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Előzmények

Az újonnan felbukkanó, más néven emerging vagy re-

emerging kórokozókra fókuszáló kutatások a virológia 

legaktuálisabb és leggyorsabban változó területét 

képezik. Olyan ágenseket sorolhatunk e kategóriába, 

melyeknek humán vagy állategészségügyi jelentősége 

van, azonban kóroki szerepük korábban nem volt ismert 

vagy ismert volt ugyan, de az okozott megbetegedések 

incidenciájában növekedés tapasztalható, például mert a 

fertőzések földrajzi elterjedése kiterjedt vagy mert a 

kórokozó fokozott patogenitást mutat. A virális 

zoonózisok – azaz állatról emberre terjedő vírusok – 

többsége tipikus emerging vagy re-emerging ágens. E 

kategórián belül egy külön csoportot képeznek az ún. 

arbovírusok (arthropod-borne viruses), azaz ízeltlábú 

vektorok által terjesztett vírusok. Magyarországon az 

arbovírusok által okozott humán megbetegedések 

kapcsán a Flaviviridae család Flavivirus nemzetségét 

érdemes kiemelni. Az értekezés célja az országban 

endémiásan előforduló és éves rendszerességgel humán 

megbetegedéseket okozó flavivírusok, azaz elsősorban a 

kullancsencephalitis- (TBEV: tick-borne encephalitis 
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virus) és nyugat-nílusi vírus (WNV: West Nile virus) által 

okozott humán megbetegedések kivizsgálása volt. 

A WNV és TBEV fertőzések laboratóriumi 

diagnosztikájában alapvető a szerológiai módszerek 

alkalmazása, hiszen a korábbi tapasztalatok szerint a 

klinikai tünetek megjelenésekor vér- és gerincvelői 

folyadék (liquor) mintából a vírus nukleinsava már nem, 

vagy csak kis valószínűséggel mutatható ki. Azonban az 

ellenanyagkimutatás flavivírusok esetén számos 

problémába ütközhet, melyek közül 

differenciáldiagnosztikai szempontból legfontosabb a 

nemzetségen belüli szerológiai keresztreaktivitást 

kiemelni. Ez a Magyarországhoz hasonló földrajzi 

területeken − ahol több flavivírus együttes cirkulációja 

figyelhető meg − problémát jelenthet a laboratóriumi 

diagnosztika során, különösen a secunder flavivírus 

fertőzések vagy koinfekció-gyanús esetek elbírálásakor. 

Az esetkonfirmálások és a diagnosztikai szenzitivitás 

növelése, a humán megbetegedéseket okozó 

vírustörzsek azonosítása, illetve a referencialaboratórium 
törzsközpontjának megújítása iránti igényből adódóan 

vált aktuálissá a víruskimutatásra irányuló molekuláris 

biológiai módszerek fejlesztése és bevezetése a 

diagnosztikai rutinba. Emellett, a virológiai tárgyú 
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kutatások fontos részét képezik a surveillance vizsgálatok 

is, melyek lehetővé teszik az adott területen zajló 

arbovírus cirkuláció feltérképezését. Mindez 

nélkülözhetetlen a megfelelő közegészségügyi 

intézkedések megtételéhez.  A téma időszerűségét jelzi, 

hogy a Nemzeti Népegészségügyi Központban működő 

Virális Zoonózisok Nemzeti Referencialaboratórium 

(NRL), a 18/1998. (VI. 3.) NM rendelet értelmében 

országos szinten felel a virális zoonózisok okozta humán 

fertőzések laboratóriumi diagnosztikájáért. Ezért a 

nemzetközi trendek követése és a módszerek folyamatos 

fejlesztése, valamint surveillance vizsgálatok 

megszervezése alapvető feladata.
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A doktori munka célkitűzései 

1. A TBEV és WNV specifikus PCR vizsgálatok 
fejlesztése és bevezetése a referencialaboratórium 
diagnosztikai módszertanába. PCR vizsgálatok 

tervezését és optimalizálását követően, a szerológiai 

vizsgálatok alapján aktuálisan WNV vagy TBEV fertőzött 

betegek különböző mintatípusait (vérsavó, liquor, 

vizelet) vizsgálatuk PCR módszerrel. Célunk annak 

megállapítása volt, hogy mely mintatípus alkalmas 

leginkább PCR diagnosztikai vizsgálatokhoz. A PCR 

pozitív mintákat szekvenáltuk, majd szubtípus és/vagy 

lineage meghatározást végeztünk filogenetikai 

módszerekkel.

