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Roviditések jegyzéke
A: adenin / alanin (AS vagy nukleotid, &
szOvegkornyezettdl figgben)
AS: aminosav

BAC: bakteridlis mesterséges kromoszdme
(bacterial artificial chromosome)

BHK-21: (jszllétt hoércsdég vese (baby
hamster kidney) szdvettenyészet

BHQ: black hole quencher

C: citozin / cisztein (AS vagy nukleotid, &
szbvegkornyezettdl fuggbden)

cDNS: komplementer DNS
CMV: cytomegalovirus

CNS: kozponti idegrendszer (central nervous
system)



CPCV: Cacipacore virus
CPE: citopatogén hatas (cytopathogen effect)

DEF: kacsa embrio fibroblaszt sejttenyészef
(duck embryo fibroblast)

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNS: dezoxiribonukleinsav

ds: duplaszalu

DTT: dithiothreitol

E: glutaminsav

ELISA: enzimkapcsolt immunoszorbens
vizsgalat

ER: endoplazmatikus retikulum
F: forward

FBS: fotalis borjusavo (fetal bovine serum)



G: guanin / glicin
I: izoleucin
IF: immunfluoreszcencia

IMS: virus-indukalt membran strukturak
(virus-induced membrane structure)

INF: interferon

i. p.: intraperitonealis

H: hisztidin

HAG: hemagglutinacié-gatlasi proba
HNP: Hortobagyi Nemzeti Park
JEV: Japan encephalitis virus

kb: kilobazis

KOUV: Koutango virus

L: leucin



LDsg: median halalos adag (median lethal
dose)

MIR: minimalis fert6zottségi rata (minima
infection rate)

MOI: virus / sejt arany (multiplicity of
infection)

MVEV: Murray-volgyi laz (Murray Valley
fever)

N: aszparagin
NTP-az: nukleozd trifoszfataz

ORF: nyitott leolvasasi keret (open reading
frame)

+ssRNS: pozitiv iranyitottsagu egyszalu RNS
+RNS: pozitiv iranyitottsagu RNS szal
—RNS: negativ iranyitottsagu RNS szal



P: prolin

PBS: foszfat sokkal pufferolt fizioldgias
sooldat (phosphate buffered saline)

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase
chain reaction)

p. i.: fert6zés utan (post infection)

PFU: plakk-képz6 egység (plaque-forming
unit)

gRT-PCR: kvantitativ valés ideji RT-
PCR (quantitative real time reverse
transcription polymerase chain reaction)

PRNT: plakk-redukciés neutralizacios proba
RdRp: RNS-dependens RNS-polimeraz
RNS: ribonukleinsav

RT: reverz transzkripcio



S: szerin
SLEV: St. Louis encephalitis virus

T. timin / treonin (AS vagy nukleotid, a
szovegkornyezett6l fuggben)

TCID5o: median fert6z6 dozis szovetkulturan
(median tissue culture infective dose)

TGE: transzmisszibilis gasztroenteritisz
TLR: toll-like receptor

Tm: olvadasi hémérséklet (melting
temperature)

TNF: tumor nekrézis faktor (tumor necrosis
factor)

U: uracil
USUV: Usutu virus

UTR: nemkddold szakasz (untranslatec



region)
V: valin

Vero (E6): afrikai zold majom vese epithel
(African green monkey kidney epithel)
sejttenyészet

WNV: West Nile virus, nyugat-nilusi virus
WT: vad tipusu (wild type)
YAOV: Yaoundo virus



Osszefoglalas

A nyugat-nilusi laz virusa (West Nile
virus, WNV) vilagszerte elterjedt flavivirus. A
nyugat-nilusi virusokat filogenetikai
kulonbségek alapjan szamos genetikai
vonalba soroljak. Ezekb6l az 1-es és 2-es
genetikai vonalhoz tartozé virusok okozzak a
legtobb emberi és allati megbetegedést. Az
1-es genetikai vonal virusai vilagszerte
elterjedtek, mig a 2-es genetikai vonalhoz
tartozo torzset Afrikan kivul el6szor 2004-ben
Magyarorszagon sikerult izolalni.
Felbukkanasa ota a virustorzs endémiassa
valt az orszagban (és a kornyez6
orszagokban), és minden évben laboratoriumi
kimutatasra is kerdult.

Az utobbi években (2009-2015) aktiv és



passziv felmér6 (monitoring) vizsgalatokat
veégeztink a virus hazai el6fordulasanak
nyomon kovetésére. Minden évben ki tudtunk
mutatni WNV fert6zést vadmadarak elhulloti
egyedeib6l és agyvel6-gyulladasos lovak
mintaibol. A 2011 és 2012 években felmérd
vizsgalatokat végeztunk szunyogokban az
orszag északkeleti (Szabolcs-Szatmar-Berec
megye), keleti (Hajdu-Bihar megye), délkeleti
(Békés megye), dél-dunantuli (Baranya
megye) és koOzép-magyarorszagi (Pest és
Bacs-Kiskun megye) teruletein. A két év alatt
Osszesen 23 193 szunyogot (645 poolban)
vizsgaltunk meg WNV jelenlétére. Ez 2011-
ben 11 728, 24 kulonb6z6 fajhoz tartozd
szunyogot, 2012-ben pedig 11 465, 18
kuldénb6zd faju szunyogot jelentett. 2011-ben
harom pozitiv poolbdl kimutattuk az orszagban



kering6 2-es genetikai vonalhoz tartoz6 WNV-
t: egy Feényeslitkén juniusban gydjtott
Ochlerotatus annulipes poolbdl, egy juliusban
Debrecen kornyékén gydjtott Coquillettidia
richiardii poolbdl, és egy szeptemberben
Kardoskut kozelében gydjtott Culex pipiens
poolbdl. A kulonbdzbd években és kulonbozé
gazdafajokbol  gydijtott  virusok  genetikai
O0sszehasonlitasa alapjan megallapitottuk,
hogy a virusok nagyon kozeli genetikai
rokonsagban allnak egymassal, és mind a
2004-ben megjelent virustorzs
leszarmazottjai. Ez arra utal, hogy a torzs
képes volt tobb mint egy évtizeden keresztl
fennmaradni hazankban, valamint elterjedni
Kbzép- és Dél-Eurdpa tobb orszagaban is.

A WNV fertbzések jelentbés része



tinetmentesen zajlik le a gerinces gazdakban.
A lazas megbetegedéseken tul, viszonylag
ritkdn agy- és gerincvel6-gyulladas is kialakul,
amelynek a korjoslata kedvezétlen. Egyes
kutatasi eredmények arra utalnak, hogy a
WNV torzsek virulenciajanak hatteréber
genetikai eltérések allhatnak. Az 1-es
genetikai vonal virusai esetében mar szamos
virulenciamarkert azonositottak kisérletes
uton is, azonban a 2-es genetikai vonal
virusait ilyen szempontbdl csak in silico, teljes

genomszekvenciak Osszehasonlitasaval
vizsgaltak.
Kutatasaink soran hat olyan

pontmutaciét — NS1 (P250L), NS2A (A30P)
NS3 (P249H) NS4B (P38G, C102S, E249C
— lllesztettunk reverz genetikai modszerek



segitségével a magyarorszagi magas
virulenciaju 578/10-es azonositéju WNV-2-es
virustdérzs genomjaba, amelyek attenuald
hatasa 1-es genetikai vonalu virusoknal mar
bizonyitott volt. A teljes hosszusagu fert6z6
klonok elballitasa utan a vad tipusu, illetve a
kivalasztott aminosav szubsztituciokat
tartalmazé mutans  virusok replikacios
tulajdonsagait in vitro Vero E6 sejteken,
neuroinvazivitdsukat pedig in vivo, C57BL/€
egerekben vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy
az NS1 nem strukturalis fehérjén bekdvetkezd
mutacio kovetkeztében a virus szignifikansan
alacsonyabb fert6z6 titert ér el Vero
sejttenyészetben, tovabba a  mutacid
jelentésen csokkenti a virus virulenciajat
egerben. A tovabbi 6t mutacionak viszont nem
volt jelentés hatasa a hazai torzs kérokozod



képességeére.

Kutatasaink felhivigk a figyelmet a
koérokozd hazai jelenlétére és alatamasztjak
kiterjedt és rendszeres monitoring vizsgalatok
vegzésenek jelentéségeét. A nyugat-nilusi virus
virulencigjaért felelds genetikai markerek
vizsgalatanak, a betegség korfejlédésének
pontosabb megismerése mellett, az
oltdbanyag-fejlesztésben is  felhasznalhaté

eredmeényei lehetnek.



Bevezetés

Az 1990-es évek kozepétdl a nyugat-
nilusi virus (West Nile virus, WNV) szamos -
sulyos, halalos aldozatokat is kovetel6 -
megbetegedést  okozott  Europaban és
Amerikaban, sé6t, napjainkban mar a WNV-
vilagszerte az egyik legelterjedtebb szunyog
terjesztette flavivirusként tartjak szamon
(Rossi és mtsai 2010; Weissenbock és mtsai
2010).

Magyarorszagon 2003 elétt,
koresetekbél nem mutattak ki nyugat-nilusi
virust. 2003-t6l hazimadarakbdl (Glavits és
mtsai 2005) és vadmadarakbdl is sikerult
Kimutatni a virust, s6t 2004-ben egy
magyarorszagi héja agyszovetébdl izolaltak
elészor 2-es genetikai vonalhoz tartozo



virustorzset Afrikan kival (Bakonyi és mitsai
2006). Az emlitett genetikai vonal eurdpai
megjelenésével szikségessé valt az izolalt
virusok alapos vizsgalata, mivel ezek a
virusok sokkal patogénebbeknek bizonyultak,
mint mas afrikai rokon torzseik (Beasley és
mtsai 2002).

A nyugat-nilusi virus enzootias ciklusat
vadmadarak mint amplifikacidos gazdak és
szunyogok mint biolégiai vektorok tartjak fenn.
Ezek a sziunyogok féként ~madarakon
taplalkoznak, de alkalomszerien
emldsallatokbdl és emberbdl is szivnak vért,
igy kozvetitve a virust a fogékony gazdaknak
(Savage és mtsai 1999; Apperson és mtsai
2004). WNV-t legaldabb 66 kiloénb6zd
szunyogfajbdl sikerllt mar kimutatni (CDC



2016). Eurdépaban elsédleges vektornak
bizonyultak a Magyarorszagon is széles
korben elterjedt Culex fajok (ide értve a C.
pipiens, C. modestus fajokat) és a
Coquillettidia richiardii (Hayes és mtsai 1989;
Higgs és mtsai 2004; Lvov és mtsai 2004,
Zeller és Schuffenecker 2004).

A nyugat-nilusi virus 2-es genetikai
vonalanak magyarorszagi megjelenése
valészinlleg az Eurdpa és Kozép-, illetve Dél-
Afrika k6z6tt vonul6  vandormadarakhoz
kothet6 (Ciccozzi és mtsai 2013). Ugyanakkor
a virus kontinensen valé megtelepedésének
alapfeltétele volt a megfelel6 amplifikacios
madarfajok és izeltlabu vektorok jelenléte.

A nyugat-nilusi virus kozvetitésére
alkalmas szunyog vektorok és a fogékony



madarfajok felderitése Eurdpaban is fontos
szerepet jatszik a virus Okoldgiajanak
megismerésében és az ellene valé hatékony

védekezés tervezésében.

Szamos tanulmany foglalkozik az 1-es
genetikai vonalhoz tartoz6 nyugat-nilusi
virustorzsek virulenciamarkereinek
felderitésével (Liu és mtsai 2006; Rossi és
mtsai 2007; Audsley és mtsai 2011; Donadieu
szOveteken nehezen  novekedd  virust
azonositottak mar (Chambers és mtsai 2008),
reverz genetikai rendszerek alkalmazasaval
pedig alacsony neurovirulenciat es
neuroinvazivitast okozé nukleotid-, illetve
animosav valtozasokat deritettek fel (Wicker
és mtsai 2006; Puig-Basagioti és mitsal



2007). Az NS1 (Liu és mtsai 2003), NS2A (Lit
és mtsai 2006; Audsley és mtsai 2011; Leung
és mtsai 2008), NS3 (Brault és mtsai 2007),
NS4B (Puig-Basagioti és mtsai 2007; Dauvis
és mtsai 2007; Welte és mtsai 2011; Wicker
és mtsai 2012) és NS5 (Davis és mtsai 2007
fehérjeket kédold gének esetében s
kimutattak olyan mutaciokat, amelyek a virus
egerekben valé attenualodasaért felelések
lehetnek.

Ellentétben az 1-es genetikai vonal
virusaival, a 2-es genetikai vonalat ilyen
szempontbdl kisérletes uton a mai napig nem
vizsgaltak. Potencialis  virulenciamarkerek
felderitése  csupanin silico, magas és
alacsony  patogenitasu  torzsek teljes
genomjanak elemzésével es



Osszehasonlitasaval (Botha és mtsai 2008),
illetve egy tanulmanyban az 1937 és 2011
kozott fellépd, egyre patogénebb torzsek
Osszehasonlitasaval tortént (McMullen és
mtsai 2013).



Irodalmi attekintés

3.1. Torténet, elterjedés

A nyugat-nilusi virust elsé alkalommal
1937-ben Afrikaban, emberi lazas
megbetegedésbdl izolaltak (Smithburn és
mtsai 1940), majd a kovetkezb évtizedekben
szamos torzsét mutattak ki az Ovilagban,
Eurdpa és Azsia orszagaiban, valamint
Ausztraliaban is (Gould és Fikrig 2004). Mare
az egyik legelterjedtebb arbovirus a Foldon,
az Antarktiszon kivul az Osszes foldrészen
jelen van (Weissenbdck és mtsai 2010). Az
1950-es évek elétt Afrika, Azsia, K6zép-Kelef
és Dél-Eurépa teruletén enyhe
megbetegedéseket és néhany halalos
kimenetell emberi, illetve 16 agyvel6-
gyulladassal jaré betegségeket kapcsoltak



Ossze nyugat-nilusi virusfert6zéssel. WNV
specifikus antitesteket talaltak Albaniaban két
emberi szérumban 1958-ban (Bardos és
mtsai 1959), néhany évvel késbbb pedig a
virust is sikerult izolalni emberbdl és
szunyogbol is a Rhone delta teruletén
(Hannoun és mtsai 1964), illetve emberbdl és
kullancsbdl a Volga delta tertletén (Chumakov
és mtsai 1964; Butenko és mtsai 1967). Az
1960-as  években  sporadikus  emberi
megbetegedéseket irtak le Dél-
Franciaorszagban (Hannoun és mtsai 1969),
Dél-Oroszorszagban (Butenko és mtsa
1968), Délnyugat-Romaniaban (Topciu és
mtsai 1971) és Spanyolorszagban (Filipe és
Andrade 1990). A kovetkezd évtizedekben
sem fordultak el kiterjedt jarvanyok, csak
néhany embert érintd eseteket jelentettek



Fehéroroszorszagbol (Voinov és mtsai 1981),
Nyugat-Ukrajnabol (Buletsa és mtsai 1989),
Délkelet-Romaniabol (Le Guenno és mtsa
1996; Tsai és mtsai 1998) és Csehorszagbdl
(Hubalek és mtsai 1999). A ’'90-es évek
kdzepétdl, 1996 és 2000 kdzott Romania,
Csehorszag, Olaszorszag, Oroszorszag,
Tunézia, Marokko, lzrael és Franciaorszac
terlletén is megjelentek az embereket,
lovakat és madarakat érint6 WNV jarvanyok,
halalos kimenetell  agyvel6-gyulladasos
esetekkel (Savage és mtsai 1999; Charrel és
mtsai 2003; Zeller és Schuffnecker 2004).
Europaban a hazankkal hataros orszagokban
is voltak halmozodott esetek, 1996-ban a
Duna-delta kornyékén, Romania délkeleti
terlletén (Tsai és mtsai 1998), 1997-ben



pedig Csehorszagban (Hubalek és mitsai
1999). A virust 1999-ben behurcoltak az
Egyesiilt Allamokba (Lanciotti és mtsai 1999),
ahol néhany év alatt elterjedt az egész
kontinensen, a vadmadarak koérében jelentés
elhullasokat  okozott, nagyszamu lovat
fertézott meg es szamos emberi
megbetegedést idézett el6. Kanadaban 2001-
ben madarakbdl, 2002-ben pedig emberekbdl
is izolaltak a virust. 2002-ben szeropozitiv
madarakat talaltak Jamaicaban és a
Dominikai Koztarsasagban, valamint
szeropozitiv lovakat Mexikoban. Ezt kovetber
emberi megbetegedést is leirtak a Karib-
térségben (Gould és Fikrig 2004).

A korokozo magyarorszagi
el6fordulasanak gyanuja el6szoér az 1970-es



években merilt fel. Az els6é feltételezett
virustorzset (WNmy) 1972-ben Veszprém
megyében, egy erdei pocokbdl (Myodes
glareolus) izolaltdk (Molnar 1982). A torzs
késobbi részleges nukleotid sorrend
vizsgalata alapjan a legnagyobb, 99%-o0s
hasonlésagot az 1951-ben, Egyiptomban
izolalt, Eg 101 jell referenciatorzzsel mutatta.
(Az eredményeket azonban annak tudataban
kell kezelni, hogy ezt a torzset hasznaltak
abban a szlovakiai laboratoriumban is
referenciatérzsnek, ahol a magyarorszagi
mintat vizsgaltdk). A nyugat-nilusi virus
magyarorszagi el6fordulasat viszont
alatamasztja, hogy Koller és munkatarsai
(1969) 1968-ban szeropozitivitast mutattak ki
emberi savomintakbol. Az elsé
megbetegedéseket is okozo virus



felbukkanasara azonban a 2000-es évek
elejéig kellett varni. 2003-ban idegrendszeri
tinetekkel és jelentés elhullasokkal jaré
jarvanyt  figyeltek meg egy  alfoldi
ludallomanyban. Molekularis biolégiai
modszerekkel a nyugat-nilusi virus jelenlétét
sikerllt kimutatni a mintakbdl (Glavits és
mtsai 2005). Az izolalt virustorzs nukleotid-
szekvenciajanak részleges meghatarozasa
alapjan a legkozelebbi rokon torzseknek az
1998-ban, Izraelben golyabdl (1s98
,AF481864”), majd 1999 utan az Egyesull
Allamokban  emberekbél, haziallatokbdl,
vadmadarakbdl és szunyogokbdl kimutatott
torzsek (pl. NY99a ,AF202541”, NY9%t
,AF196835”) bizonyultak. Ezek a torzsek
cirkulaltak Eurdpaban, a Kozel-Keleten és



Eszak-Afrikaban is az 1990-es évek végér
(Lanciotti és mtsai 2002, Bakonyi és mitsai
2004a). A ,Johan Béla” Orszagos
Epidemioldgiai Koézpont 1999-2000 évekber
kullancsencephalitis-ellenanyagra iranyulo
szeroepidemiologiai szlrdvizsgalatot vegzett.
A felmérd vizsgalat soran gy(jtott savomintak
utdlagos vizsgalata WNV-ellenanyagra pozitiv
mintakat tart fol. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a virus 1999 el6tt is cirkulalt az
orszagban, els6sorban azokon a teruleteken,
ahol 2003-ban a virust és ellenanyagait az
emberi es madar idegrendszeri
megbetegedésekbdl sikerult kimutatni
(Ferenczi és mtsai 2004).

2004-ben a Koros-Maros Nemzeti Park
tertletén él6 héjak (Accipiter gentilis) két



egyede idegrendszeri tlinetekben betegedett
meg, és az egyik madar el is pusztult.
Korbonctani, korszdvettani és molekularis
biolégiai modszerekkel a nyugat-nilusi virus
jelenlétét lehetett kimutatni a héja szerveibdl
(Bakonyi és mtsai 2006). 2004-t6l jellemzéen
sporadikusan el6forduld WNV  esetekel
regisztraltak hazankban, azonban 2008-ban,
az intenziv virusterjedés hatasara mar 22
neuroinvaziv human es 37 allati
megbetegedésbdl diagnosztizaltak  WNV-
(Bakonyi és mtsai 2013).

3.2. Rendszertani besorolas és
filogenetikai valtozatossag

A nyugat-nilusi virus a Flaviviridae
csaladon beluli Flavivirus nemzetség tagja.



Hemagglutinacio-gatlasi és
keresztneutralizaciés prébak alapjan a Japan
encephalitis virus szerokomplexbe tartozik,
amelynek tovabbi tagjai a Japan encephalitis
virus (JEV), a Kountago virus (KOUV), a St
Louis encephalitis virus (SLEV), a Murra
Valley encephalitis virus (MVEV) valamint az
Usutu virus (USUV).

A genetikailag valtozatos nyugat-nilusi
virusok egyetlen szerocsoportba tartoznak,
azonban az E-proteint kodold gén egy 225
nukleotid hosszusagu szakaszanak nukleotid
sorrendje alapjan a virustorzsek legalabb
nyolc genetikai vonalba sorolhatdék (1. abra).
A leginkabb valtozatos genetikai O0sszetétel az
afrikai kontinenshez kothetd, ahonnan a virus
szarmazik (Ciccozzi és mtsai 2013; May és



mtsai 2011). Az 1-es és 2-es genetikai
vonalba tartozé virusokat izolaljak
leggyakrabban emberi és allati
megbetegedésekbdl, mig a 3-8-as genetikai
csoport virusait sporadikusan mutatjak ki
Eurdpa, Afrika és Azsia bizonyos teriiletein.
Az 1-es és 2-es genetikai vonal
hozzavetblegesen 75% nukleotid-azonossagot
mutat.

Az 1-es genetikai vonal vilagszerte
elterjedt, ezen belll harom kladot kulonitenek
el: 1a, 1b és 1c. Az 1a-n belll eurdpai, afrikai
és amerikai torzsek, az 1b-ben az ausztraliai
Kunjin virustorzs, mig az 1c-n belul indiai
izolatumok vannak (Lanciotti és mtsai 2002;
Bakonyi és mtsai 2005).

A 2-es (genetikai vonalhoz tartozd



virusokat 2004-ig csak Afrikdban (a
Szaharatol délre es6 terlleteken) és
Madagaszkaron izolaltak (Lanciotti és mtsai
1999; Jupp és mtsai 2001; Zeller és
Schuffenecker 2004). Az 1937-ben elsdként
izolalt WNV is ehhez a genetikai vonalhoz
tartozott. Afrikan kivll 2-es genetikai vonalhoz
tartoz6 virust el6szor Magyarorszagon
mutattak ki  2004-ben, vadmadarakban
(Erdélyi és mtsai 2007). A kdvetkezd években
rokon virusokat mutattak ki vadmadarakbdl,
lovakbdl és emberbdl is Ausztriaban (Bakonyi
és mtsai 2006; Krisztalovics és mtsai 2008;
Bakonyi és mtsai 2013), Goérogorszagbar
(Chaskopoulou és mtsai 2011; Papa és mtsai
2011) és Olaszorszagban (Bagnarelli és mtsai
2011; Savini és mtsai 2012). A filogenetikai
vizsgalatok szerint az eurdpai 2-es genetikai



vonalu WNV Magyarorszagrol terjedt a
Ausztriaba, majd késébb Gordgorszagban és
Olaszorszagban okozott megbetegedéseket
(Bakonyi és mtsai 2013; Ciccozzi és mitsai
2013). Az utobbi években a magyarorszagi
virusokkal kozeli rokonsagot nem mutatd, de
a 2-es genetikai vonalba tartozé virusokat
izolaltak Oroszorszagban (Platonov és mtsai
2008 és 2011) és Romaniaban is (Sirbu és
mtsai 2011). Néhany évvel ezelbtt Szerbiabdl
és Horvatorszagbdl is jelentettek szeropozitiv
lovakat (Lupulovic és mtsai 2011; Barbic és
mtsai 2012), illetve kimutattak a virust
vadmadarakbol és human
megbetegedésekbdl is (Petrovic és mtsai
2013 a és b).

A 3-as genetikai vonalhoz egy 1997-ben



Csehorszagban szunyogbdl (Culex pipiens)
izolalt torzs (Rabensburg 97-103), mig a 4-es
genetikai vonalhoz egy 1998-ban, kaukazusi
kullancsbdl (Dermacentor marginatus)
kimutatott virus tartozik (LEIVKrnd88-190). Az
5-6s genetikai vonalat Indidban (Bondre és
mtsai 2007), a 6-os genetikai vonalat
Spanyolorszagban izolalt virusok képviselik
(Vazquez és mtsai 2010). A 7-es és 8-as
genetikai vonalhoz afrikai torzsek tartoznak
(Scherret és mtsai 2001 és 2002; Mackenzie
és Williams 2009; Fall és mtsai 2014). A 9-es
genetikai vonalat 2014-ben Magyarorszagon
is megtalaltak, Uranotaenia unguiculata
szunyogban (Kemenesi és mtsai 2014), habar
ezt a vonalat masok a 4-es vonal alaganak
tekintik (Pachler és mtsai 2014).



Mig Indidba, Ausztraliaba és az amerikai
kontinensre a genetikai vizsgalatok alapjan
egy alkalommal tortént behurcolassal jutott be
a virus, majd valt endémiassa és alakitott ki
onallé kladokat vagy genetikai vonalakat (pl.
1b klad vagy 5-0s genetikai vonal), Eurépaba
valészinileg  tobb  behurcolas  tortént
egymastol fuggetlenul (Rappole és mtsai
2000 és 2006; Monini és mtsai 2010; May és
mtsai 2011; Zehender és mtsai 2011).

