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1. Osszefoglalas
Az Orthoflavivirus nemzetség a Flaviviridae csalad tagja, amely tdbb, kbz- és
allategészséglgyi szempontbdl kiemelt jelentéségl korokozét foglal magaban. A lovakat
fertézni képes orthoflavivirusok kézul jelenleg harom endémias Magyarorszagon: a nyugat-
nilusi virus (WNV), az Usutu-virus (USUV) és a kullancsencephalitis-virus (TBEV). Az elsé
WNV-fert6z6tt human pacienst 2003-ban diagnosztizaltak, I16ban elséként 2007-ben
regisztraltak igazolt WNV-fertézést Magyarorszagon. Human kullancsencephalitis eseteket
1952 ota diagnosztizalnak, mig az els6 human USUV-fertézés okozta neurolégiai
megbetegedést 2018-ban jelentették. A kérnyezd orszagokban az elmult években tébb 16
TBEV-fert6zését, valamint USUV-szerokonverziét is leirtak. Magyarorszagon lovakban eddig
sem tinetmentes szerokonverziét, sem klinikai tinetekben megnyilvanulé fert6zést nem
dokumentaltak. Az orthoflavivirusok antigénszerkezeti rokonsagban allnak egymassal, ami
korlatozza a szeroldgiai diagnosztikai médszerek specificitasat, kiiléndésen abban az esetben,
ha tobb koérokozé egyidejlleg cirkulal egy adott régioban. A szakirodalmi adatok alapjan
orthoflavivirus-fert6zéseket  kovetéen tartds, esetenként élethosszig fennmarado
immunvédelem alakul ki, amely mértékének legjobb indikatora a koérokozo-specifikus
neutralizalé ellenanyagok szintje. Az utébbi években azonban human kutatasok egyre
gyakrabban cafoljak, hogy az antitestek dnmagukban elegendéek lennének a tartés védelem
biztositasara, illetve ezzel parhuzamosan el6térbe kerult a memoria T-sejtek szerepe a
reinfekcié elleni védelemben. Lovakban a WNV-fertézést kévetd hosszu tava humoralis
immunvalasz, valamint a sejtes immunvalasz minésége és funkcidja jelenleg tisztazatlan.
Szintén korlatozottak az ismeretek a hazankban két masik endémias orthoflavivirus-fertézés
(USUV, TBEV) logybgyaszati jelentéségérél, valamint differencialdiagnosztikai szempontbdl a

szerolégiai médszerekben megjelend keresztreakciok fennallasarol.

Kutatasunk célja a lovak WNV-fert6zését kdvetd hosszu tavu, kérokozo-specifikus humoralis
immunvalaszanak, valamint a sejtes immunvalasz kialakulasanak és funkcionalis
jelentéségének vizsgalata. Tovabbi cél volt az USUV- és TBEV-fert6zések monitorozasa,

klonds tekintettel ezen kérokozdk diagnosztikai és klinikai relevancigjanak értékelésére.

A WNV-fertézést kdvetd hosszutava humoralis immunvédelem vizsgalata céljabdl huszonét,
az infekcion tiinetmentesen atesett 16 virusspecifikus ellenanyagszintjeit vizsgaltuk 6t egymast
kévetd évben. Ehhez egy kereskedelmi forgalomban kaphaté WNV IgG ELISA-t, illetve a
jelenleg alkalmazott szerodiagnosztikai modszerek koziul legmagasabb specificitédssal
rendelkezd virus neutralizacios tesztet (VNT) alkalmaztuk. Az esetleges USUV- vagy TBEV-
fertézések monitorozasara, illetve ezen mddszeren potencialisan fennallé keresztreakciok
vizsgalata céljabdl a VNT-t ezen két korokozoéra iranyuldan is elvégeztik. A sejtes

immunvalasz vizsgalata céljabol 14 lovat vizsgaltunk, amelyek a 2023-as WNV szezonban



igazoltan (pozitiv WNV IgM ELISA), klinikai tinetekben megnyilvanulé fertézésen estek at. A
cellularis valaszt az allatok vérmintaibdl szeparalt periférias mononuklearis sejtek (PBMC)
WNV kapszid (C) fehérjével toérténé stimulacidjat kovetdéen vizsgaltuk kereskedelmi
forgalomban elérhetd 16 ex vivo interferon-gamma (IFNy) enzim-kapcsolt immunfolt (enzyme-
linked immunospot - ELISpot) modszerrel. A sejtes valasz mértéke, illetve a fertézés akut
fazisaban tapasztalt klinikai tlinetek fennalldsa, az ataxia sulyossaga, illetve a
kérokozospecifikus neutralizaciés ellenanyagszint  kozotti  dsszefliggésre is  kiterjedt

vizsgalatunk.

