfolyadékot mérink.

Minden termelésnél egy negativ (nem fert6z6tt) palack sejttel is dolgozunk, két okbdl: egyrészt,
mert minden munkafazisnal kontrollként szolgal a megfelel6, kontaminaciét elkeruld
munkavégzéshez. Masrészt a virussal fert6zott sejtekhez mindig keverink nem fert6zott
sejteket is, megfelel6 aranyban, az antigén tartalmu targylemezek készitésénél. A negativ
sejtek a késébbiekben belsé kontrollként szolgalnak egy-egy antigén cseppben, mivel altaluk

j6l elkildnithetd az aspecifikus festédés a valodi pozitivitastol.

2. Fert6zott szovet levalasztasa a palackrol:

Virusonként meghatarozott ideig (altalaban: 4-5 nap) tarté inkubaciét kdvetden a feluluszoét
ledntjik, a sejtekre 0,05 V/V%-os tripszin-EDTA (EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav) oldat
(Gibco™- Thermo Fisher Scientific™; Waltham, MA; Egyesiilt Allamok) keverékét mérijik,
annyit, amennyi filmszerli bevonatként ellepi a sejtréteget. Ezzel el6szdr atoblitjok a
palackokat, majd a folyadékot ledntjik. Ezutan ismét tripszin-EDTA steril keverékét mérjuk a
sejtekre. A tripszin oldatot 37°C-on néhany percig hagyjuk hatni; a palack falardl levald
sejtréteget idénként szabad szemmel vagy inverz fénymikroszkop segitségével ellendrizve.
Megfelel hatas elérésekor a tripszin emésztd hatasat 5% FBS tartalmu tapfolyadékkal allitjuk
le. TBEV és USUV esetén sziikséges tripszin-EDTA kezeléssel levalasztani a sejteket a
tenyészt6edény falarol, WNV-vel valo fertézéskor azonban a virus altal kifejtett citopatogén
hatds 100%-o0s, ezért a sejttenyésztd palackok enyhe Utogetésével a sejtek konnyen

levalaszthatok az edény falarol.
3. Sejtek kicseppentése, lIF targylemezek készitése:

A sejtszuszpenziét centrifugacsdvekbe mérjuk, majd 1100-as fordulatszamon 10 percig
Ulepitiink. A felUluszét 6vatosan leszivjuk és a sejteket PBS oldatban (PBS: phosphate
buffered saline; foszfattal pufferelt fiziologias soéoldat) alaposan szuszpendaljuk. Ezt a
miveletet kétszer megismételjik, azaz a sejtszuszpenziét mossuk, a fehérjetartalmu
tapfolyadék, a kilénb6zé szennyezédések és kisebb tdrmelékek eltavolitasa céljabdl. A
harmadik mosas utan leszivjuk a fellluszét ugy, hogy kicseppentésre megfeleld siriiségi
sejtszuszpenzidt kapjunk. A sejtszamot inverz fénymikroszkop alatt ellenérizzik, és a latott
képnek megfeleléen higitjuk a szuszpenziét. A cél a sejteket egyenletesen, egy rétegben
tartalmazd cseppek létrehozasa. Optimalis sejtsiir(iség esetén 2x6 csepp/targylemez
elhelyezéssel a teljes sejtszuszpenziot targylemezekre mérjik (3,0 pl/csepp). A lemezeket 30
percig laminaris fllke alatt szarituk és UV lampaval kezeljuk, a fert6z6képesség

megszlntetése céljabdl.
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A targylemezeket hideg acetonban fixaljuk 20 percig. Az acetonos fixalast kdvetéen szaritjuk
a lemezeket. A targylemezeket egyesével szir6papirba tekerve, szilikagélt tartalmazoé

mianyag taroléedényben taroljuk -20°C-on.
4. A kicsepegtetett antigén probafestése:

A frissen készUlt antigén érzékenységét és specificitasat negativ és ismert titer(i human IgG,

IgM és IgA pozitiv mintakkal ellen8rizzuk.

7.2.1.2. Az IIF vizsgdlatok kivitelezése

1. Mintak higitasa sziirévizsgalat céljabol:

Szirévizsgalat elvégzése céljabdl a vérsavé vagy plazma mintakat 1:10-es higitasban
vizsgaljuk, higitéfolyadékként PBS oldatot hasznalunk. A liquor mintakat higitatlanul mérjik a
targylemez megfeleld antigén-cseppjére.

IgM és IgA vizsgalatot megel6z6en a vérsavo vagy plazma minta IgG tartalmat adszorbens
kezelés segitségével meritjik ki. Az el6kezelés két okbdl sziikséges: egyrészt az I1gG és
IgM/IgA ellenanyagok kozotti kompeticio kovetkeztében eléforduld alnegativ eredmény
elkerlilése céljabdl. Masrészt, a savéban esetleg jelenlévé reumafaktor (RF) kdvetkeztében
kialakuld alpozitiv IgM eredmény elkerllése érdekében. Ekkor a vérmintak 1:10-es higitasat
PBS helyett EUROSORSB liquid RF absorbent (Euroimmun Medizinische Labordiagnostika AG;
Libeck; Németorszag, kataldgusszam: ZF 1270-0145) oldatban végezzik el, majd

szobahdmérsékleten inkubalunk 15 percig.

2. A kihigitott minta felvitele IIF targylemezre:

A targylemezek 1 antigén cseppjére a kihigitott vérsavo (vagy higitatlan liquor) mintabdél 10,0
pl-t mérunk.
A mintak felvitelét kdvetben a lemezeket ,nedves kamraba” helyezzik, majd 37°C-on 3 6ran

at vagy — a beallitas idépontjatol fliggben — egy éjszakan at inkubalunk.

3. A ki nem kotodott ellenanyagok eltavolitasa mosas segitségével:

Desztillalt vizzel torténd oblités utan, a targylemezeket Uvegkadakba helyezzik, majd a
kadakat feltoltjik PBS oldattal. A lemezeket 5 percig aztatjuk. (Ezt a folyamatot még kétszer
ismételjik meg.)

A kadakat atoblitjik desztillalt vizzel és lemezeket ventilator segitségével megszaritjuk.
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4. Az ellenanyag konjugatum felvitele a lemezekre:

Ebben a lépésben mérjik ra a cseppekre az anti-human IgG/IgM/IgA FITC (FITC: fluoreszcein-
izotiocianat) konjugatumot. A konjugatum térzsoldatat PBS oldatban higitjuk, mely higitast
mindig frissen készitjuk el! A megfelel6 munkahigitast az adott ellenanyag konjugatum
megeldzf titralasa soran allapitjuk meg. A kilénb6zé alosztalyu ellenanyagok vizsgalatahoz

az alabbi konjugatumokat hasznaltuk:

% lgG kimutatashoz: Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG/FITC (Dako Denmark A/S,
Glostrup; Dania, katalégusszam: F0202) — Munkahigitasa: 1:90

« IgM kimutatasahoz: Polyclonal Rabbit Anti-Human IgM/FITC (Dako Denmark A/S,
Glostrup; Dania, katalégusszam: F0203) — Munkahigitasa: 1:60

+ IgA kimutatasahoz: Polyclonal Rabbit Anti-Human IgA/FITC (Dako Denmark A/S,
Glostrup; Dania, katalégusszam: F0204) — Munkahigitasa: 1:25

- Anegativ sejtek hattérfestése érdekében a higitott konjugatumhoz 5,0 yl témény Evans Blue
(Sigma-Aldrich, St. Louis; MO; Egyesiilt Allamok; katalégusszam: E2129) oldatot mériink.
- 1 antigén cseppre 10,0 pl kerll a higitott konjugatumbal.
- Nedves kamraba helyezzik a lemezeket, majd 37°C-os termosztatban inkubalunk 30 percig.
5. A ki nem ko6t6dott konjugalt ellenanyagok eltavolitasa mosas segitségével:
A 3. pontban leirt Iépéseket kbvetjik.

6. A lemezek fedése:

- Alemezek fedéséhez fed6 folyadékot hasznalunk, mely glicerin és PBS 1:1 aranyu keveréeke.
- Fedélemezekkel fedjuk a targylemezt.

- Az eredmények leolvasasa fluoreszcens mikroszkop segitségével torténik.
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7.2.2. Enzyme linked immunosorbent assay: ELISA

Az |IF ugyan viszonylag gyors és a flavivirus fert6zések laboratoriumi diagnosztikajaban
megbizhatd eljaras, a gyakorlatban bizonyos esetekben ELISA vizsgalatokkal kombinaltan
alkalmazzuk. Ennek példaul az IgG ellenanyagok aviditdasanak meghatarozasakor vagy IgM
kimutatasakor van jelntésége. Utdbbi esetben a mddszer jellegébél adéddéan az IgM Capture
ELISA tesztek érzékenysége meghaladja az IIF IgM vizsgalatok érzékenységét. Ugyanakkor
a flavivirusokra jellemz szeroldgiai keresztreaktivitas IIF mddszerrel kdnnyebben
véleményezhetd a mikroszkop alatt megfigyelhetd specifikus morfoldégianak készénhetéen. A
kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kitek hasznalatakor a gyarté utasitdsainak
megfelelen jartunk el. Ezért a pontos protokollok nem kerlinek részletes bemutatasra. Az

alkalmazott tesztek listajat a 9. tablazat foglalja 6ssze.

9.tablazat: A hazankban endémias flavivirus fert6zések laboratériumi diagnosztikajaban alkalmazott
ELISA tesztek.

A vizsgélat megnevezése A kit megnevezése Gyarté Katalégusszam
) . . FSME/TBE IgG/IgM Virotech Diagnostics
TBEV IgG és IgM kimutatas ELISA GmbH EC117.00
WNV IgG kimutatas West Nile virus (WNV) Euroimmun AG El 2662-9601 G
WNV IgG aviditas meghatarozas | ' &St Nile virus (WNV) Euroimmun AG El 2662-9601-1 G

avidity determination

WNV IgM kimutatés West Nile Virus IgM Focus Diagnostics Inc | ELO300M
Capture DxSelect

USUV IgG kimutatas? Usutu virus IgG Euroimmun AG El 2667-9601 G

7.2.3. Konfirmalé szerologia: WNV mikroneutralizaciés proba

A diagnosztikai rutinvizsgalatokban mint verifikald6 modszer, elsésorban a human WNV
fert6zések megerésitésben kiemelkedd fontossagu, mivel az Eurdpai Unid altal elfogadott
esetdefiniciok értelmében a virusneutralizacios probaval verifikalt esetek ,konfirmalt”
esetmindsitést kaphatnak (Id.: 9. fejezet; ,Megbeszélés”). Célunk volt a korabban
konfirmaladsra hasznalt — azonban a szeroldgiai keresztreakcidkat kevéssé elkildnité -
haemagglutinacio-gatlasi (HAG) proba helyettesitése virusneutralizaciéval. Tovabba, a
mobdszert felhasznaltuk az OVSZ-szel egyuttmikddésben végzett vizsgalatokhoz is: az IIF
modszerrel kapott eredmények alapjan WNV szeropozitivnak véleményezett véraddk
konfirmalé vizsgalatat (a HAG mellett) virusneutralizaciés probaval is elvégeztik. A vizsgalat
bevezetése a rutin diagnosztikaba (2018-ban) a doktori munka részét képezte, 2019-t6l
kezd6déen valamennyi valdszinlsitett WNV beteg mintajat vizsgaljuk virusneutralizacios

prébaval is.

2 Human anti-USUV IgM ellenanyagkimutatasra alkalmas kit kereskedelemi forgalomban jelenleg nem kaphato.
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A probaban felhasznalt virusszuszpenzié tdménysége nemzetkdzi szabvany szerint 100
TCIDso (TCIDso: 50% tissue culture infective dose) volt. A virus végtiterét és a 100TCIDs
pontos értékét a tdmény virusszuszpenzié titralasaval, majd a Spaerman-Karber formula
segitségével hataroztuk meg. Tovabbi el6késziletként (a komplement faktorok és esetleges
aspecifikus inhibitorok inaktivalasa érdekében) a vizsgalati mintakat hékezeltik: 30 percig
inaktivaltunk 56°C-on. A vizsgalati mintakbdl kettesalapu higitasi sort készitettink, minden
mintat két parhuzamosban bemérve. A mintadk vizsgalati eredményét az alabbi kontrollok

alkalmazasaval validaltuk:

Negativ kontroll: WNV ellenanyagokra nézve biztosan szeronegativ statuszu vérsavo
minta.

Pozitiv kontroll: ismert titerG WNV szeropozitiv vérsavé minta.

Sejtkontroll

Savékontroll: minden egyes vizsgalati minta esetén a vizsgalati mintabdl kilon készitettlink
1:4-es és 1:8-as higitast, melyben a virusszuszpenziot tapfolyadékkal helyettesitettik, igy
ellenérizve a vizsgalt vérsavo vagy plazmaminta esetleges citotoxikus hatasat.

Virus visszatitralasa: a virusszuszpenzié 10-es alapu higitasat minden egyes vizsgalati
beallitaskor ellendriztik 3 parhuzamos mérésben.

A felhasznalt virustorzs: WNV 578/10 lineage 2 térzs (NCBI GenBank-i azonosité szam:
KC496015) szopods egerek intracranialis oltasaval elballitva. A vizsgalathoz -80°C-on tarolt,

5% FBS tartalmu tapfolyadékban feldolgozott egéragy szuszpenziot hasznaltunk.

7.3. Virusizolalas

A PCR vizsgalatokban pozitivnak bizonyult beteganyagokbdl virusizolalast is végeztunk,
melynek célja a referencialaboratérium virus tdrzsbankjanak bévitése és frissitése volt. A PCR
pozitiv mintakat sejttenyészetre oltottuk, melynek menete az IIF lemezek gyartasat megel6z6
LSejttenyészetek fert6zése” ponttal egyezéen zajlott. Vizeletmintdk esetén a sejttenyészetre
oltas el6tt a mintakat centrifugaltuk (1100-as fordulatszamon 10 percig), 0,22 um-es sz(irén
szlrtik, majd a minta pH értékét neutralisra allitottuk. A fert6zést kdveté napokban az
esetlegesen megjelend citpatogén hatasokat folyamatosan monitoroztuk. A settenyészeten
torténd virusszaporitast a hetedik napon zartuk le. Minden mintat legalabb kétszer
ko-kultivalassal tovabb passzaltunk. Az izolalas sikerességét real-time PCR-rel ellendriztik. A
sejttenyészetek Mycoplasma statuszat rendszeresen (kb. minden 5. passzazs utan) PCR
modszerrel ellendriztiik. A sejttenyészeten torténd virusizolalas mellett BALB/c szopdsegerek
intracranialis inokulalasat is elvégeztik, a mar meglévd izolatumok tovabbi szaporitasa
érdekében.
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8. Eredmények

8.1. Molekularis bioldgiai médszerek alkalmazasa: viruskimutatas
kiilonb6z6 mintatipusokbdl

8.1.1. A nyugat-nilusi virus elsd, human klinikai mintakbél torténé kimutatasa
Magyarorszagon

Az NNK Viralis Zoonozisok NRL-ben 2014-ben kerultek bevezetésre a molekularis
diagnosztikai eljarasok, elsésorban a hazankban endémias flavivirusok okozta human
fert6zések diagnosztikajanak bdvitése érdekében. A laboratériumba érkezé beteganyagokbdl
a beérkezés napjan — a beérkez6 minta mennyiségének fliggvényében — 500-1000 pl
fagyasztasra kerilt -80°C-on, azzal a céllal, hogy a kés6bbiekben a mintabdl PCR
diagnosztikai vizsgalatot végezhessunk. A PCR vizsgalatokat valamennyi valészinUsitett vagy
igazolt fert6zott esetén elvégeztuk. A mintak fagyasztva tarolasa lehetévé tette, hogy utolag
azoknal a betegeknél is elvégezzik a PCR vizsgalatot, akiknél a masodik vérminta szerologiai
vizsgalataval megallapitott szerokonverzié igazolta az aktualis vagy kézelmultban zajlott
fert6zés fennallasat. Az ismerten immunszupprimalt személyeknél a PCR vizsgalatokat a
szerologiai vizsgalatok eredményétdl fliggetlendl végeztik. A vérsavo vagy plazma mintakbdl
adott mennyiséget kilon taroltunk szeroldgiai, illetve PCR vizsgalatokhoz, elkeriilve a
viruskimutatashoz felhasznalni kivant minta sorozatos felolvasztasat. A WNV kimutatasara
irAnyuld TagMan real-time PCR modszert 2017-t61 a Nemzeti Akkreditacios Hivatal altal
akkreditaltattuk. A modszer specificitasat és szenzitivitdsdt a minbségbiztositasi

koévetelményeknek megfeleld rendszerességgel kiilsé jartassagi vizsgalatokban validaltuk:

e 2016-ban és 2020-ban: az INSTAND e.V. (Gesellschaft zur Foérderung der

Qualitatssicherung in  medizinischen Laboratorien e.V.: https://www.instand-

ev.de/en/about-instand-ev/instand-ev/) altal szervezett korvizsgalatokban;

e 2017-ben az EVD-LabNet (Emerging Viral Diseases-Expert Laboratory Network:

https://www.evd-labnet.eu/) laborhal6zat altal szervezett kérvizsgalatban.

Mindharom, nyugat-nilusi virus RNS kvalitativ meghatarozasara iranyul6 kérvizsgalatot 100%-

os eredményességgel teljesitette laboratériumunk.
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A modszer érzékenységének bels6 validalasat is elvégeztik, a kereskedelmi forgalomban
kaphato LightMix® Kit West Nile Virus lineages 1 and 2 EC (TIB Molbiol; Berlin, Németorszag;
katalégusszan: 40-0334-32) kittel torténd dsszehasonlitd vizsgalat altal. Ehhez, a pozitiv
kontrollként hasznalt tdmény virusszuszpenziébol (WNV 578/10 lineage 2, GenBank-i
azonositdo szam: KC496015) készitett higitasi sor parhuzamos méréseivel kapott értékeket
hasoniltottuk dssze (10. tablazat). A gyari kit segitségével meghataroztuk az adott higitasi foku
pozitiv kontroll 1 ml térfogatara vonatkozé képiaszamot is (10. tablazat). A két modszer csak
az utolsod, 93,95 képia/ml koncentraciéju higtasi fokban adott eltérd eredményt. Az egyes

higitasi fokoknal a Ct értékek nem kulilénbdztek jelentés mértékben (10. tablazat).

10.tablazat. Az in house optimalizalt WNV real-time PCR modszer és a kereskedelmi
forgalomban kaphaté WNV PCR kit érzékenységének 6sszegasonlitasaval kapott eredmények.

Virushiaitas In house WNV real-time LightMix® Kit West Nile LightMix® Kit West Nile
mértégke PCR (WNV lineage 1-2) | Virus lineages 1 and 2 EC | Virus lineages 1 and 2 EC

Ct értékek atlaga Ct értékek atlaga Képiaszam (atlag)

101 23,53 22,19 2 171988 kopia/ml

102 27,70 25,59 194922 képia/ml

103 30,45 28,57 23562 koépia/ml

10* 34,09 33,29 846,09 koépia/ml

10 negativ 36,40 93,95 képia/ml

A betegmintak gyljtése soran el6szér a WNV esetek kivizsgalasara fokuszaltunk: 2014
augusztusa és novembere kdzott a Viralis Zoondzisok NRL 11 paciens (7 férfi és 4 n6) esetén
igazolt (n=6) vagy valdszinlsitett (n=5) szeroldgiai modszerekkel aktudlisan zajlé WNV
fert6zést. A betegek atlagéletkora 53 év volt (legfiatalabb beteg: 18 éves; legidésebb: 68 éves).
A betegek tébbségét a sulyosabb meningitisszel vagy encephalitisszel jard neurolégiai kérkép
(WNND) fenndllasa jellemezte (n=9), mig 2 paciensnél a kevésbé sulyos WNF formajaban
zajlott a megbetegedés (11. tablazat). (Utdbbi esetekre a maculopapulosus bérkilitések
megjelenése, nyirokcsomoéduzzanat, valamint laz volt jellemzd.) A WNND betegek
atlagéletkora magasabb volt: 59 év volt (legfiatalabb beteg: 34 éves; legidésebb: 68 éves). A
betegek anamnézisében nem szerepelt kilféldi utazasi elézmény, valamint a szerologiai
eredményeket esetlegesen befolyasolé TBEV vagy sargalaz véddéoltasban sem részesiiltek a
panaszok megjelenését megel6zéen. Anamnézisikben tovabba nem szerepelt kullancscsipés
vagy egyéb allatkontaktus, sem pedig nyers tej vagy abbdl készlilt tejtermékek fogyasztasa. A
klinikai jellemz6k 6sszegzése a 11. tablazatban olvashat6. 2014-ben egy eset sem végzddott

fatalis kimenetellel.
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11.tablazat: A 2014-ben aktualis WNV fert6zéssel diagnosztizalt betegek anamnesztikus adatai.

A beteg’ . Ele’tkor Nem Tiinetek és klinikai diagnozis FOId':ajz' tery’Iet
azonositdja (év) (lakcim alapjan)
Encephalitis
Hun No.1. 64 Férfi Laz, dysarthria, dezorientacio, Budapest
nystagmus
Meningitis serosa
Hun No.2. 68 N& Laz, hanyas, fejfajas, Bacs-Kiskun megye

halldskarosodas
Meningitis serosa
Hun No.3. 48 Ferfi Laz, zavartsag, halldskarosodas, Csongrad megye
fejfajas, leukocitozis
Meningitis serosa
Hun No.4. 63 Feérfi fejfajas, szédlés, remegeés, Csongrad megye
hanyinger, rigor

Hun No.5. 65 Ferfi Enqephalltls' . . Jasz-Nagykun-Szolnok
emelkedett liquor fehérje szint megye

Hun No.6. 63 N6 Meningitis lymphocytosis Békés megye

- Cephalalgia ; .
Hun No.7. 62 Férfi elhz6d6 laz, fejfajas Hajdu-Bihar megye
Hun No.8. 37 | Ferf Maculopapular exanthema Budapest
nyirokcsomo fajdalom
Hun No.9. 18 | Férfi Maculopapular exanthema Budapest
fejfajas, laz

Hun No.10. 66 N& 'Menlngltls serosa . Csongrad megye
eszméletlenség, tarkbmerevség

Hun No.11. 34 Férfi Meningitis serosa Budapest

fejfajas, vertigo, hanyinger

A rutin szeroldgiai vizsgalatokhoz valamennyi betegtdél érkezett vérsavé minta, mig
lumbalpunctio-ra 8 betegnél kerult sor. Vizeletmintat dsszesen 9 betegtél sikerult gyUjteni.
Osszességében a PCR vizsgalatokat 11 beteg n=26 mintajabdl végeztiik el. A 26 WNV
real-time PCR vizsgalat 3 betegnél adott pozitiv eredményt: 3 vizelet mintabdl, valamint 2
vérsavobol sikerilt WNV RNS-t detektalnunk (12. tablazat). Az eredményeket nested PCR
modszerrel is konfirmaltuk (12. tablazat). A vizeletmintak 3 kiilénb6z6 betegtdl szarmaztak, igy
Osszességeében 3 esetben sikerilt WNV PCR modszerrel is alatamasztani az aktualis fertézés
fennallasat (12. tablazat). (A 12. tablazat Hun No.1-3. jelzésl, piros szinnel jeldlt betegek

esetén volt sikeres a virus kimutatasa.)