Továbbá, célunk volt vírusizolálás elvégzése is a PCR 

pozitív betegek mintáiból.

2. Nyomon követéses vizsgálatok szervezésével célunk 

volt a WNV PCR pozitivitás hosszának meghatározása, 

kórházi kezelésre szoruló, aktuálisan WNV fertőzésben 

szenvedő páciensek vizeletmintáiban. A PCR pozitív 

vizeletmintákból vírusizolálást végeztünk. 
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3. A víruskimutatás érzékenységének növelése érdekében 

célunk volt a vizeletminták mellett az alvadásgátolt 
teljes vérminták WNV PCR vizsgálatának bevezetése 

és a két mintatípus vizsgálatával kapott eredmények 

összehasonlítása. 

4. Továbbá, Usutu vírus (USUV) specifikus PCR és 
szerológiai módszerek bevezetésével kívántuk 

bővíteni a differenciáldiagnosztikai kapacitást, melyhez 

2018-ban aktuálisan vagy közelmúltban WNV 

fertőzésen átesett betegek mintáinak retrospektív 

vizsgálatát végeztük el. 

5. Végezetül, a WNV szeroprevalencia meghatározása 
érdekében egészséges véradók szerológiai vizsgálatát 

végeztük el. Mivel a magyarországi humán 

populációban aktuális WNV szeroprevalencia adatok 

nem ismertek, a doktori munka 5. célkitűzése 2112 

egészséges véradó szerológiai szűrése volt, az anti-

WNV IgG szeropozitivtás arányának megállapítása 

érdekében. A vizsgálat az Országos Vérellátó Szolgálat 

(OVSZ) Konfirmáló Laboratóriuma és az NNK Virális 

Zoonózisok NRL közötti szakmai együttműködés 

keretében történt.
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Anyagok és módszerek

Molekuláris biológiai vizsgálatok:

1. A WNV, USUV és TBEV specifikus PCR vizsgálatokat 

vérsavó, alvadásgátolt teljes vér, liquor, valamint 

vizeletmintákon végeztük el, olyan betegeknél, akiknél 

szerológiai módszerekkel aktuális vagy közelmúltban 

zajlott WNV, vagy TBEV fertőzést állapítottunk meg. A 

beérkező klinikai mintákból legalább egy nukleinsav 

kivonásra elegendő mennyiséget fagyasztottunk (-80°C) 

a minta laboratóriumba érkezésének napján.

2. A vizsgálatokhoz reverz-transzkripciós real-time és 

nested PCR módszereket optimalizáltunk, korábban már 

publikált és saját tervezésű primerek segítségével. 

3. A PCR pozitív mintákból Sanger-féle láncterminációs 

szekvenálást végeztünk, egy minta esetén pedig a teljes 

genom szekvenálása is megtörtént. Filogenetikai 

módszerekkel elvégeztük a szekvenciák elemzését.
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4. A PCR pozitív mintákból vírusizolálást végeztünk, 

sejttenyészeten történő szaporítással és szopós egérbe 

történő oltással. A vírusizolálás sikerességét real-time 

PCR módszerrel ellenőriztük.

Szerológiai vizsgálati módszerek:

1. Az aktuális vagy közelmúltban zajlott fertőzések 

laboratóriumi diagnosztikájához vírus specifikus IgM, IgA 

és IgG ellenanyagvizsgálatot végeztünk, vérsavó és liquor 

mintákból. Ehhez indirekt immunfluoreszcens (IIF) és 

ELISA módszert alkalmaztunk. Az IIF vizsgálatokhoz 

házilag előállított antigén preparátumot használtunk. 

2. A megerősítő vizsgálatokat kezdetben haemagglutináció-

gátlási (HAG), majd vírusneutralizációs próbával végeztük. 

A WNV mikroneutralizációs próba alkalmazásának 

bevezetése szintén a doktori munka részét képezte. 

