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Bevezetés

A nyugat-nilusi virust (West Nile virus,
WNV) napjainkban vilagszerte az egyik
legelterjedtebb, szunyog terjesztette
flavivirusként tartjak szamon (Rossi és mtsai
2010; Weissenbock és mtsai 2010).



Magyarorszagon 2003-ban
hazimadarakbol és vadmadarakbol mutattak
ki a virust, valamint 2004-ben
Magyarorszagon izolaltak el6szor 2-es
genetikai vonalhoz tartozo virustorzset Afrikan
kivil (Bakonyi és mtsai 2006). Az emlitett
genetikai vonal eurdpai megjelenésével
szlkségesseé valt az izolalt virusok alapos
vizsgalata, mivel ezek a virusok
patogénebbeknek bizonyultak, mint mas
afrikai torzseik (Beasley és mtsai 2002). A
WNV enzootias ciklusat vadmadarak mint
amplifikaciés gazdak és szunyogok mint
biologiai vektorok tartjgak fenn. Eurdpaban
elsédleges vektornak bizonyultak a
Magyarorszagon is széles korben elterjedt
Culex fajok és a Coquillettidia richiardii
(Hayes és mtsai 1989; Higgs és mtsai 2004).



A WNV magyarorszagi megtelepedésének
alapfeltétele volt a megfelel6 amplifikacios
madarfajok és izeltlabu vektorok jelenléte.

Szamos tanulmany foglalkozik az 1-es
genetikai vonalhoz tartoz6 WNV torzsek
virulencia markereinek felderitésével (Liu és
mtsai 2006; Rossi és mtsai 2007; Audsley és
mtsai 2011; Donadieu és mtsai 2013). Reverz
genetikai rendszerek alkalmazasaval szamos
alacsony neurovirulenciat és neuroinvazivitast
okozo nukleotid-, illetve animosav-valtozast
deritettek fel mind a strukturalis, mind a nem
strukturalis fehérjéket (NSP) kodolo gének
esetében is (Wicker és mtsai 2006; Puig-
Basagioti és mtsai 2007; Audsley és mtsai
2011; Wicker és mtsai 2012). Ellentétben az
1-es genetikai vonal virusaival, a 2-es



genetikai vonalat ilyen szempontbdl kisérletes
uton korabban nem vizsgaltdk. Potencialis
virulenciamarkerek  felderitése  csupan in
silico, magas és alacsony patogenitasu
torzsek telies genomjanak elemzésével és
Osszehasonlitasaval tortént (Botha és mtsai
2008).

Vizsgalataink célja az utobbi évtizedben
Magyarorszagon kimutatott flavivirus-
fert6zések — elsésorban a WNV — nyomor
kovetéese, a WNV torzsek genetika
jellemzése, jarvanytani sajatossagaik eés
allategészségugyi, illetve kozegészsegugyi

jelentéséguk felderitése volt. Ennek
erdekében munkank egy része a virusok
fenntartasaban es terjesztésében

kulcsszerepet jatsz6 vadmadarak és izeltlabu



vektorok vizsgalatara iranyult, passziv és
aktiv. monitoring rendszerek felallitasaval.
Célunk volt tovabba a Magyarorszagor
el6forduld6 WNV 2-es genetikai vonalahoz
tartozd egyik hazai virustdrzs patogenitassal
Osszefliggd virulenciamarkereinek
azonositasa. Ennek feltétele a virus genetikai
anyagat tartalmazo, teljes hosszusagu fert6z6
klon el6allitasa volt, amely genomjanak
mutagenezissel tortéend modositasaval
lehet6vé valt a rekombinans  virusok

tulajdonsagainak in vitro, illetve in  vivo
vizsgalata.
2, Anyag és modszer

2.1. Magyarorszagi felméré (monitoring)
vizsgalatok

A felméré vizsgalatok passziv és aktiv



monitoringot jelentettek.