A viruskimutatas sikerességét feltehetéen befolyasolta az a tény, hogy a vizeletmintak
gylijtését 2014-ben vezettik be. 2014-ig a flavivirus-fertézések rutin diagnosztikajaban
kizarélag szerologiai médszereket alkalmaztunk, melyhez csak vérsavé és/vagy liquor mintak
érkeztek laboratériumunkba. Bar a WNV szezont megel6z6en a leggyakoribb

mintabekildéinket korlevélben kértiik a vizeletmintak automatikus kildésére WNV fert6zés
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gyanuja esetén, ez a gyakorlatban azt jelentette, hogy a legtdbb esetben e mintatipus csak
késdbb kerllt levételre és bekilldésre, a laboratérium utdlagos kérésére (12. tablazat).
Vizeletminta 6sszesen 9 betegtél érkezett, a vérsavo és a vizeletminta vételének datuma
ugyanazon betegnél pedig csak két esetben egyezett (12. tablazat). A vérsavo mintak vétele
atlagosan a betegség kezdete utani 8,5. napon tortént (minimum: 1 nap; maximum: 22 nap),
mig a liquor mintak vétele atlagosan az 6. napon (minimum: 1 nap; maximum: 9 nap). Ezzel
szemben a vizeletmintak vétele atlagosan két héttel kdvette a tlnetek megjelenését
[atlagérték: 15,5 nap (minimum: 1 nap; maximum: 40 nap)], a mintavételi idépontokban
megdfigyelhetd eltolodas limitdlhatta a viruskimutatas sikerességét. A szeroldgiai
eredményeket is figyelembevéve: 2014-ben egy betegnél sem figyelhettink meg
szerokonverziot, a tlinetek — és kildndsen a neuroldgiai tlinetek — megjelenésekor a virus
specifkus ellenanyagok detektalhaték voltak, ami magyarazza, hogy vérsavo és liquor
mintakbdl miért kevéssé (vagy egyaltalan nem) sikeres a virus kimutatasa (12. tablazat). Bar
a diagnosztizalt manifeszt esetek és ezen belil a PCR pozitiv betegek szama alacsony, a 3
pozitiv esetb6l 2 személynél (Hun No.1-2.) a vizelet mintabél a virus magasabb
koncentracidban volt kimutathaté. Egy személynél (Hun No.3.) pedig ugyan a vérsavomintaval
nem allt médunkban dsszehasonlitast végezni (a vérsavd PCR negativ eredménye miatt), a

tlinetek kezdetétél szamitott 13. napon vett vizeletminta még PCR pozitivhak bizonyult.
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12.tablazat: A 2014-ben aktualis WNV fertézéssel diagnosztizalt beteg kiilénb6z6 mintatipusainak PCR

és WNV szerolbgiai eredményei. (Az esetminGsités kritériumai a 9. fejezetben olvashatok.)

Bete A betegség kezdete WNV IIF WNV real-time WNV nested Laboratériumi
9 . Minta és mintavétel kozott eredmények PCR eredmény A R,
azonosito 1 . Y PCR eredmény esetmindsités
eltelt idé (titer) Ct érték
19G: 21:640
Hun No.1. Vérsavo 7 nap IgM: negativ Ct 37,21 pozitiv
IgA: 21:10
1gG: pozitiv Konfirmalt
Liquor 7 nap IgM: negativ negativ nem vizsgaltuk
IgA: pozitiv
Vizelet 8 nap Ct 33,25 pozitiv
1gG: 21:160
Hun No.2. Vérsavo 1 nap IgM: 1:10 Ct 36,06 pozitiv
IgA: 21:10 .
] IgG: pozitiv . Konfirmalt
Liquor 1 nap IgM: pozitiv negativ nem vizsgaltuk
Vizelet 1 nap Ct 27,57 pozitiv
. . 1gG: 21:640 nem elegendd a . .
Hun No.3. Vérsavo 7 nap IgM: 21:10 mennyiség nem vizsgaltuk
Liquor 7 nap :gﬁ Egi'l?l\\j negativ nem vizsgaltuk Konfirmalt
Vizelet 13 nap Ct 36,10 pozitiv
Hun No.4. Vérsavo 7 nap IgG:. 21:_160 nem eleggn’do a nem vizsgaltuk
IgM: 21:10 mennyiség N
. 1gG: pozitiv . Konfirmalt
Liquor 7 nap IgM-' pozitiv negativ nem vizsgaltuk
Hun No.5. Vérsavo 9 nap :gﬁ illgo negativ nem vizsgaltuk
; 1gG: pozitiv . nem vizsgaltuk
Liquor 9 nap IgM: zozitiv negativ Konfirmalt
) . nem vizsgaltuk
Vizelet 14 nap negativ
1gG: 21:640
Hun No.6. Vérsavo 5 nap IgM: negativ negativ nem vizsgaltuk
IgA: 21:10
IgG: pozitiv P
Liquor 5 nap IgM: negativ negativ nem vizsgaltuk Valészintsitett
IgA: pozitiv
) . nem vizsgaltuk
Vizelet 13 nap negativ
1gG: 1:10240
Hun No.7. Vérsavo 22 nap IgM: pozitiv negativ nem vizsgaltuk
IgA: pozitiv Valészinsitett
i . nem vizsgaltuk
Vizelet 40 nap negativ
; 5 IgG: 1:640 nem vizsgaltuk
Hun No.8. Ver:avo 15 nap IgM: negativ negativ g
IgA: negativ
Vérsavé 1gG: 1:5120 ValészinUsitett
5 30 nap IgM: negativ nem vizsgaltuk nem vizsgaltuk
IgA: pozitiv
) . nem vizsgaltuk
Vizelet 34 nap negativ
. . 1gG: 1:320 . nem vizsgaltuk
Hun No.9. Vérsavo 11 nap IgM: 21:10 negativ Valsziniisitett
nem vizsgaltuk
Vizelet 11 nap negativ &
. . I9G: 21:1280 ’ nem vizsgaltuk
Hun No.10. | Vérsavo 1 nap IgM: 21:10 negativ
o ; - Konfirmalt
: nem vizsgaltuk
Liquor 3 nap :gﬁ zgiﬁx negativ &
. . nem vizsgaltuk
Vizelet 5 nap negativ
Hun No.11 Ve i 8 1gG: 21:640 negativ nem vizsgaltuk
un No.11. | versavo nap IgM: 21:10 Valészinisitett
. IgG: pozitiv negativ nem vizsgaltuk
Liquor 8 nap IgM: negativ
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A 2014-es WNV szezonalis id6szakban Magyarorszagon el6szdr sikerult kimutatni WNV-t
human klinikai mintabdl. A viruskimutatas mellett elvégeztik a mintak szekvenalasat is, az
NS3 fehérjét kddold régié 375 nt hosszlsagu szakaszanak nukleotid sorrendjét hataroztuk
meg, illetve egyetlen vizelet mintabdl (Hun No.2.; 12. tablazat) teljes genom szekvenalast is
végeztunk, melynek eredménye 10 966 nukleotidbol all6 egybefliggd szekvencia (NCBI
GenBank-i azonositdé szam: KT359649). A szekvenalas eredményeként megallapithatd, hogy
lineage 2 WNV okozta mindharom esetben a fert6zést. Az NS3 régié 375 nt hosszusagu
részlete alapjan készitett filogentikai fa (1. abra) alapjan 2 beteg (Hun.No.1 és 3.) mintaja
olasz, cseh, és egy Magyarorszagon, korabban héjabdl (DQ116961.1 goshawk-Hungary/04)
kimutatott virustorzzsel mutatta a legnagyobb homolégiat (1. abra). A 3. beteg (Hun No.2.)
mintaja egy 2010-es, K6zép/Dél-eurdpai lineage 2 kladhoz tartozd szerb térzzsel mutatta a
legnagyobb hasonlésagot, melyet a mintabdl nyert telies genommal tértént filogenetikai
vizsgalat is megerGsitett (2. dbra). A két virustorzs teljes genom szekvenciaja 99%-ban
bizonyult azonosnak, 6sszesen 30 nukleotid szubsztiticioét azonositottunk, mely aminosav
szinten 3 eltérést eredményezett, az NS1 (A115T), NS2A (V97A) és az NS2B (G98D)
régiokban. Korabban kisérletesen igazoltak, hogy az NS3 fehérje 249. aminosav poziciéjaban
torténd treonin — prolin szubsztitucid az észak-amerikai kontinensen honos rdvidcsoéri
varjakban (Corvus brachyrhynchos) magasabb szintli viraemiat eredményez (Brault et al.,
2007). Bar késébbi tanulmanyok szerint az Eurépaban éshonos madarakban, az egyébként
lineage 2 WNV torzsekben is el6forduld hisztidin>prolin szubsztiticid6 nem hozhatd
Osszefliggésbe a virulencia ndvekedésével (Del Amo et al., 2014; Sotelo et al., 2011),
el6fordulasat vizsgaltuk mintainkban. Mindharom esetben az NS3 fehérje 249. aminosav
pozicidja hisztidint tartalmazott. A két filogenetikai fan (1. és 2. abra) Hun.No.2. NS3
adatbazisaban KU058849 azonositd szamon szerepel, mig a teljes genom szekvencia
KT359649 azonosité szamon. Ennek oka, hogy a révidebb NS3 szekvenciak feltdltését
kovetden kerllt csak sor a teljes genom szekvenalasara, majd a szekvencia bekildésére az
NCBI GenBank adatbazisaba. A teljes genom szekvencia feltdltésekor jeleztik, hogy a két

szekvencia ugyanazon mintabdl szarmazik.
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1. abra: A WNV NS3 genomi régioé 375 nt hosszusdgu szakaszdanak illesztésével késziilt Neighbour-joining filogenetikai fa (Kimura
két-paraméteres modell, 1000-szeres bootrstrap ismétlés). A 3 vizelet mintabdl kimutatott WNV szekvencidt fekete
hdromszéggel jeléltiik. A virustérzsek jelélése az aldbbiak szerint tértént: NCBI GenBank-i azonosité szam/az orszdg, ahol a virust
kimutattdk vagy izoldltdk/az évszdm utolsé 2 szdmjegye (pl. 10 = 2010; 88 = 1988).
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2.dbra: WNV teljes genomok illesztésével késziilt Neighbour-joining filogenetikai fa (Kimura két-paraméteres modell, 1000-szeres
bootrstrap ismétlés). A 2014-es teljes genom szekvencidt fekete hdromszdggel jel6ltiik. A virustérzsek jelélése az aldbbiak szerint
tértént: NCBI GenBank-i azonosité szdm/az orszdg, ahol a virust kimutattdk vagy izoldltdk/az évszadm utolsé 2 szémjegye
(pl. 00 = 2000; 90 = 1990).
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8.1.2. Nyugat-nilusi virus: az egyes mintatipusok alkalmazhatdsaga a PCR
diagnosztikaban

A 2014-ben végzett sikeres WNV kimutatast kdvetéen a vizeletmintdak PCR-rel torténd
vizsgalatat integraltuk a human WNYV fertézések laboratdriumi rutin diagnosztikajaba. 2015 és
2017 kozott 93 akut WNV fertézést diagnosztizalt laboratériumunk (szerolégiai és molekularis
modszerekkel). A 3 éves id6tartam alatt 6sszesen 87 vérsavo, 49 liquor és 117 db vizeletminta
real-time PCR vizsgalatara kertilt sor (13. tablazat). A pozitivitas aranya a vizeletmintak esetén
bizonyult legmagasabbnak: a vizsgalt betegek 45,45%-a, mig a vizsgalt mintak 57,26%-a
volt pozitiv, szemben a vérsavo és liquor mintakkal, ahol ez az érték joval alacsonyabb volt
(13. tablazat). Vérsavo mintak vizsgalatakor a betegek 16,86%-a mig az 6sszes vizsgalt minta
18,39%-a adott PCR pozitiv eredményt (13. tablazat). A liquor mintak vizsgalata esetén azt
tapasztaltuk, hogy minddsszesen a betegek 4,08%-anal tudtuk — jellemz&en a kimutathatésagi
hataron — detektalni a virus nukleinsav jelenlétét (13. tablazat). A 3 év tapasztalatai alapjan
tehat e mintatipus kevésbé hasznalhaté PCR vizsgalatokhoz. Az egyes mintatipusok
Osszehasonlithatésagat nehezitette, hogy a vizeletmintak vérsavé és liquor mintakkal
egyidejlleg torténd vétele és beklldése a Viralis Zoondzisok NRL-be sok esetben nem
valdsult meg (14-15. tablazat). Azon betegeknél, akiktél mind vérsavd, mind pedig vizeletminta
rendelkezésre allt, 2015-ben és 2016-ban kevesebb, mint 50%-ban tértént azonos napon a
mintavétel (15. tablazat). Ez az arany 2017-ben javult, ekkor a betegek 61,11%-nal egyszerre
tortént a vérvétel és a vizeletminta vétele (15. tablazat). Emellett, a vizeletmintak esetén a
tinetek kezdete és a mintavétel kozt eltelt id6 is csokkent (15. tablazat). Ugyanakkor ebben
az évben csupan 3 olyan beteglink volt, akiknél az egyideji mintavétel mellett egyik vagy
mindkét mintatipusbdl sikeres volt a WNV RNS kimutatasa, tehat lehetéségiink volt a Ct
értékek Osszehasonlitasara (14. tablazat). Egy betegnél, vizelet pozitivitas mellett a vérsavo
minta PCR negativ volt (2017/2 jel(i beteg, 14. tablazat). Két paciens esetén pedig mindkét
mintatipusbdl kimutathatd volt a virus, azonban a vizeletmintakban a Ct értékek alapjan
magasabb koncentracidban volt jelen a WNV o6rokitéanyaga (2017/1 és 2017/3 jell betegek,
14. tablazat). Sokszor problémat jelentett tehat a mintavételi idépont, mivel vizeletmintak
esetén altalaban hosszabb id6 telt el a tinetek kezdete és a mintavétel kozott, sszehasonlitva
a vérsavo és/vagy liquor mintakkal (15. tablazat). Ennek ellenére a legnagyobb aranyban e
mintatipusbdl volt sikeres a virus kimutatasa. A WNV viruria idétartamanak megallapitasa
érdekében 2015-ben kovetéses vizsgalatokat szerveztlink, melynek keretében ugyanazon
betegt6l kerult sor sorozatos mintavételre. A kovetéses vizsgalatok eredményeit a 8.3.
alfejezet ismerteti. 2014 és 2018 kdzott 6sszesen 75 betegnél végeztink sikeres szekvenalast,
valamennyi esetben lineage 2 WNV volt kimutathatd a vizsgalati mintantabdl. A szekvenciak

Odsszehasonlitdsara a 2018-as epidémia kontextusaban a 8.5. alfejezetben térink ki. A 2018-
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as WNV szezonban valtozott a diagnosztikai algoritmusunk, ezért a PCR vizsgalatok

eredményeit a 8.4.2. fejezetben ismertetem részletesen.

13.tablazat: A WNV PCR pozitiv esetek és a vizsgalt mintatipusokon beliili pozitivitas aranya éves
bontasban, 2015 és 2018 kéz6tt.

aranya*

i Osszesen
Ev: 2015 2016 2017 2018
(2015-2017)
225, ebbdl
Diagnosztizalt PCR-rel
human WNV 22 48 23 93 vizsgalt
esetek szama (db) begtegek
szama: 166
real-time PCR
pozitiv betegek 7 (31,81%) 25 (52,08%) 7 (30,43%) 39 (41,93%) 53 (31,92%)
szama (db)
PCR-rel vizsgalt 22 betegtdl 24 40 betegtdl 42 21 betegtdl 21 83 betegtdl 87
44 db minta
vérsavok szama db minta db minta db minta db minta
PCR pozitiv 3 betegtdl 4 db 9 betegtél 10 2 betegtél 2db | 14 betegtél 16 o
minta
vérsavok szama minta db minta minta db minta
PCR pozitivitas 13,64% 22,5% 16,86%
) 9,52% (9,52%) (13,65%)
aranya*3 (16,67%) (23,80%) (18,39%)
PCR-rel vizsgalt
alvadasgatol teljes 107 db minta
vérmintak szama
PCR pozitiv
. nem végeztuk nem végeztik nem végeztik nem végeztik )
alvadasgatolt teljes 39 db minta
vérmintak szama
PCR pozitivitas
36,45%

PCR-rel vizsgalt

16 betegtél 16

22 betegtdl 22

11 betegtdl 11

49 betegtdl 49

aranya*

liquor mintak nem végeztik
. db minta db minta minta db minta

szama

PCR pozitiv liquor 1 betegtél 1 db | 1 betegtdl 1 db | 2 betegtél 2 db .
0db nem végeztik

mintak szama minta minta minta

PCR pozitivitas .
0% 4,54% (4,54%) | 9,09% (9,09%) | 4,08% (4,08%) | nem végeztik

PCR-rel vizsgalt

20 betegtdl 45 38 betegtdl 53 19 betegtél 19 77 betegtdl

vizelet mintak 143 db minta

. db minta db minta db minta 117 db minta
szama
PCR pozitiv vizelet | 8 betegtdl 29 db | 21 betegtdél 32 | 6 betegtdl 6 db | 35 betegtél 67 35 db mint

minta

mintak szama minta db minta minta db minta
PCR pozitivitas 55,26% 31,57% 45,45%

3 40,0% (64,44%) 24,48%
aranya* (60,37%) (31,57%) (57,26%)

3 PCR pozitivitas aranya: a PCR pozitiv betegek aranya a mintatipusonként vizsgalt betegek kérében (a PCR
pozitiv mintak aranya a vizsgalt mintatipusokon bell).
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14.tablazat: 2017 azon betegeinek PCR eredményei, akiknél a WNV kimutatasa sikeres volt és a

vérsavo, valamint a vizeletminta vétele ugyanazon a napon tértént.

A betegség kezdete és .

B: teg Mintatipus mintavétgl kgzt eltelt napok WNV real-real time

6d . PCR eredmény

szama

2017/1 |vérsavo 5 POZITIV Ct >40,00
2017/1 |liquor 5 negativ
2017/1 | vizelet 5 POZITIV Ct 25,55
2017/2 | vérsavo 10 negativ
2017/2 |vizelet 10 POZITIV Ct 29,49
2017/3 | vérsavod 7 POZITIV Ct 36,95
2017/3 |vizelet 7 POZITIV Ct 30,23

15.tablazat: A tiinetek kezdete és mintavétel kbzott eltelt napok szamanak atlaga mintatipusokra bontva,
valamint azon betegek szama, akiknél a vérsavé és az 1. vizeletminta vétele ugyanazon a napon

megtértént. A vizelet mintavételi id6pontok megadadsakor mindig az 1. minta vételének idépontjat

vettiik figyelembe.
Mintatipus 2015 2016 2017
6,95 nap (min.:1 ) )
8,92 nap (min.: 1 nap; 6,31 nap (min.: 1
Vérsavo nap; max.: 24
max.:32 nap) nap; max.: 24 nap)
nap)
Alvadasgatolt
nem vizsgaltuk nem vizsgaltuk nem vizsgaltuk
teljes ver
5,43 nap (min.:0. 9,45 nap (min.:1 nap; 4,2 nap (min.: 1 nap;
Liquor
nap; max.: 16 nap max.: 48 nap) max.:12 nap)
11,28 nap (min.:1 17,27 nap (min.:1 nap; 9,11 nap (min.: 1
Vizelet
nap; max.: 36 nap max.: 48 nap) nap; max: 14 nap)
Vér és vizelet minta
PCR vizsgalata is
megtortént 20 db beteg 36 db beteg 18 db beteg
ugyanazon
betegnél
Vér és vizelet
. 5 db beteg 12 db beteg
vétele ugyanaznap 11 beteg (61,11%)
L (25,0%) (33,33%)
tortént (db beteg)
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A: Vizeletmintak PCR eredményei 2014 - 2017 kozott

30 75% 63%
25 7 10
g. 20
= 78%
E 0% |
§ 1 17 4 62%
£ 10 12 5
=
= 38%
s 9 0%
5 5
(3 |m ¢
4]

0
0-5nap 6-10nap 11-15nap 16-20 nap 21-30 nap 31-40 nap 40-60 nap
A tlinetek kezdete és mintavétel kozétt eltelt napok szama

M Pozitiv mintdk szdma Negativ mintak szama
B: Veérsavd mintak PCR eredményei 2014 - 2017 kozott
40 . 26%
35 15%
=30
=
z 25 28
‘g 20 29
(1]
EP 27%
= 12 l g 0% 0% 0%
10 3 4 1
I | = . . o

0-5 nap 6-10nap 11-15nap 16-20nap 21-30nap 31-40 nap 40-60 nap
A tlinetek kezdete és mintavétel kozott eltelt napok szama

W Pozitiv mintdk szama Megativ mintdk szama

3. abra: A PCR pozitivitas mértéke 2014 — 2017 kdzott vizsgalt vizelet (A) és vérsavo (B) mintak esetén, a
tiinetek kezdete és mintavétel k6zétt eltelt idé fliggvényében.

Osszességében a négyéves idétartam alatt azon vizelet (n=115) és vérsavo (n=91) mintak
esetén, amelyeknél pontosan ismert volt a tinetek kezdete és a mintavétel kdzétt eltelt id6, az
id6 flggvényében abrazoltuk a PCR pozitivitas aranyat mintatipusonként (3. abra). A 3. abran
lathatd, hogy vizeletmintaknal (A) a tinetek megjelenése utan 6-10 nappal késébb vett mintak
75%-a, a 11-15 nappal késébb vett mintak 63%-a, mig a 16-20 nappal késébb vett mintak
78%-a adott PCR pozitiv eredményt. Tovabba, a 30 nappal késébb vett vizeletmintak 38%-
abdl is sikeres volt a virus kimutatasa. (A nyomon koévetéses PCR vizsgalatokkal a 8.3.
alfejezet foglalkozik részleteiben.) Ezzel szemben vérsavdé mintdknal (B) még a Kkorai
mintavétellel érkezd mintakbdl is csak kis, 30% alatti aranyban volt kimutathaté a virus. A
tinetek megjelenése utan 16 nappal kés6bb vett vérsavd mintakbol pedig egyaltalan nem volt
detektalhato a virus RNS-e (3. abra; A-B).

A WNV PCR pozitiv betegek mintainak Vero sejttenyészetre torténd oltasaval, illetve szopds
egerek intracranialis inokulalasaval 2014 és 2017 k6zott 0sszesen 9 beteg 11 mintajabdl volt
sikeresen elvégezhetd a virusizolalas (16. tablazat). Ennek eredményeként Magyarorszagon
elséként 9 kdzvetlendl human mintabdl nyert izolatummal bévilt a Viralis Zoondzisok NRL

torzsbankja. A virusizolalas vizeletmintakbdl bizonyult sikeresnek, 2 beteg esetén a virus

59



szaporitasa az eredeti mintaban mért magas (35,00 feletti) Ct térték ellenére is lehetséges volt

(16. tablazat). Az eredeti betegmintabdl és a virus szaporitasat kévetéen nyert izolatumbdl

végzett WNV real-time PCR vizsgalatok Ct értékeit a 16. tablazat foglalja 6ssze.

16.tablazat: A 2014-2017 koézétti idészakban WNV PCR pozitiv mintakbol elvégzett sikeres

virusizolalas eredményeként kapott sajat izolatumok.

ox A tiinetek kezdete Eredeti Ct eqek Vero Qt ertek
Azonosito és a mintavétel minta Ct szoveten egéragyban
szam/2015 e "y . . torténéd izolalast | torténd izolalast
kozott eltelt ido értéke e e e e
kovetbéen kovetden
3676/2015 vizelet 8 nap 24,03 19,93 12,22
3554/2015 vizelet 9 nap 28,20 15,11 12,10
3744/2015 vizelet 11 nap 26,30 nem végeztik 18,62
3745/2015 vizelet 12 nap 26,63 nem végeztik 22,52
Azonosito
szam/2016
3200/2016 vizelet 9 nap 30,31 17,46 15,65
3227/2016 vizelet 10 nap 36,38 19,60 16,19
Azonosito
szam/2017
4693/2017 vizelet 5 nap 25,55 19,17 12,49
2824/2017 vizelet 7 nap 30,23 31,96 15,98
4770/2017 vizelet 10 nap 29,49 19,02 13,56
5041/2017 vizelet 12 nap 33,64 19,05 12,66
5204/2017 vizelet nem ismert >40,00 21,04 16,92
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8.2. Akullancsencephalitis-virus els6, human klinikai mintabol térténd
kimutatasa Magyarorszagon

2016 és 2017 kozbétt a  szerologiailag igazoltan vagy  valészinUsitetten
kullancsencephalitis-virussal fert6zo6tt betegekre is kiterjesztettik a molekularis bioldgiai
vizsgalatokat. A laboratoriumilag is megerésitett human TBEV esetek szama az elmult 5 évben
csokkend tendenciat mutat: évi 20-30 korul mozog (4. abra). A vizsgalt években az esetszam
n=19 (2016) és n=16 volt (2017) (4. abra).