Az 1990-es évek elejéig Afrikan kivil az
1-es genotipusu virusok okozta, tobbnyire
enyhe lefolyasu fert6zések voltak jellemzok,
csak sporadikusan okozva agyvel6-gyulladast
emberekben. Az elsé letalis encephalitissel
jaré esetet 1994-ben Algériabdl jelentették,
amelyet szamos neuroinvaziv fert6zéssel jaro



jarvany kovetett 1996-ban Romanidban.
Ebben az id6ben megndvekedett az
encephalitissel jaré6 megbetegedések szama
Eurdpa szerte mas orszagokban is (Sotelo és
mtsai 2011). Az 1999-es amerikai (Eszak-
majd Dél-Amerikat is  érint6) jarvanyt
ugyancsak 1-es genetikai vonalba tartozo
virustorzs okozta, sok emberi és Aallati
aldozatot szedve (Hayes 2001; Zeller és
Schuffenecker 2004). A 2-es genetikai
vonalhoz tartozé nyugat-nilusi virusok sokaig
nem tlntek olyan patogénnek, mint az 1-es
vonalhoz tartozék. Altalaban enyhe lefolyasu,
nem letalis megbetegedéseket okoztak
(Petersen és Roehrig 2001). Az els6 halalos
kimenetel(, Afrikan  kivlli  neuroinvaziv
fertézés 2004-ben Magyarorszagon tortént,
egy héjat (Accipiter gentilis) érintett (Bakonyi



és mtsai 2006; Erdélyi és mtsai 2007). Az
utébbi évtized vizsgalatai soran kiderllt, hogy
Afrikdban is el6fordulnak a 2-es genetikai
vonalhoz virulens toérzsek (Venter és mtsai
2010).

1. abra. A WNV f6bb genetikai vonalai.
A: telies nukleotid-szekvencian  alapulo
szamitas, B: az NS5 gén egy 1813 nt
hossziusagu szakaszan alapuld6 szamitas
(MEGAS, neighbor-joining, 1000-folc

bootstrap analysis). /Forras: Pachler és mtsai
2014/
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3.3. Avirus felépitése

A WNV virionja 45-50 nm atmérgju.
Kivulrél burok (envelope) boritja, ezen belll
helyezkedik el a nukleokapszid. A burok egy
gazdasejt eredetl kettés lipid membran,
amelybe két viralis glikoprotein, az 53 kDa-os
E protein (envelope) és a 8 kDa-os M proteir
(matrix) van beagyazva. Az E protein egyrészt
antigénkent viselkedik, masrészt
hemagglutinin, valamint a virus gazdasejthez
kotédését  biztositd  receptorfehérie s
(Petersen és Roehrig 2001). A 12 kDa-os
kapszidfehérjéb6l és a 11 kb hosszusagu,
pozitiv iranyitottsagu, egyszali RNS-b6
(+ssRNS) épul fel a 30-35 nm-es, ikozaédetr
szimmetrigju  nukleokapszid. @A  kodolo
molekula 5 végén egy 96 nukleotid



hosszusagu nem kodold szakasz
(Untranslated Region, UTR) talalhatdé, maijc
ezt koveti a 10 302 nukleotid hosszusagu
nyitott leolvasasi keret (a poliproteint kddolo
szakasz), végul a 3 vég elétt egy 621
nukleotidbdl allé UTR. A virus nem rendelkezik
poli-A farokkal, de utols6 néhany nukleotidja
nagyon konzervativ. A kodolé szakasz
egyetlen nyitott leolvasasi kerettel (ORF)
rendelkezik, és harom strukturfehérje,
valamint hét nem strukturalis fehérje génjét
tartalmazza. A virion felépitésében szerepet
jatsz6 strukturfehérjék a C (kapszid protein),
az E (envelope protein) és a 18-20 kDa-os
prM (prekurzor membran protein), melynek
késb6bbi enzimatikus hasitasaval keletkezik a
burok membranjaba integralt, 8 kDa-os M
protein. A nem strukturalis (NS) fehérjék -



NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B és NS5
— nélkulozhetetlenek a sikeres replikacidhoz,
részt vesznek a virion 0sszeépulésében és az
immunrendszer Kijatszasaban. Az NS1, NS3
NS4A és NS4B fehériek tobbek kozot
képesek a sejt membranjait karositani
szaporodasuk soran (Kaufusi és mtsai 2014).
Az egyik legfontosabb, virulenciat
meghatarozo tulajdonsag az interferon- (INF)
szignalizacios folyamat (INF signa
transduction pathway) blokkolasa (Samuel és
Diamond 2005; Keller és mtsai 2006; Suthar
és mtsai 2012). Az l-es tipusu interferon-
szignalizacioban bizonyitottan részt vesz a
virus NS2A (Liu és mtsai 2006), NS2B, NS3
NS4A (Liu és mtsai 2005), NS4B (Munoz
Jordan és mtsai 2005; Evans és Seegetl



2007) és NS5 (Laurent-Rolle és mtsai 2010
fehérjéje is. A genom felépitését a 2. abra
szemlélteti.

2. abra. A nyugat-nilusi  virus

genomjanak strukturaja. /Forras: Suthar és mtsai
2013/
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Az NS1 fehérje a fert6zott sejtek



felszinén expresszalédoé glikoprotein, melynek
egyik feladata az immunrendszer eldli
elrejtézés elbésegitése. A sejten belul hélabilis
homodimer format vesz fel, az intercellularis
membranokhoz  kapcsolodik, illetve igy
transzportalddik a sejt felszinére (Winkler és
mtsai 1988 és 1989), ahol immunmodulans
funkcidjat a komplementaktivitas
csokkentésén keresztlul latja el (Chung és
mtsai 2006; Schlesinger és mtsai 2006). Az
emldseredetl sejtek az NS1 fehérje oldékony
hexamer formajat szekretaljak is (Crooks és
mtsai 1994; Flamand és mtsai 1999). Az
immunmodulans feladatokon tul az NS1
fehérje részt vesz a replikacioban is. Egy
tanulmanyban Kunjin virussal fert6zott sejtek
ultrastrukturajat vizsgalva nyert bizonyitast,
hogy az NS1 fehérje — hasonldan mas



flavivirusokhoz, mint példaul a dengue virus
(Mackenzie és mtsai 1996) — vagy a sargalaz
virusa (Muylaert és mtsai 1997) a replikacioés
komplex  felépitéséhez is  szlkséges
(Westaway és mtsai 1997).

Az NS2A egy Kkicsi, hidrofok
membranhoz kotott fehérje, a replikaciés
komplexet koti az endoplazmatikus retikulum
(ER) membranhoz (Lindenbach és Rice
2001), részt vesz a virus Osszeépllésében,
valamint az IFNB promoterének aktivitasat
gatolja (Liu és mtsai 2004; Leung és mtsai
2008). Az NS2A fontos szerepet tolt be a
citopatogenitasban és a virulenciaban is
(Rossi és mtsai 2007).

Az NS2B a \virdlis NS3 protea:
kofaktora. Az NS3 gén tobbféle, a



replikacidban, valamint a poliprotein
hasitasaban és érésében szerepet jatszo
enzimeket koédol, ugy, mint tripszin-szeri
szerin protedz, RNS trifoszfataz, NTP-az és
helikaz (Wengler es mtsai 1991;
Padmanabhan és mtsai 2006).

Az NS4A a virdlis NS3 helikaz kofaktora
tovabba gatola az interferon-szignalizaciot
(Munoz-Jordan és mtsai 2005), illetve az EFR
modositasaval el6segiti  a  replikacids
domének beagyazédasat. Az NS4A C
terminusanak sejt altali hasitasaval jon létre a
2K fragment. A 2K feltételezhetéen az RNS
szintézisében vesz részt (Zou és mtsai 2009).

Az NS4B helikalis, hidroféb membranho:
kotott fehérje, INF antagonistaként viselkedik.
Az NS4A és NS2A aktivitasaval kiegészitve ¢



STAT-1 foszforilacié blokkolasan keresztul az
interferon-szignalizaciés kaszkad bénitasaval
kritikus szerepe van a sejt antiviralis
valaszanak blokkolasaban (Munoz-Jordan és
mtsai 2005).

Az NS5 a virus legnagyobb és egyber
legkonzervativabb  fehérjéje, egyrészt S-
adenozilmetionin metiltranszferaz (az 5 vég
metilezésével kialakita a metilsapkat),
masrészt RNS-dependens RNS-polimera:
(RdRp) aktivitassal rendelkezik (Guyatt és
mtsai 2001; Ray és mtsai 2006). Ezen kivdl
interferon-antagonista hatasa is van (Laurent-
Rolle és mtsai 2010). A 3'UTR régid specialis
harmadlagos szerkezettel rendelkezik, amely
fontos szabalyozé funkciét tolt be a virus
replikacidjaban és 0Osszeépulésében (Brinton



2002).
3.4. Virulencia

Neurovirulenciarol akkor beszélhetlnk,
ha a virus betegséget tud el6idézni az
idegrendszer megtamadasan keresztul. A
WNV virulencigjat leginkabb befolyasolc
tényez6k a neuroinvazivitas (a virus bejutasa
a kozponti idegrendszerbe) es a
neurotropizmus (a virus képessége, hogy
neuronokat és/vagy mas idegrendszeri
sejtcsoportokat megfertézzén, és azokban
tovabbterjedjen). Habar egy neurovirulens
virus altalaban neuroinvaziv is, ez nem minden
esetben jelenti azt, hogy a virus neurotropikus
is. Van olyan eset, amikor a tuneteket az
indukalt immunvalasz okozza. Tovabba az is
el6fordul, hogy egy neuroinvaziv virus nem



neurovirulens, ilyenkor a virus ugy fertézi meg
a kozponti idegrendszert, hogy tuneteket nem
okoz (Buchmeier és Campbell 2001).

A WNV gazdaban valé
fennmaradasanak es megbeteqitd
képességének feltétele, hogy a virus
bejusson a célsejtekbe, és az immunrendszer
elél rejtve maradjon. A sulyos betegseéget
okozd6 WNV tobb tulajdonsaga is ezt segit
el6. A virus szamos, kulonféle allatfaj eredeti
sejtpopulaciét képes megfertézni (Xiao és
mtsai 2001; Jacobson és mtsai 2005; Tesh
és mtsai 2005; Garcia-Tapia és mtsai 2006).
In vitro citolitikus, kulonbdzd sejtek (mint
példaul a neuronok) apoptdzisat idézi eld
(Parquet és mtsai 2001; Shrestha és mtsai
2003), in vivo pedig neuron-nekrézist okoz



(Shieh és mtsai 2000; Ziegler és mtsai 2013;
Diakakis és mtsai 2014).

A WNV-ok genetikai valtozatossaga
erésen befolyasolja a kiloénbdzd virustérzsek
virulencigjat. A genomban eléfordulé szamos
mutaciordl  bizonyitottak, hogy kilénb6zé
mechanizmusokon keresztul noveli vagy
éppen csokkenti a virus virulenciajat.

Beasley és  munkatarsai  (2005)
kimutattak, hogy az E fehérje 154. és 156.
helyén torténé aminosav-valtozasa gatolja az
N-glikozilaciot, es egerben jelentés
attenualddast eredményez. A  csokkent
neuroinvazivitas  okaként a  glikozilacio
elvesztése kdvetkeztében fellépd alacsonyabb
virusstabilitast jelolték meg, tovabba a
célsejtek  fert6zOképességére, a  virus



Osszeépllésére és sejtbdl valé
kiszabadulasara, valamint az E fehérje és a
célsejtek megzavart membranfuzidjara
gyakorolt hatast feltételezték (Beasley és
mtsai 2005). A glikozilacio virus
replikaciojaban betoltdtt szerepét masok is
vizsgaltak. Egy madar modellben a glikozilalt
E fehérjével rendelkez6 WNV-ok
virulensebbnek bizonyultak nem glikozilalt
tarsaiknal, valamint magasabb titert értek el a
megfertézott fiatal csirkék vérében (Murata
és mtsai 2010). Moudy és munkatarsai
(2009) tanulmanyaban a glikozilacio
elvesztése csokkent meértékld replikacidhoz
vezetett szinyog sejtvonalakon, és a Culex
szunyogok oralis fertézése utan a nem
glikozilalt virusok gazdara vald atvitele is
alacsonyabb mértéki volt (Moudy és mtsai



2009). A glikozilacié megléte vagy hianya nem
csak az E fehérje esetében tiinik jelentésnek.
Az NS1 fehérje glikozilaciés helyeinek
aminosav-valtozasai szintén neuroinvazivitas
csokkenéshez vezet. A glikozilacié elvesztése
az NS1 fehérje két vagy harom glikozilacios
helyén, alacsonyabb foku virémiahoz és
csOkkent letalitashoz  vezet egerben
(Whiteman és mtsai 2010). Az el6bbiekbdl
kovetkezben az E és az NS1 fehérje
glikozilaciojanak  valtozasa nagy hatast
gyakorol a virulenciara.

A WNV gazdaszervezetben valc
fennmaradasanak  alapkovetelménye az
immunrendszer hatékonysaganak
csOkkentése. Az egész Flaviviridae csalad
nagyfoku rezisztenciat tanusit az [INF-ok



antiviralis hatasaival szemben. Ebben a
flaviviralis NSP-knek kiemelkedd szereplk var
(Munoz-Jordan és mtsai 2003; Lin és mtsa
2004 és 2006; Best és mtsai 2005; Guo és
mtsai 2005; Liu és mtsai 2005). Az INF
indukalt immunvalasz gatlasa tobbféle uton
torténik, ezek kozul ugy tdnik, hogy a virulens
WNV-ok esetében kulcsszerepe az I-es
tipusu INF valasz befolyasolasanak var
(Keller és mtsai 2006). Mivel az immunvalasz
kijatszasaban a nem strukturalis fehérjék
dontd szerephez jutnak, a bennuk fellépb
mutaciok erre hatast gyakorolhatnak. A Kunjin
példaul az interferon-valasz gatlasanak
csOkkenéséhez vezetett szopds egérben, ami
az INF szint ndvekedését és a neurovirulencie
mérséklédését okozta (Liu és mtsai 2006).



Egy masik tanulmanyban az NS4B fehérje
C102S szubsztitucidéja neurovirulencia és
neuroinvazivitas-csdkkenéshez vezetett
egérben (Wicker és mtsai 2006), amely
okaként ugyancsak az INF-szignalizacic
gatlasanak zavara feltételezhet6. A flaviviralis
NS4B fehérje N-terminadlisanak elsé 12&
aminosava lehet felelés az INF-a/f
szignalizacioé inhibiciéjaért (Munoz-Jordan és
mtsai 2005), igy egy itt fellépd mutacio
lényegesen befolyasolhatja ezt a
tulajdonsagat.

A glikozilacién és az immunrendszergatlo
képességen tul egyéb tulajdonsagokat is
befolyasolhat a virus genetikai felépitése. Egy
tanuimanyban az NS4B fehérje E249G AS
szubsztitucioja példaul lelassitotta a virus in



vitro szaporodasat, szOvettenyészeten kisebb
plakkok alakultak ki, alacsonyabb szint(i volt
az RNS-szintézis,in vivo pedig jelentés
attenuaciot okozott egérben (Puig-Basagoiti
és mtsai 2007). Ugyanennek a nem
strukturalis fehérjének a P38G mutacioja egy
masik tanulmanyban szintén in vitro lelassult
replikacidhoz, in vivo pedig attenualédashoz
vezetett. A mutans virussal fert6zott
egerekben a virémia szintje alacsonyabb volt,
elhullast nem tapasztaltak, tovabba gyorsabb
és erbsebb immunvalasz alakult ki bennuk
(Welte és mtsai 2011).

Altaldnossagban  elmondhaté,  hogy
azoknak az AS szubsztitucidknak van
potencialis hatasuk a virulenciara, amelyek a
fehérje masodlagos szerkezetének



megvaltozasahoz  vezetnek  (példaul a
hidroféb-hidrofil AS csere), és igy a nem
strukturalis fehérje viralis replikacidban, vagy
a fehérje hasitasaban betoltott szerepe
karosodik, ami befolyasola a virus
virulenciajat (Botha és mtsai 2008).

A flavivirusok RNS-dependens RNS
polimeraza viszonylag magas hibaszazalékkal
dolgozé enzim (kb. 104 mutacio/nt kopia),
amely sokkal magasabb, mint a DNS-
polimeraz enzimeke, igy a virus szaporodasa
soran  tobb  virusvarians is  kialakul
(ugynevezett ,kvazispecies”-ek) (Batschelet
és mtsai 1976; Holland és mtsai 1982;
Steinhauer és Holland 1987). Mind ¢
kisérletes, mind a természetes fert6zések
esetében megfigyelhet6k ezek a



virusvaltozatok vagy -variansok, ugyanis
minden replikaciés ciklus alatt képzédhetnek
pontmutaciok, és az egyes mutaciok feltételes
szamitasok szerint barmely id&pillanatban
jelen lehetnek (Vignuzzi és mtsai 2005).
Ugyanigy a molekularis klonok a sejtbe jutas
utan, a gyors replikacié kovetkeztében rovid
alakitjak ki (Biebricher és Eigen 2006). A
WNV a természetben is kvazispecieskent
létezik. A new yorki 2003-as jarvany idején
gydjtétt tiz fert6zott madar és tiz fert6zott
szunyog pool E és NS1 génjeinek vizsgalate
soran kiderult, hogy a fert6zések hatterében
egy genetikailag valtozatos viruspopulacio all.
Tovabba a szunyogokbdl gyjtott szekvenciak
szignifikdnsan magasabb  valtozatossagot
mutattak, mint a madarakbdl gydijtottek. Ebbdl



arra lehet kovetkeztetni, hogy a WNV
genetikai diverzitasa inkabb az enzootikus
cikluson keresztil marad fenn, mintsem az
egyes gazdakban torténd mutaciok
kovetkeztében (Jerzak és mtsai 2005). A
WNV gazdan bellli populaciodinamikajanak
vizsgalatara egy tanulmanyban C. pipiens
szunyogban és fiatal csirkékben passzaltak in
vivo 20-szor a virust. A szunyogokban
passzalt virus genetikai diverzitasa jelentésen
magasabb lett a 20 passzazs utan, mint a
csirkében passzalt virusé. A virusokkal ezutan
egereket fertéztek meg. Az egerek
mortalitasa negativ korrelaciot mutatott a
WNV  mutans spektrumaval, vagyis &
valtozatosabb genetikai populaciot tartalmazo,
szunyogban passzalt virus kevésbeé



virulensnek bizonyult, mig a csirkében
passzalt, genetikailag egynemibb virus
ugyanolyan virulens volt, mint az eredeti,
kiindulasi térzs. Ugy tiinik tehat, hogy a
szunyogok a WNV genetikai diverzitasanak
6rz6i, mig a madarak a szelektalddasert
felelnek (Jerzak és mtsai 2007). Valészinlinek
tanik, hogy az antitest-medialt neutralizaciét is
a kvazispecies antigénbeli variacioja miatt
sikerul elkerulnie a virusnak a
gazdaszervezetben (Samuel és mtsai 2006).

3.5. A virus életciklusa

A WNV életciklusanak négy f6 allomase
van. 1. adszorpci6 és penetracio, 2.
transzlacio, 3. replikacio, 4. osszeépllés és
kiszabadulas. A virus az E fehérje



segitségével a sejthez kotédik és receptor-
medialt endocitozissal bejut a gazdasejtbe. A
sejtben a virus endoszoémakba
transzportalddik, amely  kompartmentek
savassaganak hatasara az  E-fehérje
konformacioja megvaltozik, aminek
kOvetkeztében a viralis és az endoszomalis
membran fuzional, majd a nukleokapszid a
citoplazmaba jut. A citoplazmaban a kapszid
és az RNS disszocidl. A virdlis +ssRNS
szerkezete a mMRNS-éhez hasonlo, igy &
policisztronos  transzlaci6 a  gazdasejt
mechanizmusaival és enzimei felhasznalasaval
torténik. A kodold régiordl tehat egyetlen
poliprotein prekurzor keletkezik, amely a
késbbbiekben érési folyamaton esik at, vagyis
cellularis és viralis proteazok hatasara tiz -
strukturalis és nem strukturalis - fehérjére



valik szét. Ezzel parhuzamosan — szintén a
citoplazmaban — zajlik a replikacid, a viralis
proteinek  altal megalapozott  specialis
doméneken, viralis eredet( RdRp
segitségével. Az RdRp a +ssRNS-
duplaszaliuva egésziti ki, majd ez a replikacids
intermedier kettévalik, és a levald6 —ssRNS
egeszul ki duplaszaluva, amely ugyancsak
kettévalk. Ez a folyamat  tébbszor
megismétlédik. A keletkez6 —ssRNS-ek
templatként szolgalnak a RdRp szamara a
kovetkezd ciklusban, a +ssRNS-ek pedic
bekapcsolddnak a transzlacidba. Veégul a
keletkez6 +ssRNS-ek és a strukturfehérjék az
ER-ba jutnak, ahol a virus 0sszeépul, majd az
ER-Golgi-apparatusban  érési  folyamator
mennek keresztll, veégul az utoédvirionok



exocitozissal vagy bimbdzassal elhagyjak a
gazdasejtet, mikozben atesnek az utolsé érési
fazisokon is (Castillo-Olivares és Wood 2004;
Rossi és mtsai 2010). A WNV életciklusat ¢
3. abra szemlélteti.

3. abra. A WNV életciklusa. /Forras:
Suthar és mtsai 2013/
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3.6. A virus terjedése, vektorok, gazdak

A Flavivirus nemzetség szamos olyan
virusfajt tartalmaz, amelyek egyarant képesek
allatokat és  embereket is  fertézni
(zoondzisok), és esetenkeént sulyos
megbetegedéseket el6idézni bennuk
(Mackenzie és mtsai 2002). Mint a fent
emlitett nemzetség dontd tobbsége, a nyugat-
nilusi laz koérokozoja is az arthropod-borne
virusok (arbovirusok) kozeé tartozik, vagyis a
fogékony gazdaszervezetek kozott elsésorban
izeltlabu vektorok terjesztik. A szunyogok altal
terjesztett flavivirusok gazdasagi
haszonallatokban vagy emberekben altalaban
sporadikusan, esetenként halmozottan
el6forduld6 megbetegedéseket idéznek el6.
Ezek a virusok a természetben féként



valamilyen vadon él6 rezervoar gazdafajban
maradnak fenn, és ezeknek a vadon él6
allatoknak a vérszivé parazitai biztositjak a
fert6zési ciklust. A vadon él6 madarak kozil
kllonds jarvanytani jelentéséggel birnak a
vonul6 fajok (Valiakos és mtsai 2012). Ezek a
madarak a téli, hideg id6szakot tropusi vagy
szubtropusi  teruleteken toltik, azonban
visszatérnek mérsékelt vagy hideg eégovi
éléhelyeikre, amint a tavaszi felmelegedéssel
elviselhet6 hdmeérséklet és kell6 mennyiségi
taplalék all ismét rendelkezésukre. Az emberi
telepulések  kozelében  talalhatdé  vizes
éléhelyek lehetbséget teremtenek a
vadmadarak, a vektorok és a helyi
teleplléseken ¢él6 vad és hazimadarak
talalkozasara. Mivel a vandormadarakban
hosszan tartdé virémia alakulhat ki, sokszor



tinetek nélkll (Semenov és mtsai 1973; Work
és mtsai 1955), a telelési id6szak alatti
esetleges  fert6zéssel bekerult  tropusi
koérokozéval egyutt érkeznek, konnyen
fertbzve igy a helyi szunyogpopulaciokat,
amelyekben a virus amplifikaloédik. A
szunyogok altal a virus bekerul a helyi — az
emberi telepuléseken is nagy szamban
megtalalhatd — madarak populaciojaba,
vagyis a szilvatikus ciklus mellett az urbanus
ciklus is kialakul. Ezt tamasztjak ala azok a
megfigyelések, miszerint a virusmentes
tertletekre betord WNV-t el6szor
szunyogokbol vagy vadmadarakbdl lehet
kimutatni. KésoObb alakulhatnak ki az akar
tomeges elhullasokkal jar6 jarvanyok a
fogékony madarakban, amit gyorsan kévetnek



az els6 emberi esetek is (Julian és mtsai
2002; Reisen és mtsai 2006).

A nyugat-nilusi virus esetében az
elsédleges biolégiai vektorok Eurépaban a
vilagszerte elterjedt Culex szunyogfajok (C.
pipiens, C. modestus)és a Coquillettidia
richiardii (Hayes 1989; Higgs és mtsai 2004;
Lvov és mtsai 2004; Zeller és Schuffenecker
2004), de a kdérokozo jelen van tobbek kozott
a z Anopheles, Aedes, és Ochlerotatus
fajokban is (Gould és Fikrig 2004). A virust
vilagszerte legalabb 66 kllonb6z6
szunyogfajbdl sikertlt mar kimutatni (CDC
2016), de ezeknek csak egy része kompetens
biolégiai vektor (képes megfertézddni a
virussal, benne elszaporodik és a
nyalmirigyében hordozott korokozot at tudja



adni a fogékony gazdanak) (Castillo-Olivares
és Wood 2004; Monini és mtsai 2010). A
féként madarak (alkalmanként ember és
emldsallatok) vérével taplalkozé szunyogok
hazankban is képesek istallékban,
barlangokban, pincékben attelelni, ezért a
fert6zott egyedek évrél évre atmenthetik a
virust is. Egy 2008-as tanulmany szerint a
Duna-delta teruletén — ahol hatalmas és
valtozatos populaciok élnek mind helyi, mind
vandormadarakat, mind pedig szunyogfajokat
illetéen — a 17 fajhoz sorolhatdé tébb mint 10
000 befogott szunyognak 99%-a 5 fajhoz
tartozott. A fajmegoszlas a kovetkezé volt: C.
pipiens  (44%), C. torrentium (27%), C.
modestus (11%), Coquillettidia richiardii
(14%), Anopheles maculipennis (3%) és
egyéb fajok O6sszesen (1%). Ugyanebben a



régioban az embereken fogott szunyogok
nagy része két fajhoz — C. modestus (35%)
é s C. richardii (34%) — volt sorolhato.
Ugyanakkor a régid6 egy varosaban
csalétekkel ellatott billen6 madarcsapdaval
gyUjtoétt szunyogok 93%-a C. pipiens, 5%-a
C. torrentium volt, mig C. modestus és C.
richiardii nem volt a csapdazott sziunyogok
kozott (Reiter és mtsai 2010). Hasonléan mas
emberi telepllések kornyezetében tortént
felméréshez, itt is az er6sen ornitofil C.
pipiens szunyogfaj volt a dominans (Hamer és
mtsai 2008). Ezek az adatok is azt mutatjak,
hogy a szunyogok sirlisége, fajosszetétele, a
gazdafajok eléfordulasa és a
vektorkompetencia kapcsolatrendszere
nagyon komplex és bonyolult.