3. Az egészséges véradók anti-WNV IgG szűrővizsgálatát IIF 

módszerrel végeztük. A szerológiai keresztreaktivitás 

kizárása és az IIF eredmények megerősítés céljából HAG, 

majd WNV mikroneutralizációs próbával is vizsgáltuk az IIF 
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szűrésben reaktív mintákat. A vizsgálatokhoz 2112 

plazmamintát használtunk fel. A mintákat az OVSZ 

Konfirmáló Laboratóriuma anonimizálva bocsátotta 

rendelkezésünkre.

Eredmények

A Nemzeti Népegészségügyi Központ Virális Zoonózisok 

Nemzeti Referencialaboratóriumában molekuláris 

biológiai diagnosztikai módszerek bevezetésével 

bővítettük a flavivírus fertőzések addig kizárólag 

szerológiai módszereken alapuló laboratóriumi 

diagnosztikáját.

1. Ennek eredményeképpen 2014-ben Magyarországon 

először mutattunk ki nyugat-nílusi vírust közvetlenül 

humán klinikai mintákból, három neuroinvazív WNV 

infekcióban szenvedő beteg esetén. Mindhárom beteg 

vizeletmintája PCR pozitív eredményt adott, emellett két 

páciensnél a vérsavó mintából is detektáltuk a vírus 

nukleinsavát, habár rövidebb ideig és alacsonyabb 

koncentrációban. A szekvenciameghatározás során 

mindhárom beteg mintájában lineage 2 WNV jelenlétét 

azonosítottuk, egy beteg esetén teljes genom 

meghatározást is végeztünk. 
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A 2014-es év fontos tapasztalata, hogy akut fertőzöttek 

vizeletmintáiból nagyobb valószínűséggel mutatható ki a 

vírus, mint vérsavó vagy liquor mintából. Három éves 

időszak alatt (2015 és 2017 között) 93 aktuális WNV 

fertőzött beteg mintáját vizsgáltuk PCR módszerrel, 

összehasonlítva a vérsavó, liquor és vizeletmintákat. A 

vírus nukleinsava legnagyobb arányban vizeletmintából 
volt kimutatható: 77 betegtől vizsgáltunk n=117 mintát. A 

betegek 45,45%-ánál (a vizsgált minták 57,26%-ánál) 
volt detektálható a vírus RNS-e. Ezzel szemben vérsavó 
mintából a vizsgált betegek (n=83) 16,86%-ánál tudtuk 

kimutatni a vírust, ami a vizsgált minták (n=87) 
18,39%-a. Legkisebb valószínűséggel liquor mintából 

volt detektálható a vírus, 49 beteg; n=49 mintájából 

csupán két beteg n=2 liquor mintája bizonyult PCR 

pozitívnak, a detektálhatósági határon (Ct>40,00).

Vizeletminták esetén a tünetek kezdetétől számított 6. és 

10. nap között a vizsgált minták 75%-a adott PCR pozitív 

eredményt, a 11. és 15. nap, illetve 16. és 20. nap között 

vett mintáknak pedig 63 és 78%-ából volt kimutatható a 

vírus. A vizsgált vizeletminták 38%-a még a betegség 

kezdete utáni 31. és 40. napok között is PCR pozitívnak 

bizonyult. Ezzel szemben vérsavóból a tünetek kezdete 

utáni 16. naptól egy minta esetén sem tudtuk kimutatni a 



12

vírus nukleinsavát, illetve a korai mintavétellel érkező 

mintákból is 30% alattinak bizonyult a PCR pozitivitás 

aránya.

A víruskimutatásra irányuló vizsgálatokat 

kullancsencephalitis-vírusfertőzéssel diagnosztizált 

betegek esetén is elvégeztük: 2016 és 2017 között 30 

beteg n=84 mintáját (33 vérsavó, 6 teljes vér, 22 liquor, 

23 vizelet) vizsgáltuk TBEV real-time PCR módszerrel. 

Összesen négy betegnél volt sikeres a víruskimutatás: két 

beteg vérsavó, egy beteg vizelet, és egy beteg liquor 

mintájából. Valamennyi mintában európai szubtípusú 

TBEV-t azonosítottunk. Magyarországon először 

mutattunk ki kullancsencephalitis-vírust közvetlenül 

humán klinikai mintából.