77
70
50 53
43 44
31 32
24
19
I I 16

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Evek

90

TBEV esetszam (db.)
= [ w =) [%2) o ~J 00
(=] (=] (=] (=] (=] (=] (=] (=]

o

4. abra: Az igazolt és valészindsitett human TBEV fertézések szamanak éves eloszlasa Magyarorszagon, 2008
és 2018 kézott. (Az NNK Virélis Zoondzisok NRL sajat adatai alapjan.)

A szerologiai vizsgalatok mellett real-time és nested PCR vizsgdlatokat végeztink, a
rendelkezésre allé valamennyi mintatipusbdl. A két év dsszesen 35 esete kozul 30 betegnél
allt rendelkezésre megfelel6 mennyiségl minta a PCR vizsgalat elvégzéséhez. A 30 betegtdl
Osszesen 84 mintan végeztink PCR vizsgalatot, a vizsgalati mintak eloszlasat

mintatipusonként a 17. tablazat 6sszegzi.

17.tablazat: A 2016-2017 kéz6tt TBEV PCR-rel vizsgalt mintatipusok megoszlasa.

TBEV PCR-rel vizsgalt "

2016 2017 Osszesen
mintak
Vérsavo 20db 13 db 33db
Teljes vér 5db 1db 6 db
Liquor 12 db 10 db 22 db
Vizelet 15db 8 db 23 db

2016-ban a 19 friss fert6zott beteg kozil 18 beteget vontunk be a PCR vizsgalatokba. Ekkor 3
betegnél volt sikeres a TBEV kimutatasa (18. tablazat). Real-time PCR-rel 2 vérsavé és 2

vizeletminta adott gyenge pozitiv eredményt. Valamennyi minta esetén a real-time PCR Ct
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értéke 35,00 feletti volt. A konfirmal6 nested PCR vizsgalatokat tobb protokoll segitségével is
elvégeztik, részben a genom konzervativ 5’UTR és NS5 régioira specifikus primerekkel (5.
tablazat). A modszer érzékenységének kedvezett, hogy mindkét protokoll kis méretii PCR
termékek amplifikalasat eredmeényezte (200 nukleotidnal révidebb amplikonok, Id.: 5. tablazat).
Ugyanakkor a szekvenciak GenBank-ba torténd feltdlthetésége érdekében sajat tervezési
primerekkel is elvégeztuk a konfirmald vizsgalatokat. Ennek eredményeképpen 408 nukleotid
hosszlsagu szakasz szekvenalasat végeztik el, a capsid és membran fehérjéket kodold,
atfedé régiodra specifikus primerekkel (5. tablazat). A nested PCR vizsgalatok eredményeként
2 vérsavo és 1 vizeletminta real-time PCR pozitiv eredményét sikerllt megerésiteni, mellyel
Magyarorszagon el6szor sikerult TBEV-t kézvetlendl human betegmintabdl kimutatnunk. Egy
vizeletmintanal (1/2016, 18. tablazat) 40,00 feletti real-time PCR Ct értéket mértlink, e minta
konfirmald PCR vizsgalata negativ eredményt adott. A TBEV fert6zésekre altalanosan igaz, —
az inkubacios id6 hossza, valamint a betegség kétfazisu lefolyasa miatt — hogy a specifikus
neurologiai tlinetek megjelenésekor a szeroldgiai vizsgalatok mar tébbnyire pozitiv eredményt
adnak, az ellenanyagok titer ertékében jelentés valtozas ekkor nem mérhetd. Ez alol 2016-
ban az egyik PCR pozitiv beteg (3/2016, 18. tablazat) jelentett kivételt, esetében savopar
szeroldgiai vizsgalataval szerokonverziét igazoltunk. A virus kimutatasa az 1. szeronegativ
mintabdl volt sikeres (18. tablazat).

2017-ben egyetlen beteg mintajabdl sikertlt TBEV RNS-t detektalni (1/2017, 18. tablazat). A
beteg liquor mintaja bizonyult PCR pozitivhak. A liquor mintabdl ezzel egyidejileg virus
specifkus IgM, IgA és IgG ellenanyagok is kimutathatdk voltak. A beteg ugyanaznap (a tiinetek
megjelenését kdvetd 5. napon) vett vérsavo és vizelet mintaja azonban PCR negativ volt. A
mintabdl real-time PCR vizsgalat nem készdlt, a diagnosztikai céllal hasznalt 5UTR és NS5
régidkra specifikus primerekkel végeztik el a vizsgalatokat és ellenériztik az eredményeket
Sanger szekvenalassal. Nagyobb méretli termék amplifikalasa nem tortént meg, ezért a
GenBank adatbazisaba csak a 2016-0s szekvenciak kerultek feltdltésre.

A WNYV esetekhez hasonldan a vizeletmintak bekuldése id6ben késébb kdvette a vérmintakat:
a vérsavo mintdkat a tinetek kezdetétdl 2016-ban atlagosan 13 nappal (min.:1 nap; max.:28
nap), 2017-ben pedig atlagosan 8,5 nappal (min.:2 nap; max.: 25 nap) késébb vették. Ezzel
szemben a vizeletmintakat 2016-ban atlagosan a 17. napon (min.: 3 nap; max.: 57 nap),
2017-ben pedig atlagosan a 12. napon (min.:5 nap; max.: 25 nap) vették. Azon betegek kozll,
akiknél lehetdéséglink volt vérsavo és vizeletmintak egyideji vizsgalatara, a betegek csupan
40%-anal (2016), illetve 50%-anal (2017) tortént ugyanaznap a két mintatipus vétele.

A két évben vizsgalt PCR pozitiv betegek anamnézisében kiilfoldi utazas nem szerepelt, tehat
valamennyi esetben autochton fert6ézést igazoltunk. Tovabba, a betegek TBEV elleni
védoboltasban nem részeslultek korabban, kullancscsipésrél azonban beszamoltak, de a csipés
pontos idépontja nem volt ismert. A 4 PCR pozitiv beteg lakdhelyén fert6z6dott, amely mind a

4 esetben jellemz&en TBEV hiperendémias terulet [Zala megye, Fejér megye (18. tablazat)].
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18.tablazat: A TBEV PCR pozitiv betegek anamnesztikus adatai és laboratériumi eredményei. (GAM

HAG: IgG, IgM, IgA 6ssz-ellenanyag szint meghatarozasara szolgalé haemagglutinacio-gatlasi préba.)

Bete Eltelt Real-time Nested TBEV IIF Anti-TBEV
9 Tiinetek/Anamnézis napok Mintatipus PCR PCR . GAM HAG
azonosité : . . eredmény .
szama eredmény eredmény eredmény
28 ; 5 iti IgG: 1:2560
1/2016 51 éves férfi nap Vérsavo 1 Ct 35,83 pozitiv IgM.: 2-1:10 1:640
Nagykapornak, Zala
megye
o ave 57 nem  IgG: 1:2560
lagnozis: Vérsavo2  negativ o IgM: 21:10  1:640
Lymphocytas nap vizsgaltuk
meningoencephalitis
57 Vizelet  Ct>40,00 negativ. o nem
nap vizsgaltuk vizsgaltuk
10 éves no, Sarosd, IgG:
ié trsavd , nem — >1:1280
/ Fejer megye 1nap  Vérsavd negativ o =1 1:160
2/2016 Tiinetek: vizsgaltuk  IgM: =1:10
Laz, fejfajas, o — Py
tarkomerevség 1 nap Liquor negativ. lgG: pozitiv _
Diagnozis: vizsgaltuk 19M: negativ  yizsgaltuk
Meningitis serosa I3 " izt  Ct36,24  pozitiv  Nem
vizsgaltuk
1gG:<1:10
3/2016 48 éves ferfi, 4nap Versavo1 Ct3575  pozitiv  I9M:<1:10 459
Csatar, Zala megye IgA: <1:10
Tinetek: Laz,
neutropaenia 16
. L Vérsavo 2 , nem IgG: =21:160
Diagnézis: nap negativ i sgaltuk  IgM: 21:10  1:1280
Lymphocytas IgA: 21:10
meningitis
5 IgG:
Vérsavé 1 nem . 21:1280 nem
1/2017 ) o nap vizsgaltuk negativ IgM: 21:10  vizsgaltuk
48 eve§ ferfi, IgA: 21:10
T?rdas, Fe!er m.egly’e 5 IgG: pozitiv
Tunetek: Laz, fejfajas Liquor nem ozitiv IgM: pozitiv.  nem
Diagnozis: nap vizsgaltuk P IgA: pozitiv  vizsgaltuk
Meningitis serosa
5
Vizelet nem . nem nem
nap vizsgaltuk "9 isgaltuk  vizsgaltuk

A 2016-0s mintakbdl vegzett szekvenalas eredményeként kapott 408 nukleotid hosszusagu
szekvenciak filogenetikai vizsgalatat végeztuk el (5. abra). Mindharom minta TBEV Eurdpai
szubtipusnak bizonyult. Két minta: KY752062 (1/2016 — Zala megye) és KY752064 (3/2016 —
Zala megye) esetén egyetlen nukleotid eltérést azonositottunk a vizsgalt szakaszon. A két
mintatél némiképp elkilénll a harmadik: KY752063 (2/2016 — Fejér megye): 9 nukleotid

eltérés azonosithatd, mely a vizsgalt aminosav szakaszban 5 aminosavnyi kilénbséget jelent.
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a5 (- A KY752064 Hun No. 3
68| | A KY752062 Hun No. 1
61/l Ku885457 Russia
2|L KT224357 Finland
KCB35597 Slovakia
1 KF991106 Sweden
#L— DQ401140 Sweden
—— A KY752063 Hun No. 2

e

_LKF'S:H 443 Russia
95 L KP938507 Russia
— GU183383 Estonia

; U27495.1Germany
1 L KF991107 Norway

—— KF151173 Austria

—— FJ572210 Germany
GU183381Finland

SL GQ266392 Germany

HM535611 South Korea

KJ922516 Czech Republic

DQ153877Czech Republic

14

KX966399 Sweden
KX268728 Germany
KJ922514 Czech Republic

L JQ654701 Slovenia
U39292.1 Austria

,—JN003209 Siberia
ol GU183382 Finland

0.02

5. abra: A capsid és membran fehérjéket kodolé gének részleges szekvenciainak illesztésével kapott Neighbour-
Jjoining filogenetikai fa (Kimura két-paraméteres modell, 1000-szeres bootstrap ismétlés). A
szekvenciaillesztéshez TBEV eurépai szubtipusu térzsek szekvenciait hasznaltuk fel. A 2016-os hazai
szekvenciakat fekete haromszég jeldli. A TBEV szekvenciak jelblése az alabbiak szerint tértént: GenBank-i

azonosité szam, majd az orszag megnevezése, ahol a mintat izolaltak vagy detektaltak.

8.3. Nyugat-nilusi virus nyomon kovetéses vizsgalatok

2015-ben nyomon kovetéses vizsgalatokat szerveztink a WNV viruria hosszanak
megallapitasa érdekében. Mivel az el6z6 év tapasztalata alapjan a vizeletmintakbdl végzett
viruskimutatas igéretes diagnosztikai eljarasnak bizonyult, a kbévetéses vizsgalatokban is
elsésorban e mintatipusra fékuszaltunk. Osszesen 5, hosszabb ideig korhazi ellatasra szoruld
betegnél volt lehetéség a sorozatos mintavételre. A kbvetéses vizsgalatokat harom betegellatéd
intézménnyel egyluttmikoédésben végeztik. A betegmintak gyljtésében és a klinikai adatok
Osszegzésében a Fejér Megyei Szent Gyoérgy Egyetemi Oktatdé Korhaz Infektologiai
Osztalyanak, a dunaujvarosi Szent Pantaleon Kérhaz Infektoldgiai-; illetve Anesztezioldgiai és

Intenziv Betegellatd Osztalyanak, valamint a Dél-pesti Centrumkérhaz - Orszagos
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Hematoldgiai és Infektoldgiai Intézet (akkori nevén: Egyesitett Szent Istvan és Szent Laszlo
Kérhaz-Rendelbintézet) Infektoldgiai Osztalyanak munkatasai mikodtek kozre.

A 2015. év szezonalis id6szakaban Osszesen 22 klinikailag diagnosztizalt akut WNV
virusfert6zést erbsitettink meg laboratériumi diagnosztikai vizsgalatokkal. Esetdefinicio
szerint ezek kozul 9 eset mindsult konfirmaltnak, 12 valdszinisithetének, egy betegnél pedig
kdzelmultban lezajlott infekciot véleményeztink. A neuroldgiai kérforma 18 paciensnél, a
WNF-re jellemzé laz, valamint maculopapulosus és roseoliform exanthamak megjelenése 4
betegnél volt tapasztalhatd. A betegek anamnézisében trépusi orszagokba toérténd utazasi
el6zmény nem szerepelt, ezért ezekrdl a tertletekrdl importalhaté flavivirusok irdnyaba nem
végeztunk vizsgalatot a szeroldgiai keresztreakciok kizaradsa érdekében. A PCR maddszerrel
megvizsgalt dsszesen 22 személy kozul 9 beteg vizeletmintgjabdl volt kimutathatd a virus.
Ezzel szemben vérsavd vagy teljes vér pozitivitast csak 3 beteg esetén tapasztaltunk.

A vizsgalt liquorok kozil pedig csak egyetlen mintabdl mutattuk ki a virust a detektalhatésagi
hataron. A vérsavoéra nézve PCR-pozitiv paciensek mindegyikénél kimutathat6 volt a virus
RNS-e a vizeletmintaban is, a vérsavéhoz viszonyitva magasabb koncentracidoban. Az ismételt
mintavételt és nyomon kdvetést 5 paciensnél volt lehetéségunk elvégezni. A szerologiai
vizsgalatokban az IgG végtiter, 06ssz-ellenanyagszint, valamint IgM vizsgalat
egyértelmisitette, hogy mind az 5 betegnél aktualis WNV fert6zés allt fenn, ugyanakkor az
IgG és dssz-ellenanyagtiter meghatarozasban tapasztalhato volt szeroldgiai keresztreaktivitas
is a TBEV-specifikus ellenanyagok kimutatasakor (20. tablazat). Az 5 beteg valtozo

sulyossagban produkalt neurolégiai tineteket, anamnézisiiket az 19. tablazat foglalja 6ssze.

19. tablazat: A kbvetéses vizsgalatokban részt vett paciensek anamnesztikus adatainak révid
Osszegzése.

Névkod | Lakhely (lakcim szerint) A bekiildé orvos altal leirt tiinetek, anamnesztikus adatok

57 éves feérfi, 2015.09.01-jén kezdddé tiinetek: 1az, tudatzavar. A
bekuldd diagnodzis: encephalitis. A péciens 2 napig intenziv
A2015 Matyasdomb, Fejér megye terapias elldtasra és gépi lélegeztetésre szorult, bal filére
maradando hallaskarosodast szenvedett. A tliinetek kezdete elétti
id6szakban a beteg vadaszaton vett részt Szerbiaban.

51 éves n6, 2015.08.30-an kezd6dd tinetek: laz, zavartsag. A
B2015 Racalmas, Fejér megye bekllddé diagndzis: encephalitis. Alapbetegsége: myasthenia
gravis.

66 éves férfi, 2015.09.15-én kezdddd tlnetek: laz, zavartsag,
eszméletlenség. A bekildd diagnézis: encephalitis. A paciens 2
napig intenziv terapias ellatédsra és gépi lélegeztetésre szorult,
kés6bb maradvanytinetek nélkil gyogyult.

60 éves férfi, 2015.09.25-én kezdddd tiinetek: laz, fejfajas. A
bekildd diagndzis: encephalitisnek megfeleld tiinetek.

53 éves férfi, 2015.08.31-én kezd6d6 tlinetek: laz, ataxia. A
bekildd diagnozis: cerebellitis, encephalitis.

C2015 Dunaujvaros, Fejér megye

D2015 Budapest

E2015 Dunaujvaros, Fejér megye

A paciensektél érkezd vérsavo- és liquormintak szeroldgiai vizsgalatakor egyetlen, az E2015
koddal jelolt beteg esetén volt megfigyelheté szerokonverzid, igy az aktudlis fert6zés
fennallasat a masodik vérminta eredményei konfirmaltdk. A szeroldgiai vizsgalatok

eredmeényeit a 20. és 21. tablazat tartalmazza. Az 6t, szeroldgiai vizsgalatok segitségével akut
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fert6zottnek mindsitheté pacienstdl az ismételt mintavételt a hosszabb ideig tarté kérhazi
kezelés tette lehetévé. A PCR mddszerrel torténd nyomon kdvetést elsésorban vizeletmintak
gyljtésevel végeztik, emellett két betegnél masodik vérminta vizsgalatara is lehet6séglnk

nyilt. A PCR vizsgalatok eredményeit a 22. tablazat foglalja 6ssze.

20.tablazat: A nyomon kévetésben részt vett paciensek vérsavé és liquor mintaibdl elvégzett IIF
vizsgalat eredményei. Az ,eltelt napok szama” a betegség kezdeti idépontja és a mintavétel kbzt eltelt

napok szamat jeldli.

Eltelt
€ Anti-WNV Anti-TBEV
Névkéd/minta napok Anti-WNV IgG lIF Anti-TBEV IgG IIF
) IgM IIF IgM IIF
szama
<1:10
A2015/vérsavo 9 nap 21:320 pozitiv 21:10 pozitiv | <1:10 negativ .
negativ
A2015/liquor 9 nap pozitiv pozitiv negativ negativ
1:1280 valoszinileg <1:10
B2015/vérsavo 24 nap 21:5120 pozitiv 21:10 pozitiv
keresztreakcid negativ
pozitiv, valdszinileg
B2015/liquor 16 nap pozitiv pozitiv negativ
keresztreakcio
) ) 1:40 valészinlleg <1:10
C2015/vérsavo 9 nap 21:1280 pozitiv 21:10 pozitiv
keresztreakcid negativ
pozitiv, valdszinileg
C2015/liquor 9 nap pozitiv pozitiv negativ
keresztreakcio
) ) 1:40 valdszinileg <1:10
D2015/vérsavé 11 nap 21:1280 pozitiv 21:10 pozitiv )
keresztreakcio negativ
. o » kétes, valosziniileg .
D2015/liquor 11 nap pozitiv pozitiv ) negativ
keresztreakcid
<1:10 <1:10
E2015/1. vérsavo 6 nap ] 21:10 pozitiv | <1:10 negativ .
negativ negativ
a minta a minta
E2015/liquor 6 nap negativ negativ
elfogyott elfogyott
3 3 ) i 1:1280 valdszinlleg <1:10
E2015/2. vérsavo 36 nap 21:5120 pozitiv 21:10 pozitiv .
keresztreakcio negativ
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21.tablazat: A nyomon kbvetésben részt vett paciensek vérsavé mintaibol elvégzett haemagglutinacio-
gatlasi proba eredményei. Az ,eltelt napok szama” a betegség kezdeti idépontja és a mintavétel k6zt
eltelt napok szamat jeldli. (GAM HAG: IgG, IgM, IgA éssz-ellenanyag szint meghatarozasara szolgald
haemagglutinacié-gatlasi proba.)

Eltelt
. Anti-WNV Anti-WNV | Anti-TBEV GAM Anti-TBEV IgM
Névkod/minta napok
i GAM HAG IgM HAG HAG HAG
szama
1:320 ) ) ]
A2015/vérsavo 9 nap - pozitiv elfogyott a minta elfogyott a minta
pozitiv
kétes,
. ) 1:80 valészinlleg
B2015/vérsavé 24 nap 1:1280 pozitiv pozitiv ) valésziniileg
keresztreakcio
keresztreakcio
kétes,
) ) 1:20 valészinileg
C2015/vérsavo 9 nap 1:2560 pozitiv pozitiv valészinlleg
keresztreakcio
keresztreakcio
1:160
D2015/vérsavé 11 nap » pozitiv <1:10 negativ nem vizsgaltuk
pozitiv
1:160 .
E2015/1. vérsavo 6 nap o pozitiv <1:10 negativ negativ
pozitiv
3 3 1:1280 ) 1:80 valdszinileg
E2015/2. vérsavo 36 nap . pozitiv . negativ
pozitiv keresztreakcio

Az A2015 jelli paciensnél a tinetek megjelenését kovetd 9. naptdl a 23. napig folyamatos
volt a vizeletmintak bekérése, dsszesen 10 alkalommal. A 23. napon a beteget otthonaba
bocsatottak, ezt kdvetden két kontrollvizsgalat alakalmaval, a 43. és 57. napon tortént ismételt
mintavétel. Az ekkor vett mindkét vizeletminta PCR vizsgalata negativ eredményt adott (22.
tablazat), ezért feltételezzik, hogy a viruria a 23. és 43. napok kozott ért véget. A kilencedik
napon vett vérsavo- és liquormintabdl a virus a detektalhatésagi limiten volt csak kimutathaté
(22. tablazat). A B2015 kédu betegtdl a 24. napon vett vizeletmintaban a detektalhatosagi
hataron még jelen volt a viralis RNS, a viruria feltételezhetéen ekkor érhetett véget. Ezzel
szemben az ugyanaznap vett vér- és korabbi liquormintdk negativ eredményt adtak
(22. tablazat).

A C2015 jelii paciens esetén a betegség kezdetétdl szamitott 40. napig végeztik a nyomon
kovetést, amely &6sszesen 14 vizeletminta vizsgalatat jelentette. Valamennyi mintabdl
detektalhaté volt WNV RNS-e. A 40. napon vett vizeletmintaban azonban mar csak a
kimutathatdsagi hataron volt jelen a virus nukleinsava. Tovabbi kontrollvizsgalat nem tortént,
ezért a 40. napon lezarult a nyomon kdvetés. Feltételezhet6, hogy egy kdvetkezb vizeletminta
vizsgalata mar negativ eredményt adott volna, a viruria a 40. nap korll érhetett véget. A C2015
kédu betegnél lathatd, hogy a késébbi idépontban vett vizeletminta er6sebben pozitiv (Ct
24,03), osszehasonlitva a korabban levett vérsavé mintaval (Ct 35,85). Tovabba ennél a

betegnél a vérsavo- és telijesvér minta kilon-kilon is PCR-pozitivnak bizonyult, utébbi
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mintatipusbdl a vérsavéhoz képest (Ct 35,85) magasabb koncentracidban volt kimutathato a
virus: Ct 27,01 (22. tablazat).
A D2015 jelii betegnél a 27. nap korul ért véget a viruria, az E2015 névkodu beteg

vizeletmintajabdl pedig még a 36. napon is kimutathatdé volt a virus, az ugyanaznap vett

vérmintahoz képest magasabb koncentraciéban (22. tablazat). E2015 névkodu betegtol

tovabbi mintavételt nem sikerult megszerveznink.

22.tablazat: A nyomon kévetett paciensek kiilbnb6zé mintainak real-time PCR vizsgalata soran kapott

eredmények. (n.m.: nem allt rendelkezésre a minta; n.v.: nem végeztiik a vizsgalatot).

