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El6zmények

Az Ujonnan felbukkand, mas néven emerging vagy re-
emerging kérokozokra fokuszald kutatasok a virologia
legaktudlisabb és leggyorsabban valtozé terlletét
képezik. Olyan agenseket sorolhatunk e kategdriaba,
melyeknek human vagy allategészségugyi jelentésége
van, azonban koéroki szereplik korabban nem volt ismert
vagy ismert volt ugyan, de az okozott megbetegedések
incidenciajaban névekedés tapasztalhatd, példaul mert a
fertbzések foldrajzi elterjedése kiterjedt vagy mert a
kérokozd fokozott patogenitast mutat. A  viralis
zoonodzisok — azaz allatrél emberre terjed virusok —
tobbsége tipikus emerging vagy re-emerging agens. E
kategérian belll egy kilon csoportot képeznek az un.
arbovirusok (arthropod-borne viruses), azaz izeltlabu
vektorok altal terjesztett virusok. Magyarorszagon az
arbovirusok altal okozott human megbetegedések
kapcsan a Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségét
érdemes kiemelni. Az értekezés célja az orszagban
endémiasan eléforduld és éves rendszerességgel human
megbetegedéseket okozo flavivirusok, azaz elsésorban a

kullancsencephalitis- (TBEV: tick-borne encephalitis



virus) és nyugat-nilusi virus (WNV: West Nile virus) altal
okozott human megbetegedések kivizsgalasa volt.

A WNV és TBEV fertézések laboratoriumi
diagnosztikajaban alapvetd a szerolégiai 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 valdszinliseggel mutathatd ki. Azonban az
ellenanyagkimutatas  flavivirusok  esetén  szamos
problémaba Utkdzhet, melyek kozal
differencialdiagnosztikai szempontbdl legfontosabb a
nemzetségen bellli szerolégiai keresztreaktivitast
kiemelni. Ez a Magyarorszaghoz hasonld foldrajzi
tertleteken — ahol tdébb flavivirus egyuttes cirkulacidja
figyelhet6 meg - problémat jelenthet a laboratériumi
diagnosztika soran, kulonésen a secunder flavivirus
fert6zések vagy koinfekcio-gyanus esetek elbiralasakor.
Az esetkonfirmalasok és a diagnosztikai szenzitivitas
ndvelése, a human megbetegedéseket okozé
virustorzsek azonositasa, illetve a referencialaboratorium
torzskdzpontjanak megujitasa iranti igénybél addéddan
valt aktudlissa a viruskimutatasra iranyul6 molekularis
biolégiai mddszerek fejlesztése és bevezetése a

diagnosztikai rutinba. Emellett, a virolégiai targyu
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kutatasok fontos részét képezik a surveillance vizsgalatok
is, melyek lehetévé teszik az adott terlleten zajlo
arbovirus cirkulacio feltérképezését. Mindez
nélkulozhetetlen a megfeleld  kdzegészségugyi
intézkedések megtételéhez. A téma idbészeriiségét jelzi,
hogy a Nemzeti Népegészséglgyi Kézpontban mikédé
Viralis Zoondzisok Nemzeti Referencialaboratorium
(NRL), a 18/1998. (VI. 3.) NM rendelet értelmében
orszagos szinten felel a viralis zoono6zisok okozta human
fertbzések laboratériumi diagnosztikajaért. Ezért a
nemzetkdzi trendek kdvetése és a mddszerek folyamatos
fejlesztése, valamint surveillance vizsgalatok

megszervezése alapvetd feladata.



1.

A doktori munka célkitlizései

A TBEV és WNV specifikus PCR vizsgalatok
fejlesztése és bevezetése a referencialaboratérium
diagnosztikai médszertanaba. PCR vizsgalatok
tervezését és optimalizalasat kdvetéen, a szerologiai
vizsgalatok alapjan aktualisan WNV vagy TBEV fert6zott
betegek kulénbdz6 mintatipusait (vérsavo, liquor,
vizelet) vizsgalatuk PCR maodszerrel. Célunk annak
megallapitdsa volt, hogy mely mintatipus alkalmas
leginkédbb PCR diagnosztikai vizsgalatokhoz. A PCR
pozitiv mintdkat szekvenaltuk, majd szubtipus és/vagy
lineage  meghatdrozast végeztink filogenetikai
mobdszerekkel.