A szubklinikai WNV-fertbzésen atesett lovak 88%-aban (23/25) a vizsgalat 6tédik évére a
kérokozospecifikus neutralizald ellenanyagszintek a World Organisation of Animal Health
(WOAH) vonatkozé fejezetében meghatarozott kiszobérték ala csokkentek. Az elsé évben
(2019) egy allatnal WNV és USUV, valamint WNV és USUV és TBEV kozotti keresztreakciot
figyeltink meg a virusneutralizacios teszten, tovabbi harom allatnal pedig WNV és USUV
kozotti keresztreakciot. Az utolsd évben (2023) harom |6 mintajaban szignifikans USUV-
specifikus neutralizal6 ellenanyagszint-emelkedést detektaltunk a korabbi évekhez, illetve az
adott év WNV-titereihez viszonyitva. Ezzel els6ként dokumentaltunk Magyarorszagon
lovakban tliinetmentes USUV-szerokonverziot. A sejtes immunvalasz vizsgalatabol két mintat
a PBMC alacsony vitalitasa miatt ki kellett zarni. A fennmaradé tizenkét minta kozil tiz
esetében (83%) a distribution-free resampling (DFR) analizis alapjan szignifikans,
antigénspecifikus IFNy-termelés volt kimutathaté a fertézést kdvetéen kozel egy évvel is. Az
ELISpot-valaszok intenzitdsa nem mutatott 6sszefliggést sem az akut fazisban megfigyelt
klinikai tunetek fennallasaval, sem az ataxia sulyossagaval, és a WNV-specifikus neutralizalé

ellenanyagszintekkel sem volt statisztikailag szignifikans korrelacié megfigyelhetd.

A WNV-fert6zés esetében a protektiv neutralizalé antitest-titer pontos szintje nem ismert, mas
orthoflavivirusokkal végzett vizsgalatok azonban arra utalnak, hogy a kutatdsunkba bevont,
szubklinikai fert6zésen atesett lovak feltehetéen nem rendelkeznek a védelemhez sziikséges
ellenanyagszinttel. Antitestek hianya vagy szubprotektiv szintje esetén a memoéria T-sejtek
jatszhatnak kulcsszerepet a reinfekcio elleni védelemben. Kutatasunkban elséként igazoltuk
lovakban a WNV-specifikus T-sejt valasz fennallasat a fert6zést kdvetbéen kodzel egy év
elteltével. Az ujabb human vizsgalatokkal 6sszhangban az ELISpot-valasz intenzitasa
fuggetlennek bizonyult a neutralizalé ellenanyagszintektdl, ami tovabb hangsulyozza a
memoria T-sejtek jelentdségét a reinfekcidk elleni immunitasban. A WNV kapszidfehérjével
végzett stimulacio a vizsgalt lovak dontd tdbbségében (83%) szignifikans T-sejtvalaszt valtott
ki, alatamasztva az ELISpot mddszer diagnosztikai potencialjat. Ez kulondsen relevans lehet

olyan endémias régidkban, ahol a WNV mellett mas orthoflavivirusok is keringenek, ami



megnehezitheti a jelenleg ,gold standard™nak tekintett virusneutralizacidos teszt

eredményeinek értékelését.

2. Summary
The Orthoflavivirus genus belongs to the Flaviviridae family and comprises several pathogens
of major importance to both public and veterinary health. Among the orthoflaviviruses capable
of infecting horses, three are currently endemic in Hungary: West Nile virus (WNV), Usutu virus
(USUV), and tick-borne encephalitis virus (TBEV). The first human case of WNV infection in
Hungary was diagnosed in 2003, while the first confirmed equine WNV infection was reported
in 2007. Human cases of tick-borne encephalitis have been diagnosed since 1952, whereas
the first neurological disease caused by human USUV infection was reported in 2018. In recent
years, several equine TBEV infections and cases of USUV seroconversion have been
described in neighboring countries. In Hungary, however, neither subclinical seroconversion
nor clinically apparent infection caused by these viruses has been documented in horses to
date. Orthoflaviviruses share considerable antigenic similarity, which limits the specificity of
serological diagnostic methods, particularly in regions where multiple pathogens co-circulate.
According to the literature, orthoflavivirus infections generally induce long-lasting, and in some
cases lifelong, immunity, for which pathogen-specific neutralizing antibody titers are
considered the most reliable indicator. In recent years, however, an increasing number of
human studies have challenged the notion that antibodies alone are sufficient to provide
durable protection and have highlighted the role of memory T cells in protection against
reinfection. In horses, the long-term humoral immune response following WNV infection, as
well as the quality and functional significance of the cellular immune response, remain poorly
understood. Furthermore, knowledge regarding the veterinary relevance of the other two
endemic orthoflavivirus infections in Hungary (USUV and TBEV), as well as the occurrence of
serological cross-reactivity among these pathogens from a differential diagnostic perspective,