Névkéd rg:)ec:( vérsavo teljes vér liquor vizelet I.ZOIéIéS,,
szama vizeletbdl
A2015 9 nap Ct>40,00 |n. m. Ct>40,00 Ct29,85 |Ct15,11
17 nap |n-m. n. m. n. m. Ct 30,18 |negativ
18 nap |n-m. n. m. n. m. Ct 30,58 |negativ
19 nap |N-M. n. m. n. m. Ct 30,03 |negativ
20nap |N-m. n. m. n. m. Ct 31,57 |negativ
21 nap |negativ n. m. n. m. Ct31,16 |negativ
22 nap n. m n. m n. m Ct 29,89 negativ
23nap |n.m. n. m. n. m. Ct 28,83 |negativ
43nap |n.m. n. m. n. m. negativ n.v.
57 nap n. m. n. m. n. m. negativ n.v.
B2015 16 nap n. m. n. m. negativ n. m. n.v.
24 nap | negativ negativ n.m. Ct>40,00 |n.v.
37nap |[n.m. n. m. n. m. negativ n.v.
C2015 5 nap Ct 35,85 |Ct 27,01 negativ n. m. n.v.
8nap |n.m. n. m. n. m. Ct 24,03 |Ct19,93
10 nap |N-m. n. m. n. m. Ct 25,63 |negativ
11 nap |h-m. n. m. n. m. Ct26,30 |Ct18,62
12 nap n. m. n. m. n. m. Ct 26,63 Ct 22,52
13 nap |N-M. n. m. n. m. Ct 32,19 |negativ
16 nap |n-m. n. m. n. m. Ct 35,13 |negativ
17 nap |N-M. n. m. n. m. Ct 34,65 |negativ
18 nap |N- M. n. m. n. m. Ct34,94 |N.V.
19 nap |N-M. n. m. n. m. Ct34,54 |N.V.
20 nap |N-m. n. m. n. m. Ct35,43 |N.V.
26 nap |h-m. n. m. n. m. Ct 35,81 n.v.
27nap |[n.m. n. m. n. m. Ct 38,16 n.v.
40nap |n.m. n. m. n. m. Ct>40,00 |(n.v.
D2015 11 nap negativ negativ negativ n. m. n.v.
13nap |n.m. n. m. n. m. Ct 35,15 |negativ
27nap |[n.m. n. m. n. m. Ct>40,00 |n.v.
E2015 6 nap Ct34,11 |(n.m. negativ n. m. n.v.
36 nap |Ct>40,00 [n.m. n. m. Ct 38,10 |negativ
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A genom NS3 fehérjét kddold régiodjara tervezett primerekkel végzett nested PCR amplikonok

szekvenalasa alapjan mind az 5 beteg esetén lineage 2 WNV jelenlétét azonositottuk.

A nyomonkdvetéses vizsgalatok részeként Vero sejttenyészeten és egéroltas révén is
végeztlink virusizolalast (22. tablazat). A virusizolalas két beteg esetén (A2015 és C2015) volt
sikeres. A2015 kdddal jelolt paciens 9. napon vett vizeletmintajabdl (Ct 29,85) tudtuk izolalni a
virust. C2015 sorszamu beteg 3 mintajabdl volt sikeres a virusizolalas: a 8., 11. és 12. napi
mintavételbdl (~Ct 24-26). A 22. tablazat adataibdl lathatd, hogy hasonlé Ct értéki mintakbal
sem minden esetben volt sikeres a virus szaporitasa. Ezzel kapcsolatban fontos megjegyezni,
hogy a mintavételezés soran az egymast koveté napokon vett mintakat 6sszegyjtotték, majd
egyszerre szallitottdk a laboratériumba. A szallitas id6pontjdig a mintak tarolasa 4°C-on

tortént, ami befolyasolhatta a kapott eredményt.

8.4. A 2018. évi nyugat-nilusi virus jarvany epidemiologiai és
mikrobiolégiai jellemz6i

8.4.1. A 2018-as szezon jarvanyugyi osszefoglalasa

A 2018-as évi WNV szezonalis id6szak kiemelkedének szamitott, mind Magyarorszagon, mind
pedig Eurdpa-szerte. Nem csupan az esetszamok emelkedtek drasztikus mértékeben, hanem
maga a szezonalis idészak is a megszokotthoz képest korabban kezdédott. Az ECDC 2018.
augusztus 13-an publikalt gyors kockazatelemzésében (RRA: Rapid risk assessment) adott ki
figyelmeztetést arra vonatkozéan, hogy a korabbi évekhez képest eltérd tendenciat mutat a
jarvanyugyi helyzet. Ekkorra (2018. augusztus 9-ig) Eurépaban 335 human esetet jelentettek,
ami kiugronak szamitott a korabbi évekhez képest: 2014 és 2017 kozoétt ugyanezen
idészakban atlagosan csak 5-45 esetet jelentettek a tagallamok (European Centre for Disease
Control and Prevention [ECDC], 2018a). 2018-ban az elsé human fert6zést Gérégorszagban
azonositottak, a 26. héten (junius 25 — julius 1. k6zdétti id6szak). Ugyanakkor a beteg tlinetei
majus 31-re datalodtak, azaz a 22. naptari hétre (European Centre for Disease Control and
Prevention [ECDC], 2018a). Viszonyitasképpen 2014-ben, 2016-ban, és 2017-ben az elsé
eseteket a 28. héten kezdték jelenteni (2015-ben a 25. naptari héten jelentett egy esetet
Bulgaria). Osszességében a szezonalis idészak végére 2083 human fertézést jelentettek
Eurépaban, amely meghaladta az el6z6 7 év (n=1832) dsszes esetszamat, 2017-hez képest
pedig 7,2-szeres novekedeést jelentett (European Centre for Disease Control and Prevention
[ECDC], 2018b). A haldlozasi rata 8,6% volt (n=180 eset).

A magyarorszagi jarvanyugyi helyzet az eurdpai trendet kdvette: az elsé human fertézést julius

9-én regisztraltuk (28. hét), ugyanakkor a beteg tiinetei a 27. héten kezdédtek. (A tlinetek
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kezdete és a korhazi felvétel, valamint a minta beklldése kozott eltelt id6 miatt az eset
laboratériumi kivizsgalasa és bejelentése idObeli csuszassal tortént.) Viszonyitasképpen
2016-ban és 2017-ben az els6 human fert6zéseket Magyarorszag a 33. és 34. héten, azaz
augusztus 15-én, illetve augusztus 21-én jelentette, amely id6pontok korrelalnak a korabbi
évek tapasztalataival. Igaz, 2017-ben egyetlen human eset bejelentése tortént a 27. héten (a
laboratoriumi kivizsgalas ekkor zajlott), mig a beteg tinetei junius 12-én, azaz a 24. héten
kezd8ddtek. Ez az eset azonban a laboratériumi kritériumoknak megfeleléen valészinUsitett
mindsitést kapott. (A tovabbiakban a ,konfirmalt” és ,valészinUsitett” jelz6k minden esetben a
laboratoriumi esetmindsitést jelentik.)

2018-ban az esetszamban is jelent6és ndvekedést tapasztaltunk. A 27. és 45. hét kozott
Osszesen 225 human esetet jelentettiink. Ezzel Magyarorszag a legtdbb esetet jelentd eurdpai
orszagok listdjan az 5. helyen allt. A legtébb megbetegedést augusztusban diagnosztizaltuk:
az esetek 62,6%-at (n=141) a 31. és 35. hét kozott regisztraltuk.

A 225 eset kozul 215 volt autochton, 10 pedig importalt fert6zés. Az importalt esetek
epidemioldgiai kivizsgalasa soran az utazasi el6zményeket a tlnetek kezdetét megeldzé
kéthetes id8intervallumban veszik figyelembe, amely WNV fert6zéseknél az inkubacios
periddus maximalis hossza. 2018-ban 10 esetben az alabbi orszagokbdl volt valészinisithetd
a fertézések behurcolasa: Ausztria (n=1 konfirmalt eset); Belgium (n=1 valészinisitett eset);
Horvatorszag (n=2 konfirmalt eset); Romania (n=2 konfirmalt eset); Szerbia (n=2 konfirmalt
eset és n=1 valoszinUsitett eset); és Torokorszag (n=1 konfirmalt eset). A felsoroltak kdzil
Belgium kivételével valamennyi WNV endémias orszag. Belgium 2018-ig bezaréan nem
jelentett human WNYV fert6zést, ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a beteg életvitelszerien
Belgiumban (Brisszelben) tartézkodott, Magyarorszagra csak latogatoba tért haza, tinetei
pedig kdzvetlenll az érkezését kdvetd napon kezdddtek. Tudomasunk szerint mas orszag sem
szerepelt utazasi elézményében, ahol esetleg fertéz6dhetett volna a virussal.

Az Osszes 2018-ban diagnosztizalt fertézést tekintve az el6z6 év 23 bejelentett esetéhez
képest kilencszeres esetszam noOvekedést tapasztalhattunk, de emellett 2018 Osszes
esetszdma meghaladta a megel6zd 14 év dsszes esetszamat is (6. abra). (Magyarorszagon

human WNYV fert6zésekrdl 2004 6ta allnak rendelkezésre hivatalos adatok.)
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6. abra: A bejelentett autochton és importalt human WNV megbetegedések éves eloszlasa

Magyarorszagon, 2004 — 2018 k6z6tt.

Az incidenciat megyék szintjén vizsgalva leginkabb az alfoldi régiot, tehat a keleti és déli
orszagrészt érintette az epidémia (7. abra). Az incidencia Hajdu-Bihar, Békés, valamint
Jasz-Nagykun-Szolnok megyékben volt a legmagasabb, amely korreldl a korabbi évek
adataival: az alfoldi régié kiemelten endémias térségnek szamit. Bar valamennyi megyébdl
regisztraltunk eseteket, kilon érdekesség, hogy Zala megyében 2018-ban azonositottunk
elészér human WNV megbetegedést (7. abra). Ez persze nem jelenti azt, hogy korabbi
években nem lehetett jelen a virus a térségben. Az esetek felderitését nagyban segitette a
megndvekedett laboratériumi vizsgalatkérések szama is: 2017. junius 1. és szeptember 20.
kozott példaul 227 beteg laboratoriumi vizsgalatat végeztik el, mig 2018-ban ugyanezen
idészakban 2,7-szer tdbb, azaz 604 betegtél érkezett minta WNV iranya laboratériumi

vizsgalatra.
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7. abra: A 2018-ban laboratériumilag diagnosztizalt WNND és WNF esetek megyénkénti
eloszlasa. (IR: incidencia rata). Zala megyét kék csillaggal jel6ltik, mivel e régidéban
2018-ban el6szbér azonositottunk human WNV megbetegedést. Az 1. konfirmalt human USUV
beteg lakbhelyét piros csillag jeloli (Id.: 8.4.3. alfejezet).

Orszagos szinten a WNV incidencia (a diagnosztizalt WNV esetek szama/100 000 lakos)
hazankban 2006 és 2016 kdzo6tt 0,01 és 0,5 kdzott mozgott, mig 2018-ban az incidencia értéke
2,3 volt, ami 4,5-sz6rds ndvekedést jelentett az el6z6 évhez képest. (Az orszagos incidenciara
vonatkozé adatokat Mezei Eszter az NNK Jarvanylgyi és Infekcidkontroll Féosztalyanak
epidemiolégus munkatarsa bocsatotta rendelkezésiinkre.)

A 2018-ban diagnosztizalt WNV betegek atlagéletkora 57 év volt (legfiatalabb beteg: 17 éves;
legidGsebb beteg: 88 éves). A férfi betegek szama 128 volt (56,9%), a néké: 97 (43,1%). Mivel
sokszor a sulyosabb esetek kerulnek laboratoriumi kivizsgalasra 2018-ban is a WNND betegek
dominaltak: az dsszes jelentett fert6zés 70,2%-a (n=158) volt neuroinvaziv megbetegedés.
WNF-re jellemzé tiinetek 65 betegnél jelentkeztek, ami az esetek 28,9%-a. Két betegtél
(<1%) tunetekre, korlefolyasra vonatkozo informaciét nem sikerllt szereznink. Klasszikus
maculopapulosus és morbilliform exanthema 49 betegnél jelentkezett (21,8%). Ezen belul a
kiutések mellett neurolégiai tiineteket is produkalt 11 beteg (4,9%), mig 38 betegnél (azaz az
O0sszes eset 16,9%-nal) tipikus nyugat-nilusi laz korlefolyas volt jellemzd, neurologiai
manifesztacio nélkil. A kérhazban apolt betegeknél a hospitalizacié atlagos idétartama 9,1
nap volt (Mezei Eszter az NNK Jarvanyugyi és Infekciokontroll Féosztalyanak epidemiologus
munkatarsanak sajat adata). Fatalis kimenetellel 15 eset végz6doétt, azaz a hazai

diagnosztizalt esetek 6,7%-a.
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8.4.2. A 2018-as szezon 04j mikrobiolégiai diagnosztikai tapasztalatai

A 2018-as WNV szezon megemelkedett esetszama a vizsgalati mintak szamaban is jelentds
ndovekedést eredményezett, ami lehetévé tette a mikrobiolégia laboratériumi tapasztalatok
bdvitését, kulonds tekintettel a PCR alapu diagnosztikai eljarasokra. 2018-ban a vizeletmintak
mellett megkezdtik az alvadasgatolt vérmintak gylijtését is, szintén PCR vizsgalatokhoz. A
differencialdiagnosztikai algoritmust emellett kiterjesztettik USUV iranyaba is.

Az Eurodpai Unio esetdefinicidéinak megfeleléen 2018-ban 138 konfirmalt és 87 valdészinlsitett
WNV esetet diagnosztizaltunk. A 2018-as szezonalis id6szak egyik fontos
differencialdiagnosztikai aspektusa volt az NNK Kiltéses Virusbetegségek NRL és Viralis
Zoondzisok NRL kozott megvaldsuld szakmai egyuttmiikddés, melynek keretében a kiltéses,
lazas, valamint izlleti- és izomfajdalom tinetekkel bekuldétt betegmintakat — a leggyakoribb
kiltéses virusbetegségek mellett — vizsgaltuk WNV iranyaban is, akar a klinikus kérésétdl
fliggetleniil. Osszesen 69 beteg mintajat vizsgalta kézosen a két laboratérium. Kéziillik 23
betegnél (33,3%) allapitottunk meg aktualis WNV fert6zést, mig morbilli vagy rubeola fert6zést
egyik esetben sem igazoltak a laboratériumi vizsgalatok. Parvovirus B19 és WNV koinfekcid
lehet6sége azonban egy esetben felmerult. A célzottan a Viralis Zoonozisok NRL-be érkezd
beteganyagok WNV szlirését automatikusan elvégeztik. Ennek eredményeképpen nyolc
neuroldgiai tunetes betegnél (a WNND esetek 5,1%-a), akiknél a vizsgalatkérd orvos csak
TBEV iranyaban kért laboratoriumi vizsgalatot végul aktualis WNV infekcidt allapitottunk meg.
A 138 konfirmalt beteg koézil 32 esetben (23,2%) mértink savopar IIF vizsgalataval
szerokonverziét vagy legalabb négyszeres ellenanyag titer-szint kulénbséget. Hatvanhat
beteg esetén (47,8%) pedig a liquor minta bizonyult anti-WNV IgM pozitivhak. Az
esetkonfirmalast 40 betegnél (29,0%) tette lehetévé a vérmintabdl torténd virus nukleinsav
kimutatasa. Ehhez jelentés mértékben hozzajarult a teljes vérmintak (mint uj mintatipus) PCR
vizsgalata. A PCR modszerrel torténd esetkonfirmalas kritériuma a vérbdl vagy liquor mintabdl
tortné viruskimutatdas. A vérsavd mintak mellett bevezetésre kerllé teljes vérmintak
vizsgalatahoz szlikség volt alvadasgatlét tartalmazd vérvételi cs6ben vett mintak gydjtésére
is. Szeroldgiai vizsgalatokhoz ugyanis a vérmintakat nativ vérvételi csévekben veszik le,
amelyben az alakos elemeket tartalmazo6 frakcié hamar megalvad, igy a tovabbiakban csak a
vérsavo hasznalhaté fel. Ezért EDTA-val (etilén-diamin-tetraecetsav) alvadasgatolt vérvételi
csovekbe vett vérmintak bekiildésére hivtuk fel a klinikus kollégak figyelmét. Az EDTA vagy a
telies vér haemoglobin tartalma miatti esetleges PCR inhibiciés hatast eldkisérletekben
teszteltiik: vérsavohoz, EDTA-val alvadasgatolt teljes vérhez, nativ csében frissen vett vérbdl
kinyert teljes vérhez, valamint RNaz/DNaz mentes ultratiszta desztillalt vizhez mértik a PCR
vizsgalatban hasznalt WNV pozitiv kontrollt, majd 6sszehasonlitottuk a WNV real-time PCR Ct

értékeket. A kisérletet megismételtik ugy is, hogy a mintakat egy éjszakan at taroltuk -80°C-
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on. PCR inhibicios hatast az EDTA-val alvadasgatolt teljes vérmintak esetén nem
tapasztaltunk. Az 1gG; IgM; és IgA vizsgalatokhoz vérsavo és/vagy liquor minta valamennyi
betegtdl érkezett (vérsavo minta a betegek 99%-atdl, liquor minta pedig 55%-t6l.) A szeroldgia
vizsgalatokat minden esetben elvégeztik. Ezzel szemben PCR vizsgalatot az esetek 73,8%-
anal végeztink, azaz 6sszesen 166 betegnél. Az egyes mintatipusok esetén, a tlinetek
megjelenése és a mintavételi id6pontok kdzott eltelt napok szamat a 23. tablazat foglalja
Ossze. A vizelet és teljes vérmintak vételének atlagos idépontja nem mutatott jelentds eltérést
a vérsavo és liquor mintakhoz képest, a problémat inkabb az jelentette, hogy sokszor ezeket
a mintatipusokat egyaltalan nem vették le és kildték be laboratériumi vizsgalatra. EDTA-val
alvadasgatolt teljes vér (a tovabbiakban teljes vér) 107 betegtél érkezett (47,6%), mig
vizeletminta 143 betegtdl (63,6%), tehat a PCR szempontjabdl leginkabb adekvat

mintatipusok bekiildése limitalta vizsgalatainkat.

23. tablazat: A tiinetek kezdete és a mintavétel id6pontja kbzétt eltelt napok szama mintatipusonként.

(A 0 nap azt jeldli, hogy a mintavétel a tiinetek kezdetének napjan megtértént.)

Mintatipus Atlag Minimum Maximum
Vérsavo 8,75 nap 0 nap 77 nap
Alvadasgatolt

. i 9,53 nap 0 nap 44 nap
teljes vér
Liquor 7,86 nap 0 nap 65 nap
Vizelet 8,61 nap 0 nap 44 nap

Mivel a laboratérium leterheltsége rendkivil nagy volt és korabbi évek tapasztalatai alapjan a
liquor mintak PCR vizsgalata nem segiti az esetkonfirmalast, liquor mintakbdl nem végeztiink
viruskimutatast. Osszesen 53 betegnél kaptunk PCR pozitiv eredményt, ami az esetek 31,9%-
a. A teljes vérmintak bevezetésével ndvekedett a diagnosztikai szenzitivitas: a PCR pozitiv
betegek 45,3%-anal a teljes vér és a vizelet is pozitiv volt, 18,9%-anal a teljes vér PCR pozitiv,
mig a vizelet PCR negativ eredményt adott. Vizelet PCR pozitivitas mellett a teljes vér a
betegek 5,7%-anal bizonyult negativnak. El6fordult, hogy csak az egyik mintatipus érkezett a
laboratériumba: ebben az esetben teljes vérbél 9,4%-ban, vizeletbél pedig 15,1%-ban tudtuk
kimutatni a virust. A PCR pozitivitas eloszlasat mintatipusonként részletesen a 24. tablazat

mutatja be.
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24.tablazat: A WNV PCR pozitivitas ardnya mintatipusoként.
A vizsgalt mintak A WNV PCR pozitiv mintak

Nukleinsav kimutatas mintanként

szama szama
EDTA-val alvadasgatolt teljes vér 107 39
Vérsavo 44 6
Vizelet 143 35

A PCR pozitivitas aranya az
egyes kategoériakban, az

PCR pozitivitas az egyes mintatipusok A PCR pozitiv Y iy
L s " osszes PCR pozitiv
szerinti kategériakban betegek szama . .
beteghez viszonyitva

(n 6sszes=53)

Teljes vér PCR- & Vérsavo PCR + 1 1,9%

Teljes vér PCR+ & Vizelet PCR+ 24 45,3%

Teljes vér PCR+ & vizelet PCR - 10 18,9%

Teljes vér PCR- & vizelet PCR+ 3 5,7%

Teljes vér PCR+ & vizelet nem érkezett 5 9,4%

Vizelet PCR+ & teljes vér nem érkezett 8 15,1%

Csak vérsavo minta érkezett, mely PCR+ 2 3.8%

eredményt adott

A teljes vérmintak PCR vizsgalata soran tapasztalt nagyaranyu pozitivitasra valé tekintettel 41
betegnél teljes vér és vérsavd minta 0sszehasonlitast is végeztink. Mindkét minta PCR pozitiv
eredményt adott 6 betegnél (14,6%), mindkét minta negativnak bizonyult 2 személynél
(4,9%). A vérsavo pozitivitas mellett teljes vér negativ PCR eredményt egyetlen betegnél
kaptunk (2,4%). Fontos azonban megjegyezni, hogy ebben az esetben a nativ vérminta vétele
3 nappal a tlinetek megjelenése utan tértént, mig a teljes vérmintaé a 11. napon (25. tablazat).
Vérsavo negativ eredmény mellett a WNV kimutatasa teljes vérmintabdl 32 betegnél volt
sikeres (78,0%). Azoknal a személyeknél, akiknél a virus mindkét mintatipusbdl kimutathaté
volt, a teljes vérmintakban alacsonyabb Ct értékeket mértiink, azaz a virus RNS nagyobb
mennyiségben volt jelen (25. tablazat). Tovabba F/2018 jeli betegnél a korai (1 napos)
mintavétellel vett vérsavoé mintabdl a virus nukleinsav csak a detektalhatésagi hataron volt
kimutathaté (Ct 39,71), mig a 13. napon vett alvadasgatolt teljes vér alacsonyabb Ct értékkel
(Ct 32,55) adott pozitiv eredményt (25. tablazat). A Ct értékek 6sszehasonlitasa, a mintavételi

id6pontokkal a 25. tablazatban olvashata.

25.tablazat: Ct értékek és mintavételi id6pontok a vérsavo és teljes vér PCR pozitiv személyeknél.

.. A tiinetek
Azonosité Vérsavé minta Aétsu:(;t]?'l:tla(sz?;:e Teljes vérminta kezdete és a
kéd WNYV real-time kéz6tt eltelt napok WNYV real-time rr_!_infavételt
betegenként PCR Ct értékei szama PCR Ct értékei kozott eltelt
napok szama
A/2018 36,88 13 32,88 13
B/2018 34,01 2 29,01 2
C/2018 37,68 8 29,28 8
D/2018 40,00 5 31,81 5
E/2018 37,41 19 27,58 19
F/2018 39,71 1 32,55 13
G/2018 39,43 3 negativ 1
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A tovabbiakban vizsgaltuk a PCR pozitiv teljes vérmintakban mérhetd Ct értékek és a
mintavételi id6pontok 6sszefliggéseét, vagyis azt, hogy esetiinkben a betegség kezdete és a
mintavétel kozott eltelt id6 befolyasolta-e Ct értékeket. Azokat a PCR pozitiv személyeket
vontuk be a vizsgalatba, akiknél a tunetek kezdeti id6pontja és a mintavétel datuma is
pontosan ismert volt. Osszesen 37 beteg n=38 mintatajanak Ct értékeit vettik figyelembe a
linedris regresszidval végzett vizsgalatban, ahol az egyenes meredeksége -0,096 volt (8.abra).
A statisztikai adatok alapjan tehat a rendelkezésre all6 mintak Ct értékei és a mintavétel
idépontja kdzott nem allt fenn linearis kapcsolat. [Student-féle egymintas t-probat végezve 5%-
os szignifikancia szinten: t,= -1,7028; t5,=2,0281 (Student-féle t-eloszlas tablazatbdl v=36
szabadsagi fokon). (H, hipotézist elfogadtuk mivel: - tg 52 < to < to052; @zaz -2,0281 < -1,1028
<2,0281).]
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A tiinetek kezdete és mintavétel kozott eltelt napok szama

8. abra: PCR pozitiv teljes vérmintak (n=38) Ct értékei a mintavételi idé fiiggvényében.

Két paciens esetén rendelkezésre allt masodik teljes vérminta is, amelyek mellé nativ vérminta

mar nem érkezett:

e az egyik paciensnél a betegség kezdetétdl szamitott 2. napon vett teljes vérminta Ct
értéke 29,01 volt, mig a 6. napon vett teljes vér Ct értéke: 30,49;
e amasodik betegnél az els6, 19 napos teljes vér Ct értéke 27,58 volt, mig a masodik

26 napos teljes vérminta Ct értéke: 29,92.

Egyik betegnél sem volt tudomasunk immunszuppressziérol, mint az elhuzédd viraemiat
befolyasold tényezérél.