Tovabba, célunk volt virusizolalas elvégzése is a PCR

pozitiv betegek mintaibdl.

Nyomon kovetéses vizsgalatok szervezésével célunk
volt a WNV PCR pozitivitas hosszanak meghatarozasa,
korhazi kezelésre szoruld, aktualisan WNV fert6zésben
szenved® paciensek vizeletmintaiban. A PCR pozitiv

vizeletmintakbdl virusizolalast végeztink.



3. Aviruskimutatas érzékenységének novelése érdekében
célunk volt a vizeletmintak mellett az alvadasgatolt
teljes vérmintak WNV PCR vizsgalatanak bevezetése
és a két mintatipus vizsgalataval kapott eredmények

o0sszehasonlitasa.

4. Tovabba, Usutu virus (USUV) specifikus PCR és
szeroloégiai modszerek bevezetésével kivantuk
béviteni a differencialdiagnosztikai kapacitast, melyhez
2018-ban aktudlisan vagy kozelmultban WNV
fertbzésen atesett betegek mintainak retrospektiv

vizsgalatat végeztik el.

5. Végezetiil, a WNV szeroprevalencia meghatarozasa
érdekében egészséges véradok szeroldgiai vizsgalatat
végeztik el. Mivel a magyarorszagi human
populacioban aktualis WNV szeroprevalencia adatok
nem ismertek, a doktori munka 5. célkitlzése 2112
egészseges verado szeroldgiai szlirése volt, az anti-
WNV IgG szeropozitivtas aranyanak megallapitasa
érdekében. A vizsgalat az Orszagos Vérellaté Szolgalat
(OVSZ) Konfirmald Laboratériuma és az NNK Viralis
Zoonozisok NRL kdzétti szakmai  egylttmikodés

keretében tortént.



1.

2.

3.

Anyagok és moédszerek

Molekularis biologiai vizsgalatok:

A WNV, USUV és TBEV specifikus PCR vizsgalatokat
vérsavo, alvadasgatolt teljes vér, liquor, valamint
vizeletmintakon végeztik el, olyan betegeknél, akiknél
szeroldgiai modszerekkel aktudlis vagy kozelmultban
zajlott WNV, vagy TBEV fertézést allapitottunk meg. A
beérkez6 klinikai mintakbdl legalabb egy nukleinsav
kivonasra elegend® mennyiséget fagyasztottunk (-80°C)

a minta laboratériumba érkezésének napjan.

A vizsgalatokhoz reverz-transzkripcidos real-time és
nested PCR maddszereket optimalizaltunk, korabban mar

publikalt és sajat tervezési primerek segitségével.

A PCR pozitiv mintakbol Sanger-féle lancterminacios
szekvenalast veégeztink, egy minta esetén pedig a teljes
genom szekvenalasa is megtortént. Filogenetikai

modszerekkel elvégeztik a szekvenciak elemzését.



1.

2.

3.

4. A PCR pozitiv mintakbdl virusizolalast végeztink,

sejttenyészeten térténd szaporitassal és szopds egérbe
torténé oltassal. A virusizolalas sikerességét real-time

PCR moadszerrel ellendriztiik.

Szerologiai vizsgalati médszerek:

Az aktualis vagy kozelmultban zajlott fert6zések
laboratériumi diagnosztikajahoz virus specifikus IgM, IgA
és IgG ellenanyagvizsgalatot végeztink, vérsavo és liquor
mintakbdl. Ehhez indirekt immunfluoreszcens (lIF) és
ELISA moddszert alkalmaztunk. Az |IF vizsgalatokhoz

hazilag el6allitott antigén preparatumot hasznaltunk.

A meger6sitdé vizsgalatokat kezdetben haemagglutinacio-
gatlasi (HAG), majd virusneutralizaciés probaval végeztik.
A WNV mikroneutralizaciés proba alkalmazasanak

bevezetése szintén a doktori munka részét képezte.