A WNV vertikalis terjedését (e
korokozonak a fert6zott néstény szunyogbdl
az utddaiba torténé atjutasat) szamos
szunyogdfaj esetében igazoltak (Anderson és
mtsai 2006; Goddard és mtsai 2003),
tovabba kimutattak hibernalodott
szunyogokbdl is, ami bizonyitja, hogy a
kérokoz6 képes attelelni a fert6zott
vektorokban (Hayes és mtsai 2005; Calistri és
mtsai 2010; Farajollahi és mtsai 2011). A
kornyezeti hémérséklet és paratartalom
kritikus tényez6k a szunyogban torténd
replikacio és a nyalmirigybe val6 behatolas
id6tartamat tekintve: meleg id6ében a folyamat
nagyjabol két hetet vesz igénybe. Mivel a
kornyezeti tényez6k a vektorok
szaporodasara, aktivitasara is nagy hatassal
vannak, igy a mérsékelt égovi terlleteken a



nyugat-nilusi laz  jarvanyok kifejezett
szezonalitast mutatnak (Castillo-Olivares és
Wood 2004). A legtdbb eset nyaron és kora
Osszel figyelhet6 meg, ami egybeesik a
szunyogok maximalis aktivitasaval (Hubalek
és Halouzka 1999). A virus a természetben
enzootias (szilvatikus, exoantropikus) ciklus
formajaban marad fenn, melynek
kialakitasaban rezervoar madarfajok és
ornitofil szanyogok (C. univittatus, C. tarsalis,
C. modestus) vesznek részt. Ezek a
szunyogfajok foként madarakbdl szivnak vert,
alkalmanként azonban eml6soket és az
embert is megtamadjak (Savage és mtsai
1999; Apperson és mtsai 2004). Emellett
ismert egy epizootikus (urban, szinantropikus)
ciklus is, amelyben az emberi kdrnyezetben



€l6 madarak és olyan szunyogok szerepelnek,
melyek madarakon és emlésokon egyarant
tudnak taplalkozni (C. pipiens pipiens, C.
pipiens molestus, C. quinquefasciatus)
(Hubalek és Halouzka 1999; Monini és mtsa
2010). Ezek a sziunyogok tropusi és
mérsekelt égovon, varosban és vidéki
kornyezetben is elterjedtek. A C. pipiens
korabban elsGsorban a szilvatikus ciklus
fenntartasa kapcsan kerllt el6térbe, mint
ornitofil szinyog, az utdbbi években azonban
az Egyesiilt Allamokban leirtak a C. pipiens
két formajanak intenziv hibridizaciéjat és
megallapitottak, hogy az olyan hibridek,
amelyek Osei kozott tobb a molestus forma,
szivesebben taplalkoznak embereken vagy
egyéb emlésokon. Ezek alapjan manapsag
ugy vélik, hogy a C. pipiens fontos ,bridge”-



vektor, vagyis jelentés szerepe van a nyugat-
nilusi laz  koérokozdjanak madarakrol
emlésdkre és emberekre torténd atvitelében
(Farajollahi és mtsai 2011). Bizonyos
szunyogfajok tehat a WNV életciklusat e
fogékony madarak kozott  fenntarto,
ugynevezett ,enzootias vektorok”, mig mas
fajok a rezervoar vadmadarak és a
véletlenszerli ,dead-end” gazdak kozotti,
ugynevezett ,bridge”- (6sszekdtd) vektorok
(Medlock és mtsai 2007; Gray és Webb
2014).

Nyugat-nilusi  virust kimutattak mar
Ovantagokbal es kullancsokbol is.
Laboratoriumi  korulmények  kozott  az
ovantagok (pl. Argas arboreus, Ornithodoros
fajok) képesek voltak a fert6zést atvinni mas



allatokra is (csirkére, egérre), mig az
Amblyomma,  Dermacentor és Ixodes
kullancsok fert6z6dtek ugyan, a késdébbi
vérszivas alkalmaval azonban nem oltottak at
a virust a fogékony gazdakba. Az évantagok
és a kullancsok valoszinileg nem jatszanak
jelentés szerepet a virus atvitelében (Hayes
és mtsai 2005).

A WNV elsddleges gazdai a madarak;
tobb mint 326 madarfajrél (CDC, 2000
bizonyitottak mar, hogy fogékony a
virusfertézésre, am az egyes fajok esetében
nagy eltérések mutatkoznak a
virusszaporodas intenzitasa, a virémia ideje
és mertéke, valamint a Klinikai tunetek
tekintetében is. Bizonyos madarakban, mint a
verébalakuak (Passeriformes), a lilealakuak



(Charadriiformes), a bagolyalakuak
(Strigiformes) és a sélyomalakuak
(Falconiformes), a virus elég magas titert ér
el ahhoz, hogy a beléluk vért szivd szunyogok
fert6zédjenek. Ezeket a fajokat amplifikacios
gazdanak hivjuk. Egy amerikai tanulmany
alapjan madarakban a virémiakuszob, amely
ahhoz szukséges, hogy a szunyog vektorok
fert6zédjenek vérszivas soran 5*log10 PFU/mI
szérum (Reisen és mtsai 2005). Eurdpabar
és az Egyesilt Allamokban az emberi
kornyezetben nagy szamban él6 hazi
verébnek (Passer domesticus) tulajdonitanak
fontos szerepet a virus jarvanymenetében
(Castillo-Olivares és Wood 2004). Vannak
,szentinel” madarfajok is, mint pl. az amerikai
révidcsérl  varju (Corvus brachyrhyncos),
amelyek magas fogékonysaguk (sulyos



virémia és nagyaranyu elhullds) és emberi
kornyezetben val6 elterjedésik miatt a
virusaktivitdas megndvekedésének korai jelzéi
lehetnek. A madarakban a sulyos virémia
moribund allapottal jar, a szunyogcsipés ellen
nem tudnak védekezni, a testhémeérseékletuk
és légzésszamuk magas - ez mind szunyog-
csalogaté (Brault és mtsai 2007). Mas
madarak - mint pl. a ludalakuak
(Anseriformes) és a harkalyalakuak
(Piciformes) - a lovakhoz, szamos mas
fogékony  emldsfajokhoz,  hillékhéz  és
kétéltliekhez hasonléan alkalmi, véletlenszert
,dead-end” gazdak, vagyis képesek
megfertézddni a virussal, de az alacsony
vertiter miatt tovabbi sziunyogokat nem
fertéznek (Hayes és mtsai 2005; Monini és



mtsai 2010; Rossi és mtsai 2010).
Kompetens rezervoarnak bizonyultak viszont
bizonyos ragcsald, nyul és mokus fajok, vagy
a mississippi aligator (Alligator
mississippiensis) és a kacagd béka (Rana
ridibunda) is (Klenk és mtsai 2004; Hayes és
mtsai 2005; Jacobson és mtsai 2005; Monini
és mtsai 2010). A virusterjedés nem kizardlag
vektorokkal torténhet, leirtak mar intrauterin,
anyatejjel, veratomlesztéssel es
szervatultetéssel tortént fert6z6déseket is
(lwamoto és mtsai 2003; Gould és Fikric
2004; Kramer és mtsai 2007, Hinckley és
mtsai 2007). A WNV transzmisszios utjait
sematikusan a 4. abra szemlélteti.

4. abra. WNV transzmissziés utjai.
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Az Usutu virus oOkologiaja a WNV-ho:
hasonld, elsédleges gazdai a vadmadarak, és
elsédleges  izeltlabu  vektorai a Culex
nemzetségbe tartozo szunyogok. A



vadmadarak sokszor tunet nélkuli hordozdk, a
virus rezervoarjai, de bennuk betegséget és
akar tomeges elhullast is okozhat (Chvala és
mtsai 2007; Weissenbock és mtsai 2003).
Eurépaban az USUV sikeresen adaptalodott ¢
helyi korulményekhez, transzmisszids ciklusat
fenntartja a helyi vadmadarak és szunyog
vektorok kozott, és évrél évre okoz
elhullasokat a fogékony fajok egyedei kozott
(Weissenbock és mtsai 2003; Bakonyi és
mtsai 2017).

3.7. Klinikai tiinetek

Emberben a fertézések kb. 80%-a
tinetmentes, 15-20%-ban influenzaszeri
lazas tunetek jelentkeznek, mely korképet
nyugat-nilusi laznak (West Nile fever)



nevezlnk (Davis és mtsai 2006). A tlnetek a
fert6zott szunyog csipése utan 2-14 nappal
jelentkeznek: a laz, kimerultség, izlleti- és /
vagy izomfajdalom, étvagycsokkenés,
gyomor- és bélrendszeri panaszok, esetleg
visszatér6 bdérkiltés mellett szamos egyéb
ritkdn el6forduld Klinikai tlnetet (heveny
majgyulladas, hashartyagyulladas es
szivizomgyulladas) is leirtak (Couissinier-Paris
2006). Eléfordulhatnak szemet érintd tunetek
is, mint pl. multifokalis ér- és ideghartya-
gyulladas (Koevary és mtsai 2005). Az
idegrendszeri tuneteket nem mutato
embereknél a gyogyulasi id6 atlagosan 7-10
nap (Monini és mtsai 2010). A nyugat-nilusi
virussal fert6zott emberek kevesebb, mint
1%-aban alakul ki idegrendszeri
megbetegedés, amely agyveld-, illetve agy-



és gerincvelé-gyulladasban nyilvanul meg
(West Nile neuroinvasive disease) (Davis és
mtsai 2006; Kramer és mtsai 2007). Az
idegrendszeri érintettség fbleg az idésebb
korosztalyban, immunhianyos allapotban,
cukorbetegekben vagy daganatos
betegekben fordul el6. A neuroinvaziv
megbetegedések agyhartya- vagy agyvel6-
gyulladas, vagy akut petyhudt bénulas
formajaban, 1-7 nappal az influenzaszer(
tunetek kialakulasat kovet6en jelentkeznek.
Az agyvel6-gyulladas jelei a tremor,
mioklonus, megvaltozott tudatallapot, ataxia
és parkinzonizmus (Gould 2003; Couissinier-
Paris 2006; Davis és mtsai 2006; Monini és
mtsai 2010). Meningitisz esetén a laz mellett
az agyhartya-irritacio tipikus jelei figyelheték



meg: fejfdjas, a nyakizmok és a tarkd
merevsége, fotofébia (Kramer és mtsai
2007). Fiatal emberekben leirtak a WNV
fert6zés hosszutavon kialakulé tuneteként
vesebetegséget is: Nolan és mtsai (2012)
139, 57 év atlagéletkoru WNV fert6zot
ember 40%-aban diagnosztizalt
vesebetegséget évekkel a fert6zés utan.

Lovakban  ugyancsak  gyakori a
tinetmentes fert6zés, klinikai tunetek ritkan
jelentkeznek (Nielsen és mtsai 2008). A
betegség a szunyogcsipést kovet6 3-15
napos inkubacidos id6 utan lazas altalanos
tinetekkel (a laz nem feltétlen tinet lovak
esetében - OIE Manual 2013) és
gyengeséggel kezdddik. A korulbelil 10%-
ban kialakul6 idegrendszeri tunetek 1-2 héttel



az els6dleges tunetek megjelenése utan
azonban sulyos, heveny formaban, a virémia
lefutdsa utan jelentkeznek, valdszinlileg
masodlagosan, az immunkomplexek
kialakulasa miatt (Ward és mtsai 2006; Davis
és mtsai 2006; Pellegrini-Masini és Livesey
2006). Idegrendszeri tlnetek kialakulasa
esetén az elhullasi arany magas, a 30-40%-ot
is elérheti (Reed és mtsai 2010), illetve
felépulés esetén is maradhatnak vissza
idegrendszeri tunetek, ugy, mint viselkedés-,

testtartas-, illetve jarasmodbeli
rendellenességek (Wilson és mtsai 2003). A
gerincvel6-karosodasra visszavezethetd

idegrendszeri  tunetek ataxia, egy-vagy
kétoldali (legtdbbszor a hatsé labakat érintd)
parezis, esetleg négy lab paralizis
formajaban, gyakran bdér-tulérzékenységgel,



izommerevséggel vagy izomremegéssel
kisérve jelentkeznek (Weese és mtsai 2003;
Ward és mtsai 2004). Agyi érintettségre utald
tinetek a dizmetria, mentalis zavarok,
aluszékonysag, hiperexcitacid, agresszio,
hiperesztézia, vagy a VII., IX., XIl. agyidegel
érintettsége miatt kialakul6 facialis-bénulas,
nyelvibgas, diszfagia (Castillo-Olivares és
Wood 2004).

A nyugat-nilusi virus természetes gazdai
vadmadarak, amelyek sok esetben
tinetmentes hordozok. Azonban a ,szentinel’
fajok és mas érzékeny fajok, mint példaul
Magyarorszagon a héjaféléek /
vagomadarfélék (Accipitridae) vagy
Amerikaban a varjufélék (Corvidae) esetében
sulyos levertség és idegrendszeri tunetek



jelentkezhetnek, akar kifejezetten magas
elhulldsi rataval (Langevin és mtsai 2005;
Bakonyi és mtsai 2006; Brault és mtsai
2007). Az elhullas a nagyon érzékeny
fajokban akar jellegzetes tunetek nélkal, 24
oran belll is jelentkezhet. A nem specifikus
tlinetek (depresszid, anorexia, dehidracio,
csapzott tollazat, vonaglas, ataxia,
rendellenes fejtartas, remegés, inkoordinalt
repulés, parezis, dizorientacid, ragadozo
madarakban  akar vaksagig fokozddo
latasromlas) altalaban a fert6z6dést kovetd 5.
nap korul jelentkeznek (Gamino és Hofle
2013). Vilagszerte legalabb 326 kulénbdzé
fajhoz tartoz6 madar esetében regisztraltak
WNV okozta elhulldst (CDC, 2000). A
amerikai vagy europai, esetenként tomeges
elhullasokkal szemben az Ovilagban csak



sporadikusan  fordul el6  WNV-okozta
vadmadar elhullas (Gamino és Hofle 2013).

Tovabbi gerinces fajok, ragcsalok,
hillék, kétéltiek nyugat-nilusi virus fertézései
is ismertek, amelyek elhullasokban is
megnyilvanulhatnak, mint példaul az emlitett
mississippi aligator esetében az Egyesult
Allamokban (McLean és mtsai 2002; Miller és
mtsai 2003).

3.8. Korfejlédés, kérbonctan

A virus a szunyogcsipést kovetben a
fert6zott szanyog nyalaval jut a szervezetbe,
majd a beoltds helyén a bér Langerhans-
sejtjeiben (dendritikus sejtek) kezd
szaporodni. Innen  el6szor a  lokalis
nyirokcsomokba, majd azon keresztil a



nyirokaramba, onnan pedig a vérbe jut.
Kialakul az elsédleges virémia, aminek
kOvetkeztében a virus eljut a parenchimas
szervekbe (lép, maj, veseék), ahol pedig
tovabbi szaporodasa zajlik (Kramer és mtsai
2007; Rossi és mtsai 2010). A korbonctani
elvaltozasok altalaban nem patognomikusak,
korszovettani vizsgalatok soran
leggyakrabban limfocitas-hisztiocitas
perivaszkularis  infiltracio, gliozis, fokalis
neutrofil infiltracio, valamint neuron
degeneracio lathatdé az érintett szervekben
(Cantile és mtsai 2000). Immunhisztokémiai
modszerekkel a virusantigének is
azonosithatok  az  elvaltozast mutato
terlleteken. Extrém esetben, egyes fajokban
(pl. aranyhorcsog) perzisztensen is



megtelepedhet a virus bizonyos szervekben,
mint pl. az agyban vagy a vesében (Tesh és
mtsai 2005). Madarakban ezen kival a
lépben, a bdérben valamint a szemben is
fennmaradhat hosszabb ideig a virus (Gamino
és Hofle 2013). Perzisztens vesefert6zést
emberben is leirtak, egy tanulmanyban a
virdlis RNS 5-6 évvel a fert6z6dést kdvetber
is kimutathaté volt a vizeletbdl (Monini és
mtsai 2010; Baty és mtsai 2012). A
korfejlédés nem  egységes,  kilonb6zd
fajokban, kulénb6z6  virulenciaju  virusok
esetében is lehetnek az atlagostol valo
eltérések. Példaul madarakban nem
feltétlenll szikséges az elsédleges virémiat
megel6z6 helyi virusszaporodas sem, a
verben akar 30—45 perccel a szunyogcsipést
kovetéen megjelenik a virus (Reisen és mtsai



2007), és altalanossagban elmondhat6 hogy a
fert6zott madarak vérébdl egy nappal a
fert6z6dés utan mar kimutathaté. A virémia
csucsat a fogékony fajokban (mint példaul
lad, varju, szajkd) 2-3 nappal, kevésbé
fogékony fajokban (mint példaul csirke,
bagoly) 4—6 nappal a fert6zés utan éri el. A
virémia altalaban 6—10 napig tart (Gamino és
Hofle 2013). A neuroinvazivitdas maodja
egyelore még ismeretlen, tébbféle
feltételezés is elfogadott, ugy, mint passziv
transzport a vér-agy gaton at (annak
karosodasaval vagy karosodasa nélkll), a
ver-agy gaton valdé aktiv atjutas, illetve
retrograd terjedés a periférias idegek axonjai
mentén. A passziv transzport ellen szdl, hogy
a magas virustiter nem feltétlendl jar



neuroinvazivitassal, illetve a letalis
egérfert6zések nem jartak minden esetben
emelkedett permeabilitdssal. Sét, azokban a
fajokban (ember, 16) amelyekben alacsony a
vertiter, gyakoribbak a neuroinvaziv
megbetegedések. Ezekben az esetben lehet
fontos szerepe a periférias neuronok mentén
torténd retrograd virustranszportnak. A ver-
agy gaton keresztuli aktiv atjutas lehet6ségét
madarakban feltételezik, mivel
immunhisztokémiai modszerekkel sikerult az
endothel sejtekben WNV-antigéneket
detektalni (Castillo-Olivares és Wood 2004;
Kramer és mtsai 2007; Rossi és mtsai 2010;
Gamino és Hofle 2013).

3.9. Védekezés



3.9.1. Immunitas

A szervezet nyugat-nilusi virus elleni
védekezésében az immunrendszer sejtes és
humoralis immunitasanak megfeleld
mikodése is nelkulozhetetlen. A
virusfert6zést kovetéen a szervezet elsé
reakcioja az interferonok termelése, igy az |-
es tipusu interferon-szignalizacidja
nelkulozhetetlen korai lépés a virus elleniin
vivo kizdelemben. Az E, a prM/M és NS~
fehériék ellen termel6d6 virusneutralizalo
ellenanyagok a periférian torténd
virusszaporodast gatoljak (Chung és mtsai
2007; Colombage és mtsai 1998; Pincus és
mtsai 1992; Vazquez és mtsai 2002), mig a
citotoxikus T-sejtek a kdzponti idegrendszerbe
bejutott virust pusztitiagk el. A virus elleni



klizdelemben tovabba szerepe van a nem
neutralizalé ellenanyag-valasznak valamint az
ellenanyag-fuggé sejt-kozvetitette
citotoxicitasnak is. Az NS3 és NS5 fehérjék
ellen kialakul6 nem-neutralizalé ellenanyag
valasznak pontos szerepe még nem ismert
(Wong és mtsai 2003). A keringd neutralizald
ellenanyagok direkt (pl. az internalizacidhoz
szilkséges receptorok blokkolasaval), illetve
indirekt médon (a dekapszidacidhoz és a
citoplazmaba valé penetracidhoz szikseéges
konformacio valtozasok gatlasaval)
semlegesithetik a virust (Castillo-Olivares és
Wood 2004; Monini és mtsai 2010). A
megfelel6en mikodd immunrendszer
nélkulozhetetlen a virusfert6zéssel szembeni
védekezésben, ezért immunszupresszalt
egyénekben magasabb a kockazata a sulyos



megbetegedésnek (Davis és mtsai 2006).

3.9.2. Megelbzés

Jelenleg nincs altalanos és kotelez6
szlrévizsgalat (monitoring) és egészségugyi
szabalyozas a WNV jarvanyok elkerllése
tekintetében (Sambri és mtsai 2013), de
valészinileg Eurépaban erre nincs is szukség.
Az dltalanos  oOvintézkedések, mint a
szunyogirtas, szunyog-tenyészéhelyek
felszamolasa, szunyoghalok és
szunyogriaszté szerek hasznalata mellett az
emberek tajékoztatasa azonban fontos lehet a
fert6zés veszélyének csokkentésére.

Eurépaban az ECDC kezelésében eg)
internet alapu értesit6 rendszer mikodik a
WNV érintett tertletekrd



(http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/west_ni
fever_maps/pages/index). Ezen a weboldalon

az érintett terlletek térképes megjelenitésén
kivll a helyi esetekrél lehet tajekozodni, illetve
az adott teruleteken véradasra nem lehet
jelentkezni.

Lovak esetében a virusfert6zés ellen
inaktivalt és él6, attenualt vakcinak is
léteznek. Jelenleg Magyarorszagon és az EU-
ban centralis forgalomba hozatali engedéllyel
harom vakcina rendelkezik, az inaktivalt
kiméra flavivirust tartalmazé Equilis West
Nile® (Intervet/MSD), a rekombinans él¢
kanaripox virus alapu Proteq West Nile®
(Bl/Merial), illetve az inaktivalt WNV-
tartalmazé Equip WNV® (Zoetis). Eszak-
Amerikaban ugyancsak harom vakcina van


http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/west_nile_fever/west_nile_%20fever_maps/pages/index

forgalomban, egy formalin inaktivalt teljes
WNV-t tartalmazé (West Nile Innovatof®,
Zoetis), egy elolt virus tartalmu (Vetera®
WNYV vakcina, Bl/Merial) és egy rekombinans
el kanaripox kiméra vakcina (Recombitek®
Equine West Nile Virus Vaccine, Bl/Merial
(De  Filette 2012). A jarvanyszezon
megkezdése el6tt, a hasznalati utasitasnak
megfelel6en alkalmazott vakcina a
veszélyeztetett terlleteken (esetleg elbézetes
szeroldgiai felmérés utan, a még tinetmentes
fertbzésen at nem esett lovak részére)
megfelel6 védelmet ad a fertézés ellen.
Emberek szamara WNV vakcina nincs
forgalomban.

3.9.3. Gyogykezelés



Mint a virusfert6zésekre altalanosan, a
WNV kezelésére sincs specifikus gyogyszer.
A sulyos betegségben szenvedd egyének
kezelése ribavirinnel (Loginova és mtsai
2009), interferon-a-val (Kalil és mtsai 2005)
és WNV-specifikus immunglobulinnal (Hamdar
és mtsai 2002; Shimoni és mtsai 2001)
torténhet.



3.10. Diagnosztika

A WNV fert6zés gyors diagnosztikaje
kulcsfontossagu azokban az esetekben,
amikor a virus sulyos neuroinvaziv
megbetegedést okoz. Mivel a klinikai tunetek
és az 4altala okozott korbonctani és
korszovettani elvaltozasok jellegtelenek, nem
patognomikusak, a diagndzis a virus direkt
vagy indirekt kimutatasaval lehetséges. Direkt
viruskimutatd klasszikus virologiai modszer a
kKisérleti allatoltas (szopoOsegerek
agyvelejében), embrionalt tyuktojas oltasa
(allantoisz- és amnionuregében) valamint
szOvettenyészetek fert6zése (pl. Vero, liba
embrié-fibroblaszt). Az izolalas utan a virus
meghatarozasa WNV-specifikus monoklonalis
ellenanyagokkal vagy nukleinsav kimutatassal



torténhet (Gould 2003). Manapsag a virus
nukleinsavanak kimutatasara reverz
transzkripciés polimeraz lancreakciét (RT-
PCR) hasznalnak, amely gyorsabb és
kevésbé koltséges, mint a klasszikus
mobdszerek. Tovabbi elénye, hogy a megfelel6
PCR termék szekvendlasa utan a kapott
szekvenciak elemzésével a virus genetikai
rokonsaga is feltérképezheté. A RT-PCR az
idegrendszeri tunetek jelentkezésekor, a
sokszor alacsony szinti virémia esetén is
eredményre vezethet (Hayes és mtsai 2005).
Korszovettani mintakbol direkt kimutathaté a
virusantigén immunhisztokémiai (IHC), illetve a
virus nukleinsava nukleinsav hibridizacios
modszerekkel is. Direkt viruskimutatasra
alkalmas él6 allat esetében az alvadasban
gatolt vér (fehérvérsejt frakcidja), vagy a



liquor, elhullott allat esetében a szervek
(agyveld, gerincveld, esetleg a parenchimas
szervek) homogenizatuma. Embereknél a
vérbél torténd direkt RNS kimutatas sokszor
nehézségekbe Utkozik (a tlnetek
jelentkezésekor a virémia mar nagyon
alacsony szint(), vizeletbdl azonban
viszonylag hosszu ideig sikeresen kimutathato
a virus RT-PCR vagy \virusizolalas
mobdszerével (Barzon és mtsai 2013 és 2015;
Nagy és mtsai 2016).

A virus indirekt kimutatasa az ellene
termelt ellenanyagok detektalasat jelenti
verbél vagy liquorbdl. A szerologiai
vizsgalatok sokszor nem elég specifikusak
(HAG, ELISA, IF) a flavivirusok kozo!
fennall6 antigén-rokonsag miatt, bar plakk-



redukciods neutralizacios proba (PRNT) esetér
a savopar-vizsgalatok és a szoba jovo
keresztreagalo virusokkal (USuy,
kullancsencephalitis, JEV, MVEV, SLEV,
torténd szimultan titralas eredményre vezethet
a diagnézisban (Zeller és Schuffenecker
2004; Monini és mtsai 2010). A diagnézist
azonban megneheziti, hogy a PRNI
kivitelezése BSL3 szintli biztonsagi labori
igényel. Heveny fert6zés kimutatasara
alkalmas az IgM tipusu ellenanyagok
detektalasa (pl. IgM-fogé ELISA mddszerrel
indirekt immunfluoresszencias (IF)
vizsgalattal, vagy hemagglutinacio-gatlasi
(HAG) prébaval), amelynek vérszintje heveny
fertbzés esetén hirtelen emelkedik, és a
fert6z6déstél szamitott 6—10. naptdl maximum
2-3 honapig mutathaté ki a vérsavobadl (Varga



és Fodor 2003; Davis és mtsai 2006). Az IgC
ellenanyagok a fert6zést kovetd 2—3. hétben
jelennek meg, és akar tobb évig is
kimutathatok (pl. 1gG-fogd ELISA prébaval) ¢
versavobol. Heveny  fert6zésre lehet
kOvetkeztetni savopar vizsgalattal;, a 2-3
héttel késb6bb vett vérmintaban minimum
négyszeres titer emelkedés friss fert6z6désre
utal (Durand és mtsai 2002; Varga és Fodor
2003). Az IgG ellenanyagok detektalasa a
(tinetmentes) fert6zés utdlagos bizonyitasara
is alkalmas, akar madarak esetében is. A
jelenleg ismert szeroldgiai médszerekkel nem
lehet elkuloniteni az atvészelés kapcsan
megjelend, maternalis vagy az immunizalas
hatasara termelt ellenanyagokat, sem pedig
meghatarozni, hogy a virus, amely a fert6zést



okozta, melyik genetikai vonalhoz tartozik.