A Ct értékek Osszehasonlitdsakor vizsgaltuk azon betegeket is, akiknek ugyanazon napi
mintavétellel érkezett teljes vér és vizeletmintaja, valamint mindkét mintatipus PCR
eredménye pozitiv volt. Osszesen 22 beteg n=24 mintajat vettiik figyelembe a vizsgalat
soran. (A mintavételi idé6pontokat és az egyes mintatipusokhoz tartozé Ct értékeket a Il. szamu

melléklet tartalmazza.) Hy nullhipotézisink szerint a két mintatipus varhaté Ct értékei
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megegyeznek. Paros t probat alkalmaztunk 5%-os szignifikanciaszinten, ahol t; = -0,942;
illetve tt = 2,069 volt (Student-féle t-eloszlas tablazatbdl v = 23-as szabadsagi foknal). Mivel:
-t < to < tkir; @zaz -2,069 < -0,942 < 2,069, megallapithattuk, hogy esetlinkben az ugyanazon

napi mintaveételkor a vizelet és teljes vér mintak varhaté Ct értékei nem tértek el szignifikansan.

8.4.2.1. Avizelet és teljes vér PCR vizsgdlatok tovabbi diagnosztikai aspektusa

Az esetkonfirmalasok mellett a sikeres PCR vizsgalatoknak differencialdiagnosztikai
jelentésége is van. Kuléndsen igaz ez a flavivirus fert6zések esetén, ahol a diagnosztikai
vizsgalatokat tovabb komplikalhatja a nemzetségen belll jellemz6é nagyfoku szeroldgiai
keresztreaktivitas. Masodlagos flavivirus infekcié fennallasakor vagy korabbi heteroldg
flavivirussal végzett vakcinacié mellett bekévetkezd fertézéskor, a buster hatas miatt az elsé
infekciét okozé flavivirus vagy a vakcinaban megtalalhaté virustorzs ellen termelt ellenanyagok
szintje indul gyors emelkedésnek. A 2018-as év egyik Uj tapasztalata, hogy korabbi TBEV
elleni vakcinacié vagy korabban atvészelt TBEV fert6zés utan bekovetkezé WNV infekciokor
mar a korai vérmintaban végzett anti-WNV IgG aviditas vizsgalat is magas értékeket mutat. A
magas aviditas érték dnmagaban azt feltételezné, hogy korabban atvészelt WNV fert6zés
esete all fenn. 2018-ban négy olyan aktualisan WNV fert6zésben szenvedd betegnél mértiink
magas anti-WNV IgG aviditast, akiknél az anamnézisben szerepelt korabbi vagy kézelmultban
kapott TBEV védbéoltas. Emellett, egy betegnél a rendkivul magas ellenanyag-titer értékek és
anamnesztikus adatok figyelembevételével korabban atvészelt TBEV fert6zést is
valoszindsitettiink, az aktualisan fennall6 WNV infekcié mellett. A négy betegbdl harom
esetben vizeletbdl és/vagy teljes vérmintabdl sikeres volt a WNV nukleinsav kimutatasa, mely
jelentds mértékben hozzajarult a diagnozis megerdsitéséhez. A négy paciens részletes TBEV

és WNV szerolégiai, illetve PCR eredményeit a 26. tablazat 6sszegzi.
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26.tablazat: Korabban TBEV ellen oltott, 2018-ban aktualis WNV fert6zéssel diagnosztizalt betegek

WNV és TBEV szerologiai és PCR eredményei. (n.t.: nem teszteltiik a mintat)

WNV WNV Flavivirus
Beteg WNV laA WNV TBEV TBEV TBEV PCR IgG vakcinacios
szama IgG IIF ISI;F IgM IIF IgG IIF IgA IIF IgM IIF aviditas anamnézis
ELISA
- o .
1. 2155120 | pozitiv | pozitiv | 21160 | pozitiv | negativ | \ieol®" &g’g a/°s g\?v'i\l/k‘gtrgz'bi N
2. 1:160 pozitiv pozitiv 1:160 negativ negativ negativ n.t.
TBEV oltas:
évekkel
o korabban.
2. 1:2560 | pozitiv | pozitiv | 21:160 nt. nt. nt. ,3&; a/°s
TBEV vakcinacio
Vizelet a kdzelmultban:
és 89.9% 2018.04.06.
& 21:10 pozitiv negativ 21:10 pozitiv negativ teljes Ma’ aos és 2018. 04.20.
vér 9 (WNV tinetek
WNV+ kezdete:
2018.08.24.)
94.3% TBEV ellen
4. 1:20480 pozitiv pozitiv 1:20480 | pozitiv kétes Vizelet Ma’ a; korabban oltott,
és g nyugalmazott
telies erdész, szamos
vfé r kullancscsipés
o . B
4. 21:20480 | pozitiv pozitiv | 21:20480 | negativ pozitiv WNV+ Iag’gs a/os ZRZ'S}:;'; a_lt_)gzén
valoészinlsithetd.

78




8.4.3. Az els6 konfirmalt human Usutu virusfert6zés Magyarorszagon

A differencialdiagnosztikai vizsgalatokat 2018-t6l kezd6d6en USUV iranyaba is kiterjesztettuk.
Ennek els6 1épéseként valamennyi WNV real-time PCR-ben negativ teljes vér és vizeletmintat
vizsgaltunk USUV real-time PCR mddszerrel, amely egyetlen teljes vérminta esetén adott
pozitiv eredményt. (A paciens vizeletmintaja emellett PCR negativ volt.) A beteget megel6z6
WNV szeroldgiai és PCR eredményei alapjan valdszinlsitett WNV esetnek mindsitettuk,
amely eredményrél készllt mikrobioldgiai leletet utdlag visszavontuk. A vérsavo szeroldgiai
vizsgalatokat USUV irdnyaban is elvégeztik, a betegtdl liquor minta nem érkezett. Ezt
kévetdéen az IIF ellenanyag végtiter meghatarozas is egyértelm(ivé tette az aktualis USUV
fertézés fenndllasat: a legmagasabb titer-szint értékeket az USUV specifikus IgG; IgM és IgA
vizsgalatokban mértik (27. tablazat). Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a rutin
diagnosztikaban végzett WNV ellenanyagsziirés az IgG, IgM és IgA IIF, valamint WNV IgM
ELISA vizsgalatokban is pozitiv eredményt adott, szerologiai keresztreaktivitas miatt (27.
tablazat). Ezzel szemben a korai vérmintaban az anti-USUV IgG vizsgalat csak [IF modszerrel
adott szeropoziitv eredményt. A kereskedelmi forgalomban kaphaté anti-USUV IgG ELISA
vizsgalatban a vérsavo minta negativnak bizonyult (27. tablazat). A betegtél masodik vér- és
vizeletminta — a laboratérium kérése ellenére — nem érkezett. A vérsavé minta anti-USUV IgG

IIF vizsgalatardl készult fluoreszcens mikroszképos felvétel a 8. abran lathato.

27.tablazat: A 2018-ban Magyarorszagon igazolt human USUV eset laboratériumi diagnosztikai

eredményei.
A vérsavd minta IIF szerolégiai eredményei
jgrg!-usuv 1:160 g’g!'WNV 1:20 f;’g!'TBEV 1:10
_f\g“NtI'_'USUV 1:640 f‘g‘ﬁ'_'WNV 1:40 g‘l‘\;'_'TBEV <1:10; negativ
Anti-USUV . Anti-WNV . Anti-TBEV an. .
IgA: 21:1280 IgA: 1:20 IgA: <1:10; negativ

A vérsavo minta ELISA eredményei
Focus Diagnostics WNV IgM Capture ELISA: Ratio = 4,75 Pozitiv
Euroimmun Usutu virus IgG ELISA: Ratio = 0,25 Negativ
A PCR vizsgalatok eredménye

Minta: EéDrTA-vaI alvadasgatolt teljes Vizelet
WNYV real-time PCR: negativ negativ
USUV real-time PCR: pozitiv Ct 37,00 negativ
USUV nested RT-PCR: pozitiv negativ
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9. abra: Az igazolt USUV fert6z6tt paciens vérsavo
mintajanak anti-USUV IgG in-house IIF fluoreszcens
mikroszkopos felvétele. A vérsavo minta higitasi foka: 1:40.
Az IIF lemez Vero E6 sejtek felhasznalasaval késziilt.
(Leica DM LB2 fluoreszcens mikroszkop, 200-szoros
nagyitas.)

Az USUV real-time PCR eredményt nested PCR mddszerrel konfirmaltuk, majd a kapott PCR
terméket Sanger médszerrel szekvenaltuk (10. abra). Az USUV genom NS5 fehérjét kddolo
régiojanak 391 nukleotid hosszlisagu szekvenciarészlete alapjan USUV Eurdpa lineage 2
jelenlétét azonositottuk (GenBank-i azonositd szam: MK211164). A vizsgalt génszakasz
100%-ban egyezett egy 2016-ban Magyarorszagon feketerigobdl kimutatott USUV torzs
szekvencigjaval (GenBank-i azonositd szam: MF063043) (10. abra). A virust a klinikai

mintabdl nem sikerult izolalnunk.

MF063043 Hungary 2016 Turdus merula
A MK211164 Hungary 2018 Human
MF083042 Austria 2016
- |- MF991886 Austria 2017
JF266698 Italy 2009
HM569263 Italy 2009 -
EF206350 Hungary 2005 Turdus merula 1
JQ219843 Austria 2002 Eu rope 3
LAY45341 1 Austria 2001
|- KX555629 ltaly 2015 ’ Europe 4
KY128481 France 2015
KY315178 Belgium 2016
KX601690 France 2015
KJ438751 Germany 2011 .
r AY453412 South Africa 1959
|| KC754956 Senegal 1993
{ {— KY128482 Netherlands 2016
100 KC754955 Central African Republic 1981
— KC754957 Senegal 2007 African
KF573410 Spain 2006
98 - KU664608 Germany 2015
KC754958 Central African Republic 1969
NC009942 West Nile virus NY99

Europe 2

7

()

Europe 1

0.050

10. abra: USUV NS5 391 nukleotid hosszlséagu szekvenciék illesztésével kapott Neighbour-joining
filogenetikai fa (Kimura két-paraméteres modell, 1000-szeres bootstrap ismétlés). A 2018-as hazai
humén betegmintabdl nyert szekvenciat piros haromszég jeléli. A filogentikai fan a szekvenciak
jelblése az alabbiak szerint tértént: GenBank-i azonosité szam; az orszag, ahol virust izolaltak vagy

kimutattak; az azonositas éve.
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A beteg 43 éves feérfi, tapidsagi lakos (Tapidosag, Pest megye), anamnézisében utazasi
el6zmény nem szerepelt. (A beteg lakéhelyét a 6. abran piros csillag jeldli.) Tunetei 2018.
szeptember 8-an kezdédtek, mintavételre 10 nappal kés6bb: 2018. szeptember 18-an kerlt
sor. A beteg viralis meningitis jellegzetes tlneteit mutatta: laz, hidegrazas, izomgorcs, fejfajas
és tarkomerevség kiséretében. Kezel6orvosa elmondasa szerint masfél-két hét alatt
tinetmentesen gydgyult. Korhazi apolasra hét napig szorult. A koérlefolyast sulyosbitd
komorbiditasi tényezdk: alapbetegségek vagy immunszuppresszio fennallasanak lehetésége
nem merult fel. A 2018-as neuroinvaziv fertézés diagnosztizalasaval elészor igazoltunk human

fertézést Magyarorszagon.

Az elsé human USUYV fert6zés megerdsitését kovetden, a WNV betegektél még rendelkezésre
allé vérsavo mintakat tovabb vizsgaltuk USUV ellenanyagokra nézve, a rutin diagnosztikaban
alkalmazott IIF és ELISA tesztekkel. A kiegészité vizsgalatok szikségesek voltak az
esetlegesen USUV PCR negativ, de aktualisan vagy koézelmultban fert6zott betegek
azonositasahoz. A vizsgalatokat annak érdekében is végeztik, hogy felmérjik a WNV és
USUV szerologiai tesztekben kialakuld keresztreaktivitas mértékét. Osszesen 166 anti-WNV
IgG és IgM IIF pozitiv vérsavé mintat vizsgaltunk tovabb [IF médszerrel: anti-USUV IgG és IgM
ellenanyagok iranyaban. Az ellenanyag kimutatast a vérsavé mintak 1:10 és 1:40 higitdsaban
végeztik el. Amennyiben a minta 1:10-es higitasaban specifikus morfoldgiaju, pozitiv festédés
nem volt lathatdé, az eredményt negativnak tekintettiik. Ha a minta csak 1:10-es higitasban
adott reaktiv eredményt, akkor kétes véleményezést adtunk. Ha mindkét higitasi fokban
specifikus festédést lattunk, az eredményt pozitivnak fogadtuk el. Az anti-USUV IgG IIF
szlrévizsgalatokban a szerolégiai keresztreaktivitas mértéke nagyfokunak bizonyult: a mintak
62,6%-a (n=104) szeropozitiv; 21,7%-a (n=36) kétes eredményt adott. Szeronegativ értékelést
15,7%-ban (n=26) adtunk. Osszességében tehat a vizsgalt WNV IgG szeropozitiv betegek
84,3%-a (n=140) adott reaktiv eredményt az USUV IgG IIF vizsgalatokban. Az IgM
ellenanyagszlirés soran a keresztreaktivitas mértéke alacsonyabbnak bizonyult: pozitiv
eredményt a mintak 1,8%-a (n=3), mig kétes eredményt 4,2%-a (n=7) adott. A mintak 94%-a
(n=156) anti-USUV IgM IIF negativ volt. A harom IgM pozitiv minta kdzul az egyik az igazolt
USUV fert6zott beteg vérsavo mintaja volt. A masik két esetben az ellenanyag végtiter
meghatarozds és PCR vizsgalatok eredményeképpen aktualis WNV fert6zést

valdszindsitettlink. Az IIF szeroldgiai vizsgalatok eredményeit a 11. abra foglalja dssze.
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11. abra: Az anti-WNV IgG és IgM pozitiv vérsavé mintak USUV IgG és IgM IIF vizsgalatanak
eredményei.

A tovabbiakban kereskedelmi forgalomban kaphatd USUV IgG ELISA (teszt pontos
megnevezését Id.: 9. tablazatban) vizsgalatokat is végeztliink azon vérsavé mintakkal, melyek
1:40-es higitasban is erésen pozitiv eredményt adtak az USUV IgG IIF vizsgalatban. Mivel az
ELISA tesztek korlatozott mennyiségben alltak rendelkezésre, nem végeztiink vizsgalatot
valamennyi mintan. Az IIF eredményekhez viszonyitva a szeroldgiai keresztreaktivitas
mértéke kisebbnek bizonyult az aktualisan WNV fert6zott, anti-WNV IgG szeropozitiv betegek
korében: reaktiv eredményt a mintak 26,6%-anal (n=12 szeropozitiv; n=9 kétes) mértunk,
szeronegativnak a mintak 73,4%-a (n=58) bizonyult. Ugyanakkor a PCR vizsgalattal és IIF
mobdszerrel igazolt USUV fert6zott beteg elsé vérmintdja az anti-USUV IgG ELISA
vizsgalatban negativ eredményt adott (27. tablazat). Ugyan a kapott eredmény csak egyetlen
igazolt eset kivizsgalasara korlatozédik, e tapasztalat is elegend ahhoz, hogy a laboratériumi
vizsgalatokban ne csupan egy moddszerre hagyatkozva végezzik a diagnosztikai
vizsgalatokat. Korai mintaban mért szeronegativ ELISA eredmény épp az olyan betegeknél
vezethet az esetkonfirmalas elmaradasahoz, akiktél — a laboratérium javaslata ellenére — nem
érkezik masodik vérminta szeroldgiai vizsgalatokhoz. Az ELISA és IIF vizsgalatokban kapott
eltér6 anti-USUV IgG eredmények magyarazhaték a két moddszer jellegébdl adodo
kilénbségekkel is: mig az IIF médszerben az antigén gyartdsa soran az infektiv virussal
fert6zott sejtekben végbemend virusreplikacid kulonbozé virdlis antigének expresszidjat
eredményezi, addig az ELISA tesztek egyetlen viralis antigént tartalmaznak. Ha az erre
specifikus ellenanyagok szintje nem éri el a detektalhatosagi limitet, mig mas viralis antigén
epitdpokra specifikus ellenanyagok mar mérhet6 koncentracioban vannak jelen,
magyarazhaté a két moédszerrel kapott eltéré6 eredmény. Kereskedelmi forgalomban kaphaté
anti-USUV IgM kimutatasra alkalmas ELISA teszt jelenleg még nem elérhetd, ezért a

keresztreaktivitas meértékét csak |IF modszerrel vizsgaltuk.
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8.5. A nyugat-nilusi virus PCR pozitiv mintak szekvenciameghatarozasa

2014 és 2018 kozott Osszesen 75 kulonbozé betegbdl szarmazd minta szekvenalasat
végeztik el (75 esetben az NS3 fehérjekddold régid egy részletét, 1 betegnél pedig teljes
genom szekvenalast is). Valamennyi mintaban lineage 2 WNV jelenlétét azonositottuk. A
2018-as epidémia mintaibdl 46 betegnél sikerllt szekvenalassal is megerésiteni, hogy a
fert6zést lineage 2 WNV okozta. Ebbdl GenBanki feltdltésre 34 mintanal kerllt sor
(GenBank-i azonositd szamok: MK224611-MK224644). (A 2014 — 2018 kozott szekvenalt
mintak telepulések szerinti eloszlasat a Ill. szamu melléklet tartalmazza, ahol GenBank-i
feltdltésre kerdlt sor, jeldlve az azonositdé szamot.) A Kimura két-paraméteres modell szerint
készllt Neighbour-joining filogenetikai fan lathatd, hogy a 2018-as szekvencidk nem
kilénilnek el sem a korabbi években azonositott hazai WNV szekvenciaktél, sem pedig a
koérnyezd orszagokbdl szarmazé szekvenciaktél (12. abra).

A 12. abran MHO021189 GenBank-i azonositdszamu szekvencia egy Belgiumban
diagnosztizalt, 2017-ben Magyarorszagrol importalt human WNV esetbdl szarmazik, tehat
nem meglepd, hogy a hazai szekvenciaktol nem kuilonul el a filogenetikai fan (Wollants et al.,
2018). A WNV NS3 fehérje 249. aminosav pozicidjaban Hisztidin>Prolin (H249P) vagy
Treonin>Prolin (T249P) szubsztiticié szakirodalmi adatok szerint magasabb szint(i viraemia
kialakulasat okozhatja Eszak-Amerikaban elterjedt madarfajokban (Brault et al., 2007; Papa
et al., 2011) E polimorfizmus meglétét vizsgaltuk az altalunk meghatarozott szekvenciak
esetén is (28. tablazat). Bar fontos megjegyezni, hogy a virustdrzs és a gerinces
gazdaszervezet koOzotti interakcio mindig fajspecifikus, ezért a virulenciara vonatkozo
messzemend kdvetkeztetések levonasa nem volt célja vizsgalatainknak.

A 2018-ban szekvenalt mintdk esetén a H249P polimorfizmus aranya viszonylag magas:
63%-0s volt. A mintak eloszlasat tekintve a H249P variansok el6forduldsa a keleti és déli
orszagrészre koncentralddott, beleértve két kulfoldrél (Szerbiabdl és Romaniabdl) behurcolt
fertézés esetén is (13. abra). Az aminosav szekvencidk illesztésekor tovabbi egy eltérést
azonositottunk MK224615 (Oroshaza 2018) minta esetén. Az NS3 fehérje 215. aminosav
I6kuszan egy Lizin - Arginin szusztiticio talalhaté e mintaban. A szekvencia a filogentikai fan
nem kualondl el (12. 4bra). A misszensz mutaciot az NS3 kdédold régié 644. nukleotid
poziciéjaban bekdvetkezé adenin (A) > guanin (G) tranzicié eredményezte. A tranziciot az
NC_001563.2 GenBank-i azonosité szamu WNYV lineage 2 referenciaszekvenciahoz térténé
illesztéssel azonositottuk. Az NCBI BLAST adatbazisaban végzett keresés eredményeként
nem talaltunk olyan GenBank-ba feltltott szekvenciat, mely ugyanezt a polimorfizmust

tartalmazta volna.
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12. adbra: Kimura két-paraméteres modell szerinti
Neighbour-joining filogentikai fa (1000-szeres ismétléssel
végzett bootstrap analizis). A 2014 és 2018 koézott
azonositott hazai human betegmintakbol szarmazé WNV
szekvenciak felhasznéalasaval, melyek jel6lése az alabbi:
2014: narancssarga koér; 2015: kék koér;

2017: z6ld koér; 2018: voros kor.



28.tablazat: Az NS3 H249P szubsztitucié el6fordulasa a hazai human mintakbol kimutatott WNV

térzsekben.
Szekvenciak
Ev szama H249P mutacié
2014 3 0
2015 4 n=1 (25%)
2016 18 n=7 (39%)
2017 4 0
2018 |49 n=29 (63%)
Osszesen | 78 n=37 (49%)
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13. abra: A H249P polimorfizmus teriileti eloszlasa 2018-ban (a betegek lakbhelye szerint). A

2018-as incidencia adatokat tartalmazo térképen piros szinii pottyok jeldlik a 249-es aminosav

poziciéban Prolint, kék szinli p6ttybk a Hisztidint tartalmazé mintakat.
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8.6. Nyugat-nilusi virus szeroprevalencia meghatarozasa egészséges véradok
korében

A human WNV fert6zések jelentés hanyada szubklinikailag zajlik, kérhazi ellatasra és
laboratériumi  kivizsgalasra a sulyosabb, tobbnyire neurolégiai tlnetekkel kisért
megbetegedéseknél kerll sor. Ezért a human fertézések valés szamarol nincs informacionk,
mint ahogyan a hazai lakossag koérében sem végeztek az atvészeltség felmérésére iranyuld
vizsgalatokat az els6 hazai WNND esetek diagnosztizalasa ota. Bar szeroepidemiolégiai
szlirés megszervezése nem allt médunkban, nagyobb (n=2112) szamban rendelkezésre allo,
egészséges véradoktdl érkezbé plazmamintak szerologiai vizsgalataval felmértuk a WNV
szeroprevalenciat a vizsgalt csoporton belil. A vizsgalatokat az Orszagos Vérellaté Szolgalat
(tovabbiakban OVSZ) Konfirmalé Laboratériumaval folytatott szakmai egyuttmikodés
keretében végeztik. A véraddk mintait az OVSZ 2016 6szén gydjtotte WNV nukleinsav
amplifikaciés tesztek bevezetése céljabdl. WNV nukleinsavat nem sikertlt kimutatni egyetlen
mintabél sem. A fennmaradd plazmamintakon azonban tovabbi szeroldgiai vizsgalatokat
végeztunk: anti-WNV IgG IIF sziirévizsgalatot kdvetéen a reaktiv mintakon a WNV és TBEV
IgG végtitert 1IF modszerrel hataroztuk meg, majd haemagglutinacio-gatlassal és
virusneutralizacioval konfirmaltuk az eredményeket. A reaktiv mintak esetén végeztink anti-
WNYV IgM IIF és IgM Capture ELISA (teszt megnevezését Id.: 9. tablazatban) vizsgalatot is.

A szeropozitiv és szeronegativ donorok csoportia nemek és életkor szerinti
dsszehasonlitdsaban Mann-Whitney nem-paraméteres U-tesztet és khi négyzet probat
alkalmaztunk. A statisztikai sziginifikanciat p<0.05 értéknél hataroztuk meg.