Az egészséges véradok anti-WNV IgG szirévizsgalatat IIF
modszerrel végeztik. A szerolégiai keresztreaktivitas
kizarasa és az IIF eredmények megerésités céljabdl HAG,

majd WNV mikroneutralizaciés probaval is vizsgaltuk az IIF



szlrésben reaktiv mintakat. A vizsgalatokhoz 2112
plazmamintat hasznaltunk fel. A mintakat az OVSZ
Konfirmalé Laboratériuma anonimizalva bocsatotta

rendelkezéslinkre.

Eredmények

A Nemzeti Népegészségugyi Kdzpont Viralis Zoondzisok
Nemzeti Referencialaboratériumaban molekularis
biolégiai  diagnosztikai mddszerek  bevezetésével
bévitettuk a flavivirus fertézések addig kizarolag
szerologiai modszereken alapulé laboratoriumi
diagnosztikajat.

Ennek eredményeképpen 2014-ben Magyarorszagon
el6sz6r mutattunk ki nyugat-nilusi virust kdzvetlenl
human klinikai mintakbdl, harom neuroinvaziv WNV
infekciéban szenvedd beteg esetén. Mindharom beteg
vizeletmintaja PCR pozitiv eredményt adott, emellett két
paciensnél a vérsavd mintabdl is detektaltuk a virus
nukleinsavat, habar rovidebb ideig és alacsonyabb
koncentracioban. A szekvenciameghatarozas soran
mindharom beteg mintajaban lineage 2 WNV jelenlétét
azonositottuk, egy beteg esetén telies genom

meghatarozast is végeztink.
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A 2014-es év fontos tapasztalata, hogy akut fert6zoéttek
vizeletmintaibdl nagyobb valdszinliséggel mutathato ki a
virus, mint vérsavé vagy liquor mintabol. Harom éves
idészak alatt (2015 és 2017 kozott) 93 aktudlis WNV
fert6zott beteg mintjat vizsgaltuk PCR mddszerrel,
Osszehasonlitva a vérsavo, liquor és vizeletmintakat. A
virus nukleinsava legnagyobb aranyban vizeletmintabél
volt kimutathatd: 77 betegtél vizsgaltunk n=117 mintat. A
betegek 45,45%-anal (a vizsgalt mintak 57,26%-anal)
volt detektalhaté a virus RNS-e. Ezzel szemben vérsavé
mintabol a vizsgalt betegek (n=83) 16,86%-anal tudtuk
kimutatni a virust, ami a vizsgalt mintak (n=87)
18,39%-a. Legkisebb valdszinliséggel liquor mintabdl
volt detektalhatdo a virus, 49 beteg; n=49 mintajabdl
csupan két beteg n=2 liquor mintgja bizonyult PCR
pozitivnak, a detektalhatésagi hataron (Ct>40,00).

Vizeletmintak esetén a tinetek kezdetétdl szamitott 6. és
10. nap kdzott a vizsgalt mintak 75%-a adott PCR pozitiv
eredményt, a 11. és 15. nap, illetve 16. és 20. nap kozott
vett mintaknak pedig 63 és 78%-abdl volt kimutathaté a
virus. A vizsgalt vizeletmintak 38%-a még a betegség
kezdete utani 31. és 40. napok kdzoétt is PCR pozitivhak
bizonyult. Ezzel szemben vérsavobdl a tinetek kezdete

utani 16. naptdl egy minta esetén sem tudtuk kimutatni a
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virus nukleinsavat, illetve a korai mintavétellel érkez6
mintakbdl is 30% alattinak bizonyult a PCR pozitivitas
aranya.

A viruskimutatasra iranyulé vizsgalatokat
kullancsencephalitis-virusfertézéssel diagnosztizalt
betegek esetén is elvégeztik: 2016 és 2017 kozott 30
beteg n=84 mintajat (33 vérsavo, 6 teljes vér, 22 liquor,
23 vizelet) vizsgaltuk TBEV real-time PCR maddszerrel.
Osszesen négy betegnél volt sikeres a viruskimutatas: két
beteg vérsavd, egy beteg vizelet, és egy beteg liquor
mintajabdl. Valamennyi mintaban eurdpai szubtipusu
TBEV-t azonositottunk.  Magyarorszagon  el6szor
mutattunk ki  kullancsencephalitis-virust  kézvetlenl
human klinikai mintabdl.