A passziv monitoring f6 eleme
idegrendszeri  tlinetekben megbetegedett
vagy elhullott gerinces gazdak, féként
vadmadarak — a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal Allat-egészségiigyi
Diagnosztikai Igazgatésag (NEBIH ADI
laboratériumaiba  kuldott, nemzeti parkok
munkatarsai altal gydjtott, allatkertekben és
madarment6-allomasokon  kezelt, valamint
solymaszok altal nevelt madarak — mintai
voltak. 2009 és 2015 kozott ez évente 79,
335, 241, 336, 354, 83, illetve 54 madarhulla
vizsgalatat jelentette. A NEBIH ADI-b:
érkezett vadmadar hullakat WNV melleti
egyéb flavivirusok jelenlétére is vizsgaltuk.
Kisebb részben  a NEBIH AD



laboratériumaiba, valamint az
Allatorvostudomanyi Egyetem
laboratériumaiba kaldott, idegrendszeri
tineteket mutatd lovak mintait is vizsgaltuk
WNV és ellenanyagainak jelenlétére.

Az aktiv monitoring soran szunyogokat
gydjtottuk a 2011 és 2012 év soran,
Magyarorszag 6t foldrajzi tertletén, 6sszesen
24 gyljtési ponton. A szunyogok szezonalis
aktivitasat figyelembe véve a gyljtés majus és
szeptember honapok kozott tortént, bizonyos
pontokon téli mintagyljtéssel kiegészitve. A
két év alatt 6sszesen 23 193 szunyogot (645
poolban) vizsgaltunk meg WNYV jelenlétére. E:
2011-ben 11 728, 24 kulénbdzd fajhoz tartozd
szunyogot, 2012-ben pedig 11 465, 18
kllonb6zd faju  szunyogot jelentett. A



szunyogok  fajmeghatarozasa utan az
egyedeket faj, nem, gy(jtési hely és id6
szerint csoportositottuk, és maximum 50
egyedet tartalmazd poolokba rendeztiuk. A
vadmadar és 16 mintak egyesével kerlltek
feldolgozasra. A mintak homogenizalasa utan
a viralis RNS kivonasa kovetkezett, majd ¢
WNV nukleinsavat RT-PCR (rever:
transzkripcios polimeraz lancreakcio)
modszererel mutattuk ki. A NEBIH ADI-b:
érkezett, heveny idegrendszeri tuneteket
mutato lovakbol gydijtott savomintakat WNV
elleni IgM-tipusu ellenanyagok jelenlétére
vizsgaltuk ELISA modszerrel.

2.2. Magyarorszagi 2-es genetikai vonalu
nyugat-nilusi virus klonozasa,
mutagenezise, in vitro és in vivo



patogenitas kisérletek

A WNV-578/10 elnevezésli (GenBank
azonositd: KC496015) virustorzset egy 2010-
ben a SZIE AOTK Ulsi Nagyallatklinika
idegrendszeri tlneteket mutato es
vegstadiumban ledlt 6 agyvelejébdl
szarmazott. A virustorzs legkdzelebbi
genetikai rokonsagban a Magyarorszagon
2004 ota cirkulald, 2-es genetikai vonalhoz
tartozd WNV torzsekkel allt.

A virus elszaporitasa és koncentralasa
utan RNS-ének kivonasa, majd a genomjardl
készult teljes hosszusagu egyszalu
komplementer DNS (cDNS) eléallitasa tortén
reverz  transzkripcios rendszerrel es
genomspecifikus primerrel. A teljes
hossziusagu fert6z Kklon elballitasa két



modszerrel, egymassal parhuzamosan
tortént. Az elsé moddszer esetén a teljes
hosszusagu kétszalu (ds) DNS-t fuziés PCR
ek alkalmazasaval allitottuk el6. A modszer
lényege a virus telies genomjat lefedé,
egymast atfedé polimeraz lancreakciok
termékeibdl feléplld fuzios PCR-ek sorozate
volt. A masodik modszer hagyomanyos
klbnozasi lépésekbdl allt. Lényege a virus
telies genomjat tartalmazé komplementer
DNS alacsony képiaszamu plazmidba valc
beépitése volt. A klonozashoz Balint és
munkatarsai (2012) altal modositott
pBeloBAC TGE (Wang és mtsai 1997
bakteridlis mesterséges kromoszéma (BAC)
vektort hasznaltunk. A kivalasztott aminosav-
valtozasok eléréseéhez szukseéges
pontmutaciok meghatarozasa utan a kivant



nukleotid eltéréseket PCR alapt
mutagenezissel hoztuk létre. A kivant mutaciét
tartalmazé fragmentet restrikcids enzimes
vagas majd ligalas utjan jutattuk a plazmidba.
A mutaciok és a genomban elfoglalt helydk a
kovetkezbk voltak: Csy18T az NS1 fehérje
génben (Posgl), Gz613C az NS2A fehérje
génben (AzgP), Cs357A az NS3 fehérje génber
(PoagH), €s harom mutacié az NS4B fehérje
génben: CCr030.31GG (P3gG), G7203C (C1025)
€s Az5p4G (E249G).