2. 2015-ben öt hosszú ideig kórházi ellátásra szoruló WNV 

neuroinvazív tünetegyüttesben (WNND) szenvedő 

páciens esetén végeztünk nyomon követéses 

vizsgálatokat, elsősorban vizeletminták gyűjtésére 

fókuszálva. Megállapítottuk, hogy vizeletmintából akár 

hetekkel: 23; 24; 27; 36; és 40 nappal a tünetek kezdete 

után is kimutatható a WNV RNS-e. Két páciensnél a 

vizeletből a vírus izolálása is sikeres volt.
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3. A 2018-as WNV szezonális időszak Európa-szerte 

kiemelkedőnek számított: a bejelentett humán esetek 

számában több, mint hétszeres emelkedést 

tapasztalhattunk az előző évhez képest. Magyarországon 

225 humán megbetegedést diagnosztizáltunk, amely 

szám meghaladta a megelőző 14 év összes bejelentett 

esetszámát. A megemelkedett esetszám lehetővé tette 

további mintatípusok diagnosztikai vizsgálatát és 

összehasonlítását. 2018-ban a vérsavó minták mellett 

megkezdtük az alvadásgátolt teljes vérminták gyűjtését 

és WNV real-time PCR vizsgálatát. A PCR pozitív 

betegek (n=53) 45,3%-ánál a vizelet és teljes vérminta 

is PCR pozitívnak bizonyult, míg vizelet negatív és teljes 
vér PCR pozitív eredményt a betegek 18,9%-ánál 
kaptunk. Vizeletminta nem érkezett, azonban teljes vér 
PCR pozitivitás alapján aktuális WNV fertőzést 

konfirmáltunk a PCR pozitív betegek 9,4%-ánál. Teljes 
vérminta nem érkezett, de vizelet PCR pozitív 

eredményt kaptunk 15,1%-nál, míg teljes vér PCR 
negatív eredmény mellett a vizeletből kimutatható volt 
a vírus a betegek 5,7%-ánál. Összességében a 

vizeletminták mellett a teljes vérminták vizsgálata 

jelentősen növelte a WNV fertőzések laboratóriumi 

diagnosztikájának szenzitivitását, illetve a vérmintából 
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történő direkt víruskimutatás az Európai Unió által 

elfogadott laboratóriumi esetminősítéseknek megfelelően 

az esetkonfirmálást is lehetővé tette.

A PCR pozitív minták szekvenálásával lineage 2 WNV 

cirkulációt állapítottunk meg.

4. Differenciáldiagnosztikai céllal az USUV specifikus PCR 
és szerológiai vizsgálatokat is bevezettük, melynek 

eredményeképpen egyetlen beteg teljes vérmintájából 

USUV RNS-t mutattunk ki. Az esetet − a beteg korábbi 

WNV szerológiai vizsgálati eredményei alapján − 

valószínűsített aktuális WNV infekcióként jelentettük. A 

téves diagnózist a két vírus (WNV és USUV) antigén 

szerkezetbeli rokonsága és az ebből adódó szerológiai 

keresztreaktivitás okozta. A beteg PCR pozitív mintájának 

szekvenálásával Európa lineage 2 Usutu vírust mutattunk 

ki. Ezzel Magyarországon először igazoltunk humán 

USUV fertőzést. A neurológiai érintettséggel járó 

megbetegedés felhívja a figyelmet az USUV irányában 

végzett differenciáldiagnosztikai vizsgálatok 

szükségességére, különös tekintettel a serosus 

meningitis vagy virális encephalitis klinikai diagnózissal 

laboratóriumi vizsgálatra küldött minták esetén.
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5. Vizsgálataink utolsó aspektusa a WNV szeroprevalencia 

felmérése volt véradók körében, melyhez 2112, 2016-ban 

gyűjtött vérplazma mintát vizsgáltunk. A szerológiai 

vizsgálatok eredményeképpen megállapítottuk, hogy az 

anti-WNV IgG szeroprevalencia 2,19%, a legérintettebb 

régiók: a dél-dunántúli, a dél-alföldi, majd ezt követően az 

észak-alföldi, valamint közép-magyarországi régiók.