Embereknél az Eurdépai Unié definicidje
szerint (ECID Brussels 2012) akut WN\
fertézés bizonyitott, ha vérbél vagy liquorbdl
izolalhaté a virus, vagy kimutathaté az RNS-e,
illetve IgM ellenanyagok vannak a liquorbar
vagy a verben magas az IgM titer,
kimutathatd6 az IgG és neutralizacioval
bizonyitottan WNV ellen termel6dott.



Célkitiizések

Vizsgalataink célja az utébbi évtizedben
Magyarorszagon kimutatott flavivirus-
fertbzések — els6sorban a WNV — nyomor
kOvetése, a nyugat-nilusi  virustorzsek
genetikai jellemzése, jarvanytani
sajatossagaik és allategészségugyi, illetve
kOzegészségugyi jelentoségik felderitése
volt.

Ennek érdekében munkank egy része a
virusok fenntartasaban és terjesztésében
kulcsszerepet jatszé vadmadarak és izeltlabu
vektorok vizsgalatara iranyult, passziv és
aktiv monitoring rendszerek felallitasaval.

A flavivirusok terjesztésében fontos
szerepet jatszd izeltlabu vektorok hazai



vizsgalatara eddig kevés figyelem iranyult.
Ezért egyik célkitlzésunk a WNV hazai vektol
fajainak meghatarozasa, és az érintett
terlleteken él6 vektorokban a virusfert6zés
gyakorisaganak felmérése, tovabba a
leginkabb érintett es veszélyeztetett
madarfajok kérének meghatarozasa volt.

A kutatas masik részében celunk volt a
Magyarorszagon el6forduld6  WNV  2-es
genetikai vonalahoz tartozd egyik hazai
virustorzs patogenitassal Osszefliggd
virulenciamarkereinek azonositasa. Ennek
feltétele a virus genetikai anyagat tartalmazo,
telies hosszusagu fert6z6 klon eldallitasa volt,
amely genomjanak mutagenezissel torténd
modositasaval lehetévé valt a rekombinans
virusok tulajdonsagainak in vitro, illetve in



vivo vizsgalata.

A hazai  koéresetekbdl  kimutatott
virustdrzs virulenciajara hatast gyakorld
genetikai  tényez6k feltarasaval fontos
informaciokhoz juthatunk a 2-es genetikai
vonalhoz  tartozd  nyugat-nilusi  virusok
fenotipusos tulajdonsagaira (pl. virulencia,
neuroinvazivitas) vonatkozoan is.



Anyag és modszer

5.1. Magyarorszagi felméré (monitoring)
vizsgalatok

5.1.1. Passziv monitoring vadmadarakban és
lovakban

A passziv monitoring f6 eleme
idegrendszeri  tunetekben megbetegedett
vagy elhullott gerinces gazdak, foéként
vadmadarak és a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal Allat-egészségiigyi
Diagnosztikai  Igazgatésag (NEBIH ADI

laboratériumaiba valamint az
Allatorvostudomanyi Egyetem
laboratériumaiba kaldott, idegrendszeri

tuneteket mutaté lovak mintainak vizsgalata
volt. A vizsgalt vadmadarak a NEBIH AD



laboratériumaiba érkez6, a koérelbzmény és
kérbonctan alapjan gyanusnak itélt vadmadar
hullak, nemzeti parkok munkatarsai altal
gydjtott, allatkertekben és madarmenté-
allomasokon kezelt, valamint solymaszok altal
nevelt madarak mintai voltak, amennyiben a
WNV fertézés gyanuja felmerilt. 2010-t6
2013-ig a NEBIH ADI-ba az orszago:
madarinfluenza monitoring program keretein
belll vizsgalatra érkezd minden (évente 275,
181, 266 illetve 257) vadmadar hullat
megvizsgaltunk. 2009 és 2015 kozott ez
évente 79, 335, 241, 336, 354, 83, illetve 54
madarhulla vizsgalatat jelentette. A NEBIF
ADI-ba érkezett vadmadar hullakat WN\
mellett egyéb flavivirusok jelenlétére is
vizsgaltuk.



5.1.2. Aktiv monitoring szunyog vektorokban

A szunyogokat 2011 és 2012 év soran
gy(jtottik ot foldrajzi terlleten, 24 gydijtési
ponton (5. abra). A szinyogok szezonalis
aktivitasat figyelembe véve a gyljtés majus és
szeptember hénapok kozott tortént, bizonyos
pontokon téli mintagydjtéssel kiegészitve. Az
emlitett 6t foldrajzi terllet elhelyezkedése a
kovetkez6 volt:

Lerdlet 1”: Dél-Dunantul (4 gydjtési pont
Baranya megyében):
e Pécs koOzelében talalhato
mocsaras terilet (22)

e sumonyi madargydrizé
kozpont (24)



e Mohacshoz kozel es6® Duna
holtag (21)

e Drava artere a
dravaszabolcsi hataratkeld
kozelében (23)

Jterilet 11”: Eszakkelet-Magyarorszag (
gyUjtési pont Szabolcs-Szatmar-Berec
megyéeben):

e Tisza artere (két gydijtési
pont) (1, 2)

e mocsaras teruletek Kisvarda
kozelében (két gydijtési pont)
(4, 8)

e Kisvarda kozelében
elhelyezkedd viztarozo (5)

Jeralet 111”:  Kelet-Magyarorszag (€



gy(jtési pont Hajdu-Bihar megyében):

e Debrecen kozeli galériaerddk
(két gydijtési pont) (9, 10)

e Debrecen kdzeli horgasztavak
(két gydjtési pont) (11, 13)

e Debrecen varoskozpont (12)
e Hortobagyi Nemzeti Park (15)

Jerilet 1V”: Délkelet-Magyarorszag (4
gy(ijtési pont Békés megyében):
e Kardoskut kozeli juhistalld
(18)

o Kardoskut kozeli kék vércse
(Falco vespertinus) fészkel6
hely (18)

e korosladanyi galambduc (17)



e dévavanyai baromfi és
sertéstarto telep (16)

Jerulet V”: 2 gydjtési hely Kozép-
Magyarorszagon:
e Ocsai pince (19)

e kacsatelep Fels6erek
kozelében (20)

A téli csapdazasi pontok az elébb
felsorolt helyszinek kozelében,
baromfitelepeken (3), pincékben (5, 7, 8),
juhistallokban (6, 8) és tehenészetekben (14)
helyezkedtek el.



5. abra. A WNV-re tesztelt
szunyogpoolok gydijtési teruletei. A pontok
jelolik a gydjtési helyeket (Ures korok: csak
negativ mintak; teli korok: legalabb egy WNV
pozitiv minta). 1: Fényeslitke, 2:
Szabolcsveresmart, 3: Doge, 4: Kékcse, 5:
Kisvarda, 6: Anarcs, 7: Ajak, 8: Gyulahaza, 9-
13: Debrecen, 14: Hortobagy-Halasto, 15:
Egyek (HNP), 16:  Dévavanya, 17
Korésladany, 18: Kardoskut, 19: Ocsa, 20:
FelsGerek, 21: Mohacs, 22: Pécs, 23:

Dravaszabolcs, 24: Sumony. /Forras: Szentpali-
Gavallér K és mtsai 2014/
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A szunyogcsapdazasi modszerek
eltéréek voltak teruletenként. Az l-es
terlleten az emberre szallo feln6tt egyedeket
szivocsovel, illetve a Pécs kozeli mocsaras
terileten elhelyezkedd  gydjtési  ponton
fuggébleges légaramlasu fénycsapdak
segitségével is gydjtottuk. A csapdazott
szunyogokat 6t naponta Osszegydjtottuk és
laborba szallitottuk, ahol -20°C-ra
fagyasztottuk. Az emberre szall6 szinyogok
gyljtése hetente egyszer, 15 perces
id6étartamban, napnyugta utan tortént. Az igy
élve befogott sziunyogokat a laboratériumban
ugyancsak —20°C-ra fagyasztottuk. A Il-es és
[ll-as  terlleteken az emberre szall¢
szunyogokat havonta  kétszer = motoros
szivéval, napnyugta utan 15 percen keresztuil
gydjtottuk. Ekozben tortént a csipésszam és



a kullemi vizsgalat is. Télen az atteleld
szunyogokat szivocsével és motoros szivoval
csapdaztuk épuletek belsd falardl, pincékbdl
és 16-, juh-, baromfi- és tehénistallokbol
(Kisvarda kozelében 6, a HNP-ban egy
ponton). Gyljtés utan az  imagokat
hitéladaban szallitottuk a laborba, ahol —
20°C-os fagyasztéban taroltuk a tovabbi
vizsgalatokig. A IV-es és V-0s teruleteken
tobbszori egész napos gydjtés tortént. A
szunyogokat épuletek bels6é falardl -
Kardoskuton juhistallokban és pincékben,
Kordsladanyban galambducban és pincékben,
Dévavanyan baromfi-, és sertéstelepeken,
Ocsan pedig pincékben — szivocsével
gyjtottuk. Felsbereken és Kardoskuton ezer
kivul fénycsapdazas is folyt.



A két év alatt Osszesen 23 193
szunyogot (645 poolban) vizsgaltunk meg
WNV jelenlétére. Ez 2011-ben 11 728, 24
kulénb6z6 fajhoz tartozdé szanyogot, 2012-ben
pedig
11 465, 18 kulonbozb faju szanyogot jelentett.
A gydjtott és vizsgalt szunyogok szama és
fajmegoszlasa az 1. tablazatban lathato.



1. tablazat. A WNV jelenlétére teszteli
szunyogok szama és fajmegoszlasa gydjtési

teruletenként.

Teriilet Teriilet Teriilet
I ] ]|

Aedes cinereus

2206 202 44

Aedes rossicus

356

Aedes vexans

8603 814 98

Anopheles
algeriensis

11

Anopheles
claviger

14 6

Anopheles
hyrcanus

876 11 183

Anopheles
maculipennis

113 2 4




Anopheles

plumbeus 23 7
Coquillettidia

richiardii 790 313 471
Culex hortensis 1

Culex martinii 7

Culex modestus 323 255 116
Culex pipiens 87 2 2
Culex territans 5

Culex torrentium

Culiseta

alaskaensis 1

Culiseta annulata

Ochlerotatus

annulipes 395 28 68

Ochlerotatus




cantans

29 29

221

Ochlerotatus
caspius

20

Ochlerotatus
cataphylla

Ochlerotatus
excrucians

Ochlerotatus
flavescens

25

39

Ochlerotatus
geniculatos

Ochlerotatus
leucomelas

Ochlerotatus
rusticus

68

Ochlerotatus sp.




Ochlerotatus

sticticus 5656 38 55
Uranotaenia
unguiculata 34




5.1.3. A mintak feldolgozasa, nukleinsav-
kivonas és real-time RT-PCR

A szunyogok fajmeghatarozasa
sztereomikroszképpal  (Olympus,  Tokyo,
Japan), 25x-0s nagyitas mellett, Becker és
munkatarsai (2003) illetve Kenyeres és Toétk
(2008) morfoldgiai kulcsai alapjan, hitott
padon tortént. Az egyedeket faj, nem, gydjtési
hely és id6 szerint csoportositottuk, és
maximum 50 egyedet tartalmazd poolokba
rendeztik. Ezutan tovabbi harom alcsoportra
osztottuk, mint 1-3, 4-19 illetve 20-50
egyedet tartalmazé pool, és a molekularis
vizsgalatokig 1,5 ml-es mikrocentrifuga
csovekben —-80°C-ra  fagyasztottuk. A
vadmadar mintdk  egyesével  kerultek
feldolgozasra.



A 1-3, 4-19 Illetve 20-50 egyedet
tartalmazé rovar poolok és a vadmadar,
illetve 16 szervek homogenizalasa steril PBS
pufferben, félautomata  homogenizatorral
(Tissue Lyser, Qiagen, Hilden, Németorszag)
tortént. Homogenizalas utan a fémgolyodt
tartalmazé csoéveket 10 percig, 10 000 x g-n
centrifugaltuk a szovettormelékek leulepitése
céljabol. A viralis RNS-t 100 uL fellluszébdl
automata X-tractor Gene nukleinsav-kivong
robottal (Corbett Robotics, Queensland,
Ausztralia), Nucleospin 96 RNA Total RN/
Isolation  Kit (Macherey-Nagel, Duren
Németorszag) felhasznalasaval izolaltuk. A
mintakban ezutan a WNV nukleinsavat RT-
PCR moddszerekkel vizsgaltuk, ugy, mint a
Bakonyi és mtsai altal (2013) leirt, a genom
NS3 régidjat célz6 TagMan alapu real-time



PCR és egy, a genom SUTR régiodjare
iranyul6 ugyancsak TagMan alapu real-time
RT-PCR (Linke és mtsai 2007). A Bakonyi és
mtsai altal leirt (2013) modszert kissé
modositva (a gatldo TAMRA festék helyett 3
BHQ-t hasznaltunk) és a sajat laborat6rium
feltételeinkhez  optimalizalva  alkalmaztuk.
Pozitiv mintak esetében a real-time RT-PCF
termék szekvenalasaval ellen6riztik a WNV
jelenlétét. A kimutatott virustorzsek kozul
egyesekbdl tovabbi nukleinsav-szakaszokat
erdsitettink fel RT-PCR segitségével, maijc
az  amplifikaciés  termékek  nukleotid-
szekvencidinak meghatarozasat kovetden
genetikai  0sszehasonlito  vizsgalatoknak
vetettuk ala Oket (Bakonyi és mtsai 2013). A
vadmadar mintakat egyéb flavivirusok



kimutatasanak céljabol tovabb vizsgaltuk a
Weissenbock és munkatarsai altal leirt pan-
flavi RT-PCR mddszerrel is (Weissenbdck és
mtsai 2002). Tovabba a NEBIH ADI-b:
érkezett, heveny idegrendszeri tuneteket
mutatd lovakbdl gydjtott savémintakat WNV
elleni IgM-tipusu ellenanyagokat jelenlétére
vizsgaltuk ELISA moddszerrel (Ingezim Wes
Nile IgM 1.4. WNV K.2. kit, Ingenasa, Madric
Spanyolorszag).



5.2. Magyarorszagi 2-es genetikai vonalu
nyugat-nilusi virus klénozasa,
mutagenezise, in vitro és in vivo
patogenitas kisérletek

5.2.1. Kiindulasi virus elszaporitasa

A WNV-578/10 elnevezési (GenBank
azonosité: KC496015) virustorzs egy 2010-
ben a SZIE AOTK Ulsi Nagyallatklinika
idegrendszeri tuneteket mutato és
végstadiumban ledlt 16 agyvelejébdl
szarmazott. A  virustorzs  legkdzelebbi
genetikai rokonsagban a Magyarorszagon
2004 ota cirkulald, 2-es genetikai vonalhoz
tartoz6 WNV torzsekkel allt. A virus
elszaporitasahoz  10%  kolosztrummentes
fotalis borjusavéot (FBS) tartalmazé Eagle’s
MEM szovetfenntarté folyadékban (Sigma-



Aldrich, Saint Louis, MO, USA) fenntartot
egyrétegl Afrikai z0ld majom vese epithel
(Vero) sejtvonalat hasznaltunk. A fenntartd
folyadék 0,3 mg/ml glutamint, 100 U/ml
penicillint, 0,1 mg/ml sztreptomicint és 0,25
Mg/ml  amphotericin  B-t  (Sigma-Aldrich) s
tartalmazott. A szoOvettenyészet adszorpcios
fertbzése utan 4 nappal, a maximalis
citopatogén hatas elérésekor a palackok
haromszori fagyasztasa és olvasztasa utan a
szOvettormelék és a fellluszoban maradd
virus  elkulonitése  érdekében alacsony
fordulatszamu centrifugalas (1000 x g, 20
perc) kovetkezett. Végll az elszaporitott
virust pelletizaltuk (felGluszé
ultracentrifugalasa 50 000 x g-n, 8 dran
keresztul) és 100 yL PBS-ben oldottuk fel.



5.2.2. RNS kivonas és komplementer DN
(cDNS) szintézis

Az RNS kivonasat az ultracentrifugall
virus szuszpenziobdl QlAamp Viral RNA Mir
Kit-tel (Qiagen) végeztik, a gyarté utasitasai
szerint. Az RNS virus genomjardl készull
telies hosszusagu egyszalu komplementer
DNS (cDNS) elballitasa SuperScript |11 Firs
Strand  Synthesis  System  (Invitrogen
Carlsbad, CA, USA) reverz transzkripcios
rendszerrel és genomspecifikus primerrel
tortént (3'XbaSacllR). Az eljaras Iényege
réviden: elsé lépésben 5 uL reverz primert (10
MM) és 1 pL RNS-t mértink 7,5 pL RNaz
mentes vizbe, majd 5 perces 65°C-o0s
hékezelés utan 4°C-ra hiitottuk vissza. A 10



perces hitést kdvetéen a reakcid6 masodik
lépésében 11 pL reakcidelegyet (2 pL
reakciés puffer, 4 pyL MgCh, 2 L
dithiothreitol (DTT), 1 ppL RNase OU
inhibitor, 1 uL SSIIl enzyme és 1 pyL dNTF
mix) meértiink az els6é lépésben 6sszeallitott
folyadékhoz. A reakcidelegyet 30 perces
szobahdn valé allas utan 60 percig 50°C-ra,
majd 5 percre 85°C-ra melegitettik fel. A
végul 4°C-ra visszah(tott, mar cDNS-
tartalmazé elegyet RNaz H kezelésnek (1 ulL
RNaz H hozzaadasa utan 37°C 20 percer
keresztul) vetetttk ald a heteroduplex
termékek RNS szalainak elbontase
erdekeében.



5.2.3. Plazmid és kompetens sejtek

A felhasznalt pBeloBAC TGE (Wang é:
mtsai  1997)  bakteriadlis  mesterséges
kromoszoma (BAC) wvektort L. Enjuanes
(Centro Nacional de Biotecnologia,
Department of Molecular and Cell Biology,
Madrid, Spanyolorszag) bocsatotta
rendelkezésunkre, amelyet Balint  és
munkatarsai (2012) modositottak egy, a 3’
jarulékos szekvenciak utani Xhol restrikcids
enzim vagoéhely torlésével, tovabba egy Sfil,
Sfol, BstBI, Clal, BamHI, Xhol, AsiSI, Avrll és
Sacll  restrikcios enzim  vagohelyekel
tartalmazd tobbszoros klonozd hely (multiple
cloning site) beépitésével. Az igy létrehozott
pBeloBAC FP plazmidot mint kiindulasi vektor
hasznaltuk a WNV klénozasahoz. A plazmid



felszaporitdsahoz Max Efficiency DH10E
kompetens Escherichia coli baktériumokat
(Invitrogen)  hasznaltunk.  H&sokk  altali
transzformacié utan a  baktériumokat
kléramfenikol tartalmu taptalajra oltottuk, igy
a kléramfenikol  rezisztenciaért felel6s
szakaszt is tartalmazé pBeloBAC FF
plazmidot felvett kompetens sejtek
szelektiven ndvekedhettek. A transzformaciot
kovetben egy éjszakan at tartd novekedés
utan Qiagen Large Construct Kit (Qiagen
segitségével nyertuk ki a kiindulasi, illetve
késobb a klonozasi lépések soran elballitott
rekombinans plazmidokat.

5.2.4. A teljes hosszusagu duplaszalu DNS
eléallitasa fuzios PCR-ek segitségével



A modszer elve a virus teljes genomjat
lefedd, egymassal atfed6 polimeraz
lancreakcidk termékeibdl felépuls fuziés PCR-
ek sorozata. A polimeraz lancreakciékhoz
genomspecifikus primereket (2. tablazat) és a
nagyon alacsony hibaszazalékkal dolgozo
(Phusion HF pufferben a hibaszazalék 4,4
1077, ami 50-szer alacsonyabb, mint a Taq
polimerazé), kifejezetten hosszu  DNS
szakaszok felerGsitéséhez  alkalmazhato
Phusion Hot Start High-Fidelity DNS polimera
enzimet (Finnzymes, Espoo, Finnorszag)
hasznaltunk. A genomspecifikus primereket a
PrimerSelect (Lasergene, Madison, W1, USA
programmal terveztik és ellenériztuk.

A modszer a kovetkez6 fazisokbadl allt:
elsé lépésben a CMV prométer szekvenciat



nyertik ki a pBeloBAC FP plazmidbdl, illetve
a virus elsdé 5426 nukleotidjat erésitettik fel
PCR-rel, genomspecifikus primerek
felhasznalasaval (5’SFITF*1FRC, illetve
1F*5426R). Az igy eléallitott két PCF
termékbdl fuzios PCR-el allitottuk el az I-es
fragmentet, kihasznalva azt, hogy az 1F és
1FRC oligok egymas reverz komplementerei.
A reakcidhoz 5’SFI1F és 5314R primereke
és a kovetkez6 protokollt hasznaltuk: kezdeti
denaturacié 98°C 30 masodpercig; majd 30
cikluson keresztul ismételve 98°C 10
masodpercig a duplaszalu DNS
annealinghez és 72°C 3 percig az
extenziohoz; végul 72°C 7 perc a végsé
lancépuléshez. A specifikus primereket az
els6 négy ciklus lefutasa utan adtuk a



reakcidhoz, ezzel el6segitve a részben
egymast atfed6 templatok dsszetapadasat. A
masodik és a harmadik Iépésben a virus
k6zéps6 korulbelil 4500, illetve utolso
korllbelil 3000 nukleotidjanak felerésitése
kovetkezett, igy létrehozva a ll-es és Ill-as
fragmentet (4750F*9175R; 8190F*3'25bR)
Ezutan fuziés PCR segitségével az egymas
részben atfed6 Il-es és Ill-es fragmeni
Osszeillesztésével elballitottuk a fragment
[+1I-t. A reakciéhoz 5’SFI1F /T7F és 9175F
oligbkat és a fent emlitett protokollt
hasznaltuk, 4 perc extenzioval. A teljes
hosszusagu komplementer DNS
el6allitasanak utolsé lépése fragment [+11 és
fragment |11 6sszekapcsolasa volt, ugyancsak
fuzioss PCR segitségével. A reakcid az



el6z6kben leirthoz hasonléan folyt, de
ciklusonként 7 perc extenzidval, valamint
5SFIMF / T7F és 3'30bR primerel
felhasznalasaval. Valamennyi fragment és a
végsH telijes hosszusagu ds DNS elkulonitése
agaroz gél elektroforézissel, majd tisztitasa a
0,8%-0s gélbdl QlAquick Gel Extraction Kit
tel (Qiagen) tortént. A moddszer sematikus
szemléltetése a 6. abran lathato.

2. tablazat. A CMV-WNV-3-2-1 teljes
hosszusagu fert6z6 klon konstrukcioja soran,
a virus (578/10) genomjat lefed6, egymast
atfed6 PCR termékek el6allitasahoz hasznall
genomspecifikus primerek listaja.

Primer neve Nukleotid-szekvencia (5’—3
[




1Ft GAGCTCGTTTAGTGAACCC
1FRCY GCTCACACAGGCGAACTAC
4750F CACACACTATGGCACACCA
5314R CCTCAGACATCTCAGCAGC
5426R GACATCAGCCTGTGTGTGA
8190F AGACTGGCTGCACAGAGG:
9175R GGTCTTCATTGAGGAATCC
3'25bR AGATCCTGTGTTCTAGCAC!
3'30bR AGATCCTGTGTTCTAGCAC!
3'XbaSacllRt | ATCCGCGGTCTAGAGATCC

T A dolt betls bazisok a

cytomegalovirus (CMV) prométer részei.
poziciok a WNV-578/10-es torzs

Primer

*

szekvenciaja alapjan megadva. 1 A délt betis
bazisok az extra restrikcids enzim vagoéhelyek.



6. abra. A teljes hosszusagu dsDNS
elballitasa fuzios PCR-ek alkalmazasaval.

g ¥
PCR termeékek: fragment
AEN A fragment Il
4750F X 31TR
$190F x 3'250R
Fiizids PCR-ek:

@I 5'SFIIFx S413R
S'SFILFx S175R

5'SFI1Fx 3'300R

L
]

i

fragment|
fragment [+11 teljes hossziisigi ds DNS

5.2.5. A fert6zé klon elballitasa
hagyomanyos klbnozasi lépésekkel



A modszer lényege a virus teljes
genomjat tartalmazé duplaszalu DNS -
pBeloBAC FP - alacsony koépiaszamt
plazmidba valé beépitése. Ebben az esetben
is a virus telies genomjat lefedd, egymast
atfedd6 PCR termékek (fragment I, Il és Il
eléallitdsa volt az els6 lépés, amely az
elébbiekben leirtak szerint tortént. Kulonbség
csak a Ill-as fragment esetében volt, ugyanis
elballitdsahoz reverz primerként egy olyan
specialis oligonukleotidot hasznaltunk, amely a
WNV-578/10 virus 3’ végeének nukleotidjain
kivil két extra restrikcios enzimvagohely
(XBal és Sacll) szekvencigjat is tartalmazta.