A virusok transzfekcidja BHK-21
sejtekbe tortént, majd a keletkezett vad-
tipusu és moddositott genommal rendelkezé
rekombindns RNS virusokat azin vitro és in
vivo Kisérletekhez elegendé mennyiségben
Vero E6 sejteken szaporitottuk el. Az in vitro



illetve in vivo kisérletek megkezdése el6tt a
virusszuszpenziok genomjanak
szekvenalasaval ellendriztik az adott mutacio
meglétét.

A vad, illetve a rekombinans mutans
virusok ndvekedési gorbéit Vero EB6
sejttenyészeten, 37°C-on, MOI (multiplicity o
infection) = 0,1 mellett hataroztuk meg. A
felUluszOkbol egyrészt a fert6z6 virustitert
hataroztuk meg, masrészt RNS-t vontunk Ki.
Bizonyos mintavételi idépontokban, ugyancsak
RNS kivonas céljabdl, a sejtek is felvételre
kerlltek. Az RNS képiak szamat szal-
specifikus gRT-PCR-rel hataroztuk meg (Lin
és mtsai 2013).

A zin vivo virulencia vizsgalatokhoz
hathetes néstény C57BL/6 egereket (Harlar



Laboratories B.V., Venray, Hollandia)
intraperitonealisan (i p.) fertéztink
alacsonyabb (kb. 10') és magasabb (kb. 10%)
TCIDsy mennyiségi vad-tipusu, illetve mutans
klon-eredetl  nyugat-nilusi  virusokkal (8
egér/klon/ddzis). Az elhullott (vagy eutanazian
atesett) egerek agyat, majd a kisérlet végén
az 0sszes egér agyat és a magasabb ddézisu
virussal fert6zottek esetén a veséket is
OsszegyUjtottuk. Az allatkisérlet engedélyét
az Erasmus Medical Centre, Animal Ethics
Committee allitotta ki (protokoll szam: 122-
13-19).

3. Eredmények

3.1. Magyarorszagi felméré (monitoring)
vizsgalatok

A vizsgalt id6északban minden évben



sikerult a WNV nukleinsavat kimutatnunk,
Osszesen 32 (évenként: 16, 6, 3, 2, 3, 1, 1)
vadmadar mintabdl. A vizsgalati idészakban
416, heveny idegrendszeri tlineteket mutato,
nyugat-nilusi virusfertézésre gyanus 16bdl
gy(jtétt savomintabdl pedig 74 esetben
tudtunk WNV elleni IgM-tipusu ellenanyagoka
detektalni. A nyugat-nilusi virussal rokon
Usutu virus (USUV) RNS-ét 5 feketerigo és -
feny6rigd szerveibdl sikertlt kimutatni.

A kétéves (2011-2012) szunyog felméré
vizsgalatok soran a WNV kimutatasare
iranyulé6 RT-PCR 2011-ben harom pool
esetében adott poztiv eredményt: egy
Fényeslitkén juniusban gydjtott  kozepes
méretl (4-19 egyedet tartalmazd) néstény
Ochlerotatus annulipes pool, egy ugyancsak



kbzepes méretl, juliusban a debreceni
Fancsika-ténal gydijtott Coquillettidia richiardii
pool, tovabba szeptemberben, egy 20-50
néstény Culex  pipiens-t tartalmazo,
Kardoskut kozelében talalhaté kékvércse
fészkeld helyen gy(jtott pool esetében. A
2011-ben gydjtott him szdnyogok, mint
ahogyan a 2012 évi 0Osszes 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.