2015-ben 6t hosszu ideig kérhazi ellatasra szoruld WNV
neuroinvaziv  tunetegylttesben (WNND) szenvedd
paciens esetén vegeztink nyomon  kdvetéses
vizsgalatokat, els6sorban vizeletmintdk gy(Ujtésére
fékuszalva. Megallapitottuk, hogy vizeletmintabdl akar
hetekkel: 23; 24; 27; 36; és 40 nappal a tinetek kezdete
utan is kimutathaté a WNV RNS-e. Két paciensnél a

vizeletbdl a virus izolalasa is sikeres volt.
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3. A 2018-as WNV szezonalis id8szak Eurdpa-szerte
kiemelked6nek szamitott: a bejelentett human esetek
szamaban tobb, mint hétszeres emelkedést
tapasztalhattunk az el6z6 évhez képest. Magyarorszagon
225 human megbetegedést diagnosztizaltunk, amely
szam meghaladta a megel6z6 14 év dsszes bejelentett
esetszamat. A megemelkedett esetszam lehetdvé tette
tovabbi mintatipusok diagnosztikai vizsgalatat és
O0sszehasonlitasat. 2018-ban a vérsavo mintak mellett
megkezdtik az alvadasgatolt teljes vérmintak gydijtését
és WNV real-time PCR vizsgalatat. A PCR pozitiv
betegek (n=53) 45,3%-anal a vizelet és teljes vérminta
is PCR pozitivnak bizonyult, mig vizelet negativ és teljes
vér PCR pozitiv eredményt a betegek 18,9%-anal
kaptunk. Vizeletminta nem érkezett, azonban teljes vér
PCR pozitivitds alapjan aktualis WNV fert6zést
konfirmaltunk a PCR pozitiv betegek 9,4%-anal. Teljes
vérminta nem érkezett, de vizelet PCR pozitiv
eredményt kaptunk 15,1%-nal, mig teljes vér PCR
negativ eredmény mellett a vizeletb6l kimutathaté volt
a virus a betegek 5,7%-anal. Osszességében a
vizeletmintak mellett a teljes vérmintak vizsgalata
jelentdsen novelte a WNV fertbzések laboratoriumi

diagnosztikajanak szenzitivitasat, illetve a vérmintabdl
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torténd direkt viruskimutatas az Eurdpai Unié altal
elfogadott laboratériumi esetminésitéseknek megfeleléen
az esetkonfirmalast is lehetévé tette.

A PCR pozitiv mintak szekvenalasaval lineage 2 WNV
cirkulaciot allapitottunk meg.

Differencialdiagnosztikai céllal az USUV specifikus PCR
és szeroldgiai vizsgalatokat is bevezettiik, melynek
eredmeényeképpen egyetlen beteg teljes vérmintajabdl
USUV RNS-t mutattunk ki. Az esetet — a beteg korabbi
WNV szerolégiai vizsgalati eredményei alapjan -
valészindsitett aktualis WNV infekcioként jelentettiik. A
téves diagnozist a két virus (WNV és USUV) antigén
szerkezetbeli rokonsaga és az ebbdl addédd szerologiai
keresztreaktivitas okozta. A beteg PCR pozitiv mintajanak
szekvenalasaval Eurdpa lineage 2 Usutu virust mutattunk
ki. Ezzel Magyarorszagon el6szor igazoltunk human
USUV fertbézést. A neurolégiai érintettséggel jaro
megbetegedés felhivja a figyelmet az USUV iranyaban
végzett differencialdiagnosztikai vizsgalatok
szukségessegére, kulonds tekintettel a serosus
meningitis vagy virdlis encephalitis klinikai diagnézissal

laboratoériumi vizsgalatra kildoétt mintak esetén.
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5. Vizsgalataink utolsé aspektusa a WNV szeroprevalencia
felmérése volt véraddk kdrében, melyhez 2112, 2016-ban
gyljtétt vérplazma mintat vizsgaltunk. A szeroldgiai
vizsgalatok eredményeképpen megallapitottuk, hogy az
anti-WNV IgG szeroprevalencia 2,19%, a legérintettebb
régiok: a dél-dunantuli, a dél-alféldi, majd ezt kdvetben az

észak-alfoldi, valamint k6zép-magyarorszagi régiok.
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Megbeszélés