A restrikcios enzimes emésztések,
illetve a klonozas egyéb lépései a standard
protokollok alapjan térténtek (Sambrook és



mtsai 2001). A restrikciés endonukleazok és a
DNS-moédosité enzimek a Fermentas (Vilnius.
Litvania) és a New England Biolabs (Beverly
MA, USA) termékei voltak. A folyamat a
kovetkezbéekben leirtak szerint tortént: elsé
lépésben pBeloBAC FP plazmidot és
fragment Ill-at Avrll és Sacll restrikcio:
enzimekkel emésztettik, majd az agaroz
gélen szétvalasztott és tisztitott, ragados
véggel rendelkez6 fragmenteket ligalassal
Osszeillesztettuk, T4 DNA Ligaz enzime
hasznalva (Invitrogen). A kdvetkezd lépéshez,
az el6zbéekben leirt moédon elallitott CMV-
WNV-3 rekombinans plazmidot szUkséges
mennyisegben DH10B Escherichia  coli
baktériumokban szaporitottuk fel, majd
Qiagen Large Construct Kit (Qiagen
segitségével nyertlk ki tiszta, koncentralt



formaban. Masodik |épésben fragment Il
beillesztése kovetkezett az el6bbi plazmidba
BstBl és Avrll restrikcios enzimes emésztés
utan torténd ligalassal, igy eléallitva CMV-
WNV-3-2 rekombinans plazmidot. Az utolsé
lépésben Sfil és BstBI restrikciés enzimekke
emeésztettuk Fragment |-et és WNV-3-2
plazmidot, majd ligalasuk utan létrejott CMV-
WNV-3-2-1, teljes hosszusagu Klon.

Valamennyi rekombinans plazmid
szekvenciajat restrikcios enzimes
térképezéssel (példa a 7. abran lathatd) és
polimeraz lancreakciok termékeinek

szekvencia-analizisével ellenériztuk. Az
Osszes elballitott rekombinans plazmid a
DH10B E. coli térzsben stabilan fenntarthaté
volt, toxicitasra utald jel nem volt lathato.



7. abra. Restrikcids enzimes
térképezés. Balrdl jobbra: 1-3: Sacll-Avrll, 4
6: Sacll-Sfil, 7-9: Avrll-BstBl enzimekke
emésztett WNV-3-2 rekombinans plazmid a
kompetens sejtekben valo felszaporitas és
plazmidtisztitas utan harom-harom baktérium
telepbdl.

1 2 3 4 5 ] 1 8 9
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5.2.6. Pontmutaciok létrehozasa a WN\V
genomban

A kivalasztott  aminosav-valtozasok
eléréséhez szukseges pontmutaciok
meghatarozasa utan a kivant nukleotid
eltéréseket tartalmazé forward és reverz
primerek tervezése és ellenérzése az
Integrated DNA Technologies (IDT
OligoAnalyzer version 3.1 online software
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer)
programjaval  tortent. A PCR  alapu
mutagenezishez a 3. tablazatban felsorolt
oligokat hasznaltuk. A mutaciét tartalmazo
fragment |-t vagy |I-t két darabban allitottuk
el6, egyrészt az adott fragment 5 végérél
indul6 forward primer és a modositast
tartalmazé reverz primer, masrészt a



moédositott forward primer és az adott
fragment 3 végérdl indulé reverz primer
kozotti szekvenciak PCR-es felersitésével.
Az uj, kivant mutaciét tartalmazé fragmentet
az igy elballitott két termékbdl, agaroz gélbdl
valo tisztitds utan, fuzios PCR-el illesztettuk
Ossze. Az uj, mutans fragment | vagy || CMV-
WNV-3-2-1 rekombinans plazmidba vald
beillesztése a megfelel6 szakasz (Fragment |
vagy |l) restrikciés enzimes kivagasa utar
ligalassal kerult a plazmidba. A cserélni kivant
fragment és a rekombinans plazmid tisztitasa
agarozgél-elektroforézis utan QlAquick Ge
Extraction Kit-tel (Qiagen) tortént.

3. tablazat. Az 578/10-es WNV torzs
genomjaba illesztett pontmutaciokhoz hasznalt
primerek.

l




Primer
neve

Nukleotid-szekvencia (5°—3’)

NS1F

CATCACCTTGGCAGGACTCAG

NS1R

GGTCTCCTGTTATGATTGCTT(

NS2AF

TTCGCAAGAGGTGGACGCCC/

NS2AR

TGATAGCTGGAATGCTGATCT

NS3F

GGTACCAAACCTCAGCAGTGC

NS3R

TCATTTCCACTGTGCTCTCTGI

38NS4BF

TTCTTGCTTGATCTGCGGGGC

38NS4BR

ATAGAGAGACCATGCTGTAGC

102NS4BF

TCAGCTCTCTTGCTGGCGGCC
ACTGTGACT

102NS4BR

AGTCACAGTCAGGGTCACTTG

249NS4BF

GGACTCTCATCAAAAACATGG

249NS4BR

CTCTTGAGGCCTGGTTTCCCC

* A primer poziciok: a WNV-578/10-es
torzs szekvencigja alapjan. D4lt betivel



szedett tripletek jelzk a mutaciok helyét,
vastagon szedve a modositott nukleotidok.

A mutaciok és a genomban elfoglalt
helyik a kovetkezdk voltak: Cg3p1gT az NS1
fehérje génben (Poggl), Gizg13C az NS2A
fehérje génben (A3gP), Cs357A az NS3 fehérje
génben (PoyggH), €s harom mutacié az NS4E
fehérje  génben: CCy030.31GG  (P3gG),
G7223C (C102S) és A764G (E249G).

A WNV-578/10  térzs  kldnozasi

s s

genomban a 8. abra szemlélteti.



8. abra. A WNV-578/10 torzs klonozasi
stratégiaja és a mutaciok elhelyezkedése a
genomban. Fekete  szamok:  nukleotid
poziciok a WNV genomban és a PBeloBA(
plazmid genomjaban. Piros szamok: a WNV
genomjaban talalhaté restrikciés enzim
vagohelyek nukleotid pozicidi. Z6ld szamok
bekeretezve: a beillesztett mutacidk nukleotid

pozicidi. Kékkel szedve: a primerek neve.
[Forras: Szentpali-Gavaller K és mtsai 2016/.



Avrll

TR [T !

S S I I B v | L 7 )
W0 AW S

;) 00 w8 o0t 1000
Ns1 250 Ns24 30 N3 298| | s 1
3
1#C e

Fragment |

XbaSacll
L I

Fragment I -

XbaSatllR 1000

Fragment Ill

PBeloBac

5.2.7. Szekvencia-analizis

A kiindulasi  virus  (WNV-578/10)
genomjanak nukleotid sorrendje Phusion Hot

Start High-Fidelity DNA Polymerase enzin



(Finnzymes) segitségével felerésitett,
egymast atfedé PCR termékek
szekvenalasaval kerult meghatarozasra. A
felerGsitett termékek direkt szekvenalasa ABI
Prism BigDye Terminator V3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Fostel
City, CA, USA) felhasznalasaval, automate
ABI 377 DNS Szekvenatorral (Appliet
Biosystems) tortént. A szekvenciak
elemzéséhez és  Osszeillesztésukhoz a
SeqMan es MegAlign programoka
(Lasergene) hasznaltunk. A teljes hosszusagu
WNV mutans virus nukleotid sorrendjét AB
Prism BigDye Terminator V3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) és AB
Prism 310 genetic analyzer (Applied
Biosystems) segitségével hataroztuk meg. A
modszert Bakonyi és mtsai irtak le 2004-ben



(Bakonyi és mtsai 2004b). A mutaciokat
tartalmazé WNV mutans virusok teljes
genomjanak meghatarozasa félvezet6 alapu
Ujgeneracios szekvenalasi technolégiaval (lon
Torrent PGM, Life Technologies, Thermc
Fisher Scientific) tortént.



5.2.8. Transzfekcio és a virusok
visszanyerése

A transzfekci6  el6tt  CMV-WN\
plazmidot Sfil és Xbal restrikciés enzimekke
emésztettuk, az  expresszios  kazetta
létrehozasanak céljabol. Az emésztés soran a
3" vegen Kkeletkezett, néhany nukleotid
hosszusagu egyszalu szakasz eltavolitasahoz
Mung Bean Nuclease (New England Biolabs
enzimet hasznaltunk. A kb. 12 kb hosszusagu
expresszios kazetta elvalasztasa az
emésztési termékekt6l 0,8%-0s agaroz gélen
(9. abra), tisztitasa pedig QlAquick Ge
Extraction Kit-tel (Qiagen) tortént.

9. abra. CMV-WNV plazmid hasitase
Sfil és Xbal restrikcids enzimekkel &



restrikciés kazetta kinyerésének céljabdl.
Balrél jobbra: NS4B-38 klon, NS4B-102 klén

NS4B-249 klon.

A transzfekcibhoz 5% FBS

tartalmc¢

DMEM-ben (Sigma-Aldrich) novesztett BHK
21 sejtekre (ATCC®: CCL-10™) 4 g ds

cDNS-t oltottunk Turbofectin

Transzfekciés Reagens (Thermo

vitro
Fisher



Scientific) jelenlétében. A folyamat lényege
roviden: 6 Iyuku szOvettenyészt lemezen
BHK-21 sejtekbe 60%-0s benéttség mellett, 4
Mg plazmid DNS-t transzfektaltunk 20 perces
Turbofect reagenssel vald inkubalas utan. A
lemezrél a fellUluszot eltavolitottuk  egy
kovetkez6 4 odras, 37°C-on vald inkubalas
utan, és fenntartd folyadékként 10% FBS-i
tartalmaz6 DMEM-et mértink ra. A sejtek
ezutan 37°C-os termosztatba keriltek, majd
48-96 6ra utan — a lathaté citopatogén hatas
(CPE) maximumakor — a virustartalmc
felUluszét  eltavolitottuk  és  kiméletes
centrifugalassal (5 perc 1000 x g) a
szOvettormeléktdl megtisztitottuk, majd a
tovabbi vizsgalatig -80°C-on taroltuk.

A keletkezett vad-tipusu és modositott



genommal rendelkez6 rekombinans RNS
virusokat azin vitro és in vivo Kisérletekhez
elegendd mennyiségben Vero E6 sejteken
(ATCC®: CRL-1586™) szaporitottuk el. A
80%-0san  0Osszenbtt  egyrétegli  Vero
sejttenyészet fert6zése utan a palackokat
37°C-os termosztatban a maximalis CP hatas
eléréséig (4-5 nap p. i.) inkubaltuk. (A WNV
CP hatasa Vero sejttenyészeten a 10. abran
lathaté.) Tapfolyadékként 0,75% natrium-
hidrogénkarbonat, 10 mM hepes puffer és
10% FBS tartaimi DMEM-et hasznaltunk
Mind a transzfekcié utdan, mind a virusok
elszaporitasakor hasznalt 10% FBS tartalmc
DMEM antibiotikumokat (100 U penicillin, 10(
Mg/mL sztreptomicin) és 2 mM L-glutamint is
tartalmazott. Az elszaporod6 virusokat, ha
szukseéges volt, még egyszer passzaltuk Vero



E6 sejtekben, amig el nem érték a kivant
legalabb 6 logqg TCID5g/mL titert. Kivétel az
NS1 mutaciét tartalmazd virus volt, amely
esetében a kisérletekhez hasznalt
viruskészlet titere 1046 TCIC5/mL maradit,
ugyanis tovabbi passzalas esetén minden
alkalommal elvesztettuk a kivant mutaciot. Az
inkubacios id6 letelte utan a sejttormelékek
eltavolitasanak céljabdl a virustartalmu
fellluszét 5 percig 1000 x g-n centrifugaltuk,
majd -80°C-on raktaroztuk el a tovabbi
vizsgalatokig. A viruskészletek infektiv titerét
Vero E6 sejteken, logig alapu titralassal
allapitottuk meg, a TCIDsy értéket a
Spearman-Karber maodszerrel szamoltuk ki
(Spearman 1908; Karber 1931). Azin vitro
illetve in vivo kisérletek megkezdése el6tt a



viruskészletek szekvenalasaval ellendriztik az
adott mutacié meglétét.



10. abra. Egyrétegl Vero sejttenyészet
(nativ) (nagyitas: 250x). Fels6 kép: kontroll,
alsé kép: WNV citopatogén hatasa.






5.2.9. Novekedési gbrbék sejtkulturan

A vad, illetve a rekombinans mutans
virusok  nOvekedési gorbéit Vero EG6
sejttenyészeten, 37°C-on, két, egymastol
fuggetlen kisérletben hataroztuk meg. A Vero
sejtek szuszpenziojat 96 lyuku
szbvettenyészté lemezre 10%  sejt/vajulat
mennyiségben mértuk, 12 orara 37°C-os
termosztatba helyeztik, majd a 80%-os
fedettségi  allapotu  egyrétegli  sejtsort
fertéztuk 100 pL szérummentes DMEM-ber
higitott virussal (3 vajulat/virus/mintaveételi
idépont). A virus / sejt arany (multiplicity of
infection, MOI) 0,1 volt. A lemezek 1 6ra
37°C-os inkubaciés idé utan 120 yL 10% FBS
tartaimu DMEM fenntarté folyadékot kaptak
(haromszori szérummentes fenntarto



folyadékkal valé mosas utan). A fellluszok
levétele a fert6zés utan (post infection, p. i.)
0, 12, 24, 36, 48, 72 és 96 oraval tortént. A
fellluszébdl 70 uL-t -80°C-ra fagyasztottunk a
fert6zd virustiter meghatarozashoz, 50 pL
pedig RNS kivonas céljabél 350 pL lizis
pufferboe  (Roche  Diagnostics, Almere,
Hollandia) kertlt. A 0, 12, 36 és 48 o6ra p. .
idépontokban, ugyancsak RNS  kivonas
céljabol, a sejtek is felvételre kerlltek (50 L
lizis pufferben). A fellluszébdl a fert6z6
virustiter meghatarozasa Vero E6 sejteken,
log10-es titralassal tortént, az el6z6ekben
leirtak szerint.

5.2.10. Viralis RNS titerek mérése

Az RNS kivonasa mind a feliluszébol



mind a Vero E6 sejtekbdl MagNA Pure LC
Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche
Diagnostics) és nukleinsav tisztitd robot
(Roche Diagnostics) segitségével, a gyarté
el6irasa szerint tortént. Az 50 pL eluald
pufferben felvett RNS-t azonnal qRT-PCR-re
vizsgaltuk. Az in vivo kisérletekben az RNS
kopiak szamat az egér fél-agyakbdl
sulymérés és antibiotikum (100 U penicillin,
100 pg/mL streptomycin) tartalmu DMEM-el
szovethomogenizald készulékben valo
homogenizalas utan hataroztuk meg. A
mintakbdl 100 uL homogenizatumot 400 pL
lizis pufferbe mértink (Roche Diagnostics),
majd az RNS kivonast a fentiek szerini
folytattuk. Az RNS koépidk szamat szal-
specifikus qRT-PCR-rel hataroztuk meg, ¢

s s



plazmidbdl  (pCR®4-TOPO®;  Invitrogen
Breda, Hollandia) in  vitro &tirt, ismert
mennyiségl pozitiv és negativ szalu RNS
mérése soran feldllitott standard gorbe
segitségével. A plazmid linearizalasa utan a
rekombindns RNS szilat az Ambion€
MaxiScript T7/T3 kit (Invitrogen) segitségéve
irtuk at. A pozitiv iranyitottsagt RNS szal
atirasa T3 polimerazzal, a negativ
iranyitottsagt RNS  szal atirasa T7
polimerazzal tortént. A termékek DNaz
enzimes emésztés (a maradék DNS
eltavolitasa céljabdl) utan High Pure RNA
Isolation Kittel (Roche Diagnostics) val¢
tisztitason estek at. AZ RNS termékek

YTV

spektrofotométerrel  (NanoDrop)  tortént.



Végul azin vitro atit RNS higitase
kovetkezett, a gRT-PCR-rel valé
detektalhatésag hataraig (Lim és mtsai 2013).

5.2.11. In vivo virulencia vizsgalatok

A zin vivo virulencia vizsgalatokhoz
hathetes ndstény C57BL/6 egereket (Harlar
Laboratories B.V., Venray, Hollandia) i. p.
fertéztink  alacsonyabb (kb. 101) és
magasabb (kb. 104) TCID5p mennyiségll vad-
tipusu, illetve mutans klén-eredetl nyugat-
nilusi  virusokkal (8 egér/klon/ddzis). (A
tényleges, vagyis a fertézést Kkovetd
visszatitralas eredményei szerinti
mennyiségeket az Eredmények fejezet 6.
tablazata tartalmazza). Az egereket SPF
korulmények kozott, zart laborban, egér



izolatorokban helyeztik el a kisérlet alatt, 12
o0ras megvilagitasi programot és ad libitum
etetést alkalmaztunk. Az allatokat naponta
kétszer monitoroztuk, és sulyos immobilitas
vagy paralizis esetén eutanaziat hajtottunk
végre (izofluran gazos altatas utan cervikalis
diszlokacio). Az elhullott (vagy eutanazian
atesett) egerek agyat azonnal -80°C-ra
fagyasztottuk a tovabbi vizsgalatokig. A
kisérlet végén, 14 (alacsony dézissal fert6zott
egerek esetében 18) nappal a fert6zés utan
az 0sszes egéren eutanaziat hajtottunk végre,
agyukat és a magasabb doézisu virussal
fert6zottek esetén a veséket is
Osszegydjtottuk.

Az allatkisérlet engedélyét az Erasmus
Medical Centre, Animal Ethics Committee



allitotta ki (protokoll szam: 122-13-19).

5.2.12. Statisztika

A statisztikai analizishez GraphPad
Prism v5 szoftvert hasznaltunk. A csoportok
(2-nél tobb adat) 0Osszehasonlitasahoz
ANOVA tesztet, az egyes csoportok
egymassal valé 06sszehasonlitasahoz pedig
Mann-Whitney U  tesztet  hasznaltunk.
Szignifikans kulonbségnek a p < 0.05 értéket
fogadtuk el. Az in vivo kisérlet elemzéséhez
Fisher tesztet alkalmaztunk.



Eredmények

6.1. Magyarorszagi felméré (monitoring)
vizsgalatok

6.1.1. Passziv monitoring vizsgalatok

Az elhullott vadmadarak vizsgalatara
alapozott, passziv WNV monitoring keretéber
2009-t61 2015-ig évente 79, 335, 241, 336,
354, 83, illetve 54 vadmadar szerveinek
homogenizatumat vizsgaltuk meg nyugat-nilusi
virus RNS jelenlétére. A 2009-es év soran 16
magyarorszagi vadmadar mintabol keralt
kimutatasra a WNV nukleinsava: hat héjabd
(Accipiter gentilis), egy karvalybdl (Accipiter
nisus), egy  vandorsolyombdl (Falco
peregrinus), egy nagy fakopancsbol
(Dendrocopos major), egy erdei



fulesbagolybdl (Asio otus), valamint énekes
madarakbol [egy hazi veréb (Passer
domesticus), két vorésbegy (Erithacus
rubecula), egy nadi tucsokmadar (Locustella
luscinioides), egy hazi rozsdafarku
(Phoenicurus ochruros) és egy foltos
nadiposzata (Acrocephalus schoenobaenus)].

2010-ben  egy szajk6é (Garrulus
glandarius), egy hébagoly (Bubo
scandiacus), egy szarka (Pica pica), egy
facan (Phasianus colchicus) és két héja
esetében sikerult kimutatni nyugat-nilusi
virust. Az esetek nagy része Bacs-Kiskur
megye teruletérdl szarmazott.

A 2011-es év soran harom héja, 2012-
ben egy feketerigd (Turdus merula) és egy
héja, mig 2013-ban egy szarka, egy héja és



egy hébagoly esetében sikertlt igazolni WNV
fert6zést.

2014 és 2015 év soran a kérbonctani és
korszovettani gyanu alapjan tovabb vizsgalt
egy-egy vadmadarbol - 2014-ben egy
héjabdl, 2015-ben egy szirti sasbol (Aquila
chrysaetos), — mutattuk ki a virust. A pozitiv
madarak szamait éves bontasban a 4.
tablazat szemiélteti.

A vizsgalati id6északban 416, heveny
idegrendszeri tuneteket mutatd, nyugat-nilusi
virusfert6zésre  gyanus  16bdl  gydijtott
savominta  érkezett a NEBIH AD
laboratériumaba (2009-ben 32, 2010-ben 40,
2011-ben 84, 2012-ben 20, 2013-ban 108,
2014-ben 31 és 2015-ben 101 minta). WNV
elleni IgM-tipusu ellenanyagokat tartalmazd



l6savok szamat a 4. tablazat részletezi. A
koérbonctani és  kérszdvettani  vizsgalatok
eredményei alapjan WNV fert6zésre gyanus,
elhullott vagy ledlt lovak idegrendszeri
mintaibél RT-PCR mddszerrel pozitivnak talall
egyedek szamat is ez a tablazat tartalmazza.



4. tablazat. WNV passziv felmérc
vizsgalatok eredményei, 2009-2015. RT-PCR
moddszerrel WNV fert6zottnek talalt elhulloti
vadmadarak és lovak szama; ELISA
modszerrel WNV  IgM  poztivnak talalt
idegrendszeri tuneteket mutaté lovak szama.

Faj\Ev 2009 2010 2011 201
héja (Accipiter 6 2 3 1
gentilis) *

karvaly (Accipiter 1 0 0 0
nisus)

vandorsolyom 1 0 0 0
(Falco peregrinus),

nagy fakopancs 1 0 0 0
(Dendrocopos
major)




erdei fulesbagoly
(Asio otus)

hazi veréb (Passer
domesticus)

vorosbegy
(Erithacus rubecula)

nadi tucsokmadar
(Locustella
luscinioides)

hazi rozsdafarku
(Phoenicurus
ochruros)

foltos nadiposzata
(Acrocephalus
schoenobaenus)

szajko (Garrulus




AELESN T Bubo o (1 |o o
scandiacus)

szarka (Pica pica) |0 1
facan (Phasianus 0 1 0 0
colchicus)

feketerigd (Turdus |0 0 0 1
merula)

szirti sas (Aquila 0 0 0 0
chrysaetos)

Osszes 16 |6 3 2

*Minden madar eredmény kdérbonctan,
illetve korszovettan alapjan.

16 (Equus 2009 2010 2011 2012
caballus)**

IgM ‘6 ‘21 ‘20 ‘4



(ELISA)
RT-PCR |3 2 1 0

**L6 eredmények IgM/RT-PCR alapjan.

A pan-flavi RT-PCR-rel a nyugat-nilus
virussal rokon Usutu virus (USUV) RNS-é
2010, 2011, 2012, 2013 és 2015 évben egy-
egy feketerigd, tovabba 2015-ben egy
feny6rigd (Turdus pilaris) szerveibdl sikerult
kimutatni.



6.1.2. Aktiv. _monitoring (sztunyog vektor)
vizsgalatok

A kétéves (2011-2012) szunyog felmér6
vizsgalatok soran 6sszesen 23 193 szunyogot
vizsgaltunk meg WNV jelenlétére. Ez 2011-
ben 11 728, 24 kulonb6z6 fajhoz tartozo, 362
poolba rendezett sziunyogot, 2012-ben pedig
11 465, 18 kulonbozbé faju, 283 poolba
rendezett szunyogot jelentett. A szinyogok
nagy része (23 095) néstény volt, a 68 him
Culex pipiens, és 30 him Anopheles
maculipennis szunyog mind a 2011 évi téli
gy(jtésbdl szarmazott. A kilonbozé gydjtési
terlleteken eltérés mutatkozott a gydijtott
szunyogok 0Osszetételében. Az I-es teruleten
leggyakrabban befogott szunyog az Aedes
vexans (8603/19 615, 43,9%), a masodik



leggyakoribb az Ochlerotatus  sticticus
(5656/19615, 28,8%) majd az Aedes
cinereus (2206/19 615, 11,2%) volt. A ll-es
tertleten az els6 négy leggyakoribb befogott
fajnak az Aedes vexans (814/1723, 47,2%), a
Coquillettidia richiardii (313/1723, 18,2%), a
Culex modestus (255/1723, 14,8%) és az
Aedes cinereus (202/1723, 11,7%) bizonyult.
A lll-as teruleten kulon értékeltik a Debrecer
kornyékén és a Hortobagyi Nemzeti Parkbar
csapdazott szunyogok Osszetételét, aminek
az oka a HNP tobbi mintavételi helytél vald
viszonylag elszigetelt foldrajzi elhelyezkedése
és sajatos Okologiai tulajdonsagai (fuves
pusztak és szikes mocsaras teruletek
jellemzéek) voltak. Az elébbi esetben a
Coquillettidia richiardii (229/601, 38,1%) és
a z Ochlerotatus cantans (221/601, 36,8%),



mig a HNP-ban a Coquillettidia richiardii
(353/737, 47,9%), az Anopheles hyrcanus
(177/737, 24,0%) és a C. modestus (96/737,
13,0%) volt a leggyakrabban befogott faj. A
IV-es teruleten a C. pipiens (178/350, 50,9%)
és az Anopheles maculipennis (166/350,
47,4%) fajokat csapdaztuk legnagyobb
szamban. Az V-0s terulethez a téli mintagydijtoé
helyeket soroltuk, istallokbol,  pincékbdl
gydjtottuk  az attelel6 szunyogokat, igy
viszonylag kevés szamu minta @ allt
rendelkezésunkre a tobbi tertlethez képest. A
leggyakrabban csapdazott attelelé szunyogok
a C. pipiens (78/135, 57,8%) és a Culiseta
annulata (50/135, 37,0%) fajhoz tartoztak. A
Il-es és lll-as terlleten a kétCulex biotipus
(pipiens €s molestus) aranyat is



megvizsgaltuk, és a korabbi Magyarorszagon
mért adatokkal ellentétesen, kdzel 1:1 aranyt
kaptunk (Téth és Szab6 2011). A C. pipiens
pipiens and C. pipiens  molestus forma
azonositasa és elkllonitésuk morfoldgiailag,
Mohrig (1969) hatarozé kulcsai alapjan
tortént.