16

Megbeszélés

Vizsgálataink öt éves időtartama alatt Magyarországon 

először mutattunk ki nyugat-nílusi és kullancsencephalitis 

vírust, közvetlenül humán betegmintából, WNV esetén 

pedig vírusizolálást is sikeresen végeztünk. 

Megállapítottuk, hogy PCR vizsgálatokhoz WNV fertőzött 

betegeknél az egyik legoptimálisabb mintatípus a 

vizeletminta. A vírus emellett vizeletmintákban magasabb 

koncentrációban volt kimutatható, a vírusizolálást 11 

betegnél, kivétel nélkül vizeletmintából tudtuk elvégezni, 

mind kísérleti állat oltását, mind pedig fogékony 

sejttenyészetre történő oltást követően. 

Vagyis e mintatípus hozzájárul a PCR vizsgálatok 

sikerességéhez, valamint a referencialaboratóriumok 

törzsközpontjának fenntartásához. Öt hosszú ideig 

kórházi ápolásra szoruló WNND betegnél végzett 

nyomon követéses vizsgálatok eredménye, hogy 

vizeletmintákból hosszabb ideig ürülhet a vírus, akár több 

héttel a tünetek megjelenését követően is. Ugyanakkor, a 

vírusürítés mértéke és időtartama korrelálhat a 

kórlefolyás súlyosságával. Vizsgálatainkat limitálta, hogy 

a sorozatos mintagyűjtés a hosszabb ideig kórházi 
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ápolásra szoruló, tehát súlyosabb kórlefolyással 

jellemezhető betegekre korlátozódott.

A vizeletminták vizsgálata önmagában nem teszi lehetővé 

a WNV laboratóriumi esetkonfirmálást, ahhoz szükséges 

a vírust vér vagy liquor mintából is kimutatni. Problémát 

jelent azonban, hogy vérsavó és liquor mintákból kis 

valószínűséggel detektálható vagy izolálható a WNV. 

2018-ban a vizeletminták mellett megkezdtük az 

alvadásgátolt teljes vérminták gyűjtését és WNV PCR 

vizsgálatát. Bár alvadásgátolt teljes vér a betegek csupán 

48%-ától, vizeletminta pedig csak 64%-tól érkezett, a két 

mintatípus és különösen a teljes vérminták PCR 

vizsgálata jelentősen növelte a diagnosztikai 

érzékenységet. A PCR pozitív betegek (n=53) 74%-ánál 

(n=39) tette lehetővé az esetkonfirmálását a teljes 

vérminta PCR pozitív eredménye. Ugyanazon beteg 

vérsavó és teljes vér mintájának összehasonlításakor 

pedig 78,0%-ban (n=32) adott a teljes vér PCR pozitív 

eredményt, míg a vérsavóból nem volt kimutatható a 

WNV RNS-e.

A humán TBEV fertőzések esetén a víruskimutatás 

sikeressége ugyanakkor véletlenszerűnek bizonyult a 

különböző mintatípusokból. A PCR pozitív betegek kis 

száma miatt a TBEV fertőzések laboratóriumi 
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diagnosztikájában továbbra is a szerológiai módszerek 

alkalmazása irányadó. 

A PCR vizsgálatok bevezetésének egyik fontos 

differenciáldiagnosztikai aspektusa a 2018-ban 

Magyarországon először diagnosztizált humán Usutu 

vírusfertőzés. Bár az USUV humán kóroki szerepe 

kérdéses, a szerológiai keresztreaktivitás kizárása miatt 

nem hagyható figyelmen kívül a WNV fertőzések 

laboratóriumi kivizsgálásakor. E szemlélet hiányában az 

USUV fertőzések WNV infekcióként könnyen félre 

diagnosztizálhatók. Az utóbbi évek európai esetleírásai, 

illetve az első hazai igazolt fertőzés is rávilágít arra, hogy 

e zoonotikus ágenssel is számolhatunk, mint potenciális 

humán patogénnel. A WNV és USUV földrajzi elterjedése 

átfed, a vektor és gazdaszervezetek azonosak, a humán 

fertőzések pedig pusztán tünetek alapján, klinikailag nem 

különíthetők el.