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

A WN-NY99 \virustdérzs (GenBanl
azonositdé AF202541) és az 578/10-es
virustorzs (GenBank azonosité KC496015
telies genomjanak 0Osszehasonlitasa soran
2236 nukleotid (nt) eltérést (21%) talaltunk. A
nt €s aminosav (AS) kuldnbségek megfeleltek
az 1-es és 2-es genetikai vonalu virusok
kozott altalaban mérhet6 eltéréseknek.

Annak érdekében, hogy tisztazzuk, vajon
az 1-es genetikai vonalhoz tartoz6 WNV-
okban azonositott virulenciamarkerek
befolyasoljak-e a magyarorszagi neuroinvaziv,



2-es genetikai vonalhoz tartozd virus
virulenciajat, fert6z6 cDNS klonokat allitottunk
el6 és transzfektaltunk BHK-21 sejtekbe. Az
in vivo transzkripciot koévetéen az NS1
mutaciot tartalmazd viruskészlet titere 1046
TCIDgg/mL maradt a kivant 6 log4y TCIDgo/mL
helyett, ugyanis tovabbi passzalas esetén
minden alkalommal elvesztettik a kivant
mutaciot. Az NS4B102 mutaciot tartalmaz¢
rekombinans virus pedig nem tudott megfeleld
mennyiségben elszaporodni, ezért a tovabbi
vizsgalatokbdl kizartuk.

A telies genom-analizis soran harom
mutans klén esetében talaltunk a kivant
mutacion felul még egy-egy nt eltérést,
amelybdl csak egy jart AS-szubsztituciéval is.
A két csendes nt valtozas a kdvetkezé volt:



G-rél A-ra cserélédés a 627. nt helyen az
NS1 klon esetében; A-rol G-re cserélédés e
6768. nt helyen az NS4B38 klon esetében. Az
AS valtozassal — valinrdl (V) izoleucin (1) -
jaré nukleotid cserét (G-rél A-ra a 7480. nt
helyen), az NS4B249 kién NS4B fehérjéjénel
188. helyén talaltuk.

A rekombinans virusok novekedési
gorbéjének statisztikai elemzése soran az egy
iranyu ANOVA teszttel mintavétel
idépontonként  csoportosan vizsgalva, a
mutans rekombinans virusok infektiv titereinek
atlaga minden mintavételi idépontban (12 éra
p. i. — 96 o6ra p. i.) szignifikans kulénbséget
mutatott (p < 0,02). Az egyes virusok
paronkénti statisztikai 0Osszehasonlitasa a
kovetkez6 eredményeket adta: a vad-tipusu



(WT) virus 24 Ooraval a fertbzés utar
mindegyik mutans virus, 72 o6ra eltelte utan
mar csak az NS1 mutans virushoz hasonlitva
ért el szignifikansan magasabb titert. Az NS1
mutans virus nem csak a WT-hez viszonyitva,
hanem minden mintavételi id6pontban mas
mutans virusokhoz viszonyitva is
szignifikansan alacsonyabb titerben
szaporodott el. 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. A WT és NS1 mutans
virus feluluszéiban mért +RNS szalak
mennyisége a fertézés utani 36 éraig ndévekvd
kulonbséget mutatott, és bar a kulonbség
ezutan csOkkent, még 96 oraval p. i. is



szignifikansnak bizonyult. Az intracellularis
+RNS szalak mennyiségének vizsgalatakor 24
6ra p. i. mar 0,9 log10 nagysagrenddel
magasabbnak mutatkozott a titere a WT virus
esetén mint az NS1-nél mért. A kulénbség a
maximumat a feliluszéhoz hasonléan 36
oraval a fert6zést kdvetéen érte el, majd a
kulonbség lassan csoOkkent, de Vvégig
szignifikans maradt. Az intracellularisan mért —
RNS koépidk mennyisége mar az elsc
mintavételkor (12 6ra p. i.) is szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult az NS1 virus
esetében, mint a WT virusnal. A kulonbség
szignifikans maradt 24 6ra p. i. és 36 6ra p. i.
mintavételi idépontokban is. 48 o6raval a
fert6zést kovetbéen a szignifikans kulonbség
eltlnt.