remains limited.

The aim of our study was to investigate the long-term pathogen-specific humoral immune
response following WNV infection in horses, as well as the development and functional
significance of the cellular immune response. An additional objective was to monitor USUV
and TBEV infections, with particular emphasis on assessing their diagnostic and clinical

relevance.

To evaluate long-term humoral immunity following WNV infection, virus-specific antibody levels
were monitored in twenty-five horses that had undergone subclinical infection over a period of
five consecutive years. Antibody responses were assessed using a commercially available

WNYV IgG ELISA and a virus neutralization test (VNT), which currently represents the most



specific serodiagnostic method available. To monitor potential USUV and TBEV infections and
to assess possible cross-reactivity within the assay, VNTs were also performed for these two
pathogens. To investigate the cellular immune response, fourteen horses with clinically
apparent WNV infection confirmed during the 2023 transmission season by a positive WNV
IgM ELISA result were enrolled. Cellular immunity was assessed by stimulating peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) isolated from blood samples with the WNV capsid (C)
protein and subsequently measuring antigen-specific interferon-gamma (IFN-y) production
using a commercially available equine ex vivo enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay.
The study further examined associations between the magnitude of the cellular immune
response and the presence of clinical signs during the acute phase of infection, the severity of

ataxia, and pathogen-specific neutralizing antibody titers.

By the fifth year of follow-up, pathogen-specific neutralizing antibody titers had declined below
the threshold defined in the relevant chapter of the World Organisation for Animal Health
(WOAH) Manual in 88% (23/25) of horses that had experienced subclinical WNV infection.
During the first year of the study (2019), VNT cross-reactivity between WNV and USUV, as
well as between WNV and TBEV, was observed in one animal, while an additional three horses
exhibited cross-reactivity between WNV and USUV. In the final year (2023), a significant
increase in USUV-specific neutralizing antibody titers was detected in three horses compared
with both previous years and their corresponding WNYV titers. This finding constitutes the first
documented evidence of subclinical USUV seroconversion in horses in Hungary. Two samples
were excluded from the cellular immunity analysis due to low PBMC viability. Among the
remaining twelve samples, ten (83%) exhibited significant antigen-specific IFN-y production
according to distribution-free resampling (DFR) analysis, even approximately one year after
infection. The intensity of ELISpot responses was not associated with the presence of clinical
signs during the acute phase, the severity of ataxia, or WNV-specific neutralizing antibody

titers, and no statistically significant correlations were identified.

The precise protective neutralizing antibody titer against West Nile virus infection remains
unknown. However, studies conducted on other orthoflaviviruses suggest that the horses
included in our study, which had experienced subclinical infection, were unlikely to possess
antibody levels sufficient for protection. In the absence of antibodies or when antibody
concentrations are below protective levels, memory T cells may play a crucial role in protection
against reinfection. In the present study, we provide the first evidence of persistent WNV-
specific T-cell responses in horses nearly one year after infection. Consistent with recent
findings in human studies, the magnitude of the ELISpot response was independent of
neutralizing antibody titers, further emphasizing the importance of memory T cells in immunity

against reinfection. Stimulation with the WNV capsid protein induced significant T-cell
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responses in the vast majority of horses examined (83%), supporting the diagnostic potential
of the ELISpot assay. This may be particularly relevant in endemic regions where WNV co-
circulates with other orthoflaviviruses, thereby complicating the interpretation of virus

neutralization test results, which are currently regarded as the serological gold standard.
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3. Bevezetés és célkitlizések
Magyarorszagon harom, lovakat is fert6zni képes orthoflavivirus tekintheté6 endémiasnak: a
nyugat-nilusi virus (WNV), az Usutu virus (USUV) és a kullancsencephalitis-virus (TBEV). Bar
évente diagnosztizalnak human kullancsencephalitis eseteket, és az utdbbi években egyre
gyakrabban azonositanak human USUV-fertézéseket is, lovakban mindeddig sem

tinetmentes, sem klinikai tlinetekben megnyilvanulé fertézést nem irtak le hazankban.