A klinikai mintákból végzett víruskimutatás, majd az ezt 

követő szekvenálás filogenetikai vizsgálatokat is lehetővé 

tesz, melynek jelentősége volt a 2018-as WNV járvány 

okainak feltárásában is. A korábbi évek szekvencia 

adataival végzett összehasonlítás arra utal, hogy a 2018-

as WNV járványt a térségben egyébként is cirkuláló 

lineage 2 vírustörzsek okozták és nem esetlegesen új, 
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virulensebb variáns (vagy variánsok) megjelenése. Jelen 

tudásunk szerint sokkal valószínűbb, hogy klimatikus és 

környezeti paraméterekkel magyarázható a 2018-as évi 

kiugrás. A hőmérséklet és csapadékeloszlás változása 

kedvezhetett a vírus enzootikus ciklusának: a kora tavaszi 

időszakban hirtelen bekövetkező hőmérséklet emelkedés 

és megnövekedett csapadékmennyiség a vektor 

populációk gyors növekedését eredményezte. Az ezt 

követő szárazság pedig a vírus transzmissziójának 

kedvezhetett.

Végezetül a diagnosztikai fejlesztéseken túl fontos 

említést tenni a WNV szeroprevalencia felméréséről is, 

melyet 2016-ban gyűjtött 2112 véradó mintáján 

végeztünk el. A szűrés eredményeképpen 2,19%-os 

(95% CI: 1,64% - 2,90%) szeroprevalenciát állapítottunk 

meg. A vizsgálat időszerűnek bizonyult, hiszen 2004-óta 

− amióta a laboratóriumilag igazolt humán WNV 

megbetegedésekről rendelkezésre állnak hivatalos 

adatok − az éves esetszámok növekedése figyelhető 

meg. Az Országos Epidemiológiai Központ (a Nemzeti 

Népegészségügyi Központ jogelődje) utoljára 1999/2000 

között végzett országos szintű szeroepidemiológiai 

szűrővizsgálatokat. Az ekkor gyűjtött minták egy részéből 

retrospektíve végeztek WNV szeroprevalencia vizsgálatot 
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is. A vizsgálatot a Virális Zoonózisok NRL akkori 

munkatársai végezték, az eredményeket nem publikálták. 

A szűrővizsgálathoz alkalmazott laboratóriumi módszerek 

az akkori és az általunk elvégzett vizsgálatban 

megegyeztek. Az 1999 és 2000 között gyűjtött mintákban 

a WNV szeroprevalencia 0,61% (95% CI: 0,00% - 1,2%) 

volt. Megállapítható tehát, hogy azóta a WNV 

szeroprevalencia szignifikánsan nőtt (p=0,001). A kapott 

eredmény korrelál a laboratóriumilag igazolt esetek éves 

eloszlásában megfigyelhető növekvő tendenciával. 

Az egyes statisztikai régiókra vonatkozó kumulatív 

incidencia és szeroprevalencia adatokat összehasonlítva 

csak a dél-dunántúli régió esetén tapasztaltunk eltérést, 

mely a szeroprevalencia adatok alapján jóval érintettebb 

lehet.  



21

Új tudományos eredmények

1. Magyarországon először mutattunk ki nyugat-nílusi 

vírust humán klinikai mintákból (vérsavó, teljes vér, 

liquor, vizelet) és izoláltuk a vírust vizeletből.

2. Magyarországon először végeztünk WNV teljes genom 

szekvenálást humán mintából, megállapítottuk, hogy a 

hazai humán WNV fertőzéseket lineage 2 vírustörzsek 

okozzák.

3. Nyomon követéses vizsgálatok során megállapítottuk, 

hogy WNND páciensek vizeletmintáiból akár hetekkel a 

tünetek kezdete után is kimutatható a WNV RNS-e.

4. Egészéges véradók vizsgálatával megállapítottuk, hogy 

1999/2000 és 2016 között szignifikánsan nőtt a WNV 

szeroprevalencia, és a legérintettebb régiók a dél-

dunántúli, dél-alföldi, majd ezt követően az észak-alföldi, 

valamint közép-magyarországi régiók.

5. Magyarországon először igazoltunk humán USUV 

fertőzést, és először mutattuk ki a kullancsencephalitis-

vírus RNS-ét humán betegmintákból (vérsavó, vizelet, 

liquor).
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