A zin vivo Kisérletet kdvetéen minden
elhullott egér agyvelejébdl kimutathato volt a
viralis RNS, a szekvenalas eredménye pedic
igazolta a mutacio jelenlétét. A rezidualis
virusfennmaradas felderitésének céljabol a
tulélé egerek agyabdl és veséjébél gRT-PCR-
t végeztunk. Az NS1 virusfertézést tuléld 8
egér kozul egy agyban talaltuk meg a virust,
amely az eredeti formara revertalddott. Az
NS2A, NS3 és NS4B249 virusokkal val
fertbzést tulélt egerek szerveibél izolalt
virusok minden esetben megoérizték az
altalunk el6idézett AS valtozast.



3 Megbeszélés

4.1. Magyarorszagi felméré (monitoring)
vizsgalatok

A nyugat-nilusi virus passziv
monitorozasa az utobbi 15 évben el6forduld
WNV  esetek és jarvanyok kapcsar
létjogosultsagot nyert hazankban. Az altalunk
vizsgalt  elhullott  madarak  valtozatos
fajmegoszlast mutattak. A héjafélék
érzékenységét bizonyitja, hogy az izolalt 32
virusbdl 14  héjabdl (Accipiter gentilis)
szarmazott. Eurépaban a virus
jarvanymenetében fontos szerepet
tulajdonitanak a hazi verébnek (Castillo-
Olivares és Wood 2004), amellyel
0sszhangban van, hogy a Magyarorszagon
végzett monitoring vizsgalataink soran is



sikerllt ebbdl a fajpbol WNV-t kimutatni. A
feketerigd fogékonysaga mas flavivirusok
iranyaba (pl. az USUV) ismert (Bakonyi és
mtsai 2017), de ugy tinik Eurdpa terlletén a
WNYV terjesztésében is fontos szerepet jatszik
ez a madarfaj. Mindkét allitassal 6sszhangban
vannak a vizsgalataink, ugyanis az elhullott
madarak pan-flavi RT-PCR-es vizsgalata
soran, a WNV-n kivil a vele rokon USU\
RNS-ét is sikerult detektalni feketerigokbar
(Turdus merula).

Az aktiv monitoring 2 éve alatt 3
szunyog poolbdl mutattuk ki a WNV RNS-ét
Mindharom szunyogfaj széles korben elterjedt
Eurépaban és Magyarorszagon is, valamint
attelelni is képesek kontinentalis éghajlaton.
Ebbdl 2 fajt, a Culex pipienst, és a



Coquillettidia richiardiit a nyugat-nilusi virus
elsédleges vektoranak tekintjik Eurdépaban
(Higgs és mtsai 2004; Reiter és mtsai 2010).
M i gC. pipiens els6sorban ornitofil faj
(Apperson és mtsai 2004), a Coquillettidia
richiardii és az Ochlerotatus annulipes f6
célpontja az eml6sok, koztuk az ember.
Kisebb részben madarakbdl is szivnak vert,
igy a WNV szempontjabdl lehetséges
kozvetitd, ,bridge vektorok” madarak és
emlésok kozott (Kulasekera és mtsai 2001;
Becker és mtsai 2003).

A magyarorszagi MIR adatok
O0sszhangban vannak az eurdpai adatokkal,
azonban a kulonb6z6 tanulmanyokban kapott
eltér6 MIR értékek Osszehasonlitasava
korultekintdnek kell lenni, mert



nagymeértékben fuggenek a gy(jtés
idépontjatol, modjatol és kulonbdzd kdrnyezeti
tényezOktdl is. Eltérd vektorkompetenciat nem
csak a szunyogfajok kozott, hanem fajon belll
eltéré genotipusok (eltéré foldrajzi helyekrdl
gy(jtétt szinyogok) esetén is kimutattak
(Richards és mtsai 2014). Az eurdpai
szunyogok ~ WNV  fert6zést kozvetitc
szerepében az egyik legfontosabb korlatozé
tényezd valoszinlleg a hémeérséklet. Ahhoz,
hogy egy Uj virus endémiassa valjon egy
szamara Uj terlleten, az elfogadhat6 iddjarasi
viszonyokon tul sziksége van megfeleld
izeltlabu vektorra és fogékony amplifikacios
gazdara életciklusanak fenntartasahoz.
Vizsgalataink eredmeénye alapjan, a
hazankban minden évben vadmadarakban,
lovakban  és emberekben megjelend



ugyanazon virustorzs, tovabba az attelelni
képes szunyogfajok potencialis
vektorszerepének felderitése arra enged
kovetkeztetni, hogy a WNV 2-es genetika
vonalhoz tartozd tbrzse endémiassa valt
Magyarorszagon és Kozép-, illetve Dél-
Eurdpaban.