A mintak gyUjtése 2016. szeptember 28. és 2016. oktober 11. k6zott tortént. A donormintak
terlleti eloszlasaban a 19 megyét és a févarost is magaba foglalé hét régiot vettik figyelembe
(29. tblazat). A mintak gyUjtését az OVSZ budapesti kdzponti laboratériuma végezte. Teruleti
ellatasi kotelezettség szerint hat régid (81%) az OVSZ budapesti kbzponti laboratériumahoz,
mig egy régio (19%) az OVSZ debreceni székhelyl regionalis laboratériumahoz tartozik (29.
tablazat). A vizsgalatba 6nkéntes véradok kerlltek bevalogatasra, random mintavétellel. A
hazai demografiai adatokat a Kozponti Statisztikai Hivatal (KSH) nyilvanosan is elérhetd
adatbazisabdl gyujtottuk. A vizsgalathoz 6sszesen 2112 véradotdl érkezett plazma minta. A
2112 vérado a 2016-0s 6ssznépesség (9 830485 f6) 0,021%-anak felelt meg (29. tablazat). A
vérsadok atlagéletkora 38,4 év volt, 1053 férfi és 1059 né mintajat vizsgaltuk. A férfiak
atlagéletkora 36,7 év (legdfiatalabb véradd: 18 éves; legid6sebb: 65 éves), még a ndék
atlagéletkora 40,2 év (legfiatalabb vérado: 18 éves; legidésebb: 67 éves) volt. Véradasra els6
alkalommal jelentkezett 378 f6, mig ismert véradd volt: 1734 f6. A vérmintak gydijtése 45
vérvételi helyrél, a véradok allando tartézkodasi helye alapjan: 437 telepulésrél valdsult meg.
Nyolc donor esetén nem volt ismert a tartézkodasi hely: 6 fénél koltézés miatt, 2 f6 pedig

kulféldi allampolgar volt. A véradok 85%-anal (n=1787 f6) a véradas helye és a lakdhely régios
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szinten egybeesett, 15% esetén azonban eltért. Az eltérés oka 73 személynél (3,46%) az volt,
hogy mig a donacid helye a budapesti kdzponti laboratorium ellatasi terlletéhez tartozott,
addig a véradok lakcime az észak-alfdldi régidba esett. Az adatok értékelése a véradok

lakcime alapjan tortént.
Szeroprevalencia a teljes mintaszamban:

A 2112 véradé anti-WNV 1IgG IIF szlirévizsgalataban 393 minta bizonyult reaktivnak (a minta
1:10-es higitasaban specifikusan pozitiv festédést mutatd sejtek voltak lathaték). Az IIF
modszerrel torténd végtiter meghatarozas eredményeként ebbdl 267 véradonal anti-TBEV IgG
szeropozitivitast véleményeztink. A fennmaradé 126 vérado koézul 71 személynél az anti-WNV
IgG IIF titer legalabb négyszer magasabbnak bizonyult, mint az anti-TBEV IgG titer. Otvenét
plazma esetén az anti-WNV IgG és anti-TBEV IgG IIF titerek egyeztek. A konfirmald
szerolégiai vizsgalatokat a 126 reaktiv mintan elvégeztik. Haemagglutinacio-gatlassal 55
mintanal (2,6%) allapitottunk meg WNV szeropozitivitast, mig virusneutralizacioval 46
véradonal (2,19%) konfirmaltuk a WNV szeropozitiv eredményt. WNV szeropozitivnak csak
azokat a mintakat fogadtuk el, melyeknél a virusneutralizaciés proba is igazolta az eredményt.
A 46 anti-WNV 1IgG szeropozitiv donor koézil harom személynél (6,52%) az 1gG pozitivitas
mellett anti-WNV IgM pozitivitas is mérhet6 volt, mind IIF, mind pedig ELISA mddszerrel. E
harom véradonal tehat aktualis vagy kézelmultban zajlott WNV infekciot is valdszindsithettlink.
A WNV szeroprevalencia a vizsgalt dnkéntesek korében 2,19% volt [95%-0s konfidencia
intervallum (a tovabbiakban 95% CI): 1,64% - 2,90%]. A népességaranyosan Korrigalt,
sulyozott prevalencia 2,34% volt (95% CI: 1,65% - 3,03%) (29. tablazat). A 46 WNV
szeropozitiv véradd atlagéletkora 41,2 év volt (ledfiatalabb vérado: 18 éves; legidésebb: 67
éves). A szeropozitiv véradok nemek szerinti megoszlasa az alabbi volt: 25 férfi (atlagéletkor:
42,2 év) és 21 nb (atlagéletkor: 39,9 év). A szeropozitiv és szeronegativ személyek életkor
szerinti eloszlasaban szignifikans kulénbség nem volt (p=0,713), illetve nemek szerinti

eloszlas tekintetében sem talaltunk szignifikans eltérést (p=0,538).
A szeroporevalencia teriileti eloszlasa:

A terlleti eloszlas vizsgalata soran 2104 véradd mintajat vettik figyelembe (nyolc donornal a
tartézkodasi hely nem volt ismert). A hét régiéban a véradok eloszlasa régionként 73 — 893
véradoé/régid koézoétt mozgott (0,005% - 0,038%). A régids népességszamhoz viszonyitva
legkevesebb mintat az észak-alfoldi régidbdl sikerilt gydjteni (29. tablazat). Ennek oka, hogy
ez az egy régio terlleti ellatasi kdtelezettség szerint nem az OVSZ kdzponti laboratériumahoz
tartozott, hanem a debreceni régids laboratériumhoz. Legmagasabb szeroprevalencia
ertékeket a dél-alfoldi (3,57%); a dél-dunantuli (3,31%); az észak-alfoldi (2,74%); valamint a
kézép-magyarorszagi (2,24%) régidkban mértink (29. tablazat). E négy régioban a WNV

szeroprevalencia az orszagos érték folottinek adddott. Harom régidéban a szeroprevalencia
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viszont alacsonyabbnak bizonyult: a kézép-dunantuli (1,98%); a nyugat-dunantuli (0,93%);
valamint az észak-magyarorszagi (0,63%) régidkban (29. tablazat). A WNV IgM pozitiv
véradok a dél-dunantuli és kozép-dunantuli régidkban lokalizaltak (14. abra). A

szeroprevalencia régidk szerinti eloszlasat a 29. tablazat mellett a 14. dbra szemlélteti.

29.tablazat: A régidnkénti mintaszamok és szeroprevalencia értékek (Cl: konfidencia intervallum).

Szeroldgiai sziirés véradok kérében — 2016
S . anti-WNV
. — ovsz Mintaszam _ Regios anti-WNV 1gG I9G
Régié Rovidités | - népességszamhoz szeropozitiv .
aboratérium (db) . . . o prevalencia
viszonyitott arany (%) donorok (db) (%) 95% CI
Kozép-

Magyarorszag 2,24
(Central (1,45-3,43)
Hungary) CH Budapest 893 0,030 20

Ko6zép-Dunantul 1.98
(Central R 00’_3 85)

Transdanubia) CTD Budapest 405 0,038 8 R
Nyugat- 0,93
Dunantul WTD 214 0,022 2 0 26’ 334
(Western Budapest (0,26-3,34)

Transdanubia)

Dél-Dunantul

3,31
(Southern (1,29-8,19)

Transdanubia) STD Budapest 121 0,014 4 I8
Eszak-

Magyarorszag 0,69
(Northern (0,12-3,78)
Hungary) NH Budapest 146 0,013 1

Eszak-Alféld 274

(Northern Great © 75’_9 45)

Plain) NGP Debrecen 73 0,005 2 ’ ’
Dél-Alfold
7
(Southern Great ( 8:2-56 65)
Plain) SGP Budapest 252 0,02 9 ’ ’
. 2,19
Osszesen: 2104 0,02 46 (1,64-2,90)
Sulyozott 2,34
szeroprevalencia (1,65-3,03)

A szeroprevalencia régios eloszlasat 6sszehasonlitottuk a klinikai tinetes esetek tertleti
eloszlasaval is. E tekintetben kumulativ incidencia értékeket vettiink figyelembe, azaz az adott
régioban 2004 és 2016 kdzott diagnosztizalt WNV esetek szamat, aranyitva a régio atlagos
népességszamahoz a vizsgalt idészakban. A kumulativ incidencia legmagasabbnak a
dél-alféldi (0,0038%); észak-alfdldi (0,0028%); valamint a kézép-magyarorszagi (0,0022%)
régiokban volt (30. tablazat). A szeroldgiai szlirés soran a legmagasabb szeroprevalencia
értéket szintén a dél-alfdldi régidban mértik. Egyetlen esetben tapasztaltunk eltérést a

kumulativ incidencia és a mért szeroprevalencia k6zo6tt: a dél-dunantuli régidban. Itt a 2004 és
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2016 kozotti idészakban alacsonynak bizonyult a kumulativ incidencia, mig e régioban mértik
a masodik legmagasabb szeroprevalencia értéket (29-30. tablazat, 14-15. abra). Fontos
azonban megjegyezni, hogy a WNV okozta megbetegedések kivizsgalasat nagymértékben
befolyasolja az egészséguigyi szolgaltatoé intézmények elérhetésége az adott régiodban, illetve
az, hogy ezaltal az esetek hany szazalékaban kerll sor korhazi ellatasra majd laboratériumi
kivizsgalasra. Hat régio esetén a kumulativ incidencia és a szeroprevalencia korrelalt
egymassal. A kumulativ incidencia régidk szerinti eloszlasat a 30. tablazat mellett a 15. abra

szemlélteti.
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14. abra: A WNV szeroprevalencia régionkénti megoszlasa 2016-ban. Az anti-WNV IgM

pozitiv véraddk lakbhelyét piros csillag jeléli. (P: prevalencia)
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30.tablazat: A diagnosztizalt WNND és WNF esetek régionkénti kumulativ incidenciaja, 2004 —

2016 kozott.
Atlagos A klinikai WNND
Réai6 népességszam és WNF esetek Kumulativ incidencia
9 2004 és 2016 kumulativ szama (%) 95% ClI
kozott (db)

CH 2921717 66 0,0022 (0,0018-0,0029)
CTD 1091 368 20 0,0019 (0,0012-0,0028)
WTD 993 254 7 0,0007 (0,0003-0,0015)
STD 944 999 7 0,0008 (0,0004-0,0015)

NH 1216 426 11 0,0010 (0,0005-0,0016)
NGP 1505 145 41 0,0028 (0,0021-0,0037)
SGP 1314 599 48 0,0038 (0,0028-0,0048)

Osszesen 9 987 508 200 0,0020 (0,0017-0,0023)
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N _f\‘/
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AUSTRIA { P=0.0010%
>
Y/ - /f ﬁ Central
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P=0.0019%
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P=0.0007% N
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Southern P=0.0038%
Transdanubia
P=0.0008%
L \/\ J \ 0.0007 — 0.0010
—— .| 0.0011-0.0021
CROATIA SERBIA B 0.0022 - 0.0028
I 0.0029 - 0.0038
5 I No data
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15. dbra: A laboratériumilag diagnosztizalt WNND és WNF esetek szaman alapulé kumulativ
incidencia (P) régionkénti megosziasa 2004 és 2016. k6zétt. (Az NNK Virélis Zoondzisok NRL sajat

adatai alapjan.)
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9. Megbeszélés

A doktori munka célkitlzése a human flavivirus-fertézések differencialdiagnosztikajanak
fejlesztése és a diagnosztikai szenzitivitas ndvelése volt, melyhez molekularis biolégiai
modszerek bevezetésével bvitettlk az addig kizardlag szeroldgiai vizsgalatokon alapuld
diagnosztikai algoritmust. Bar a korabban elterjedt vélekedés szerint a PCR mddszer kevésbé
alkalmazhaté a flavivirus infekciok diagnosztikajaban, a direkt viruskimutatdas ma mar
nélkilozhetetlen eleme a referencialaboratériumok tevékenységének, hiszen enélkil az
esetek konfirmalasa, filogenetikai vizsgalatok elvégzése, a virustorzsbank fenntartasa,
valamint diagnosztikumok gyartasa sem lehetséges. A referenciatevékenység mellett azonban
a napi rutin diagnosztikaban is hasznos e modszerek alkalmazasa, hiszen éppen a flavivirusok
esetén a szeroldgiai diagnosztika is szamos nehézségbe Utkdzhet.

Az aktuadlis flavivirus fertézések laboratoriumi konfirmalasat neheziti a rovid ideig tartd
viraemia, ami miatt a PCR diagnosztika alkalmazhatésaga megkeérdéjelezhetd. (Egy PCR
negativ eredmény példaul nem zarja ki az aktualisan zajlo fert6zés lehet6ségét.) Emellett, a
vérbdl hosszu ideig kimutathaté IgM és IgA ellenanyagok miatt a szeroldgiai vizsgalatok
eredménye is fenntartasokkal kezelend6. A flavivirus fert6zések laboratériumi rutin
diagnosztikajanak legnagyobb kihivasat mégis a nemzetségre jellemzd szeroldgiai
keresztreaktivitas jelenti (Allwinn et al., 2002). A flavivirusok harom strukturalis fehérjéje kozul
az E felszini glikoprotein tartalmaz olyan antigén determindnsokat, melyek a humoralis
immunvalasz f6 célpontjaul szolgalnak, haemagglutinalé és neutralizald ellenanyagok
termelését valtjak ki (Allwinn et al., 2002). Ezen konzervativ antigén epitopok meglétének
eredménye, hogy az egyes flavivirusok ellen termelt ellenanyagok keresztreaktivitast mutatnak
heterolog flavivirusok felszini antigén doménijeivel. A jelenség jellemz az egész nemzetségre,
azonban mértéke eltérhet az egyes antigén komplexek kozoétt (Allwinn et al., 2002; Mansfield
et al., 2011), adott antigén komplexen belll viszont kifejezetten magas (Niedrig et al., 2007).
A keresztreaktivitas az ellenanyagkimutatasra iranyuld kilonb6zé szerolégiai modszerekben
is megnyilvanul (Calisher et al., 1989; Mansfield et al., 2011), mely nem kell6 koriltekintéssel
végzett diagnosztikai vizsgalatok esetén — ahogyan azt az igazolt USUV eset példajan is
lathattuk — fals pozitiv eredményhez és helytelen interpretalashoz vezethet. A szerologiai
vizsgalatok kiterjesztésekor éppen ezért figyelembe kell venni a flavivirus oltasi anamnézist -
kullancsencephalitis-, Japan encephalitis-, és sargalaz virusok ellen elérhet6 védboltas -
hiszen az oltasi ellenanyagok jelenléte szintén befolyasolhatja a szerologiai eredményeket
(Mansfield et al., 2011). Nagyobb problémat jelentenek azonban az atfedd endémias teruletek,
ezért mindig szukséges parhuzamos diagnosztikai vizsgalatokat végezni a terlileten endémias
valamennyi human patogén flavivirus iranyaban. Amennyiben pedig a beteg jart olyan féldrajzi

terlleten a tiineteket megel6z8en, ahol egyéb flavivirusok cirkulacidja is ismert, a széba johetd
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kiegészit6 vizsgalatok elvégzése szintén indokolt. Az atfed6é endémias terlletek a masodlagos
infekcidk kapcsan is problémat jelentenek. Secunder flavivirus infekciékor a buster hatas
kovetkeztében, mar a tiinetek kezdetekor magas IgG titer mérhetd, mig az IgM ellenanyagok
alacsony koncentracioban vannak jelen, az IgM valasz megjelenése késleltetett. Ekkor allhat
el6 az ugynevezett ,eredendd antigén bin” (original antigenic sin) jelensége, amely azt jelenti,
hogy némely betegnél a legmagasabb IgG neutralizalo titer az els6 fertézést okozo virussal
szemben mutathato ki (Kuno et al., 1993; Midgley et al., 2011).

A flavivirus fert6zések szeroldgiai diagnosztikajanak szamos nehézsége miatt a
viruskimutatast megcélz6 eljarasok szenzitivitdsdanak nodvelése kerllhet a diagnosztikai
fejlesztések fokuszaba. A szeroldgiai modszerek természetesen nem hagyhatok el a napi
rutinbdl, azonban azok fontos kiegészitése lehet a nukleinsav amplifikacion alapulé minél
hatékonyabb viruskimutatas, mely segitheti az esetdefinicid szerinti konfirmalast, de
immunszupprimalt betegek diagnosztikai vizsgalatahoz, vér- és szervdonorok sziiréséhez is
j6l alkalmazhato.

A fert6z6 betegségek és a jarvanyok megelbzése érdekében sziikséges jarvanyligyi
intézkedésekrél szolé 18/1998. (VI. 3.) NM rendelet értelmében a human nyugat-nilusi
virusfertézések laboratériumi kivizsgalasat és human diagnosztikai eredmények szolgaltatasat
Magyarorszagon egyeduilalléan a Nemzeti Népegészségigyi Kozpont (NNK) Viralis
Zoono6zisok Nemzeti Referencialaboratériuma végzi. Az epidemioldgiai adatok gydjtéséeért és
az esetek ECDC felé torténd heti rendszerességi jelentéséért pedig az NNK; Jarvanyugyi és
Infekciokontroll F&osztalya felel. A kdzdsségi haldézatnak jelentendd fert6z6 betegségek
esetdefinicioit az Europai Parlament és Tanacs 2012-es 2119/98/EK hatarozataban foglaltak
definialjak (European Commission. Commission Implementing Decision 2012/506/EU, 2012).
Eszerint beszélhetlnk klinikai, epidemiologiai és laboratériumi kritériumokrol. A laboratoriumi
kritériumokon belll megkilénbdztethetd az igazolt (konfirmalt) és valdszinlsitett eset. A
human nyugat-nilusi virusfert6zések laboratériumi diagnosztikdja soran az eredmények
mikrobioldgiai leleten torténé interpretalasa, majd a késébbiekben az ECDC felé torténd
jelentés koveti a 2012-es hatarozatban megallapitott kritériumokat. Laboratoriumilag
konfirmalt esetminésités adhatd, amennyiben a négy alabbi feltétel legalabb egyike teljesul:
1. nyugat-nilusi virus izolalasa vérbél vagy liquorbdl; 2. nyugat-nilusi virus nukleinsav
kimutatasa vérbdl vagy liquorbdl; 3. nyugat-nilusi virussal szemben specifikus IgM
ellenanyagok kimutatasa liquorbdl; 4. nyugat-nilusi virus specifikus IgM magas titere és
nyugat-nilusi virus specifikus IgG ellenanyagok detektalasa vérmintaban és megerésités
virusneutralizacioval. Laboratériumilag valdszinUsithetd esetminésités adhatd, amennyiben
nyugat-nilusi virus specifikus ellenanyagokat mutatunk ki vérsavé mintabdl.

A nyugat-nilusi virushoz hasonléan a kullancsencephalitis-virusfertézések laboratoriumi
differencial diagnosztikajat is az NNK referencialaboratériuma végzi orszagos szinten, a

laboratoriumi esetmindsitésekben pedig szintén az Eurdépai Parlament és Tanacs 2012-es
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hatarozata az iranyadé (European Commission. Commission Implementing Decision
2012/506/EU, 2012). A megerdsitett laboratériumi eset feltétele az alabbi 6t kritérium legalabb
egyikének teljestlése: 1. kullancsencephalitis-virus specifikus antitestek jelenléte
vérmintaban; 2. kullancsencephaltis-virus specifikus IgM ellenanyagok jelenléte gerincvelGi
folyadékban; 3. szerokonverzié vagy kullancsencephalitis-virus specifikus ellenanyagtiter
négyszeres emelkedése savéparban; 4. kullancsencephalitis-virus nukleinsav kimutatasa
klinikai mintaban; 5. kullancsencephalitis-virus izolalasa klinikai mintabdl. A valészinUsithetd
eset laboratoriumi kritériuma: kullancsencephalitis-virus specifikus IgM ellenanyagok
kimutatasa egyetlen savémintaban.

Mind a kullancsencephalitis, mind pedig a nyugat-nilusi virusfertézések laboratoriumi
vizsgalata soran fontos figyelembe venni a beteg flavivirus oltasi statuszat, illetve a tunetek
kezdete el6tti legalabb két hétre kiterjesztett utazasi anamnézist. Amennyiben a rendelkezésre
allo adatok alapjan indokolt, egyéb szdba j6hetd flavivirus infekcid kizarasara iranyulo
differencialdiagnosztikai vizsgalatok elvégzése is javasolt.

A 2014 — 2018 kodzotti 6t éves idbtartam alatt célunk a Viralis Zoonozisok NRL diagnosztikai
kapacitasanak fejlesztése volt, kiloénés tekintettel a human nyugat-nilusi és
kullancsencephalitis-virusfertézések differencialdiagnosztikajara. A téma iddszerliségét
onmagaban nem csak az egyre névekvé human esetszamok (nyugat-nilusi virus), hanem az
a tény is indokolta, hogy Magyarorszagon az NNK-ban m(ikéd6 referencialaboratorium
egyedulalléan felel orszagos szinten a human zoonotikus eredetll virusfert6zések
laboratoriumi kivizsgalasaért. Tehat a diagnosztika folyamatos korszerisitése és a legfrissebb
nemzetkdzi eredmények nyomon kévetése alapvet6 feladatunk.

A molekularis bioldgiai diagnosztikai modszerek bevezetésének eredményeképpen
Magyarorszagon el6szdr mutattunk ki nyugat-nilusi és kullancsencephalitis-virust, kdzvetlendl
human betegmintabdl, WNV esetén pedig virusizolalast is sikeresen végeztink.
Eredményeink alapjan a virus kimutatdsahoz WNV fert6zott betegeknél az egyik
legoptimalisabb mintatipus a vizeletminta. A 2015 — 2017 k&zoétt megvizsgalt betegek
45,45%-anal volt sikeres a viruskimutatas vizeletbdl, ami — a kdvetéses vizsgalatokat is
beleszamitva — az 6sszes PCR-rel vizsgalt minta 57,26%-at jelentette, annak ellenére is, hogy
a vizeletmintak a legtébb betegnél idébeli csuszassal érkeztek a laboratériumba: a
mintavételre altalaban a tiinetek megjelenését kdvetéen késébbi idépontokban kerllt csak sor.
Ezzel szemben a vizsgalt vérsavo mintak a betegek csupan 16,86%-anal, mig a liquor mintak
a betegek 4,08%-anal adtak PCR pozitiv eredményt. A virus emellett vizeletmintdkban
magasabb koncentracidoban és hosszabb ideig volt kimutathato, a virusizolalast 9 betegnél,
kivétel nélkul vizelet mintabol tudtuk elvégezni, mind kisérleti allatoltast, mind pedig fogékony
sejttenyészetre torténd oltast kdovetben. Vagyis e mintatipus gyljtése nem csak a diagnosztikai
vizsgalatokhoz, hanem a referencialaboratériumok torzskézpontjanak fenntartasahoz is

hozzajarulhat.
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A 2015-ben, 6t hosszu ideig tartdé korhazi kezelésre szoruld6 WNND betegnél végzett nyomon
kovetéses vizsgalatunk eredménye, hogy vizeletmintakbol hosszabb ideig Urulhet a virus, akar
tobb héttel a tinetek megjelenését kdvetben is. Esettanulmanyunkban példaul két betegnél a
betegség kezdete utani 36. és 40. napon is kimutathatdé volt a WNV nukleinsav a paciens
vizeletébdl. Eredmeényeink korreldlnak mas eurdpai referencialaboratériumok tapasztalataival
(Barzon et al., 2015). Fontos azonban, hogy vizsgalataink egyik limitacidja volt, hogy a
sorozatos mintagyljtés a hosszabb ideig koérhazi apolasra szoruld, tehat sulyosabb
koérlefolyassal jellemezhetd WNND betegekre korlatozddott. Ennek oka, hogy a mintavétel és
mintaszallitdas a kérhazban fekvdé betegeknél volt kénnyen kivitelezhetd. (Sokszor az
egyébkeént vidéki telepliléseken él6 betegek kontroll vizsgalatokra torténd visszahivasa is
nehezen megoldhatd, a sorozatos mintavétel komolyabb szerevezést igényelt volna.) Nem
szabad azonban figyelmen kivil hagyni, hogy a virusirités mértéke és id6tartama
Osszefliggést mutat a korlefolyas sulyossagaval. Nagyobb mintaszammal elvégzett kisérletek
alapjan WNND betegeknél példaul szignifikansan magasabbnak bizonyult a viruskoncentracio
a kulénb6zd mintatipusokban, illetve a virus is hosszabb ideig volt detektalhato. Példaul a
vizsgalt WNND betegek 50%-anal vizelet mintabdl a virus nukleinsav kimutathaté volt, még a
tiinetek kezdete utan 31-60 nappal késébb is (Pacenti et al., 2020). Ezzel szemben WNF
betegeknél, valamint tiinetmentes, WNV PCR pozitiv véradéknal a 15. és 30. nap kozott a
PCR pozitivitds aranya vizeletmintakban 20% ald csdkkent (Pacenti et al., 2020). A
vizeletmintakbdl torténé WNV kimutatas kapcsan fontos az Eurdpai Unié altal 2012-ben
elfogadott esetdefiniciokra is utalast tenni. Az esetdefiniciok ugyanis nem térnek ki a
vizeletmintakra, csak a verbdl vagy liquorbdl térténd viruskimutatas, vagy virusizolalas esetén
adhaté ,konfirmalt aktualis WNV fert6zés” véleményezés (ld.: fentebb). Annak oka, hogy az
elmult évek nemzetkdzi tapasztalatai ellenére sem biraltak felll a jelenleg érvényben 1évd
esetdefinicidkat, az lehet, hogy szamolni kell egy esetlegesen elhizédé viruria lehetéségével.
Ekkor a WNV expozicié akar hetekkel korabban is torténhetett, ezért Snmagaban a vizelet
PCR pozitiv eredménye nem erdsiti meg az aktudlisan fennallé tlinetek és — akar csak a
kézelmultban zajlé - WNV infekcid kozti kézvetlen Osszefliggést. Osszegezve tehat, a
vizeletmintakbdl végzett viruskimutatas a flavivirus fertézések differencialdiagnosztikajanak
fontos eleme, sziikséges a sikeres virusizolalas elvégzéséhez, ugyanakkor dnmagaban
esetkonfirmalashoz nem elegendd csak e mintatipust PCR mddszerrel vizsgalni. Az
esetkonfirmalasnal azonban problémat jelent, hogy vérsavé és liquor mintakbdl nemhogy
izolalni, de kimutatni is kis eséllyel lehet a WNV-t (Zannoli et al., 2019). Liquor mintakkal
kapcsolatos eredményeink szintén illeszkednek a nemzetkdzi trendhez, WNND betegek liquor
mintajabdl a tinetek megjelenését kovetd elsé héten a betegek kevesebb, mint 40%-anal
mutathato ki a virus RNS-e (Pacenti et al., 2020). Ez az arany a 7. és 9. napok kézott tovabb
romlik: 20% ala esik (Pacenti et al., 2020). Pacenti és munkatarsai 2020-ban megjelent

tanulmanya szerint a PCR pozitiv betegeknél a virus nukleinsava csak nagyon alacsony
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koncentracioban volt mérhetd, a real-time PCR vizsgalatokban az atlagos Ct érték liquor
mintaknal: 35,00 (legalacsonyabb Ct érték: 31,00; legmagasabb: 41,00)(Pacenti et al., 2020).
Liquor mintabdl 2014 és 2017 kdzott 6sszesen két beteg esetén (n=2 mintabdl) sikerult WNV
RNS-t kimutatnunk (14. tablazat), a Ct értékek pedig mindkét esetben 40,00 folotti értéket
adtak. Fontos tovabba, hogy mindkét beteg egyéb mintatipusai is PCR pozitivnak bizonyultak
(vérsavo és vizelet), tehat a liquorbdl torténd viruskimutatas egyik esetben sem jarult hozza
az esetkonfirmalashoz. Magas (>40,00) real-time PCR Ct értéknél a pozitiv eredmény is
kétségbe vonhatd, ebben az esetben indokolt a ,kétes” véleményezés, amely szintén nem
segiti az esetkonfirmalast.