A nyugat-nilusi virus kimutatasara
iranyulé6 RT-PCR 2011-ben harom pool
esetében adott poztiv eredményt: egy
Fényeslitkén (“17, N48° 18' 44,75", E22° 04
07,64") juniusban gyjtott kozepes méretl (4-
19 egyedet tartalmazd) néstény Ochlerotatus
annulipes pool, egy ugyancsak kozepes
méretl, juliusban a debreceni Fancsika-tonal
(“117, N47° 30" 36,37", E21° 44' 27,18")
gyUijtott Coquillettidia richiardii pool, tovabba



szeptemberben, egy 20-50 néstény Culex
pipiens-t tartalmaz6, Kardoskut kdzelében
taldlhaté kékvércse fészkeld helyen (“187,
N46°29' 49,00", E20° 42' 13,98") gy(ijtott pool
esetében. A 2011-ben  gy(jtétt him
szunyogok, mint ahogyan a 2012 évi 6sszes
szunyog is, negativ eredményt adott.

A MIR (fert6z6tt szunyogok aranya 1000
szunyogra vetitve) szamitasok 2011-ben,
amikor a harom poztiv poolt talaltuk, a
kovetkez6 eredményt adtak: az Osszes
szunyogra egyuttesen szamitva a MIR 0,25;
fajonként pedig Ochlerotatus annulipes
esetében 2,03, Coquillettidia  richiardii
esetében 0,63 és Culex pipiens esetében
2,70 lett. Figyelembe véve a kulonbozb
méretl poolokat, a prevalenciat az EpiTools



epidemiologiai kalkulatorral
(http://epitools.ausvet.com.au/content.php?
page=PPVariablePoolSize) is meghataroztuk,
95%-0s konfidencia intervallumokat
alkalmazva. A szamitott prevalenciak a
kovetkezok lettek: 3x10™4 (also 95% Kl =
104, fels6 95% KI = 7x10%) az Osszes
szunyogra egyuttesen vetitve, 2x10°3 (als6
95% Kl = 104, fels6 95% Kl = 9x10739)
Ochlerotatus annulipes, 7x10™ (alsé 95% KI
= 0, fels6 95% Kl = 2,9x103) Coquillettidia
richiardii és 2,9x10-3 (als6 95% Kl = 2x10°4,
felsé 95% Kl = 1,26x102) Culex pipiens
esetében.


http://epitools.ausvet.com.au/content.php?page=PPVariablePoolSize

5. tablazat. A 2011-2012 években
Magyarorszagon gyjtott és WNV jelenlétére
tesztelt szunyog poolok szama fajonként. *
pozitiv mintak, 1 dolt betlivel szedetft szamok
a 2012-es évre vonatkoznak.

Faj 2011;
Gyiijtési Poolok Poolol
hely szama nagy
szama (Ossz) CSO|
1-3
Aedes cinereus 8, 6 52; 16 8; 5
Aedes rossicus 1; 2 4; 10 1; 1
Aedes vexans 9,9 94;133 | 7; 25
Anopheles 1;0 1,0 1,0
algeriensis
Anopheles claviger 1;0 3;0 2;0
Anopheles 57 20; 20 | 4; 11
hyrcanus




Anopheles 7,6 13; 6 2; 2
maculipennis

Anopheles 1; 2 2; 3 1; 3
plumbeus

Coquillettidia 9,9 35,43 | 7; 17
richiardii

Culex hortensis 1 0; 1 0; 1
Culex martinii 1;0 2;0 1,0
Culex modestus 9; 20; 22 | 6; 12
Culex pipiens 1; 1; 0 1; 0
molestus

Culex pipiens 7;3 19; 5 5,4
pipiens

Culex territans 1; 1; 0;0
Culex torrentium 1; 1; 0;0
Culiseta 0; 1 0; 1 0; 1
alaskaensis

Culiseta annulata 1; 3 1; 3 1;
Ochlerotatus 4; 4 22; 7 5;




annulipes

Ochlerotatus 5; 0 16; 0 7,0
cantans

Ochlerotatus 0; 1 0; 3 0; 3
caspius

Ochlerotatus 0; 1 0; 1 0; 1
cataphylla

Ochlerotatus 0; 1 0; 1 0; 1
excrucians

Ochlerotatus 3; 1 5; 1 1; 1
flavescens

Ochlerotatus 2,0 2;0 2;0
geniculatus

Ochlerotatus 2;0 2;0 2;0
leucomelas

Ochlerotatus 1;0 1; 0 0;0
rusticus

Ochlerotatus 5; 3 44; 3 3; 2

sticticus




Ochlerotatus sp.

1; 0

1; 0

1; 0

Uranotaenia
unguiculata

1;0

2;0

1; 0




6.2. Magyarorszagi 2-es genetikai vonalu
nyugat-nilusi virus klénozasa,
mutagenezise, in vitro és in vivo
patogenitas vizsgalata

6.2.1. Az 1-es genetikai vonalut WN-NY99 é«
a 2-es genetikai vonalu WNV 578/10 térzsek
genomjanak 6sszehasonlitasa

A WN-NY99 virustorzs (GenBani
azonositd: AF202541) és az 578/10-es
virustorzs (GenBank azonosité: KC496015
telies genomjanak 0Osszehasonlitdsa soran
2236 nt eltérést (21%) talaltunk. A nukleotid-
szubsztituciok  eloszlasa a  genomban
nagyjabol egyenletes képet mutatott: 5UTR:
0 nt eltérés (0%), C protein gén: 59 nt eltérés
(16%), preM-M protein gén: 102 nt eltérés
(21%), E protein gén: 309 nt eltérés (21%),



NS1 protein gén: 227 nt eltérés (22%), NS2A
protein gén: 153 nt eltérés (23%), NS2B
protein gén: 82 nt eltérés (22%), NS3 proteir
gén: 382 nt eltérés (21%), NS4A protein gén:
80 nt eltérés (22%), 2K gén: 13 nt eltérés
(19%), NS4B protein gén: 184 nt eltérés
(25%), NS5 protein gén: 560 nt eltérés
(21%), 3UTR: 90 nt eltérés (20%). A
poliprotein prekurzorban 203 aminosav (AS)
eltérést (6%) talaltunk: C protein: 12 AS
eltérés (10%), preM-M protein: 7 AS eltérés
(5%), E protein: 22 AS eltérés (5%), NS1
protein: 33 AS eltérés (10%), NS2A protein:
24 AS eltérés (11%), NS2B protein: 7 AS
eltérés (6%), NS3 protein: 25 AS eltérés
(5%), NS4A protein: 7 AS eltérés (6%), 2K
protein: 1 AS eltérés (5%), NS4B protein: 1¢
AS eltérés (8%), és NS5 protein: 46 AS



eltérés (6%). (A szazalékok megadasanal
figyelembe vetttk a gének kilonbdzé
hossziusagat.) A nt és AS kulénbségek
megfelelnek az 1-es és 2-es genetikai vonalu
virusok kdzott altaldban mérhet6
eltéréseknek.

6.2.2. A rekombinans virusok visszanyerése

Annak érdekében, hogy tisztazzuk, vajon
az 1-es genetikai vonalhoz tartozé WNV-
okban azonositott virulenciamarkerek
befolyasoljak-e a magyarorszagi neuroinvaziv,
2-es genetikai vonalhoz tartoz6 WNV 578/1C
virustorzs virulenciajat in vitro és/vagy in vivo,
a vizsgalni kivant szubsztituciokat tartalmazo,
fert6z6 cDNS klonokat allitottunk el6 és
transzfektaltunk BHK-21 sejtekbe. A cDNS



klénokrol a genomialis RNS CMV prométerre
irédott at a fert6zott sejtekben. Az in vivo
transzkripciot kovetéen minden mutans virus a
kivant 6 logqg TClIDsg/mL  titerben
elszaporodott. Kivétel az NS1 mutacidl
tartalmazé virus volt, amely esetében a
kisérletekhez hasznalt viruskészlet titere 1046
TCID5g/mL  maradt,  ugyanis  tovabbi
passzalas esetén minden  alkalommal
elvesztettik a kivant mutaciét. Az NS4B10z
mutaciot tartalmazd rekombinans virus nem
tudott megfelel6 mennyiségben elszaporodni
a BHK-21, majd a Vero E6 sejtekben sem
ezért a tovabbi vizsgalatokbol kizartuk. A
tovabbi in vitro lletve in vivo Kisérletekhez
ezeket a kisebb adagokra elosztott és
elraktarozott  viruskészleteket hasznaltuk,



ezzel elkerllve a szaporitdsok soran
bekovetkezhet6 genetikai valtozasokat.

6.2.3. A rekombinans viruskészletek teljes
genomszekvencia-analizise

A virusok visszanyerése es
elszaporitasa utan teljes genom-analizist
vegeztunk mind a vad tipusu, mind a
mutaciokat tartalmazé mutans  virusok
esetében azzal a céllal, hogy az id6 kozben
fellépd esetleges egyéb nt és AS eltéréseket
feltarjuk. Harom mutans klon esetében
talaltunk a kivant mutacion felil még egy-egy
nt eltérést, amelybdl csak egy jart AS-
szubsztitucioval is. A két csendes nt valtozas
a kovetkez6 volt: G-r6l A-ra cserélédés a
627. nt helyen az NS1 klon esetében; A-rél G-
re cserélédés a 6768. nt helyen az NS4B3¢€



klén esetében. Az AS valtozassal - valinrdl (V)
izoleucin (I) - jaré nukleotid cserét (G-rél A-ra
a 7480. nt helyen), az NS4B249 klén NS4E
fehérjéjének  188. helyén talaltuk. A
genomokban fellépd valtozasokat
elfogadhatéonak talaltuk, igy a tovabbi
kisérletekhez az  elballitott  virusokat
hasznaltuk fel.

6.2.4. A rekombinans vad tipusu (WT) és
mutaciokat tartalmazo nyugat-nilusi virusok
Szaporodasi Jellemzdi Vero E6
sejftenyészeten

A rekombinans virusok (a mutaciokat
tartalmazé virusok és a klon-eredetl vad
tipusu  WNV-578/10 virus) szaporodasi
tulajdonsagait Vero E6 sejteken, 37°C-on,



MOI = 0,1 mellett, harom parhuzamos
kisérletben hataroztuk meg. Minden 12.
oraban mintat vettlink a fellluszokbdl. Az egy
iranyu ANOVA teszttel mintavétel
idépontonként  csoportosan  vizsgalva a
mutans rekombinans virusok infektiv titereinek
atlagat, elmondhatdé, hogy azok minden
mintavételi idépontban (12 6ra p. i. - 96 6ra p.
i.) szignifikans kuldnbséget mutattak (p <
0,02). A novekedési gorbéket a 11/a. abra
szemlélteti.

Az egyes virusok paronkeénti statisztikai
Osszehasonlitasa a kovetkezd eredményeket
adta: A WT virus infektiv titere 24 o6ra
elteltével minden mutaciét tartalmazé virushoz
hasonlitva szignifikdnsan magasabb volt, az
NS1 mutans virus esetében ap érték 0,005,



az NS2A, NS3, NS4B38 és NS4B249 mutan
virusok esetében pedig a p érték 0,03 lett.
Ebben az idépontban az NS1 virus infekti\
titere szignifikdnsan alacsonyabb volt az
NS2A (p = 0,03) és az NS4B38 (p = 0,03)
virusok infektiv titeréhez képest. A fert6zés
utan 36 oraval a WT virus infektiv titere mar
csak az NS1 (p = 0,002), az NS2A (p = 0,02)
és NS3 (p = 0,02) virusokhoz viszonyitva
adott szignifikans kulonbséget. A WT és az
NS1 virus infektiv titere ebben a mintavételi
idépontban mutatta a legnagyobb eltérést, a
WT titere kb. 2500-szorosa volt az NS1
titerének, tovabba az NS1 infektiv titere
szignifikansan alacsonyabb maradt az 6sszes
tébbi mutans virushoz hasonlitva (p = 0,03
minden egyes mutans virus esetében). A WT
virus titere 48 ora elteltével még mindig



szignifikansan magasabb volt, mint az NS1
virus (p = 0,005), az NS2A és az NS3 p =
0,03) virusok titere. Az NS1 virus infektiv
titere a tobbi mutans virushoz viszonyitva
csak az NS2A (p = 0,04) és az NS4B249 (p =
0,03) virusokhoz képest mutatott szignifikans
kilonbséget. A WT virus infektiv titere csak
az NS1 virushoz hasonlitva volt szignifikansar
magasabb (p = 0,005 72 6ra p. i. és p = 0,02
96 6ra p. i.) 72 6raval és 96 o6raval a fertézés
utan. Tovabba az NS1 virus titere
szignifikansan alacsonyabb volt 72 6raval a
fert6zés utan, mint az 6sszes tobbi mutans
virus titere (p < 0,04), illetve 96 6ra p. i., mint
az NS4B38 és NS4B249 virusok titere p <
0,04). A 11/b. abra az infektiv titereket
szemlélteti mintavételi id6pontonként.



11/a. abra. A vad tipusu (WT) és
mutans virusok ndvekedési gorbéi Vero E6
sejttenyészeten (MOl = 0,1). A titerek a
harom  szimultan  fert6zés  atlagaként
megadva, (log10 TCIDsg/mL); a hibasavok a

szorast jelolik. /Forras: Szentpali-Gavaller K és mtsai
2016/
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11/b. abra. Infektiv titerek mintavételi
idépontonként (24 6ra p. i. - 96 ora p. i.).



6.2.5. A WT és az NS1 mutans virus pozitiv
és negativ szalu RNS-ének mennyiség
meghatarozasa in vitro

A WT és az NS1 mutans virus
el6z6ekben tapasztalt in vitro replikacios
kUldnbségeit tapasztalva felmerult a kérdés,



hogy az NS1 virus lelassult replikacidja vajor
megmutatkozik-e a pozitiv (+RNS) és negati\
iranyitottsagu RNS (-RNS) kopial
szintézisében is. Az RNS képiak mennyiség
meghatarozasahoz azin vitro szaporitott
virus meghatarozott mintavételi idépontjaiban
a fellluszdébdl és a sejtekbdl is elkuldnitettlink
megfelel6 mennyiséget a szal-specifikus qRT-
PCR vizsgalatokhoz (Lim és mtsai 2013). 1z
oraval a fertbézés utan a feliluszéban mért
pozitiv iranyitottsagu RNS szalak mennyisége
(12/a. abra) tébb, mint tizszer magasabb volt
az NS1 virus esetében, mint amit a WT
virusnal mertunk, habar a kulonbség nem volt
szignifikans (p > 0,05). A fert6zést kdvetd 24.
o6raban a WT virus +RNS kopiainak szame
kb. 0,9 log10-zel magasabb volt az NS1-nél
mértnél (p = 0,002). A kllénbség 1,4 log10



RNS koépiara nétt a fertézés utani 36. orara (¢
= 0,002), majd lassan csokkenni kezdett, és
48 ora elteltével 1,3 log10 (p = 0,002), 72 6ra
elteltével 0,8 log10 (p = 0,002) volt. 96 6raval
a fert6zés utan mar csak 0,6 log10 +RNS
kopiaszam kulonbség volt a WT és NS1
mutans virusok kozott, ami azonban még
mindig szignifikansnak bizonyult (p = 0,04).

A fert6zést kovetd elsé mintavételkor
(12 o6ra p. i), az intracellularis pozitiv
iranyitottsagu RNS szalak mennyisége (12/b.
abra) az NS1 virus esetében - hasonléan a
fellluszéban mérthez - ugyancsak magasabb
volt, mint a WT virusnal mért. A kovetkez6
mintavételnél (24 6ra p. i.) azonban mara WT
virus +RNS titere mutatkozott 0,9 log1C
nagysagrenddel magasabbnak az NS1-nél



mértnél (p = 0,002). A klloénbség a
maximumat a feliluszbhoz hasonléan 36
oraval a fert6zést kovetben érte el, ekkor 1
log10 RNS kopiabeli eltérés volt mérhetd e
két virus kozott (p = 0,002). 48 oraval a
fertézést kovetéen a kuldonbség még mindig
szignifikans volt (p = 0,004), de a WT virusnal
mért titer mar csak 0,6 log10 RNS kopiava
volt magasabb az NS1 virus +RNS titerénél.

Az intracellularisan  mért  negativ
iranyitottsagu RNS kopiak mennyisége (12/c.
abra) mar az elsd mintavételkor (12 6ra p. i.)
is szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult az
NS1 virus esetében, mint a WT virusnal (p =
0,02). A kilénbség szignifikans maradt 24 6ra
és 36 ora elteltével is, mindkétszer kb. 1,2
log10 —RNS kopiaval kevesebbet mértiink az



NS1 virus esetében (p = 0,002). 48 éraval a
fert6zést kovetben a szignifikdns kuldnbség
eltnt, a WT virusnal mért —RNS ko&piak
szama mar csak 0,4 log10 nagysagrenddel
multa feltl az NS1-nél mértet (p = 0,06).



12. abra. A WT és NS1 virusok
kopiaszama Vero E6 sejteken (MOl = 0,1). A
kopiaszamok a két flggetlen Kkisérlet
atlagaként megadva, (log10 TCIDsg/mL); a

hibasavok a szorast jeldlik. (a) (b) (c). /Forras:
Szentpali-Gavaller K és mtsai 2016/

(a) extracellularis pozitiv iranyitottsagu
RNS szal mennyisége
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6.2.6. In vivo neuroinvazivitas vizsgalata
egéer modellben

A mutacidkat tartalmazé  virusok
neuroinvazivitasat 6 hetes néstény C57BL/€
egerekben vizsgaltuk. Az egereket kétféle
(magasabb és alacsonyabb) dézisu virussal,



intraperitonealisan fertéztik, majd 14 napig
megfigyeltik. A vad tipusu (WT) virushoz
viszonyitva csak az NS1 mutans virussal
fert6zott egereknél tapasztaltunk szamottevé
attenuaciot. Mig a WT virus magasabb dozisa
esetében a mortalitds 100%-0s, az
alacsonyabb dézisnal pedig 75%-o0s volt, az
NS1 mutans virussal fert6zott egerek
mindegyike tulélte a kisérletet, azaz ennél a
mutansnal a mortalitas 0%-os volt. Az 6sszes
tobbi mutans virus esetében a magasabb
dozissal fert6zott egerek kozott elhullasok
torténtek. A mortalitds az NS4B38 virus
esetében 100% (8/8), az NS2A virus
esetében 88% (7/8), az NS3 virus esetéber
75% (6/8) és az NS4B249 virus esetéber
63% (5/8) wvolt. A mortalitasi adatok
statisztikai elemzése megerdsitette az NS1



mutans  virus  attenualédasat, ugyanis
szignifikans kulonbséget mértink az NS1
mutans virus magasabb doézisaval fert6zott
egerek és a WT virus (p < 0,0002), NS2A
virus (p = 0,0014), NS3 virus (p = 0,007),
NS4B38 virus (p = 0,0002) és NS4B249 virus
(p = 0,0256) magasabb dozisaval fert6zott
egerek tulélési gorbéi kozott. Ugyanakkor a
tobbi mutans virus magasabb doézisaval
fert6zott csoportok tulélési goérbéi nem
mutattak szignifikans kiloénbséget sem a vad
tipusu (WT) virushoz, sem pedig egymashoz
hasonlitva.

A mortalitas az alacsony doézissal
fert6zott csoportokban a kovetkezbképpen
alakult: 0% (0/8) az NS1 virus esetében, 75%
(6/8) az NS2A virus esetében, 38% (3/8) az



NS3 virus esetében, 63% (5/8) az NS4B3¢
virus esetében és 50% (4/8) az NS4B24€
virus esetében. Az NS1 virus alacsonyabb
dozisaval  fert6zott  egerek  mortalitasi
adatainak statisztikai elemzése szignifikans
kulonbséget mutatott a WT virus (p = 0,007),
az NS2A virus (p = 0,007) és az NS4B3¢
virus (p = 0,0256) mortalitasi adataihoz
viszonyitva. A tobbi mutans virus (NS2A, NS3,
NS4B38 és NS4B249) egymassal, illetve ¢
WT virussal valéo 0Osszehasonlitasakor az
alacsonyabb doézisu fert6zés esetén sem
talaltunk statisztikailag szignifikans
kUlonbségeket.

A pontos mortalitasi adatokat a 6.
tablazat ismerteti, a tulélési gorbéket pedig a
13. abra szemlélteti.






13. abra. A hathetes n6steny C57/BI6
egerek tulélési gorbéi (a) magas doézisu (104
TCIDsp) és (b) alacsony dozisu (10‘I
TCIDsp) rekombinans  WNV-kel  valé

intraperitonealis fert6zés utan. /Forras:
Szentpali-Gavaller K és mtsai 2016/

(1) i. p. fert6zés magas dozisu WNV-
vel



100+ e T |

g
3 0 ! -WT
q ! -+ NS1
T 60 == NS2a
"]
b 0 =+ NS3
:g 40 o o =+ NS4B38
E 0 NS4B249
20
=

0 2 4 6 8 0 12 14
Fertozést kdveto napok szama

(2) .i. p. fert6zés magas dozisu WNV-
vel



Tulélési szazalék

o0
<

»
i

F
=3
I

N
il

0

1
== O —
0—0

0

I
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Fertdzést kovetd napok szama

- WT

- NS1

== NS2a
=+ NS3

=+ NS4B38
0- NS4B249



6. tablazat. A hathetes néstény C57/BI6
egerek mortalitasi adatai magas doézisu és
alacsony dozisu WT és mutans WNV-kel val¢
intraperitonealis fert6zés utan.

Virus Dézis EIhuII{a’s (8 Mc
(TCIDs5g) *  egérbdl) (%
WT 1075 8/8 10
WT 10M 6/8 75
NS1 10" 0/8 0
NS1 10M 0/8 0
NS2A 10"5.5 7/8 88
NS2A 10M 6/8 75
NS3 1013 6/8 75
NS3 10"0 3/8 38
NS4B38 10" 8/8 10
NS4B38 10"0 5/8 63
NS4B249 10”4 5/8 63




NS4B249 10M 4/8 50

*A dozisok a tényleges, fert6zés utani
visszatitralas eredményei alapjan megadva.

6.2.7. A rekombinans WNV kimutatasa az
elhullott és tulélt egerek szerveibdl

A zin vivo Kkisérletet kdvetéen minden
elhullott egér agyvelejebdl kimutathato volt a
viralis RNS. Annak tisztazasa érdekében,
hogy a magas ddézissal fert6zott, és a kisérlet
soran sulyos neurolégiai tunetek miatt
elaltatott egerek agyabdl kimutatott
virusokban megmaradtak-e az altalunk
eléidézett mutaciok (vagy visszaalakultak az
eredeti virusban el6forduld aminosavak),
csoportonként két-két allat agyabol szarmazo
WNV izolatum genomjat szekvenalassa



ellendriztik. Minden egyes esetben a
szekvenalas eredménye igazolta a mutacio
jelenlétét, tehat a mutans virusok nem
revertalddtak az eredeti formara. A fert6zést
tulélé egerek a 14. napon eutanaziara
kerultek, majd a rezidualis virusfennmaradas
felderitésének céljabol minden magasabb
dozissal fert6zott csoport esetében a tuléldé
egerek (NS1, n=8; NS2A, n=1; NS3, n=2; é:
NS4B249, n=3) agyabdl és veséjébdl qRT-
PCR-t végeztunk a viralis RNS kimutatasahoz
Minden pozitiv agybdl vagy vesébdl kimutatott
virusban a mutacié meglétét szekvenalassal
ellenériztik. Az NS1 virusfert6zeést tulélé 8
egér kozul egy agyban talaltuk meg a virust,
amely az eredeti formara revertalodott, azaz
az NS1 génben létrehozott mutacié eltint az
izolatumbdl. Az NS2A virussal vald fert6zést



tulélt egyetlen egér veséjébdl tudtuk kimutatni
a beillesztett mutaciot tartalmazé virust. Az
NS3 fertézést tuléld 2, illetve az NS4B24¢
fert6zést tulelt 3 egér kozul 1-1-ben talaltuk
meg a virus RNS-ét az agyszbvetben. A virus
mindkét esetben megbrizte az altalunk
eléidézett AS valtozast.



Megbeszélés

7.1. Magyarorszagi felméré (monitoring)
vizsgalatok

A nyugat-nilusi virus passziv
monitorozasa az utobbi 15 évben el6forduld
WNV  esetek és jarvanyok kapcsar
létjogosultsagot nyert hazankban. A 2003-as
és 2004-es magyarorszagi WNV torzsek
genetikai Osszehasonlitd vizsgalata feltarta,
hogy amig a 2003-as liba esetekbdl
kimutatott virus a legnagyobb hasonlésagot
az 1999-ben az Egyesiilt Allamokba behurcolt
torzshoz mutatta (1-es genetikai vonal), a
2004-ben héjaban agyvel6-gyulladast el6idézé
torzs a nyugat-nilusi virus 2-es genetikai
vonalahoz tartozik, amely csoport tagjai
korabban kizarolag Afrika Szaharatdél délre



fekvo terlletein okoztak megbetegedéseket
(Bakonyi és mtsai 2006). A virust 2005-ben,
majd 2007-t6l minden évben kimutattak
vadmadar, 16, ember Illetve szunyog
mintakbol. A virusok részleges nukleotid-
szekvenciainak  0sszehasonlitasa  alapjan
megallapithaté, hogy azok Iényegében
megegyeznek az elséként 2004-ben, héjabol
kimutatott, 2-es genetikai vonalhoz tartozo
torzzsel (Bakonyi és mtsai 2013). A 2-es
genetikai vonalhoz tartozé torzsek 2004 ota
tapasztalt kizarolagos el6fordulasa
orszagunkban felveti a gyanut, hogy a
korabban izolalt 1-es genetikai vonalhoz
tartozd virusokat az uj torzsek kiszoritottak,
vagy legalabbis terjedésuket nagymértékben
visszaszoritottak.



Az U] virustorzs 2008-ban jelent6s
folrajzi terjedést mutatott az orszagban. Az
allati esetek mellett, a jarvanyidészakban 19
hazai human agyvel6-gyulladasos eset
hatterében lehetett bizonyitani a WNV kérok
szerepét a szerologiai vizsgalatok alapjan
(ECDC; ECDC Annual Report 2014). Mind a
allati, mind a human megbetegedések az
orszag kozéps6 és nyugati részén fordultak
el6, szemben a korabbi évek alfoldi
lokalizaciéjaval. A kovetkez6 években is
héjakban tapasztaltunk leggyakrabban
elhullasokat (2009-ben 6, 2010-ben 2, 2011-
ben 3, 2012, 2013 és 2015-ben egy-egy
esetben), de Osszességében az elhullott
madarak valtozatos fajmegoszlast mutattak.