Az orthoflavivirusok kozotti antigénrokonsag kévetkeztében a szerolégiai médszerekben
fellép6 keresztreakciok jelentésen megnehezitik a diagnosztikai eredmények értékelését. Bar
a jelenleg ,gold standard’-nak tekintett virusneutralizacios teszt (VNT) a legnagyobb
specificitassal rendelkezik a szerodiagnosztikai eljarasok kézott, olyan régidkban, ahol tébb
orthoflavivirus egyidejlleg cirkulal, keresztreakciok e mddszer esetében is eléfordulhatnak.

Lovakban azonban e jelenség fennallasa eddig nem nyert bizonyitast.

Emberekben és madarakban orthoflavivirus-fert6zést kdvetéen rendszerint tartos, esetenként
élethosszig fennalld humoralis immunitds alakul ki, amelynek legjobb indikatora a
kérokozospecifikus neutralizald antitestek szintje. A hosszu tavu humordlis immunitas
perzisztenciajat illetéen azonban a szakirodalom egyre inkabb ellentmondasos adatokat k6zol.
Lovakban jelenleg nem ismert, hogy természetes fert6zdédést kovetéen a kérokozdspecifikus
ellenanyagok mennyi ideig és milyen mértékben detektalhatéak. Az antitestvalasz tartéssagat
illetd bizonytalansag mellett az ujabb kutatasok egyre inkabb ramutatnak arra is, hogy
neutralizal6 antitestek hianya vagy szubprotektiv szintje esetén a virusspecifikus memoria T-
sejtek kulcsszerepet jatszhatnak a reinfekcidval szembeni védelemben. Lovakban azonban
természetes WNV-fert6zést kdvetéen a memoria T-sejt populaciok kialakulasa, fennmaradasa

és funkcionalis jelentésége mindeddig tisztazatlan.
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A doktori kutatas célkitlizései:

A természetes, tlnetmentes nyugat-nilusi virusfertézést kovet6é humoralis
immunvalasz tartéssaganak és dinamikajanak vizsgalata lovakban, a neutralizald

ellenanyagszintek 6t éven at, éves bontasban torténdé nyomon kdvetésével.

A ko-cirkulalé orthoflavivirusok (USUV, TBEV) el6fordulasanak monitorozasa
lovakban, a WNV virusneutralizacios teszttel (VNT) parhuzamosan végzett USUV- és
TBEV-VNT alkalmazasaval.

A Magyarorszagon endémias orthoflavivirusok koézotti szeroldgiai keresztreakcidok
értékelése, kilonos tekintettel a lovak orthoflavivirus-fert6zéseinek

differencialdiagnosztikai jelentéségeére.

A WNV IgG ELISA eredmények alkalmazhatésaganak értékelése a korabban
tinetmentes WNV-fert6zésen atesett lovak védettségének megitélésében, a
kérokozospecifikus neutralizaléd ellenanyagszintek és az ELISA gatlasi szazalék

(inhibition percentage, IP) k6z6tti korrelacié vizsgalataval.

A WNV-specifikus sejtes immunvalasz kimutatasa és jellemzése lovakban, ex vivo
IFNy ELISpot mddszerrel, a WNV kapszidfehérjét teljes hosszban lefedé peptidoldattal

végzett antigénstimulacié alkalmazasaval.

A korokozospecifikus sejtes immunvalasz mértéke és a WNV-fert6zés akut fazisaban

tapasztalt klinikai tinetek, illetve azok sulyossaga kozétti 6sszefuggés vizsgalata.

A humordlis és sejtes immunvalasz kapcsolatanak vizsgalata, az ELISpot-valasz és a

neutralizal6 ellenanyagszintek kozotti 6sszefuggések elemzésével.