A masik lehetésége az aktualis fert6zés PCR mddszerrel térténé megerdsitésének, hogyha
vérmintabol mutatjuk ki a virus oOrdkitbanyagat. A 2018-as szezonalis id6szak alatt a
vérmintabdl végzett PCR vizsgalatok szenzitivitasanak ndvelése érdekében Uj mintatipus: az
alvadasgatolt teljes vérmintak gydjtését kezdtik meg.

A telies vérmintdk alkalmazhatésagara mar korabban is taldlhattunk utalast a
szakirodalomban: véradok WNV PCR szlrése kapcsan végeztek dsszehasonlito
vizsgalatokat, amelyek eredményeképpen jelentds kopiaszambeli kulonbséget mértek az
alakos elemeket tartalmazé frakcio, illetve a vérplazma koézott. A legmagasabb
viruskoncentraciot az erythtrocyta frakciéban kaptak (Rios et al., 2007). A vizsgalat
el6zményell szolgalt tdbb olyan esetleiras, melyben a vérad6 plazma mintaja WNV NAAT
szlrésben negativnak bizonyult, azonban a vdrosveértesteket tartalmazo egység késébbi
vizsgalatokban pozitiv eredményt adott, feltételezve, hogy sejt-asszocialtan lehet jelen a virus
a vérmintakban (Rios et al., 2007). Véradok tovabbi vizsgalata hasonl6 eredményt adott,
tamogatva Rios és munkatarsai 2007-ben kozdlt tanulmanyat (Lai et al., 2012; Lanteri et al.,
2014b). A teljes vérmintak vizsgalataval, mint a klinikai WNV esetek laboratériumi rutin
diagnosztikajanak egy Uj lehetéségével Lustig és munkatarsai 2016-ban publikalt tanulmanya
foglalkozik el6szor. A vizsgalt teljes vérmintak 86,6%-anal kaptak PCR pozitiv eredményt
(Lustig et al., 2016). Osszehasonlitva a vérsavo (26%) és vizeletmintakkal (58,1%), a teljes
vérmintak nagyobb szamban bizonyultak PCR pozitivhak (86,6%). Ugyanakkor, a virus
vizeletbdl magasabb koncentracidban volt kimutathatd. Az altaluk vizsgalt 34 beteg kézil csak
egyetlen esetben kaptak teljes vér PCR negativ és vizelet PCR pozitiv eredményt, mig 12
betegnél csak a telijes vérminta bizonyult PCR pozitivnak (Lustig et al., 2016). Lustig és
munkatarsai 2016-os publikacidja mellett a Flavivirus genus mas, human patogén tagjai
kapcsan is megjelentek biztatdé tanulmanyok arra vonatkozéan, hogy teljes vérmintakbol
hatékonyan elvégezhetd a virus nukleinsav kimutatasa. Zika és Dengue virusfert6zések
esetén példaul azt tapasztaltak, hogy teljes vérmintabol hosszabb ideig detektalhatd a virus,
mint vérsavo és/vagy vizeletmintakbdl (Klungthong et al., 2007; Lustig et al., 2016; Mansuy et
al., 2017; Murray et al., 2017; Rossini et al., 2017).
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A szakirodalmi el6zményekre hivatkozva tehat 2018-ban a vizeletmintak mellett megkezdtik
az EDTA-val alvadasgatolt teljes vérmintak gydjtését és WNV PCR vizsgalatat. Bar
alvadasgatolt teljes vér a betegek csupan ~48%-atdl, vizeletminta pedig csak ~64%-tdl
érkezett, a két mintatipus és kilondsen a teljes vérmintak PCR vizsgalata jelent6sen novelte
a diagnosztikai érzékenységet. A PCR pozitiv betegek (n=53) 73,6%-anal (n=39) tette
lehetbvé az eset konfirmalasat a teljes vérminta PCR pozitiv eredménye: a legtdbb betegnél
(45,3%) a WNV nukleinsav kimutathaté volt mind vizelet, mind pedig teljes vérmintabdl,
ugyanakkor 10 paciensnél (18,9%) csak a teljes vér adott PCR pozitiv eredményt, mig 5
betegtdl (9,4%) nem érkezett vizeletminta, azonban a teljes vérbél kimutathaté volt a virus. A
teljes vér — vérsavo 0sszehasonlitasban a mintak 78,0%-aban (n=32) adott a teljes vér PCR
pozitiv eredményt, mig a vérsavobol nem volt kimutathatdé a virus RNS-e. Teljes vér WNV
PCR negativ eredmény mellett vizelet mintabdl detektalhaté volt a WNV 3 betegnél (5,7%),
mig teljes vér nem érkezett, de a vizeletminta PCR pozitivnak bizonyult 8 személynél (15,1%).
Vagyis a két mintatipus egylttes vizsgalata tamogatta nagymértékben a laboratoriumi
diagnosztikat. Azoknal PCR pozitiv személyeknél, akiknél a teljes vér és vizeletminta vétele
ugyanazon napon tortént, a két mintatipus varhaté real-time PCR Ct értéke kdzott nem
talaltunk szignifikans kulonbséget. Ugyanakkor eredményeink limitalé tényezéje, hogy
nyomon kovetést nem végeztink. A megfeleld kdvetkeztetések levonasa érdekében jovdbeli
célunk olyan kdvetéses vizsgalatok megszervezése, melyben a vizelet és teljes vérmintak
sorozatos gyljtése lehetévé teszi a két mintatipus varhaté Ct értékeinek 6sszehasonlitasat az
id6 el6rehaladtaval. Pacenti és munkatarsai 2020-ban megjelent, a 2018-as WNV epidémia
mikrobiologiai tapasztalatait 6sszegz6 tanulmanya szerint a WNND betegek 70-80%-anal, mig
WNF betegeknél 50%-ban mutathatdé ki a virus teljes vérmintabdl a tinetek megjelenését
kovetd elsd kilenc napon belll. Neuroinvaziv kérforma esetén pedig mind vizeletbél, mind
pedig teljes vérmintabdl hosszabb ideig és szignifikdnsan magasabb koncentraciéban
mutathaté ki a virus RNS-e, WNF betegekhez vagy tunetmentes WNV PCR pozitiv
véradokhoz képest (Pacenti et al., 2020). A vizsgalatainkban telies vér PCR pozitiv
szemeélyeknél a tinetek kezdete és a mintavétel kozott eltelt id6 fuggvényében nem lattunk
szignifikdns emelkedést a Ct értékekben. A PCR pozitiv teljes vérmintak vétele atalagosan
9,74 (~10) nappal a tlinetek megjelenése utan tortént (legkorabban: 2 napot; legkésdbb: 27
napot kdvetben). A késdbbiekben nyomon kdévetéses vizsgalatok révén szeretnénk pontosabb
valaszt adni arra vonatkozéan, hogy a betegség kezdetéhez képest mennyi ideig szamithatunk
PCR pozitiv eredményre e mintatipusnal.

Nyugat-nilusi virusfert6zések esetén eredményesnek bizonyult a molekularis diagnosztikai
vizsgalatok bevezetése, kullancsencephalitis-virus kimutatasa kapcsan ugyanez azonban
nem mondhaté el. Bar a virust Magyarorszagon el6szor sikerllt kdzvetlentl human mintabol
kimutatnunk és megallapitani, hogy a fert6zést a virus eurdpai szubtipusa okozta, a

viruskimutatas sikeressége veéletlenszeriinek bizonyult a kilénb6zé mintatipusokbdl. Két éves
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id6tartam alatt dsszesen négy beteg, n=2 vérsavo, 1 vizelet és 1 liquor mintajabol végeztink
eredményes viruskimutatast. EbbOl egy esetben a vizsgalat sikerességét jelentésen
befolyasolhatta, hogy a PCR pozitiv vérsavé minta vétele szerokonverziét megel6zéen tortént
(18. tablazat). A szakirodalomban két olyan esettanulmany ismert, amelyekben vizelet
mintabdl kimutathaté volt a TBEV RNS-e (Caracciolo et al., 2015; Veje et al., 2014), azonban
fontos megemliteni, hogy a harom beteg koézll kettébnél immunszuppresszio fennallasa
befolyasolhatta a kapott eredményeket. Kullancsencephalitis-virusfertézések kivizsgalasakor
szintén a PCR diagnosztika egy lehetésége a teljes vérmintak vizsgalata. Azonban, az eddigi
eredmények alapjan mind a vérsavébdl, mind pedig a teljes vérbdl végzett viruskimutatas a
virus specifikus ellenanyagok megjelenése elétt (a betegség elsé fazisaban) vagy nem sokkal
kullancscsipést kdvetben vett vérmintabol eredményes (Saksida et al., 2005). Az elsé fazisban
ugyanakkor a legtdbb esetben nem térténik mintavétel. Az NNK Viralis Zoondézisok NRL-be
kerllé betegek mintai a korhazi — tdbbnyire fekvébeteg — ellatasba kertld, mar neurologiai
tiineteket mutaté betegektél szarmaznak. Jél példazza mindezt, hogy a vizsgalati id6szak alatt
csupan egyetlen betegnél mérhettiink szerokonverziét vagy szignifikans ellenanyag titer-szint
kilénbséget savoparban. Ellentétben a nyugat-nilusi virussal, a TBE esetkonfirmalast kevésbé
kotik szigoru kritériumokhoz az Eurdpai Unid altal elfogadott esetdefiniciok (Id.: fentebb). A
kullancsencephalitis-virus specifikus IgM és IgG ellenanyagok kimutatasa vérsavd mintabdl
példaul 6nmagaban is megengedi az aktudlis fertézés fennallasanak megerdsitését,
természetesen az oltasi és utazasi anamnézis figyelembevétele mellett.

A viruskimutatas szenzitivitasnak noévelése nem csupan az esetkonfirmalasok miatt fontos
célkitizése a referencialaboratoriumoknak: az atfedd endémias teruleteken a
differencialdiagnosztikai szemléletet is el6térbe kell helyezni. A hazankban endémias
flavivirusok okozta human megbetegedések klinikailag gyakorlatilag nem kilénitheték el, a
laboratériumi diagnosztika soran azonban szamos nehézségbe ttkézhetiink, ugy, mint példaul
a mar emlitett szeroldgiai keresztreaktivitas, mely a flavivirusok esetén valamennyi szerologiai
vizsgalati modszerben medfigyelhet6 és altaldnosan jellemz& a nemzetségre. Erre vald
tekintettel a szerolégiai vizsgalatokat, azaz a virus specifikus IgM, IgA, és IgG szliréseket
valamennyi, a terlileten endémias flavivirus iranyaban elvégezzik, figgetlenil a mintabekuldd
klinikus kérésétol. A szeroldgiai keresztreakciok kizarasa és megfelel6 szakmai véleményezés
kizarélag ezesetben adhatd. A parallel vizsgalatok egy pozitiv hozadéka, hogy esetenként a
klinikus iranydiagnézisatol eltérd eredményt hoznak a kiegészit§ vizsgalatok. Ennek
érzékletes példaja, hogy a 2018-as WNV szezonalis idészak alatt nyolc TBEV fert6zés
gyanujaval bekildott betegnél igazoltunk aktualis WNV infekciot.

A szerologiai keresztreakciok mellett, problémat jelenthet, hogy az IgM (és IgA) alosztalyu
ellenanyagok az aktualis fertézést kdvetéen akar még hénapokig is kimutathatéak maradnak.
A nyugat-nilusi virusfert6zések konfirmalasa esetdefinicié szerint példaul ezért sem

lehetséges csupan a virus specifikus IgM ellenanyagok vérmintabdl torténd kimutatasa
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alapjan. Bar az Eurdpai Unié altal elfogadott kritériumok nem térnek ki a szerokonverzid
eshet6ségére, amennyiben szerokonverziot tapasztalunk és emellett a szerologiai
keresztreaktivitas-, illetve minden olyan kulsé kérdlmény, amely befolyasolhatja az ellenanyag
szintet (példaul plazmaferezis) kizarhato, konfirmalt esetminésitést adunk. Ez azonban csupan
a betegek kis szazaléknal igazolja egyértelmlen az aktualisan fennall6 fertézés tényét: 2018-
ban a WNV esetek 23,2%-aban mértiink szerokonverziét vagy legalabb négyszeres titer-szint
emelkedést savoparban. Ez az eredmény egyébként korrelal mas laboratériumok
tapasztalataival: Pacenti és munkatarsai 2020-as tanulmanya szerint példaul a tunetek
megjelenését kdvetben egy héttel a WNND betegek csupan 20%-a, mig a WNF betegek 40%-
a bizonyult WNV szeronegativnak (Pacenti et al., 2020). A vérmintabdl végzett szeroldgiai
vizsgalatok kapcsan az anti-WNV IgG aviditas mérése informalhat arrél, hogy kézelmultban
vagy korabban zajlott virusfertézés esete all fenn. Hatvan szazalék feletti értéknél magas 1gG
aviditasrél beszélhetiink, mig 40% alatt alacsony aviditasrol. (A 40 — 60% kdz6tti 1IgG aviditas
kétes eredménynek felel meg, ezesetben a legtdbb teszt gyartdja ismételt vizsgalatot javasol.)
Magas aviditas értéknél korabban — harom hdénapnal régebben — atvészelt virusfertézést
valészindsithetink. Amennyiben ellenanyag kimutatashoz c¢sak vérsavé minta all
rendelkezésre a betegtél — tehat liquor IgM pozitivitdas alapjan nem lehetséges az
esetkonfirmalas — az IgM pozitivitas mellett mérhetd alacsony anti-WNV IgG aviditas indikatora
az aktudlisan fennalld virusfert6zésnek (Vilibic-Cavlek et al., 2018). A 2018-as WNV
szezonban a referencialaboratérium egy diagnosztikai Ujitasa volt az anti-WNV IgG aviditas
ELISA vizsgalat bevezetése. Ezutan azonban hamar egyértelmivé valt, hogy a szerolégiai
keresztreaktivitas és az atfedd endémias teriletek miatt, a nem kell6 kérultekintéssel végzett
értékeléskor milyen félrevezeté eredményt kaphatunk. Aktudlisan zajlé WNV fert6zés
fennallasa mellett ugyanis korabban adott TBEV elleni véddoltas és/vagy korabban atvészelt
TBEV fert6zés esetén mar a korai vérmintaban is magas (70 — 97%-0s) aviditas értékeket
mértink (26. tablazat). Négybdl 3 betegnél a WNV PCR pozitivitds — 2 betegnél teljes vér és
vizelet PCR pozitiv eredmény, 1 betegnél vizelet PCR pozitivitds — igazolta, hogy nem
honapokkal korabban zajlott WNV infekcio esete allt fenn.

A differencialdiagnosztika és ennek kapcsan az egyre hatékonyabban végzett viruskimutatas
egy tovabbi, nagyon fontos aspektusa a 2018-ban Magyarorszagon el6szdr diagnosztizalt
human Usutu virusfertézés.

Bar az USUV human koroki szerepe kérdéses, a differencialdiagnosztika teljessé tétele miatt
a laboratériumi vizsgalatokat USUV iranyaba is kiterjesztettiik. EI6szér a WNV PCR negativ
telies vér és vizeletmintak USUV PCR vizsgalatat végeztik el. Ennek eredményeképpen
sikerllt a virust kimutatni egyetlen teljes vérmintabol. Tehat aktualis USUV fert6zést
erdsitettiink meg egy neuroldgiai tlinetes betegnél, akit nem sokkal korabban — a szerolégiai
eredményekre hagyatkozva — valdszinisitett WNV fertézotinek mingsitettiink. A kiegészitdé

laboratdriumi vizsgalatokkal egyétermiivé valt, hogy a WNV specifikus ellenanyagok sziirése
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soran kapott pozitiv eredmények hatterében szeroldgiai keresztreaktivitas all (27. tablazat). A
kapott eredmény felhivja a figyelmet arra, hogy a parhuzamosan végzett ellenanyag-sziirések
és a PCR diagnosztika egyittesen szikséges elemei a human flavivirus fert6zések
laboratoriumi  diagnosztikajanak, hiszen ezek hianydban az USUV fert6zések WNV
infekcioként félrediagnosztizalhatok. A két virus ugyanazon flavivirus szerokomplexhez, a
Japan encephalitis virus antigéncsoporthoz tartozik, vagyis az antigén szerkezetbeli
hasonlésag is nagymértékii a két kérokozd kdzott, ebbdl adéddéan pedig a szeroldgia
keresztreaktivitas is kifejezett (Zannoli et al., 2019). Az USUV — a WNV-hez hasonléan — afrikai
eredetl virus, el6szor a Dél-Afrikai Koztarsasagban izolaltdk 1959-ben (Ashraf et al., 2015).
Nyolc genetikai leszarmazasi vonala (lineage) kuldnitheté el: harom afrikai és 6t eurdpai
leszarmazasi vonal (Vilibic-Cavlek et al., 2020; Zannoli et al., 2019). Az egyes izolatumok
kozott 94%-o0s a szekvencia homoldgia. Ez aldl kivételt képez a CAR_1969 nevi torzs
(Genbank-i azonosité szam: KC754958), amely az ,Afrika lineage 1” egyetlen tagja és
genomszekvenciaja 78,3%-ban tér el a tobbi USUV szekvenciatdl.

Az elsé human fertézést 1981-ben regisztraltak a Kozép-Afrikai Kbztarsasagban (Nikolay et
al., 2011; Zannoli et al., 2019). Ezt kovetéen inkabb allategészségligyi vonatkozasban kertlt
el6térbe az USUV: Eurdpaban el6szor 2001-ben figyeltek fel a kérokozéra, mivel ekkor
jelentds mortalitast okozott madarakban, Bécsben és kornyékén (Weissenbock et al., 2002).
Egy késbbbiekben végzett retrospektiv vizsgalat soran azonban Toszkanaban mar 1996-baol
szarmazo szOvetmintakbol is sikertlt a virust kimutatni (Weissenbock et al., 2013).
Magyarorszagon 2005-ben detektaltak el6szor elhullott feketerigobol (Turdus merula), a
szekvenciaelemzés szerint Ausztridbdl és nem kdzvetlentl Afrikabdl kerllt behurcolasra
(Bakonyi et al., 2007). A virus folyamatos cirkulaciéjat az orszagban az elmult évek passziv
monitoring vizsgalatai is igazoltak (Bakonyi et al., 2017).

Human megbetegedésekkel kapcsolatban sporadikus eseteket bemutaté tanulmanyok
olvashaték a szakirodalomban: két sulyos neurolégiai manifesztaciéju fert6zéssel el6szor
Olaszorszagban, 2009-ben hoztak 6sszefiiggésbe a virust (Gaibani et al., 2010; Pecorari et
al., 2009; Santini et al., 2014). Az USUV neurotropizmusara vonatkozéan azonban fontos,
hogy alapbetegsége miatt mindkét beteg immunszupprimalt allapota volt: egyikdjik
szervtranszplantacié recipiense volt, a masik beteg pedig B-sejtes lymphomaban szenvedett.
2013-ban Horvatorszagban harom neuroinvaziv megbetegedés kapcsan, 2016-ban pedig
Franciaorszagban egyetlen betegnél idiopathias facialis paresis hatterében igazoltak USUV
fert6zést (Kaic et al., 2014; Santini et al., 2014; Simonin et al., 2018; Vilibic-Cavlek et al., 2019).
Az elmult években tiinetmentes vagy enyhe tineteket mutatdé véradoknal is sikerilt USUV
fert6zést konfirmalni: ugyanis a véradok WNV NAAT szirésére alkalmazott kereskedelmi
forgalomban kaphato teszt — mint ahogy arra tébb eset kivizsgalasa is ravilagitott — USUV-ra
is specifikusnak bizonyult. Ausztriaban, Németorszagban és Olaszorszagban egyarant
kimutathaté volt a virus RNS-e véradok mintaibdl. 2018-ban Ausztriaban az USUV PCR pozitiv
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donorok szama meghaladta a WNV PCR pozitiv donorokét, egy esetben pedig WNV és USUV
koinfekciot is igazoltak a molekularis biolégiai vizsgalatok (Aberle et al., 2018; Bakonyi &
Jungbauer, et al., 2017; Cadar et al., 2017; Carletti et al., 2019).

Az utdbbi évek eurdpai esetleirasai, illetve az elsd igazolt hazai human USUV fertézés is
ravilagit arra, hogy e zoonétikus agenssel is szamolhatunk, mint potencidlis human
patogénnel. A WNV és USUV fdldrajzi elterjedése atfed, a vektor és gazdaszervezetek
azonosak, a human fertézések pedig pusztan tunetek alapjan, klinikailag nem kulonithetdk el.
Az esetleges koinfekciokra valo tekintettel 2019-t6l kezd6déen a WNV és USUV real-time PCR
vizsgalatokat multiplex rendszerben alkalmazzuk, igy nem csak a WNV PCR negativ betegek
mintait vizsgaljuk USUV iranyaban.