Eurépaban a virus jarvanymenetében



fontos szerepet tulajdonitanak a hazi
verébnek (Castillo-Olivares és Wood 2004),
amellyel  6sszhangban van, hogy a
Magyarorszagon végzett monitoring
vizsgalataink soran is sikerult ebbdél a fajbdl
WNV-t kimutatni. Amerikaban a varjufélék
nagyfoku fogékonysaga ismert (Brault és
mtsai 2007), tovabba eurdpai vizsgalatok
kimutattak, hogy az Europaban cirkulald
virusok ugyanolyan virulensek az europai
Corvus fajokra — mint példaul a Lim és mtsai
(2014 és 2015) tanulmanyaban vizsgalt
kormos varju (Corvus corone), vagy a csoka
(Corvus monedula) — mint amerikai tarsaik.
Vizsgalataink soran a varjufélék (Corvidae)
csaladjaba tartozé madarbdol nem sikerult
WNV-t kimutatnunk. Ez azonban nem jelent
azt, hogy hazankban a varjufélék nem



fogékonyak a virusra, és lehetséges kozvetit6
szereplket sem zarhatjuk ki. A feketerigd
fogékonysaga mas flavivirusok (pl. az USUV
iranyaba ismert (Bakonyi és mtsai 2017), de
Eurépa terlletén valdszinlleg a WNV
terjesztésében is fontos szerepet jatszik ez a
madarfaj. Egy olaszorszagi tanulmany a C.
pipiens szunyog verszivasi szokasait vizsgalta
Eszak-Olaszorszagban, a WNV fert6zésel
teruletén, és kimutatta, hogy a vizsgalt
szunyogok er8s preferenciat mutattak a
feketerig6 iranyaba (Rizzoli és mtsai 2015). A

virust Magyarorszagon is sikerult
feketerigdbdl kimutatnunk, amely ugyancsak
alatamasztja a madarfaj WNV

s s

2009-ben a 17 WNV pozitiv vadmadar



mellett a vizsgalatok harom agyvel6-
gyulladasos 16 és hét agyvel6-gyulladasos
ember esetében igazoltak a WNV korok
szerepét (ECDC; ECDC Annual Report 2014).
A lovak kifejezett érzékenysége 2009 utan is
minden évben szamos IgM pozitivitasbar
mutatkozott meg beteg allatokbdl a NEBIF
ADI-ba kiildétt vérmintak vizsgalata soran,
illetve tobb elhullott 16bdl RT-PCR maodszerre
is sikerllt igazolni WNV fertézést (4.
tablazat). Emberi esetek is minden évben
el6fordultak, szamuk 2009-ben 7, 2010-ben
19, 2011-ben 4, 2012-ben 17, 2013-ban 31,
2014-ben 11, 2015-ben 18 volt (ECDC;
ECDC Annual Report 2014). A WNV-re
fogékony vadmadarak feltérképezésével, a
bennuk kialakuld virémia hosszanak és
mértékének  elemzésével, az  elhullott



egyedekbdl vald viruskimutatassal, illetve az
él6 madarakbdl térténd szeroldgiai vizsgalat
révén a virus helyi transzmisszids ciklusardl
fontos informaciodkat gydjthetlnk.

Eurdépaban mind a Culex pipiens, mind a
Coquillettidia richiardii szanyogfajt a nyugat-
nilusi virus elsddleges vektoranak tekintjuk
(Higgs és mtsai 2004; Lvov és mtsai 2004;
Hayes és mtsai 2005; Reiter és mtsai 2010).
Fros és mtsai (2015) eurépai
szunyogkompetencia vizsgalataik  soran
bizonyitottak az  északnyugat-eurdpai C.
pipiens kompetens vektor szerepét mind az
1-es (NY99), mind a 2-es (Greece-10
genetikai vonalhoz tartoz6 WNV tekintetében,
ugyanis a szunyogok képesek voltak
megfertézddni a kiilénbdzd virusokkal, a virus



bennik elszaporodott és nyalmirigyikben
kivalasztodott. A C. pipiens els6sorban
ornitofil faj, azonban tdbb tanulmany is
kimutatta, hogy a vérszivas egy része
torténhet emlésokon, koéztuk emberen is
(Zimmerman és mtsai 1985; Apperson és
mtsai 2004). Elterjedése valtozatos, a varosi
kornyezetben ugyanugy megél, mint a
természetben. A C. pipiens faj
Magyarorszagon is széles korben elterjedt, az
orszag éghajlata és természeti adottsagai
kivalo korulményeket nyujtanak a
szaporodasahoz (Kenyeres és Toéth 2008).
Kontinentalis éghajlaton képes attelelni, majd
tavasszal az atlaghémeérséklet emelkedésével
a nyugalmi allapot (diapausa) véget ér, a
néstények ujra vert szivnak és terjesztik a
vellk egydutt attelelt virust (Spielman és Wong



1973; Cornel és mtsai 1993; Nasci és mtsai
2001; Anderson és Main 2006; Farajollahi és
mtsai 2011). A fert6z6tt néstény szinyogok a
vérszivas soran horizontalisan fertézik a
madar vagy emlés gazdat, azonban a virus
szunyogok kozotti  vertikalis terjedését is
igazoltak mind laboratériumi (Bagar és mtsai
1993; Goddard és mtsai 2003), mind pedig
természetes korllmények kozott (Miller és
mtsai 2000). Anderson és Main (2006)
tanulmanyaban egy 168 napos vertikalisan
fert6zott ndstény C. pipiens szinyog képes
volt horizontalis uton nyugat-nilusi virussal
fertdzni egy hoércsdgot, ami nyolc nappal a
verszivas utan el is pusztult a betegségben.
Ez a kisérlet is azt tamasztja ala, hogy az
Osszel diapausaba vonult szunyog tavasszal



képes ujra atvinni a benne attelelt virust a
fogékony gazdakba akar mar az elsé
vérszivas alkalmaval (Anderson és Mair
2006). Eurdpaban hasonléan elterjedt
szunyogfaj a Coquillettidia richiardii, amely
larvalis stadiuma még jeges vizben is képes
attelelni.  Aktivitasuk  csucsan  (julius—
augusztus) nagy sdrliségben elszaporodnak,
és agresszivan tamadjak f6 célpontjukat, az
emldsoket. Embereken elbszeretettel
taplalkoznak zart térben, de kisebb részben
madarakbdl is szivnak vért (Service 1971).
Magyarorszagon a C. richiardii faj is széles
korben elterjedt, féleg a vizek kornyékét,
nadasokat kedveli, ugyanis larvaja a szerves
anyagokban es mikroorganizmusokban
gazdag vizekben fejlédik (Schaffner és mtsai
2001). Kozép-Europaban egy szaporodasi



ciklusuk van, de a délebbre esé orszagokban
2-3 generaci6 is kifejlédik. Ugyancsak gyakori
faj Eurdopaban az Ochlerotatus annulipes,
amelynek petéi képesek attelelni kontinentalis
éghajlaton is. A nOstények  aprilistol
szeptemberig aktivak, legel6kon, lombhullato
erdékben féként alkonyatkor szivnak vért
els6sorban emlbsallatokbdl, de ismerten jo
Osszeko6td, ugynevezett ,bridge”-vektorok is
madarak és emlésok kozott (Kulasekera és
mtsai 2001; Becker és mtsai 2003). Az
Ochlerotatus annulipes kifejezetten szeret
emberen is vért szivni (Zamburlini 1996).
Magyarorszagon féként az Alfold terlletén
talalkozhatunk ezzel a fajjal (Téth 2004).

Szamos eurdpai orszagban foglalkoznak
a kulénb6z6 szunyogfajok nyugat-nilusi virus



atvitelében betoltott lehetséges szerepével
(Engler és mtsai 2013). Egyik jellemzé
mérészam a MIR, amely a fert6zotl
szunyogok aranyat mutatia meg 1000
szunyogra vetitve. A MIR érték Romaniaban,
egy 1997-es felmérés szerint Culex pipiens
szunyogban 0,19 volt. A felmérést a Duna
volgyében és Romania déli teruletein 1996
juliusa és oktdbere kozott kitort WNV jarvanyi
kovetben vegezték Bukarestben es
kornyékén. A gyUijtott 5577 szanyog 96%-a C.
pipiens pipiens volt (Savage és mtsai 1999).
Portugaliaban az egész orszagra Kkiterjed6
2001 és 2004 kozott folyd megfigyelés soran
32 460 szunyogot 2355 poolban vizsgaltak
arbovirusok jelenlétéere. A MIR 0,23-nak
bizonyult az 6sszes gyUjtott szunyogra vetitve,
mig az o&sszes C. pipiens-t nézve 1,93



(Almeida és mtsai 2008). Oroszorszagban, a
Volga deltajaban 2001 és 2002
augusztusaban csapdazott, tdbb mint 80 000
szunyog vizsgalata soran a MIR 0,35 volt az
Osszes szunyogfajra tekintve, 0,26 a Culex
pipiens fajpan, mig 0,49 a gyijtott
Coquillettidia richiardii szanyogokban (Lvov
és mtsai 2004). A felmér6 vizsgalataink soran
kapott MIR érték 2011-ben, 3 pozitiv szunyog
poollal és az 0Osszes gyUjtdtt szunyoggal
szamolva 0,25, fajonként lebontva pedig:
Ochlerotatus annulipes-ben 2,03,
Coquillettidia richiardii-ban 0,63 és Culex
pipiens-ben 2,70 lett. A  kulonbozd
tanulmanyokban kapott eltéer6 MIR értékek
fuggenek a gydjtés idépontjatdl, modjatdl és
kulonb6z6 kornyezeti tényez6ktél is, ezért



Osszehasonlitasukkal  korultekintének  kell
lenni. Eltéré vektorkompetenciat nem csak a
szunyogfajok kdzott, hanem fajon belll eltéré
genotipusok (eltérd foldrajzi helyekrdl gydijtott
szunyogok) esetén is kimutattak (Richards és
mtsai 2014). Az eurdpai szunyogok WNV
fertbzést kozvetité szerepében az egyik
legfontosabb korlatozé tényezd valdszinileg a
hémérséklet. Fros és mtsai tanulmanyaban a
hémeérséklet emelkedése  szignifikansan
Osszefliggott a fert6zott szunyog vektorok
aranyaval (Fros és mtsai 2015).

A nyugat-nilusi virus 2-es genetikai
vonalahoz tartozo virusok terjedése az utobbi
években az orszaghataron is atlépett (Bakonyi
és mtsai 2013; Ciccozzi és mtsai 2013).
El6sz6r Ausztriaban fordult el6 megbetegedés



vadmadarakban (Bakonyi és mtsai 2006;
Erdélyi és mtsai 2007; Krisztalovics és mtsai
2008), majd a virus megjelent
Gorogorszagban (Chaskopoulou és mtsai
2011; Papa és mtsai 2011), Olaszorszagban
(Bagnarelli és mtsai 2011; Savini és mtsai
2012), Szerbidban (Petrovic és mtsai 2013a),
Horvatorszagban (Kurolt és mtsai 2014),
Csehorszagban (Rudolf és mtsai 2014) és
Szlovakiaban is (Csank és mtsai 2016).
Filogenetikai elemzések szerint az emlitett
orszagokban elterjedt virus a legnagyobb
hasonlésagot a Magyarorszagon 2004-ben
izolalt virushoz mutatja, mig a par évvel
kés6bb  Oroszorszag terlletén izolalt
(Platonov és mtsai 2008 és 2011), majd
Romaniaban is megtalalt (Sirbu és mtsai
2011) ugyancsak 2-es genetikai vonalhoz



tartozd virus kulonbdzik téle (Ciccozzi és
mtsai 2013). A nyugat-nilusi virus térfoglalasa
jellemzéen a dél-, és kozép-eurdpai
orszagokban jelentés, féként a vonuld
madarak utvonaldba esd terlleteken. A virus
megjelenése és stabilizalodasa az addig
mentes  terUleteken egyrészt iddjarasi
viszonyokkal magyarazhato, masreszt
valészinlleg sok egyéb tényezd egyuttes
hatasa (mint példaul a névekvé gazdasaggal
Osszefliggé gyakoribb egzotikus utazasok, a
népsuriség, a vektorok elleni helyi védekezesi
programok megléte vagy éppen hianya, vagy
akar az emberek tajékoztatasanak
hatékonysaga a védekezés lehetbségeirdl).
Ahhoz, hogy egy Uj virus endémiassa valjon
egy szamara Uj terlleten, az elfogadhato



idéjarasi  viszonyokon tul szlksége van
megfelel6 izeltldba vektorra és fogékony
amplifikacios gazdara életciklusanak
fenntartasahoz. Ha ezek a tényezdk adottak,
€s a virus meég attelelni is képes a
szunyogvektorban, kontinentalis éghajlaton is
endémiassa valhat. Vizsgalataink eredménye
alapjan a hazankban minden évben
vadmadarakban, lovakban és emberekben
megjelené ugyanazon virustorzs (Bakonyi és
mtsai 2006; Korbacska-Kutasi és mtsai 2011;
Sardi és mtsai 2012; Bakonyi és mtsai 2013;
Nagy és mtsai 2016), tovabba az attelelni
képes szunyogfajok potencialis
vektorszerepének felderitése is erre enged
kovetkeztetni (Szentpali-Gavallér és mtsai
2014).



A WNV mellett egyeb flavivirusok
jelenlétére is vizsgaltuk a NEBIH ADI-b:
érkezett vadmadar hullakat. Vizsgalataink
soran USUV fertézést allapitottunk mec
feketerigdkban és fenyérigbban. Az USUV ¢
WNV-vel rokon, szunyogok altal terjesztett,
afrikai flavivirus. El6szor 2001-ben ausztriai
vadmadarakbol (fékent feketerigdkbdl)
izolaltak Eurdpaban (Weissenbdck és mtsai
2002), de retrospektiv vizsgalatok mar 1996-
0s olaszorszagi madarmintakbdl is
kimutatattak a virus jelenlétét (Weissenbock
és mtsai 2013). Magyarorszagi
el6fordulasarol 2005 6ta tudunk (Bakonyi és
mtsai 2007). A vizsgalatok eredmeényei
felhivjak arra a figyelmet, hogy a WNV melleti
az USUV is endémias hazankban, igy az is
okozhat vadmadarakban agyvel6-gyulladasos



eseteket; valamint a WNV és az USU\
hasonl6 felszini antigénjei miatt egyes
szerologiai prébakban keresztreakcidok
alakulhatnak ki a virusok kozott, ami
megneheziti a pontos diagnozis felallitasat.

7.2. Magyarorszagi 2-es genetikai vonalu
nyugat-nilusi virus klébnozasa,
mutagenezise, in vitro és in vivo
patogenitas kisérletek

A 2-es (genetikai vonalhoz tartozd
nyugat-nilusi virusok sokaig nem tlntek olyan
patogénnek, mint az 1-es vonalhoz tartozok;
altalaban enyhébb lefolyasu, gyogyulasra
hajlamos megbetegedéseket okoztak
(Petersen és mtsai 2001). Az elmult 10 évben
hazankban is megfigyelt esetek alapjan



azonban bebizonyosodott, hogy ehhez a
genetikai vonalhoz is tartoznak neuroinvaziv,
erdsen patogén térzsek. Ezt tamasztja ala az
utébbi években egyre tdobb esetben agyvels-
gyulladasban szenvedd lovak és emberek
mintaibdl azonositott neuroinvaziv, virulens
WNV2-es torzsek kimutatdasa Afrikaban is
(Venter és mtsai 2010). Sulyos, akar halalos
kimenetell megbetegedéseket okozo 2-es
genetikai vonalhoz tartozd virusokat a 2004-
es els6é magyarorszagi megjelenése Ota
Kozép-Eurdopa tobb orszagaban is izolaltak
lovakbdl és emberekbdl is (Bakonyi és mtsai
2013; Savini és mtsai 2012). Az eurdpai
nyugat-nilusi virus  jarvanyok  valtozo
epidemiolégidaja és patogenitasa felhivia a
figyelmet a ko6zép-eurdpai WNV-2
vizsgalatanak fontossagara, kérokozo-



képességének Osszevetése az 1-es genetikai
vonal virusaival fontos informacidkat derithet
fol akar a vakcina gyartas szempontjabdl is. A
nyugat-nilusi virus 2-es genetikai vonalahoz
tartoz6 virusok patogenitasanak genetikai
hatterét kisérletesen még nem vizsgaltak,
potencialis virulenciamarkereket eddig csak
elméletben, in silico, virulens és attenualt
virustorzsek teljes genomjanak
O0sszehasonlitasaval es elemzéseével
azonositottak (Botha és mtsai 2008;
McMullen és mtsai 2013). Munkank soran, &
Magyarorszagon izolalt 578/10-es torzs teljes
hossziusagu fert6z6 klonjat allitottuk eld
reverz genetikai modszerekkel, es
genomjaban pontmutaciokat idéztunk el6. A
WNV  nem  strukturdlis fehérjéi, min



potencialis virulenciamarkerek, hosszu ideje
témat szolgaltatnak kilonb6z6 kutatasoknak.
Az dltalunk kivalasztott mutaciék olyan
aminosav-valtozasok voltak a nem strukturalis
fehérjéket kddold6 genomszakaszban, amelyek
attenuald hatasa az 1-es genetikai vonalban
mar ismertek voltak (Liu és mtsai 2006;
Audsley és mtsai 2011; Puig-Basagoiti és
mtsai 2007; Liu és mtsai 2003; Brault és
mtsai 2007; Davis és mtsai 2007; Welte és
mtsai 2011; Wicker és mtsai 2012). Az
elbidézett hat pontmutacié patogenitast
befolyasold szerepét in  vitro  Vero
sejttenyészeten ésin vivo egér modellben
vizsgaltuk. Fert6z6 cDNS kldnokat mar régote
hasznalnak a  flavivirusok  virulenciajat
befolyasold genetikai hattér kutatasaiban,
replikaciojanak vizsgalatara, szubgenomikus



replikonok el6allitdsara, vagy éppen gén
expressziok, vagy geén inzercié céljabdl (Davis
és mtsai 2001; Scholle és mtsai 2004; Rossi
és mtsai 2005). A teljes hosszusagu WNV
klénok elballitasanak modja legtobb esetben
a hagyomanyos plazmid alapu klénozasi
technikara vagy fuziés PCR-ek alkalmazasare
épul (Yamschikov és mtsai 2001; Shi és mtsai
2002; Maeda és mtsai 2008; McGee és mtsai
2010). Mivel a plazmid vektorokban
Osszedllitott flavivirus klonok tébb esetben
toxikusnak, instabilnak vagy szaporodasra
képtelennek bizonyultak  a baktérium
gazdakban (Campbell és Pletnev 2000;
Montigny és mtsai 2004; Ulper és mtsai 2008;
Maeda és mtsai 2009), az altalunk vizsgalt
WNV-578/10 torzset bakterialis mesterséges



kromoszémaba klonoztuk (Almazan és mtsai
2000). Az altalunk hasznalt BAC tartalmazta ¢
citomegalovirus (CMV) prométer génjét, igy ¢
WNV RNS-ének transzkripcidjain vivo a
fert6zott sejt magjaban, sejt eredetii RNS
polimeraz |l segitségével tortént, Kiiktatva
ezzel az in vitro RNS atiras szikségességét.

A flavivirusok nem strukturalis fehérjéi
szamos funkciot latnak el. Az NS1 nem
strukturalis fehérje harom konzervalt N-
glikolizacios hellyel rendelkezik es
nélkulézhetetlen a viralis RNS replikaciojaban.
A Kunjin virus (1-es genotipusu WNV) NS-
geénjéenek konzervalt szakaszaba beillesztett
P250L mutacié a polipeptid strukturajaban
valtozast idézett el6, amely soran a
dimerképz6dés zavart szenvedett, az NS1



fehérje monomer formaban szekretalédott a
sejt felszinére. Ez a konformacio-valtozas
eredményezhette a Vero sejteken megfigyelt
alacsonyabb infektiv titert a replikacié kezdeti
szakaszaban (a vadvirushoz hasonlitva 100-
szor alacsonyabb titert ér el a P250L mutaciot
tartalmazé virus p. i. az elsé 12-24 6raban),
amely kllénbség azonban fokozatosan
csokkent majd eltlint 48 o6ra elteltével (Hall és
mtsai 1999). Hasonl6éan Hall és munkatarsai
megfigyeléseihez, az altalunk elballitott NS1
mutans virus is 100-szorosan csokkent titert
ert el Vero sejteken, habar a kulonbség 24
oOra elteltével jelent meg, 36 oraval a fert6zés
utan volt a maximuman, majd 96 o6ra elteltével
is maradt tizszeres kulonbség a WT virushoz
hasonlitva. A mutacié replikaciora kifejtett
hatasat azin vitro Kkisérlet soran



meghatarozott pozitiv €s negativ
iranyitottsagt  RNS  szalak  mennyisége
alapjan is értékelhetjuk. A fert6zés utani elsé
48 o6raban levett mintakbol megallapithatjuk,
hogy az NS1 P250L mutaciot tartalmazo virus
replikacioja szignifikansan lelassult, ugyanis a
sejtekben mért mind pozitiv, mind negativ
iranyitottsagu RNS szalak mennyisége, illetve
a felliluszéban mért +RNS mennyisége kb.
tizszer alacsonyabb volt, mint a WT virusnal
mért mennyiségek.

Az NS1 fehérje viralis RNS replikacidbatr
betdltott szerepének fontossagara szamos
korabbi tanulmany felhivia a figyelmet. Youn
és mtsai (2013) leirtak, hogy a sértlt NS1
génnel rendelkez6 WNV ugyan leforditodik,
de nem képez szabalyos replikacids



komplexet kozvetlenll a fertézés utan, aminek
kovetkeztében a replikacié zavart szenved és
kovetkezményesen kevesebb +RNS és —RNS
mutathaté ki a fert6zott sejtekben (Youn és
mtsai 2013). A kisérletliink soran az els6 48
o6raban mért alacsonyabb +RNS és —RNES
szal mennyisége utalhat a P250L mutacio
NS1 fehérjére Kkifejtett aktivitas-, vagy
stabilitas  csOkkenté  hatasara, amely
kovetkeztében a  replikaciés  komplex
kialakulasaban problémak Iéphetnek fol. Hall
és mtsai (1999) tanulmanyaban a P250L
mutaciot tartalmazo Kunjin virus NS1 fehérjéje
esetén a dimerképz6dés zavara lépett fol. A
P olyan gyUrds lancu aminosav, amelyben a
kozponti nitrogénatom is a gylri része, ezért
a P gorblletet ad a peptidlancnak, és
altalaban a flexibilis régiéban helyezkedik el.



Ezzel ellentétesen a L egy egyenes lancu
aminosav. Valészinlleg a P és L aminosavak
eltér6 szerkezete miatt a peptidlanc
strukturdgja is megvaltozk a mutacio
kOvetkeztében, és ez magyarazza a
dimerképz6édés elmaradasat. Az NS1 fehérje
a fert6zott sejtek felszinére monomer
formaban szekretaldédik, de ennek hatasa az
immunmodulaciéra még nem ismert. A fehérje
sejten bellli eloszlasa és szekrécioja
viszonylag sértetlen marad, igy a dimerizacio
valészinlleg nem feltétlenul szikséges a
fehérjie mikodéséhez. Az viszont a P
meghataroz6 szerepére utalhat, hogy az
egész flavivirus genusban az NS1 gén 250. és
256. AS helyén konzekvensen P talalhato
(1999-ig szekvenalt torzsek alapjan), tovabba



maga a régid is nagyfokban konzervalt a
fehérjgben (Hall és mtsai 1999). Habar a
monomer forma  szekretalddik a  sejt
felszinére és a fehérje mikdddképesnek
tinik, a konformaciovaltozas érintheti a
replikacios komplex stabilitasat, vagy akar az
immunmodulans szerep hatékonysagat is. Hall
és mtsai (1999) tanulmanyaban azin vivo
fert6zott egerek megbetegitéséhez tizszer
tobb WNV-KUN virusra volt szikség, mint ¢
vad tipusu virus esetében. Kisérleteink soran
ennél sokkal nagyobb foku attenualédast
tapasztaltunk az 578/10-es torzs esetében, a
P250L mutaciét tartalmazo virus alacsonyabb
€s magasabb doézisaval fert6zott egerek kozil
egyetlen egy sem pusztult el. A tuléldé egerek
euthanazigja utan egy allat agyvelejébdl
izolaltunk vissza WNV-t, amely azonbar



revertalddott a vad tipusra. Az NS1 mutans
virust nem lehetett sem az agyvel6kbdl sem
pedig a vesékbdl kimutatni. A Kunjin virussal
ellentétben a neuroinvazivitds minimum 10
000-ed részére csokkent az altalunk vizsgalt
2-es genetikai vonalhoz tartozdé 587/10-es
torzs esetében. A Hall és mtsai altal
megfigyelt és a mi Kkisérleteink soran
tapasztalt eltér6 attenuald  képességet
azonban befolyasolhatta azin vivo
Kisérletekben hasznalt egértdorzs (BALB/c
vagy az egerek kilonbdzé életkora is (18-20
napos). Az sem kizarhatd, hogy az NS1
mutans virus teljes genomjanak szekvenalasa
soran talalt tovabbi csendes nukleotid-mutacio
(GB27A) hatassal volt a virus
attenualddasara. Nem utolsé sorban pedig az



1-es és 2-es genetikai vonal virusai kozotti
egyéb genetikai eltéréseknek (kb. 25% AS
eltérés) is szerepe lehet egy-egy genetikai
marker virulenciara kifejtett hatasaban.