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

A 2-es genetikai vonalhoz tartozé WNV-
k sokaig nem tilntek olyan patogénnek, mint
az 1-es vonalhoz tartozoék, az elmult 10 évben
hazankban is megfigyelt esetek alapjan
azonban bebizonyosodott, hogy ehhez a
genetikai vonalhoz is tartoznak neuroinvaziv,



erésen patogén torzsek.

Munkank soran, egy Magyarorszagor
izolalt virustorzs teljes hosszusagu fert6z6
kiénjat  allitottuk el6 reverz  genetikai
modszerekkel, es genomjaban
pontmutacidkat idéztink el6. Olyan AS
valtozasokat valtottunk ki az NSP-ket kodol¢
genomszakaszokban, amelyek attenuald
hatasai az 1-es genetikai vonalban mar
ismertek voltak.)

A flavivirusok NS fehérjéi szamos
funkciot latnak el. Az NS1 nem strukturalis
fehérje  nélklldozhetetlen a virdlis RNS
replikaciojaban, iletve immunmodulans
funkcidi vannak. A WNV 1-es genetikai
vonalahoz tartozd virusokkal kapcsolatos
kisérletekben a P250L mutacio kovetkeztében



egyrészt a fehérje konformaciéja megvaltozik,
a dimer forma helyett monomer forma
szekretalodik a sejt felszinére, masrészt a
sérult NS1 génnel rendelkez6 WNV ugyar
leforditédik, de nem képez szabalyos
replikacios  komplexet, igy replikacioja
nagymértékben lelassul (Hall és mtsai 1999).
Kisérleteinkbenin vitro ésin vivo is
szignifikans attenuaciot tapasztaltunk a P250L
mutaciot tartalmazé virus esetében. A
neurovirulencia olyannyira lecsokkent, hogy
sem alacsonyabb, sem magasabb doézisaval
fert6zott egerek kozil egyetlen egy nem
pusztult el. A WNV-1-es virusoknal megfigyelt
€s a mi kisérleteink soran tapasztalt, eltéro
attenuald képességet azonban
befolyasolhatta azin vivo Kkisérletekben
hasznalt egértorzs vagy az egerek kulonbozo



életkora is. Az sem kizarhatd, hogy az NS1
mutans virus telies genom 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. A
kapott eredmények alapjan kijelenthetjuk,
hogy az NS1 fehérje P250L mutacidje
attenualé hatasu, illetve, hogy az NS1
fehérignek a WNV replikaciojaban szerepe
van.

Az NS2A kisméreti fehérje, szerepe var

a virus Osszeépulésében és a veleszuletett
immunitas gatlasaban. Az A30P mutacionak a



WNV-1 torzsekben eltéré attenudld hatast
tulajdonitanak a kil6nbdzd tanulmanyokban
(Rossi és mtsai 2007; Audsley és mtsai
2011). Kisérleteinkben sem a replikacios
kinetikaban, sem pedig az egérfertbzési
kisérletekben nem tapasztaltunk szignifikans
valtozast a vad tipusu virushoz viszonyitva.

Az NS3 fehérje multifunkcionalis enzim,
igy fontos szerepe van a virdlis poliprotein
hasitdsaban, az RNS érésében és
replikaciojaban. A WNV-1-es virusokkal
folytatott kisérletekben in vivo jelentds
attenualddas jelentkezett a P249T mutacio
hatasara varjufélékben (Brault és mtsai
2007). Egér modellben viszont ugyanezen
mutacionak  minimalis  hatasa wvolt a
virulenciara (Langevin és mtsai 2014).