A kutatas eredményein alapulé gyakorlati ajanlasok megfogalmazasa a

Magyarorszagon eléfordul6 orthoflavivirus-fertézések hatékony diagnosztikajanak és
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4. Irodalmi attekintés

4.1.  Orhoflavivirus nemzetség
Az Orthoflavivirus nemzetség a Flaviviridae viruscsalad tagja, szamos human- és

allategészséglgyi szempontbdl is fontos kérokozot foglal magaba. A nemzetségbe tébb, mint
70 vektor kozvetitette virus tartozik, amelyek a terjesztés moddja szerint tovabbi harom
alcsoportba sorolhatéak [1]. Az elsé csoportba a szunyog terjesztette virusok, példaul a
nyugat-nilusi virus, valamint a hazankban szintén endémiasan el6forduld, lovakat és
embereket is fertézni képes Usutu virus tartozik. A masodik csoport a nemzetségbe sorolt
kullancs terjesztette kérokozokat foglalja 6ssze, ide sorolandd a Magyarorszagon szintén
endémias, lovakat és embereket is fert6zni képes kérokozo, a kullancsencephalitis virus; végul
pedig az ismeretlen vektor altal terjesztett csoport [2]. Ezen felll, a kérokozokat a molekularis
diagnosztikai moédszerek megjelenése elétt a szeroldgiai probakon megfigyelt keresztreakcidok
alapjan 8 szerokomplexbe soroltak. A jelenség hatterében az orthoflavivirusok genetikai-,
illetve kdvetkezményes antigénrokonsaga all [3, 4]. A két legnagyobb szerokomplex, a japan
encephalitis virus komplex (nyugat-nilusi virus, Usutu virus), valamint a kullancs-terjesztette
komplex (kullancsencephalitis virus, Powassan virus, louping ill virus). A molekularis
diagnosztikai médszerek, illetve szekvenalasnak készénhetéen ma mar az orthoflavivirusok is

filogenetikai vizsgalatok alapjan csoportositandéak [1, 2].

Az orthoflavivirusok kb. 50 nm nagysagu, burkos, pozitiv iranyitottsagu szimpla szalu RNS
virusok. A 11 kb hosszusagu viralis RNS a kapszid (capsid, C) proteinbél feléptild ikozaéder
szimmetriaju nukleokapszidban helyezkedik el, amelyet a membran- (M) és a burok-
(envelope, E) fehérjékbdl allé burok hatarol. A gazdasejt receptoraihoz val6 kotédésért az E-
fehérje felel, amelyet kdvetéen a virus klatrin-medialt endocitdzissal jut a sejtbe [5]. Az
endoszomaban a pH-valtozas kovetkeztében a burok, illetve az endoszéma membranja
Osszeolvad, amelynek kdvetkeztében a nukleokapszid, majd annak dekapszidacidjat kdvetden
a viradlis RNS a citoplazmaba jut. A viralis genom egy hosszu nyilt leolvasasi keretet (open
reading frame, ORF) kodol, amely egy szimpla polipeptiddé transzlalodik, ez ko- és
poszttranszlaciésan 10 fehérjére hasitédik a gazdasejt, illetve a viralis enzimek altal: 3
strukturalis proteinre (C-, M-, E-fehérjék), amelyek a virionok felépitésében jatszanak szerepet,
tovabba 7 nem-strukturdlis proteinre (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, és NS5),
amelyek a virus szaporodasaban, valamint a gazdaszervezet immunvalaszanak
modulalasaban toéltenek be fontos szerepet [5-7]. A C, NS3 és NS5 fehérigk az
endoplazmatikus retikulum (ER) citoplazmatikus oldalan maradnak, a prM, E és NS1 fehérjék
az ER lumenébe transzlokalédnak. Az NS1 fehérje emellett hexamer formajaban szekretalodik
a fert6zott sejtbdl, szerepe tobbek kdzott a komplement rendszer aktivalodasanak gatlasa [8].
Az NS2A, NS2B, NS4A és NS4B fehérjék tulnyomérészt az ER membran kettés rétegébe
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agyazodnak. Az utébbiak felelnek az ER-membran proliferacidjaért és atrendezédéséért,
illetve ennek kovetkeztében vezikularis strukturak kialakitasaért, amelyekben a viralis RNS-
szintézis zajlik. Utdbbit az NS3 (helikaz-proteaz) és az NS5 (RNS-fliggé RNS-polimeraz)
végzik [9]. Az Ujonnan szintetizalt viralis RNS a vezikulak pérusain keresztil a citoplazmaba
jut, ahol az ER-membranhoz rogzilt kapszid (C) fehérjékhez kotédik, amely a nukleokapszid
kialakulasahoz vezet. Ez az interakcio jellemz&en azon membranrégidkban zaijlik, ahol az ER
lumen feléli oldalan E- és prM-fehérjék is jelen vannak, elésegitve a virion 6sszeépllését.
Ennek eredményeként az éretlen virionok lefiz8dnek az ER lumenébe. A prM és E fehérjék
heterodimerjei trimerekbe szervezddve tiskeszer( strukturakat alkotnak az éretlen virionok
felszinén. Ebben a konformacioban az E-fehérje fuziés doménje védett marad, amelynek
kovetkeztében gatolt a korai fuzié a sejt szekrécids utvonalanak enyhén savas pH-ju
kompartmentjeiben. A virionok érése a Golgi-komplexumban térténik. A prM fehérje N-
termindlis szakaszanak proteolitikus hasitadsat kovetéen a 60 E-fehérje trimer
konformacidvaltozasa kdvetkeztében kialakul a 90 darab antiparallel E-fehérje dimerbdl allé,
ikozaéder szimmetriaju, ,sima” felszin( viralis burok. Az érett virionok vezikulakba csomagolva