Az el6zb6ekben felsorolt befolyasold
tényezdk valodi hatasara csak tovabbi 1-es
és 2-es genetikai vonalhoz tartoz6 WNV
torzsek vizsgalataval derllhet fény. Az NS1
mutans virus in vitro Vero sejttenyészeten
tapasztalt szignifikansan lelassult replikacidja
(amelyre bizonyiték a kisérleteinkben mért
szignifikansan alacsonyabb mennyiségl +RNS
és —RNS szal is) lehet magyarazat azin vivo
kisérletekben latott csokkent
neuroinvazivitasra, mivel az immunrendszer
gyors valaszreakcioi még azel6tt
eliminalhattak a virust a szervezetbdl, mieldtt



az a kozponti idegrendszerbe jutott volna.
Habar 14 nappal a fertézés utan egyetlen
egér agyabdl tudtunk viralis RNS-t kimutatn
(és az is revertaldédott a vad formara), azt
nem tudjuk teljes mértékben kizarni, hogy a
fertbzés korabbi szakaszaban az NS1
mutaciot tartalmazo virus bejutott a kozponti
idegrendszerbe, azonban csOkkent
neurovirulenciaja révén a 14. napra onnan el is
tant. A csokkent neurovirulencia bizonyitasara
tovabbi (intrakranialis fert6zést is magaban
foglalo) vizsgalatokra van szlkség.
Kisérleteink eredmeénye arra enged
kovetkeztetni tehat, hogy az NS1 fehérje
P250L mutacioja attenuald hatasu, illetve
bizonyiték arra, hogy az NS1 fehérjének a
WNV replikaciéjaban szerepe van.



Az NS2A egy kisméretl, hidrofob,
membranhoz kotott fehérje, valoszinileg az
RNS replikacios komplexet kapcsolja az
endoplazmatikus retikulum (ER) membranhoz
(Lindenbach és mtsai 2013). Fontos szerepe
van a virus 0sszeépulésében és a
veleszuletett immunitas gatlasaban. Ez utobbi
hatasat az |INF-béta promoéter vezérell
transzkripcio gatlasan keresztul fejti ki (Leung
és mtsai 2008; Liu és mtsai 2004). Liu és
mtsai kisérletében az Ala30Pro mutaciot
tartalmazoé Kunjin virus haromhetes
egerekben magas foku  attenualodast
mutatott, de in vifro a mutans replikonok
szamaban nem volt eltérés a vad tipushoz
viszonyitva. Ugyanez a mutans virussal valo
fertbzés utan Othetes Swiss egerek
vérszérumaban magasabb INF-alfa és béte



szintet mértek (Liu és mtsai 2006). Egy masik
tanuimanyban a NY99 virus (1-es genetikai
vonalhoz tartozé virulens torzs) NS2A kodolé
genomszakaszat Kunjin virus (1-es genetikai
vonalhoz tartozd kevéssé virulens torzs)
eredetire cserélték, illetve az NS2A
génszakaszba illesztettek egy mutaciot
(A30P), aminek kovetkeztében a mutans
NY99 virus virulenciaja jelentésen csokkent
négyhetes Swiss-Webster egérben. Az NS2A
gén A30P mutacié onmagaban beillesztve a
NY99 virus genomjaba (a Kunjin virus NS2/
genjének tovabbi 6 természetes
szubsztitucidja nélkal) csak  mérsékelt
citopatogenitas és  virulencia-csokkenést
okozott (Audsley és mtsai 2011). Néhany
éwvel korabban egy masik tanulmany szerint



az NS2A A30P mutaciét tartalmazd NYOC
virus Vero sejteken enyhe fokban lelassult
replikaciot mutatott, de Othetes egerekben
(Swiss-Webster) virulencia csokkenést nem
tapasztaltak (Rossi és mtsai 2007). A mi
megfigyeléseink leginkabb az  utobbi
megallapitassal vannak 6sszhangban, ugyanis
az A30P mutaciot tartalmazd mutans virus
esetén sem a replikacidos kinetikaban, sem
pedig az egérfertézési kisérletekben nem
tapasztaltunk szignifikans valtozast a vad
tipusu virushoz viszonyitva.

A nyugat-nilusi virus NS3 fehérjéje
multifunkcionalis enzimként mikodik (az N
terminus tripszin-szer(i szerin proteaz, a C
terminus RNS-trifoszfataz, NTPaz és helika:
enzimeket kodol), igy fontos szerepe van a



viradlis poliprotein hasitasaban, az RNS
érésében és replikacidjaban is (Wengler és
mtsai 1991; Padmanabhan és mtsai 2006).
Az NS2A fehérjével egyuttmikddve a virus
Osszeépllésében is feltehetéen részt vesz
(Kummerer és mtsai 2002). Varjufélékben
jelentés attenualddast figyeltek meg (100%-
rél 12,5%-ra csokkent a mortalitds) olyan
NY99 virussal végzett fert6zési kisérletben,
ahol a virus NS3 fehérjéjének 249.
aminosavat prolinrdl treoninra cserélték.
Amikor viszont ugyanezen a helyen egy
alacsony patogenitasu virusban (KEN-3829)
prolin szubsztituciot illesztettek be, a virus
virulenciaja 31%-rol 94%-ra nétt, valészinlleg
annak koszonhetben, hogy a virus replikacioja
magasabb fokot ért el a varjufélékben (Brault
és mtsai 2007). Ugy tiinik a NY99 térzs NS



249. aminosava kulcs virulencia faktor
varjufélék esetében, habar egérmodellben
csak minimalis hatast tulajdonitanak neki
(Langevin és mtsai 2014). A magyarorszagi
2004-ben héjabol izolalt WNV2-es torzs
(goshawk-Hungary-2004) és a
Gordgorszagban izolalt kdzeli rokonsagi fokot
mutatd, virulens Nea Santa-Greece-2010,
ugyancsak 2-es genetikai vonalu virustorzs
genetikai 0sszehasonlitd vizsgalata soran az
NS3 fehérjében H249P mutacidra derult fény.
A feltételezések szerint ez a mutacié szerepet
jatszhat a gorogorszagi torzs virulencigjaban
(Papa és mtsai 2011). Az altalunk vizsgalt
578/10-es WNV 2-es torzs is tartalmazta ez
a mutaciot. Annak felderitésére, hogy a
H249P szubsztitucié valoban hatassal van-e



ezeknek a torzseknek a virulencigjara,
pontmutaciét idéztink el az NS3 249.
aminosav helyén, az eredetileg el6forduld
prolint hisztidinre cseréltik. Az attenualo
hatast in vitro ésin vivo egérmodellben is
vizsgaltuk. Az in vivo vizsgalatokban
részleges, de nem szignifikdns attenuaciot
figyeltink meg, annak ellenére, hogy azin
vitro kisérletben a Vero sejtek fertézése utan
3 mintavételi idépontban is szignifikansan
alacsonyabb titert mértink az NS3-249F
mutaciot tartalmazo virusnal, mint a WT-nél.
Ez azonban tobb mintavételi idépontban, tobb
mutans virusra is igaz volt (pl. az NS2A
klénra), amelyeknél egyaltalan nem
tapasztaltunk in vivo csokkent virulenciat.
Eredményeink alapjan ugy tdnik, azin vitro
mért infektiv titerek és azin vivo tapasztalt



attenualédas  kozott  nincs egyértelmi
kapcsolat. Ezzel a tapasztalattal 6sszhangban
van Langevin és mtsai (2014) megfigyelése,
ahol az NS3-P249T mutéciot tartalmazé virus
6 log10 PFU/mL-rel alacsonyabb titert ért e
varjufélékben, mig 37°C-on Vero sejteken
nem volt szignifikans kulénbség a fert6z6 titer
atlagos csucsat tekintve az NS3 249. AS
helyén P-t tartalmazo virushoz viszonyitva.

A fentiekbdl adédoéan ugy tlnik, hogy az
NS3 fehérje 249. aminosavanak virulenciara
kifejtett hatasa csak madarakban jelentés.
Sét, madarak esetében is jelent6s
kilonbségek lehetnek az egyes fajok kozott.
Roévidcsérii  varjuban  példaul  nagyfoku
attenuaciot mutattak ki, mig hazi verébben
csak enyhe foku virulencia-csOkkenést



figyeltek meg (Langevin és mtsai 2014). A
madarfajok  P249T  mutaci6  attenuald
képességére adott eltéré érzékenységének
lehetséges magyarazata a virusok eltérd
h6érzékenysége. Mig a P-t tartalmazd virus
44°C-on is szaporodik, a T-t tartalmazo virus
nem (DEF sejtvonalon vizsgalva) (Langevin és
mtsai 2014). Ezzel ésszhangban van az a
megfigyelés, hogy a WNV fertbzése
klénb6zd madarfajokban vagy magas lazzal -
pl. a révidcséri varjuban (Kinney és mtsai
2006), vagy éppen hipotermiaval tarsul pl.
hazi verébben (Langevin és mtsai 2014-es
tanulmanyaban emlitett, nem publikalt adat).
Munkank soran a mutaciok attenuald
képességeét kizarolag egerekben modelleztuk,
ezert in vitro hbérzékenységi kisérleteket nem
vegeztunk. A jovében hasznos lenne azin



vitro Kkisérleteket magasabb h&mérsékleten
(41-44°C) valamint azin vivo Kkisérleteket
varjufélékben elvégezni.

A flavivirusok NS4B fehérjéje helikalis,
hidrofob, membranhoz kotott nem strukturalis
fehérie. F& feladata a gazdaszervezet
immunvalaszanak gatlasa. Interferon-
antagonista, az NS4A és NS2A fehérjékke
egyuttmikdédve a STAT-1  foszforilacio
blokkolasan keresztul nagymertékben
csokkenti az interferon-valaszt (Munoz-Jordar
és mtsai 2005). A flavivirus genom NS4B
fehérje kodold szakaszaban bekdvetkezé
aminosav-valtozas kovetkeztében tehat
valtozas léphet fol az interferon-
szignalizaciora kifejtett gatlé hatasban (Evans
és Seeger 2007). Az NS4B 38. AS helyér



elhelyezkedd prolin annak a transzmembran
doménnek a része, amely a fehérjét az ER-
hez kot Welte és mtsai (2011)
tanulmanyaban a P38G mutacié 6—-10 hetes
C57BL/6 egerekben csodkkent szintd virémiat
és 0%-os letalitast okozott. Ugyanakkor a
mutans virussal fert6zott egerekben
magasabb szint( volt az INF-1 és |L-1 valasz
a memoria T-sejtek és citotoxikus T-sejtek
szama. Wicker és mtsai (2012)
tanulmanyaban a NY99 virustorzs az NS4B-
P38G mutacié kdvetkeztében hbérzékennyé
valt, Vero sejteken jelentésen lelassult a
szaporodasa 41°C-on, mig 37°C-on valtozast
nem tapasztaltak az  eredeti virus
replikaciojahoz képest. A héérzékenyseg in
Vivo attenualdédassal is tarsult, a
neuroinvazivitas intraperitonealis fert6zés utan



10 000 PFU LDy ertékkel csokkent 3—4
hetes NIH Swiss egerekben (de ¢
neurovirulencia a vad tipusu virushoz hasonlo
maradt). A Kkisérletek soran két tovabbi
mutaciot talaltak (NS4B-T1161 és NS3
N480H), azonban énalléan beillesztve a NY 9¢
genomjaba Oket, egyik sem vezetett csOkkent
virulenciahoz egérben (Wicker és mtsai
2012). A mi kisérletiinkben a P38G mutacio
nem volt hatassal a virus replikaciéjara Vero
sejteken, és annak ellenére, hogy ugyanazon
egervonalban és ugyanolyan életkorban
fertéztik az egereket, mint Welte és mtsai, in
vivo attenualdédast sem tapasztaltunk. A teljes
genom-analizis soran kiderult, hogy a Wicker
és mtsai altal leirt két tovabbi mutacié nem
szerepelt az NS4B38-as mutans virusban,



viszont egy csendes mutaciora fény derdlt a
6768. nukleotid helyen (A-rél G-re cserélédott
a nt). Kisérleteink alapjan ugy tinik, a 2-es
genetikai vonalu nyugat-nilusi virus esetében
a P38G mutacionak nincs jelentés szerepe a
virus  virulencigjanak  meghatarozasaban,
azonban nem zarhatjuk ki a tovabbi ,extra”
mutaciok, illetve a két genetikai vonal egyéb
genombeli eltérésének befolyasold hatasat az
emlitett P38G mutacio attenuald
képességenek megitélése kapcsan.

Az NS4B-C102S szubsztituciét a NY 9!
virus esetébenin vitro h&érzékenységgel
(41°C-on lelassult replikacid) és egér
modellben in vivo neuroinvazivitas- €s
neurovirulencia-csokkenéssel tarsitjak
(Wicker és mtsai 2006). Ugyanezen mutaciot



beillesztve az 578/10-es tdrzs genomjaba, a
virus szaporodasa dramai modon lecsokkent,
olyannyira, hogy a sejttenyészeteken nem volt
CPE és nem lehetett fert6z6 titert mérni ¢
mutans virus transzfektaldsa utan. Ennek
kovetkeztében sem az in vitro sem az in vivo
kisérleteket nem tudtuk elvégezni a C102S
mutaciot tartalmazé mutans virussal. Az
emlitett mutacié attenualdo hatasa a NY99
virus esetében az interferon-szignalizacié
csOkkent meértékl gatlasanak tulajdonithato
(Wicker 2006). A mi esetunkben azonban a
C102S mutéciot tartalmazo 578/10-es mutans
virus képtelen volt replikalddni BHK-21 vagy
Vero EG sejteken, annak ellenére, hogy
ezekben a sejtvonalakban az IFN-a és -f
utvonalak nem mikodnek. Tovabbi
kisérleteket igényelne annak kideritése, hogy



esetleg milyen mas tényezk jatszanak
szerepet a C102S mutacié WNV 2-es virusre
kifejtett letalis hatasanak kialakulasaban.

Az NS4B-E249G szubsztitucid szamo:s
WNV tdérzsben természetesen is el6fordu
(Davis és mtsai 2004; Lanciotti és mitsai
2002). 1-es genetikai vonalu WNV-ber
kimutattak, hogy az E249G mutacio lelassult
replikaciohoz vezetett C3H/He és BHK-2°
sejtvonalakon, habar Vero sejtvonalon csak
elhanyagolhat6an csOkkent a virus
szaporodoképessege. Ugyanez a mutans
torzs  szignifikans  attenuaciot  mutatott
hathetes C3H/HeN egerekben talpparne
fertézés utan (a vad tipusu virus altal
eldidézett 100%-os  mortalitdas  50%-ra
csokkent) (Puig-Basagioti és mtsai 2007).



Egy masik tanulmanyban egy NS4B-E249C
mutaciot tartalmazé 1-es genetikai vonalu
WNV semin vitro, sem pedig i. p. fert6zott
Othetes Swiss-Webster egerekbenin vivo
nem tarsult csokkent virulenciaval (Rossi és
mtsai 2007). A mi eredményeink inkabb ez
utobbi  tanulmany eredményeivel vannak
O0sszhangban, ugyanis az E249G mutaciéval
rendelkez6 2-es genetikai vonali mutans virus
in vitro a WT virushoz hasonlo titert ért el
Vero E6 sejteken, ésin vivo kis mértékben
(nem szignifikdnsan) alacsonyabb mortalitast
(63%) okozott. Fontos megemliteni, hogy
nem zarhatd ki a telies genom szekvenalas
soran feltart tovabbi NS4B-V188
szubsztituci6 E249G mutacié  attenualo-
képességére kifejtett lehetséges befolyasolo
szerepe.



Osszefoglalva az éltalunk vizsgalt nem
strukturalis fehérjéket kddoldé génekben
el6forduld6 mutacidk valtozatos befolyasold
hatassal  birtak in vitro ésin vivoa
Magyarorszagon izolalt 2-es  genetikai
vonalhoz tartoz6 578/10-es WNV torzsre.
Szignifikans attenuaciot in vitro és in vivo
egyuttesen csak az NS1-P250L mutacic
esetében tapasztaltunk, ahol a mutacio
hatasara a neurovirulencia teljes elvesztését
tapasztaltuk. Valoszinlleg a mutans virus a
neuroinvaziv tulajdonsagat is elveszitette,
azonban ez nem jelenthet6 ki minden kétséget
kizaréan. A virus ugyan a kisérleti id6 végén
(14 nap p. i.) nem volt kimutathaté az
agyszovetbdl (csak egy esetben a
revertalodott forma), nem zarhatjuk ki azt a



lehetéséget, hogy a virus bejutott az agyba,
de 14 nappal a fertézés utan mar Kkilrult
onnan. Az NS3-P249H és az NS4B-E249(
mutacio részleges, (a mortalitasban
megfigyelhetd enyhe csokkenésben
megnyilvanuld), de nem szignifikans virulencia-
csOkkenéssel tarsult egér modellben, mig az
NS2A-A30P és NS4B-P38G mutaciokna
gyakorlatilag nem wvoltin vivo attenuald
hatasuk. Az 1-es genetikai vonalu virusokban
megfigyelt virulencia-csokkenéshez hasonlo
eredmények hianya az NS4B (249) vagy az
NS2A gén esetében lehetséges, hogy abbdl
adodott, hogy az el6bbi vizsgalatokban tobb
mutacio egyuttes jelenléte (1, illetve 6 tovabbi
mutaciot fedeztek f6l a genomban a korabban
emlitett tanulmanyokban) is befolyasolhatta
az egérben megfigyelt virulenciat (Audsley és



mtsai 2011; Puig-Basagoiti és mtsai 2007).
Az NS3 génjének mutacidja a legujabk
tanuimanyok szerint csak madarakban
jelentés, s6t madarak esetében is csak a P
és T aminosav cseréje bizonyult attenualo
hatasunak (Langevin és mtsai 2014). Az NS1,
NS2A és NS3 génszakaszokat érinté
mutacioval rendelkez6 mutans virusok 37°C-
on Vero sejtekben vizsgalva in vitro
replikacio-lassulast mutattak, habar ez a
szignifikans kllonbség a kisérleti id6 végére
(96 o6ra p. i.) csak az NS1 klon esetéber
maradt szignifikans a WT-hez hasonlitva.

Kisérleteink alapjan kijelenthetjuk, hogy
az NS1 gén 250. aminosavanak jelent6s
szerepe lehet a 2-es genetikai vonalu WNV-k
virulenciajaban, azonban a fentiekben felsorolt



és kifejtett 1-es genetikai vonalu virusokban
vizsgalt egy-egy virulenciamarker kulonb6zé
idépontokban és tanulmanyokban megjelend
eltéré megitélése dvatossagra int. Mind azin
vivo Kisérletekben hasznalt egerek tipusa
vagy életkora, mind a genomban eléforduld
egyéb mutaciok és azoknak interakcioja
jelentés hatassal lehet a virust attenuald
képességre. Az 1-es és 2-es genetikai vonal
kozti 75,7-76,8%-0s nukleotid és 93,2—
94,0%-0s aminosavbeli eltérésnek (Lanciotti
és mtsai 2002), mint ahogyan az 578/10-es
torzs egyedi genomfelépitésének is befolyasa
lehet egy-egy mutacié virulenciara kifejtett
hatasara. Eppen ezért fontos lenne tovabbi 2-
es genetikai virusokkal, és mas gerinces
modellekben is vizsgalni az NS1-P250L
mutacio virulenciara kifejtett szerepét, vagy a



mutacio, vagy akar az egész 578/10-es
eredett NS1 gén mas virusokba valé
beillesztésével.

Kisérleteink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a két genetikai vonal (1-
es és 2-es) virusai ugyan részben
hasonlitanak egymasra, patogenitasukat nem
feltétlenll ugyanazok a genetikai tényezok
befolyasoljak. Ezért tartjuk fontosnak a
jovbben az egyre nagyobb terlleteket
meghdditd, neuroinvaziv, 2-es genetikai
vonalhoz tartoz6 WNV torzsek tovabb
vizsgalatat és patogenitas markereinek
felderitését.

A munkank soran el6allitott fert6z6
klbnok és a velUk elvégzett in vitro és in vivo
kisérletek tudomanyos eredményei értékes



adatokkal szolgalnak a feltételezett genetikai
markerek virulenciat befolyasolé hatasainak
vizsgalataban. Az elmult évtizedben a magas
patogén, 2-es genetikai vonalhoz tartozo
nyugat-nilusi virusok térhéditasa figyelhetd

meg Eurépaban. A 2004-ben
Magyarorszagon megjelent WNV 2-es torzs
leszarmazottja példaul 2010-ben

Gordgorszagban okozott kiterjedt jarvanyt,
szamos neuroinvaziv esettel. Egy masik 2-es
genetikai vonalu virus (Reb VLG _07 _H
GenBank accession No. FJ425721
human neuroldgiai megbetegedéseket
(Platonov és mtsai 2008 és 2011). 2010-ben
ugyanez a torzs Délkelet Romaniaban jelent
meg (Sirbu és mtsai 2011), ahol legalabb 3
éven keresztul izolaltak a megbetegedésekbdl



(Kolodziejek és mtsai 2014). A kilénb6zb
virustorzsek genetikai O0sszehasonlitd
vizsgalata potencialis virulenciamarkereket
derithet fol, amelyek vizsgalata reverz
genetikai moddszerekkel, a mi altalunk
folallitott modellhez hasonléan, sok fontos
informaciot szolgaltathatnak a 2-es genetikai
vonalu  WNV-k virulenciajat befolyasolé
tényezOk megismerésére, vagy akar a
vakcinagyartas szamara.

A NEBIH ADI-ba érkezett vadmada
hullak egyéb flavivirusokra iranyuld vizsgalatai
soran USUV fert6zést allapitottunk mec
feketerigbkban és fenybrigéban. Az Usutu
virust 1959-ben Dél-Afrikaban mutattak ki
el6észor, majd kiderult, hogy a virus szamos
afrikai orszagban jelen van (Nikolay és mtsai



2011). Eurdpaban elészér 2001-ben ausztriai
vadmadarakbal (tdbmegesen elhullott
feketerigdkbol) izolaltak (Weissenbock és
mtsai 2002), de retrospektiv vizsgalatok mar
1996-0s olaszorszagi madarmintakbdl is
kimutatattak a jelenlétét (Weissenbdck és
mtsai 2013). Magyarorszagi el6fordulasardl
2005 ota tudunk (Bakonyi és mtsai 2007). A
2001-es ausztriai izolalasa ota szamos
eurdpai orszagbol jelentettek USUV okozte
vadmadar elhulldsokat (Manarolla és mtsai
2010; Steinmetz és mtsai 2011). A virus
zoonotikus, esetenként az emberben is
megtelepszik és agyvel6-gyulladassal jaro
betegseéget okozhat, Okologidja es
patogenitasa is hasonlé a WNV-hoz (Pecorar
és mtsai 2009; Nikolay és mtsai 2011). Ennek
ellenére Afrikdban csak két emberi esetet



jelentettek, 1981-ben lletve  2004-ben
(Nikolay és mtsai 2011). Afrikan kivll az elsé
emberi  neuroinvaziv  virust  2009-ben
Olaszorszagban diagnosztizaltak, egy
agyvel6-gyulladasban szenvedd (és
egyébként immunhianyos) betegbdl (Pecorari
és mtsai 2009), majd 2010-ben harom viralis
agyvel6-gyulladasban szenved6 beteg
cerebrospinalis folyadékabdl (Cavrini és mtsai
2010). Az USUV elleni specifikus IgC
ellenanyagok kimutatasa veraddkbol arra
enged kovetkeztetni, hogy a fertézés
tunetmentes is maradhat az emberben
(Gaibani és mtsai  2012). Eszak-
Olaszorszagban egy  2008-2009  évi,
madarakra és szunyogokra kiterjedd felméré
vizsgalatban a Culex pipiens mellett a virust



megtalaltak Aedes albopictusban is. A 12
USUV pozitiv madar kézt a leggyakoribb &
feketerigd (Turdus merula) volt (6t), de a
virust kimutattak erdei fulesbagoly (Asio
otus) , szarka (Pica pica), dolmanyos varju
(Corvus cornix), szajko (Garrulus
glandarius), balkani gerle (Streptopelia
decaocto), eurdpai lappantyu (Caprimulgus
europaeus) és voros fogoly (Alectoris rufa)
szerveibdl (Calzolari és mtsai 2012). 2010 és
2016 kozott passziv monitoring vizsgalatok
folytak Magyarorszag és Ausztria teruletén a
virus elterjedtségének felmérésére, amely
soran ugyancsak a feketerigbk (17 a 20
pozitiv esetbdl) mutatkoztak a
legfogékonyabbnak a virusfertbzésre
(Bakonyi és mtsai 2017). A Vvizsgalatok
eredményei felhivjak a figyelmet arra, hogy a


https://en.wikipedia.org/wiki/Eurasian_magpie
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WNV mellett az USUV is jelen van hazankban
igy az is okozhat vadmadarakban agyvel6-
gyulladasos eseteket. A szunyogokbdl és
vadmadarakbdl  izoldlt  esetek  szama
Osszevetve a human megbetegedésekkel arra
enged kovetkeztetni, hogy az USUV a WNV
vel szemben kisebb mértékben képes
megbetegiteni az embert, igy alacsonyabb
zoonotikus kockazatot jelent (Calzolari és
mtsai 2012). A WNV és az USUV hasonlc
felszini antigénjei miatt egyes szeroldgiai
probakban keresztreakciok alakulhatnak ki a
virusok kozott, ami megneheziti a pontos
diagndzis felallitasat.



Uj tudomanyos eredmények

1. A magyarorszagi WNV passzi\
monitoring rendszerének felallitasa,
és ennek keretében két évig tarto
szunyoggydijtés és vizsgalat
megszervezése. A WNV kimutatasa
Ochlerotatus annulipes, Coquillettidia
richiardii és Culex pipiens szunyog
vektorokbal.

2. A hazai izoldlasu WNV  2-es
genotipushoz tartoz6 WNV-578/10
virustorzs teljes
genomszekvenciajanak
meghatarozasa.

3. Az WNV-578/10 virustorzs teljes
hosszusagu fert6z6 klonjanak



el6allitasa, valamint mutagenezissel
torténé genetikai modositasa, és
ennek soran hat, egy-egy
pontmutaciét (NS1 (P250L), NS2/
(A30P), NS3 (P249H) NS4B (P38C
C102S, E249G)) tartalmazd klonvirus
el6allitasa.

. A vad tipusu és rekombinans mutans
virusok Vero E6 sejttenyészeten
tortéent in vitro és egér modellben valo
in vivo virulencia vizsgalataival egy, a
WNV-578/10 virustdrzs szignifikans
P250L), wvalamit egy, a virust
szaporodasképtelenné tevé (NS4B
C102S) és négy, a virulenciat
kevéssé befolyasold pontmutaciod



(NS2A A30P, NS3 P249H, NS4t
P38G és E249G) hatasanak
felderitése.
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