Vizsgalatainkban a 578/10-es tdrzsben
el6forduld P-t H-ra cseréltuk. (Ezt az is
indokolta, hogy mig a 2004-es elsé WNV 2-es
héjabdl izolalt virus ezen a helyen H-t, a
Gorogorszagban 2010-ben sulyos emberi
jarvanyt okozé torzs P-t tartalmaz).
Kisérleteinkbenin vivo részleges, de nem
szignifikans attenuaciét tapasztaltunk, annak
ellenére, hogy azin vitro kisérletben a Vero
sejtek fert6zése utan 3 mintavételi idépontban
is szignifikansan alacsonyabb titert mértink.
Ugy tiinik, az NS3 fehérje 249. aminosavanak
virulenciara kifejtett hatasa valdszinlileg csak
madarakban jelentss.

Az NS4B fehérje az NS4A és NS2/
fehérjékkel egyuttmikdédve az interferon-
szignalizacios kaszkad gatlasan keresztul



jelentés interferon-antagonista hatasu. A
P38G mutacio in vitro héérzékenységgel, in
vivo nagyfoku attenuacioéval tarsult WNV-1-es
torzsek vizsgalatakor (Welte 2011, Wicker
2012). Kisérleteinkben a P38G mutacié nerr
volt hatassal a virus replikaciojara Vero
sejteken, és annak ellenére, hogy ugyanazon
egervonalban és ugyanolyan életkorban
fertéztik az egereket, mint Welte és mtsai
(2011),in vivo attenualédast sem
tapasztaltunk. Ugy tlinik ennek a mutacionak
nincs jelentés szerepe a WNV 2-es virus
virulencigjanak meghatarozasaban, azonban
nem zarhatjuk ki a tovabbi mutaciok (WNV-1
és 2 esetében is), illetve a két genetikai vonal
egyéb genombeli eltérésének befolyasold
hatasat.



Az NS4B fehérje C102S mutacidja WNV-
1-es virusoknal héérzékenységgel és in vivo
attenuacioval tarsult (Wicker és mtsai 2006).
Az 578/10-es tOrzs szaporodasa dramai
moddon lecsOkkent, olyannyira, hogy a
sejttenyészeteken nem volt CPE és nermr
lehetett fert6z6 titert mérni a mutans virus
transzfektalasa utan.

Az NS4B fehérje E249G mutacidje
szamos WNV torzsben természetesen is
el6fordul.  Virulenciara kifejtett hatasanak
megitélése a WNV-1-es torzseknél valtozatos
(Puig-Basagioti és mtsai 2007, Rossi és mtsai
2007). Kisérleteink soranin vitro a WT
virushoz hasonlé titert mértunk, in vivo pedig
kis mértékben (nem szignifikansan)
alacsonyabb mortalitast tapasztaltunk.



Osszességében a kapott eredmények

alapjan kijelenthetjuk, hogy a két genetikai
vonal (1-es és 2-es) virusai ugyan részben

hasonlitanak egymasra, patogenitasukat nem

feltétlendl ugyanazok a genetikai tényezok

befolyasoljak.

).

IV

Uj tudomanyos eredmények

A magyarorszagi WNV passziv monitoring
rendszerének  feldllitdsa, és  ennek
keretében két évig tartd szunyoggylijtés és
vizsgalat  megszervezése. A WNV
kimutatasa Ochlerotatus annulipes,
Coquillettidia richiardii és Culex pipiens
szunyog vektorokbal.

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



3.

Az WNV-578/10 virustorzs teljes
hosszusagu fert6z6 klonjanak elballitasa,
valamint mutagenezissel torténd genetikai
moddositasa, €s ennek soran hat, egy-egy
pontmutaciot (NS1 (P250L), NS2A (A30P)
NS3 (P249H) NS4B (P38G, C102<
E249G)) tartalmazo klonvirus elballitasa.

A vad tipusu és rekombinans mutans
virusok Vero E6 sejttenyészeten tortént in
vitroés egér modellben valdin vivo
virulencia vizsgalataival egy, a WNV-578/10
virustorzs szignifikans attenuaciéjat okozd
pontmutacié (NS1 P250L), valamit egy, €
virust szaporodasképtelenné tevd (NS4E
C102S) és négy, a virulenciat kevéssé
befolyasolé pontmutacié (NS2A A30P, NS3
P249H, NS4B P38G és E249G) hatasana



3.

felderitése.
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