A rutin diagnosztikaban alkalmazott IIF és ELISA vizsgalatokban egyarant nagyaranyban
tapasztaltunk szerologia keresztreaktivitast az igazoltan WNV fert6zoétt betegek anti-USUV IgG
szlrésekor. Ezzel parhuzamosan az IgM vizsgalatokban a keresztreaktivitas mértéke
alacsonyabbnak bizonyult (11. abra). A kapott eredmények nem meglepéek, hiszen a két virus
ugyanazon szerokomplex tagja. Eredményeink azonban felhiviak a figyelmet a flavivirus
fertbzések diagnosztikajanak kihivasaira: a szerolégiai vizsgalatokat nem csak
parhuzamosan, de végtiter meghatarozassal szikséges elvégezni a terlleten endémias
valamennyi flavivirus iranyaban, teljes vérbél és vizelet mintabdl végzett viruskimutatassal
kiegészitve. A nem kell6 korlltekintéssel végzett laboratériumi vizsgalatok fals
véleményezéshez és ezaltal példaul az USUV fert6zések azonositasanak elmulasztasahoz
vezethetnek. Az aszeptikus meningitis és viralis encephalitis klinikai képét mutaté betegek
vizsgalata USUV iranyaban a szerologiai keresztreaktivitastol fuggetlenul is indokoltta valt, a
szunyogok aktivitasi idészaka alatt. A beérkez6 betegmintak anti-USUV 1gG; IgM; és IgA
szlrése 2018-t6l kezdédéen a diagnosztikai panel részét képezi.

Az esetkonfirmalasok elbésegitése és differencialdiagnosztikai relevanciaja mellett a klinikai
mintakbol végzett viruskimutatas, majd az ezt kdvetd szekvenalas filogenetikai vizsgalatokat
is lehetévé tesz, melynek jelentésége volt a 2018-as WNV epidémia okainak feltarasaban is.
Az allatorvosi és human egészséglgy teriletén nyert szekvencia adatok dsszehasonlitasa
arra utal, hogy a 2018-as WNV jarvanyt a térségben egyébként is cirkulalé lineage 2
virustdérzsek okoztak és nem esetlegesen Uj, virulensebb varians (vagy variansok)
megjelenése indukalta (Camp et al., 2020; Veo et al., 2019; Zana et al., 2020). Jelen tudasunk
szerint sokkal valészin(ibb, hogy klimatikus és kornyezeti paraméterekkel magyarazhaté a
2018-as évi kiugras. A hémérseklet és csapadékeloszlas valtozasa kedvezhetett a virus
enzootikus ciklusanak: a kora tavaszi id6szakban hirtelen bekovetkez6 hdmeérséklet
emelkedés és megndvekedett csapadékmennyiség a vektor populaciok abundanciajanak
gyors ndvekedését eredményezte. A csapadékos és meleg tavaszi id6jarast kovetd szarazsag
pedig a virus transzmissziéjanak kedvezhetett: egyrészrél magasabb hémérsékleten lerévidul

az extrinsic inkubacios periédus hossza, masrészrél a szaraz meleg klima elésegiti, hogy a
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vektorok és gazdaszervezetek a vizes él6helyek koré koncentralddjanak (Camp et al., 2020;
Tran et al., 2014). Eur6pa-szerte a 2018-as év volt a négy legmelegebb év egyike, 2015, 2016
€s 2017 utan (Camp et al., 2020).

Végezetll a diagnosztikai fejlesztéseken tul fontos emlitést tenni a WNV szeroprevalencia
felmérésérdl is, melyet 2016-ban gyijtott 2112 véradd mintajan végeztink el. A vizsgalat
idészerlinek bizonyult, hiszen 2004-6ta - amidta a laboratériumilag igazolt human
megbetegedésekrél rendelkezésre allnak hivatalos adatok — az éves esetszamok fokozatos
novekedése figyelheté meg. 2004 6ta nem végeztek az orszagban a lakossag WNV
atvészeltségének felmérésére iranyuld vizsgalatot. A névekvd trend persze magyarazhato
azzal is, hogy a fokozott figyelemnek kodszdnhetéen egyre tobb eset kerll laboratériumi
kivizsgalasra.

Az Orszagos Epidemioldgiai Kézpont (az NNK jogelédje) utoljara 1999/2000 kdzott végzett
orszagos szintl szeroepidemiolégiai szlirbvizsgalatokat. Az ekkor gyjtétt mintak egy részébdl
(~5000 minta) retrospektive végeztek WNV szeroprevalencia vizsgalatot is. Igaz, ezesetben a
mintak nem csak a 18 és 67 év kozotti korcsoportokat, hanem a teljes korfat lefedték, mivel a
mintagyljtés nem csupan az onkéntes véraddkra korlatozédott. A vizsgalatot a Virdlis
Zoondzisok NRL akkori munkatarsai végezték, az eredmények publikalasra nem kerultek. A
szlirdvizsgalathoz alkalmazott laboratériumi médszerek az akkori és a mostani vizsgalatban
egyeztek (IIF és haemagglutinacio-gatlas). Az 1999-2000 kozoétt gydijtott mintakban a WNV
szeroprevalencia 0,61% (95% CI: 0,00% - 1,2%) volt. Megallapithat6 tehat, hogy azéta a WNV
szeroprevalencia a hazai lakossag korében szignifikansan nétt (p=0,007).

A szeroprevalencia adatok tehat tamogatjak a laboratériumilag igazolt esetek éves
eloszlasaban megfigyelheté tendenciat. Az altalunk végzett vizsgalatnak azonban szamos
limitacioja volt: a vizsgalatot olyan mintédkon volt lehetéségunk elvégezni, melyeket az OVSZ
kifejezetten WNV NAAT sz(irés céljabdl gylijtott, tehat az elsédleges szempont nem az volt,
hogy megyék szintjére bontva, népességaranyosan térténjen a mintagydjtés. Ez az oka annak,
hogy a szeroprevalencia értékeket régidos szinten hataroztuk meg. Masrészt a szlirés
véradokra korlatozodott, tehat a 18 és 67 év kozotti egészséges, felndtt kort lakossagra. A
fiatalabb és idésebb koru csoportok vizsgalatunkbdl kimaradtak. Bar szeropepidemioldgia
szlirés megszervezése tovabbra sem all médunkban, a terileti eloszlasra vonatkoz6 adatok
korrekcidja érdekében 2019-ben ujabb szakmai egylttmikddés alakult az NNK Viralis
Zoonozisok NRL és az OVSZ budapesti Konfirmalé Laboratériuma kézott. Ennek keretében
3000 vérado mintajanak gyuljtése zarult le 2019-ben. A mintavételezés megyénként és harom
korcsoportra, azon belul nemekre bontva tortént, ugy, hogy az egyes csoportokon bellli
mintaszamokat a Koézponti Statisztikai Hivatal interaktiv korfajanak segitségével aranyitottuk
a népességszamokhoz. A vizsgalat célja a frissebb adatok szolgaltatasa mellett, hogy
pontosabb 6sszehasonlitast végezhessink a szeroprevalencia és a laboratériumilag igazolt

klinikai esetek megyénkénti eloszlasara vonatkozoan.
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A 2016-o0s tanulmany egy masik limitacioja, hogy — bar kizardlag a WNV virusneutralizaciéval
is konfirmalt eredményeket fogadtuk el — vizsgalataink nem terjedtek ki USUV specifikus
ellenanyagok szlrésére. A 2018-ban igazolt elsé human USUV fert6zés felhivja a figyelmet e
vizsgalatok hianyara. Eppen ezért a 2019-ben gydijtdtt donormintak sziirésébe az USUV
ellenanyagvizsgalatokat is integraltuk.

A laboratériumi diagnosztika folyamatos fejlesztésével és a bizonyos id6kézdnkeént,
rendszeresen végzett szeroprevalencia vizsgalatokkal célunk minél pontosabb képet alkotni a

Magyarorszagon cirkulalé human patogén flavivirusokrol.
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10. Uj tudomanyos eredmények

A 2014-es nyugat-nilusi virus szezonalis id6szaktol kezd6déen, a Nemzeti Népegészséguigyi
Koézpont Viralis Zoondzisok Nemzeti Referencialaboratériumaban molekularis bioldgiai
diagnosztikai moédszerek bevezetésével bévitettiik a flavivirus fertézések addig kizarélag

szeroldgiai modszereken alapuld laboratoriumi diagnosztikajat.

1. Magyarorszagon el6szor mutattunk ki nyugat-nilusi virust human Kklinikai mintakbdl
(vérsavo, teljes vér, liquor, vizelet) és izolaltuk a virust vizeletbdl (Nagy et al., 2016. Arch
Virol.; Nagy et al., 2017. Orv Hetil.; Nagy et al., 2019. Euro Surveill.)

2. Magyarorszagon el6szor végeztiink WNV teljes genom szekvenalast human mintabdl,
megallapitottuk, hogy a hazai human WNYV fert6zéseket lineage 2 virustérzsek okozzak
(Nagy et al., 2016. Arch Virol.; Nagy et al., 2019. Euro Surveill.).

3. Nyomon kovetéses vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy WNND paciensek
vizeletmintaibdl akar hetekkel a tlinetek kezdete utan is kimutathaté a WNV RNS-e
(Nagy et al., 2017. Orv Hetil.).

4. Egészéges véradok vizsgalataval megallapitottuk, hogy 1999/2000 és 2016 kozott
szignifikansan nétt a WNV szeroprevalencia, és a legérintettebb régidk a dél-dunantuli,
dél-alféldi, majd ezt kdvetéen az észak-alfoldi, valamint kozép-magyarorszagi régiok
(Nagy et al., 2019. Vector Borne Zoonotic Dis.).

5. Magyarorszagon el6szor igazoltunk human USUV fert6zést, és el6szér mutattuk ki a
kullancsencephalitis virus RNS-ét human betegmintakbal (vérsavo, vizelet, liquor) (Nagy
et al., 2019. Euro Surveill.; Nagy et al., 2018. Ticks Tick Borne Dis.).
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Mellékletek

l.szamu melléklet: A WNV lineage 2 teljes genom szekvenalashoz tervezett primerek.

Pl:lmer Szekvencia (5°-3’) Orientacid Amplikon mérete
név (nt)
WNf1 TGAGCTGACAAACTTAGTAGTG sense 900
WNrl GCATYGTGTTGCTYCCTAGCATCC antisense

WNf2 CTGGTVAAGACAGARTCATGGATA sense 816
WNr-b CTCCATGGCARGTTCAGRTCCAT antisense

WNf-c ACGGTTGAYTGTGAGCCACGGTC sense 1298
WNr-c CCCAAGCCTTCCARCCCATCTC antisense

WNf-d GATGTGGAAGCBTGGATGGATCG sense 1069
WNr-d CCACCTCTTGCGAAGGACCTCCTG antisense

WNf-e CCGACATGATTGATCCTTTTCAG sense 1205
WNr-e TCTACCATCACTCCGGCTCCAGC antisense

WNf-f ATGTTYGTGGCATTTGTCATYTC sense 1107
WNr3 GGRACTCTGTGTGGAGACATCA antisense

WNf-g TATGGGAACGGCGTCATCATGCC sense 1117
WNr-g CCCGTCCATGGTGTACACYTT antisense

WNf-h ATGCTAGACAAYATCAACATGCC sense 1485
WNTr-h GTTGCATTCCACACTGARCTAGC antisense

WNf-i GTGGACGTTGGTGTGTCAGCTCT sense 929
WNr-4 GATGACTCTCCAATGTCACAGAG antisense

WNf-j GTACAGGAAGTGAAAGGGTA sense 1151
WNr-j GCCACATRAACCARATGGCTCT antisense

WNf6 ACCTGCATHTACAACATGATGGG sense 1512
WN-r7 CCGTCTACTCAACTTCCGGTGGCA antisense

WN-f7 GAATGGATGACGACRGAAGACATGCT | sense 920
WNr6 ACCTATDTCGGCGCACTGTG antisense
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Il. szamu melléklet: A 2018-as év WNV PCR pozitiv teljes vér és vizelet mintaparjainak
Osszehasonlitasa: real-time PCR Ct értékek és mintavételi idépontok szerint.

BEteE | reljes vér PCR Ct Eltelt Vizelet PCR Ct Eltelt
azonosito nap nap
2/2018 POZITIV 32,88 13 POZITIV 30,60 13
POZITIV POZITIV
4/2018 EDTAL. 29,01 2 vizelet1. 27,10 2
POZITIV POZITIV
4/2018 EDTA2. 30,49 6 vizelet 2. 32,11 6
10/2018 POZITIV 38,56 7 POZITIV 37,89 7
11/2018 POZITIV 29,28 8 POZITIV 28,79 8
21/2018 POZITIV 31,81 5 POZITIV 31,27 5
24/2018 POZITIV 31,46 3 POZITIV 38,23 3
28/2018 POZITIV 39,81 8 POZITIV 38,19 8
41/2018 POZITIV 34,05 9 POZITIV 33,77 9
45/2018 POZITIV 35,91 15 POZITIV 35,94 15
65/2018 POZITIV 36,76 10 POZITIV 32,48 10
70/2018 POZITIV 33,61 3 POZITIV 38,25 6
POZITIV POZITIV
73/2018 EDTAL. 27,58 19 vizelet 1. 31,90 19
POZITIV POZITIV
73/2018 EDTA2. 29,92 26 vizelet 2. 34,76 26
76/2018 POZITIV 37,53 6 POZITIV 27,57 6
POZITIV
80/2018 EDTAL. 32,34 3 POZITIV 30,00 3
82/2018 POZITIV 37,41 6 POZITIV 35,48 6
83/2018 POZITIV 33,27 5 POZITIV 29,09 5
89/2018 POZITIV 27,85 5 POZITIV 32,87 5
110/2018 | POZITiV 37,48 6 POZITIV 32,76 6
111/2018 | POZITiV 31,53 7 POZITIV 31,29 7
120/2018% | POZITIV 30,21 |2018.08.28. | POZITiV 29,61 2018.08.28.
148/2018 | POZITIV 34,97 11 POZITIV 34,34 11
198/2018 | POZITiV 33,73 9 POZITIV 24,01 9

4120/2018 sorszamu betegnél a tiinetek kezdeti id6pontjanak napja nem ismert, ezért a mintavétel datumat tiintettem fel,
mely a vér- és vizeletminta esetén egyezett.
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lll. szamu melléklet: A 2014 — 2018 k6zo6tt szekvenalt WNV mintak terlleti eloszlasa, az NS3

H249P polimorfizmus jelélése mintanként. (H: Hisztidin; P: Prolin)

GenBanki-i
Ev azonosito Telepiilés Megye H249P_NS3
szam
2014
1 KU058848 Szeged Csongrad H
2 KT959349 Budapest Budapest H
3 KU058850 Varosfold Bacs-Kiskun H
2015
1 nincs feltdltve | Budapest Budapest H
2 nincs feltdltve | Hajduhadhaz Hajdu-Bihar P
3 nincs feltéltve | Matyasdomb Fejér H
4 nincs feltéltve | Dunaujvaros Fejér H
5 nincs feltdltve | Budapest Budapest H
6 nincs feltdltve | Budapest Budapest H
7 nincs feltdltve | Dunaujvaros Fejér H
2016
1 nincs feltltve | Szeged Csongrad P
2 nincs feltdltve | Kunszentmiklds Bacs-Kiskun P
3 nincs feltéltve | Szirmabesenyd Borsod-Abauj-Zemplén P
4 nincs feltdltve | Budapest Budapest P
5 nincs feltdltve | Hajdubbdszérmény Hajdu-Bihar P
6 nincs feltéltve | Békéscsaba Békés P
7 nincs feltdltve | Erpatak Szabolcs-Szatmar-Bereg P
8 nincs feltdltve | Gydngyds Heves H
9 nincs feltéltve | Pomaz Pest H
10 nincs feltéltve | Szolnok Jasz-Nagykun-Szolnok H
11 nincs feltdltve | Biatorbagy Pest H
12 nincs feltéltve | Szentendre Pest H
13 nincs feltdltve | Budapest Budapest H
14 nincs feltdltve | Berhida Veszprém H
15 nincs feltéltve | Nagyhegyes Hadu-Bihar H
16 nincs feltéltve | Kisujszallas Jasz-Nagykun-Szolnok H
17 nincs feltéltve | Enying Fejér H
18 nincs feltdltve | Budapest Budapest H
2017
1 nincs feltéltve | Szentmartonkata Pest H
2 nincs feltdltve | lakcim nem = exp. helyével! | Hajdu-Bihar H
3 nincs feltltve | Martfi Jasz-Nagykun-Szolnok H
4 nincs feltdltve | Tahitétfalu Pest H
2018
1 nincs feltéltve | Hajduszoboszlé Hajdu-Bihar P
2 MK224611 Balatonfired Veszprém H
3 MK224612 Szolnok Jasz-Nagykun-Szolnok P
4 MK224613 Kecskemét Bacs-Kiskun H
5 MK224614 Berettyoujfalu Hajdu-Bihar P
6 nincs feltéltve | Gyula Békés P
7 nincs feltéltve | Budapest Budapest P
8 MK224615 Oroshaza Békés P
9 MK224616 Puspokladany Hajdu-Bihar P
10 MK224617 Berettyoujfalu Hajdu-Bihar P
11 MK224618 Bugac Bacs-Kiskun P
12 MK224619 Szerbia Szerbia P
13 MK224620 Debrecen Hajdu-Bihar P
14 MK224621 Velence Fejér H
15 MK224622 Szolnok Jasz-Nagykun-Szolnok P
16 MK224623 Balatonkenese Veszprém H
17 MK224624 Bicske Fejér H
18 MK224625 Gyula Békés H
19 MK224626 Budapest/Kiskunhalas Bacs-Kiskun H
20 nincs feltdltve | Budapest Budapest H
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GenBanki-i

Ev azonosité Telepiilés Megye H249P_NS3
szam
21 MK224627 Dunaujvaros Fejér H
22 MK224628 Hajduszoboszl6 Hajdu-Bihar P
2018
23 nincs feltéltve | Gyula Békés P
24 nincs feltéltve | Békéscsaba Békés P
25 nincs feltdltve | Ausztria/Szlovakia Ausztria/Szlovakia P
26 MK224629 Kiskunmajsa Bacs-Kiskun H
27 nincs feltltve | Abony Pest H
28 nincs feltdltve | Kaposvar Somogy P
29 nincs feltltve | Jaszberény Jasz-Nagykun-Szolnok H
30 MK224630 Biatorbagy Pest H
31 nincs feltbltve | Tiszaujvaros Borsod-Abauj-Zemplén P
32 MK224631 Pispoékladany Hajdu-Bihar P
33 MK224632 Karcag Jasz-Nagykun-Szolnok P
34 MK224633 Velence Fejér H
35 MK224634 Romania Romania P
36 MK224635 Nyiregyhaza Szabolcs-Szatmar-Bereg P
37 MK224636 Veszprém Veszprém H
38 MK224637 Forro Borsod-Abauj-Zemplén P
39 MK224638 Sajopalfala Borsod-Abauj-Zemplén H
40 MK224639 Ujtelek Bacs-Kiskun H
41 nincs feltdltve | Tiszallc Borsod-Abauj-Zemplén P
42 MK224640 Hajduszoboszl6 Hajdu-Bihar P
43 MK224641 Debrecen Hajdu-Bihar P
44 MK224642 Oroshaza Békés P
45 MK224643 Budapest Budapest P
46 MK224644 Hajdubdszérmény Hajdu-Bihar P
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Ko6szonetnyilvanitas

Tudomanyos munkam anyagi- és infrastrukturalis feltételeinek maradéktalan biztositasaban,
szakmai munkam évek ota tartd iranyitasaban, valamint a publikaciok kéziratanak és a
tudomanyos konferenciakra szant eléadasok, poszterek anyaganak lektoralasaban szeretném
koszonetemet kifejezni témavezetémnek: Dr Takacs Maria cimzetes egyetemi tanarnak.

Kb6szonom, hogy mindig szamithattam tamogato segitségére.

Halas vagyok a Nemzeti Népegészséguigyi Kdézpont; Mikrobiolégiai Referencia Laboratoriumi
F&osztaly egykori és jelenlegi dolgozdinak szakmai tdmogatasaért és a kollegidlis 1égkdr
megteremtéséért. Koszdnet illeti a Viralis Zoondzisok Nemzeti Referencialaboratériumanak
jelenlegi munkatarsait: Dr Nagy Orsolya szakorvost, Vargané Dr Koroknai Anita bioldgust és
Csonka Nikolett népegészségtigyi ellenért. Az egyitt toltdtt évek soran rengeteget tanulhattam
téluk. Kulén kodszonettel tartozom a referencialaboratorium volt munkatasanak: Kaposi
Tamasné szakasszisztensnek, akinek szamos gyakorlati tanacsa segitett a laboratoriumi
munka elsajatitasaban.

Némethné Dr. Szomor Katalinnak kilén készéném, hogy mar egyetemi tanulmanyaim alatt
lehetéséget kaptam arra, hogy a flavivirusok izgalmas témajaval foglalkozhassak.

Tovabba, az Enterovirusok NRL; WHO Nemzeti Poliovirus Referencialaboratérium
vezetéjének: Farkas Agnes bioldgusnak kdszéndém, hogy a molekularis biolégiai médszerek
kapcsan felmer(l6 kérdéseimmel mindig fordulhattam hozza.

A molekularis biolégiai laboratériumi munkafolyamatok elsajatitasaban Marchut Anna és
Wellerné Pus Agota szakasszisztensek gyakorlati tanacsai segitettek, kdszéném, hogy
tanulhattam t6lUk.

Mezei Eszter epidemiolégus kolléganknak (NNK, Jarvanylgyi és Véddoltasi Surveillance
Osztaly) kdszondm a kozvetlen és mindig nagyon segitékész hozzaallasat. A jarvanylgyi és
laboratoriumi adatok egyeztetésekor kialakult szakmai egyuttmikodés hozzajarult az
eredmények megfeleld interpretalasahoz.

Dr Rusvai Erzsébet (NNK, Hepatitisz virusok NRL) és Dr Kis Zoltan (NNK, Nemzeti Biztonsagi
Laboratérium) kollégaimnak szeretném megkdszonni, hogy idét szakitottak az értkezés
atolvasdsara, hasznos javaslataikkal sokat segitettek a dolgozat végleges formajanak
elkészitésében.

Kdzvetlen kollégaim szakmai és barati tamogatasat halasan kdszéném.
Kdszonettel tartozom a Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokézpont —
Allatorvos-tudomanyi Intézet munkatasainak: Dr Banyai Krisztian témacsoport vezetének és

Dr Farkas Szilvia tudomanyos fdmunkatarsnak az els human mintabdl végzett WNV teljes
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genom szekvenalasaban nyujtott szakmai segitségeért és az eredmények publikalasa soran
adott hasznos tanacsokért.

Nagyon k6széndém az Orszagos Vérellatd Szolgalat; budapesti Konfirmald Laboratériumanak
vezet6je: Dr Barabas Eva kdzremiikddését a véraddok WNV szeroprevalencia vizsgalataban.
A minta- és adatgyiljtés mellett k6zds publikacionk kéziratdnak elkészitésében és az

eredmények statisztikai értékelésében is nagyon sok segitséget kaptam tdle.

Koszéném, hogy az Allatorvostudomanyi Egyetem; Allatorvostudomanyi Doktori Iskola
hallgatdjaként végezhettem tanulmanyaimat. Az oktatasi tevékenységben nyujtott
tamogatasért és szakmai egyluttmikodésért koszonettel tartozom a Jarvanytani és
Mikrobioldgiai Tanszék jelenlegi és egykori munkatarsainak: Dr Forgach Petranak, Dr Marosi
Andrasnak, Hofbauer Gyongyinek és Bakonyi Gy6zének. Tovabba, szeretném megkdszonni

Dr Bakonyi Tamas professzornak, hogy szakmai javaslataival segitette munkamat.

Végezetul szeretnék koszonetet mondani szileimnek, hogy tamogatasukkal és

gondoskodasukkal lehetévé tették, hogy minél tébb id6t és energiat fordithassak munkamra.

125