Vizsgalataink 6t éves idétartama alatt Magyarorszagon
elészor mutattunk ki nyugat-nilusi és kullancsencephalitis
virust, kdzvetlentdl human betegmintabdl, WNV esetén
pedig virusizolalast is  sikeresen  végeztunk.
Megallapitottuk, hogy PCR vizsgalatokhoz WNV fert6z6tt
betegeknél az egyik legoptimalisabb mintatipus a
vizeletminta. A virus emellett vizeletmintakban magasabb
koncentracidoban volt kimutathatd, a virusizolalast 11
betegnél, kivétel nélkil vizeletmintabdl tudtuk elvégezni,
mind kisérleti allat oltasat, mind pedig fogékony
sejttenyészetre térténd oltast kdvetden.

Vagyis e mintatipus hozzajarul a PCR vizsgalatok
sikerességéhez, valamint a referencialaboratériumok
torzskdzpontjanak fenntartasahoz. Ot hosszu ideig
kérhazi apolasra szoruld6 WNND betegnél végzett
nyomon kovetéses vizsgalatok eredménye, hogy
vizeletmintakbdl hosszabb ideig Urllhet a virus, akar tébb
héttel a tinetek megjelenését kdvetben is. Ugyanakkor, a
virusurités mértéke és id6tartama korreldlhat a
kérlefolyas sulyossagaval. Vizsgalatainkat limitalta, hogy

a sorozatos mintagylijtés a hosszabb ideig koérhazi
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apolasra szoruld, tehat sulyosabb kérlefolyassal
jellemezhetd betegekre korlatozédott.

A vizeletmintak vizsgalata 6nmagaban nem teszi lehetévé
a WNV laboratériumi esetkonfirmalast, ahhoz sziikséges
a virust vér vagy liquor mintabdl is kimutatni. Problémat
jelent azonban, hogy vérsavé és liquor mintakbdl kis
valdszinliséggel detektalhaté vagy izolalhaté a WNV.
2018-ban a vizeletmintak mellett megkezdtik az
alvadasgatolt teljes vérmintak gy(ijtését és WNV PCR
vizsgalatat. Bar alvadasgatolt teljes vér a betegek csupan
48%-atdl, vizeletminta pedig csak 64%-t0l érkezett, a két
mintatipus és kulénésen a telies vérmintak PCR
vizsgalata  jelentésen  novelte a  diagnosztikai
érzékenységet. A PCR pozitiv betegek (n=53) 74%-anal
(n=39) tette lehetbévé az esetkonfirmalasat a teljes
vérminta PCR pozitiv eredménye. Ugyanazon beteg
vérsavd és teljes vér mintdjanak Osszehasonlitasakor
pedig 78,0%-ban (n=32) adott a teljes vér PCR pozitiv
eredményt, mig a vérsavobol nem volt kimutathaté a
WNV RNS-e.

A human TBEV fert6zések esetén a viruskimutatas
sikeressége ugyanakkor véletlenszerlinek bizonyult a
kdlénb6z6 mintatipusokbdl. A PCR pozitiv betegek kis

szama miatt a TBEV fertézések Ilaboratériumi
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diagnosztikajaban tovabbra is a szeroldgiai modszerek
alkalmazasa iranyado.

A PCR vizsgalatok bevezetésének egyik fontos
differencialdiagnosztikai  aspektusa a  2018-ban
Magyarorszagon el6szor diagnosztizalt human Usutu
virusfertézés. Bar az USUV human Kkoroki szerepe
kérdéses, a szerologiai keresztreaktivitas kizarasa miatt
nem hagyhaté figyelmen kivil a WNV fert6zések
laboratériumi kivizsgalasakor. E szemlélet hianyaban az
USUV fert6zések WNV infekcidként konnyen félre
diagnosztizalhatok. Az utébbi évek eurdpai esetleirasai,
illetve az els6é hazai igazolt fertézés is ravilagit arra, hogy
e zoonotikus agenssel is szamolhatunk, mint potencialis
human patogénnel. A WNV és USUV féldrajzi elterjedése
atfed, a vektor és gazdaszervezetek azonosak, a human
fert6zések pedig pusztan tunetek alapjan, klinikailag nem
kaldnithetdk el.

A Klinikai mintakbodl végzett viruskimutatas, majd az ezt
kovetd szekvenalas filogenetikai vizsgalatokat is lehetéve
tesz, melynek jelentésége volt a 2018-as WNV jarvany
okainak feltardsaban is. A korabbi évek szekvencia
adataival végzett 6sszehasonlitas arra utal, hogy a 2018-
as WNV jarvanyt a térségben egyébként is cirkulaléd

lineage 2 virustdrzsek okoztak és nem esetlegesen Uj,
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virulensebb varians (vagy variansok) megjelenése. Jelen
tudasunk szerint sokkal valészinlbb, hogy klimatikus és
kornyezeti paraméterekkel magyarazhaté a 2018-as évi
kiugras. A hémérséklet és csapadékeloszlas valtozasa
kedvezhetett a virus enzootikus ciklusanak: a kora tavaszi
id6szakban hirtelen bekdvetkezd hémeérséklet emelkedés
és megndvekedett csapadékmennyiség a vektor
populaciok gyors novekedését eredményezte. Az ezt
kovetd szarazsag pedig a virus transzmisszidjanak
kedvezhetett.

Végezetlil a diagnosztikai fejlesztéseken tul fontos
emlitést tenni a WNV szeroprevalencia felmérésérél is,
melyet 2016-ban gyijtétt 2112 véradé mintajan
végeztink el. A szilrés eredményeképpen 2,19%-os
(95% ClI: 1,64% - 2,90%) szeroprevalenciat allapitottunk
meg. A vizsgalat id6szerlinek bizonyult, hiszen 2004-6ta
- amiota a laboratoriumilag igazolt human WNV
megbetegedésekrél rendelkezésre allnak hivatalos
adatok - az éves esetszamok ndvekedése figyelhet6
meg. Az Orszagos Epidemiolégiai Kézpont (a Nemzeti
Népegészségugyi Kézpont jogelédje) utoljara 1999/2000
kozott végzett orszadgos szintl  szeroepidemioldgiai
szlrévizsgalatokat. Az ekkor gy(jtott mintak egy részébdl

retrospektive végeztek WNV szeroprevalencia vizsgalatot

19



is. A vizsgalatot a Viralis Zoondzisok NRL akkori
munkatarsai végezték, az eredményeket nem publikaltak.
A szlirévizsgalathoz alkalmazott laboratoriumi modszerek
az akkori és az altalunk elvégzett vizsgalatban
megegyeztek. Az 1999 és 2000 kodzott gyjtott mintakban
a WNV szeroprevalencia 0,61% (95% CI: 0,00% - 1,2%)
volt. Megallapithaté tehat, hogy azdéta a WNV
szeroprevalencia szignifikansan nétt (p=0,001). A kapott
eredmény korrelal a laboratériumilag igazolt esetek éves
eloszlasaban megfigyelheté névekvé tendenciaval.

Az egyes statisztikai régidkra vonatkozé kumulativ
incidencia és szeroprevalencia adatokat dsszehasonlitva
csak a dél-dunantuli régié esetén tapasztaltunk eltérést,
mely a szeroprevalencia adatok alapjan joval érintettebb

lehet.
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Uj tudomanyos eredmények

Magyarorszagon el6szér mutattunk ki nyugat-nilusi
virust human klinikai mintakbdl (vérsavo, teljes vér,
liquor, vizelet) és izolaltuk a virust vizeletbdl.
Magyarorszagon el6szor végeztink WNYV teljes genom
szekvenalast human mintabdl, megallapitottuk, hogy a
hazai human WNV fertézéseket lineage 2 virustorzsek
okozzak.

Nyomon koévetéses vizsgalatok soran megallapitottuk,
hogy WNND paciensek vizeletmintaibdl akar hetekkel a
tinetek kezdete utan is kimutathaté a WNV RNS-e.
Egészéges véradok vizsgalataval megallapitottuk, hogy
1999/2000 és 2016 kozott szignifikdnsan nétt a WNV
szeroprevalencia, és a legérintettebb régidk a dél-
dunantuli, dél-alféldi, majd ezt kbvetden az észak-alfdldi,
valamint kbzép-magyarorszagi régiok.

Magyarorszagon el6szor igazoltunk human USUV
fert6zést, és el6szor mutattuk ki a kullancsencephalitis-
virus RNS-ét human betegmintakbdl (vérsavé, vizelet,

liquor).
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