jutnak el a plazmamembranhoz, majd exocitézis utjan szabadulnak ki a sejtbél [8, 10] (1. abra).

Az orthoflavivirusok genomja konzervalt és variabilis régiokat egyarant hordoz, amelyek
diverzitasa els6sorban az adott viralis fehérje funkcionalis szerepétdl, valamint az arra hato
szelekciés nyomas mértékétél fugg. Mivel az NS3 (helikaz—proteaz) és az NS5 (RNS-fuggé
RNS-polimeraz és metil-transzferaz) a viralis replikaciohoz elengedhetetlen proteinek, ezek
funkcidja mar kisebb mértékli aminosavszekvencia-eltéréseket is csak korlatozottan toleral,
igy az ezeket kédoldé genomszakaszokat magas foku konzervaltsag jellemzi. Ennek
megfelelen az NS3- és NS5-fehérjéket koédolé genomszakaszokra tervezett primerek
alkalmasnak bizonyulnak tobb orthoflavivirus detektalasara szolgalé panflavivirus polimeraz
lancreakciékban (PCR) valé felhasznalasra [11-14]. A burok (E) fehérje az érett virion
lipidburkanak kulsé felszinén helyezkedik el, és kulcsszerepet tolt be a gazdasejthez t6rténé
koétédésben, valamint a gazdasejt membranjaval valé fuzidban. Lokalizaciéjabdl, illetve
funkciojabdl adoéddéan az E-fehérje a kérokozospecifikus ellenanyagvalasz elsédleges
célpontja, ezért a gazdaszervezet immunvalaszanak elkerllése szempontjabdl elényt
jelenthetnek az ezen fehérjét kédold génszakaszban bekdvetkezd mutacidk. Ugyanakkor,
szamos, a fuzids aktivitashoz és a receptor-kdtédéshez sziikséges rész strukturalis integritasa
elengedhetetlen a fert6z6képesség szempontjabdl, amely jelentds funkcionalis korlatokat szab
az evolucios valtozékonysagnak. E kettés szelekcios nyomas kovetkeztében az E-fehérje
kdzepes-magas foku szekvencia-konzervaltsagot mutat: szerokomplexen belll az
aminosavsorrend-homoldgia 70-90%, mig kuloénbdzd szerokomplexek kézott 40-45% kordl

mozog. A strukturalis hasonlosagokbol adodo antigénrokonsag komoly kihivast jelent mind az
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orthoflavivirusok szeroldgiai diagnosztikajaban, mind a célzott immunprevencioban [2, 15-17].
Ezzel szemben a kapszid (C) fehérje joval nagyobb variabilitdst mutat, mivel funkcionalis
szerepe lehetévé teszi a viszonylag magas foki aminosavszekvencia-eltérések toleralasat
anélkil, hogy az jelentésen befolyasolna a virion szerkezeti stabilitasat vagy
fert6z6képességét [18]. Emellett a C-fehérje a virion belsejében helyezkedik el, ezaltal nem
vesz részt kozvetlenll a gazdasejtbe térténé bejutasban, igy alacsonyabb immunolégiai
szelekciés nyomas éri. A C-protein kérokozok kozotti jelentds aminosavszekvencia-
variabilitasa elényds lehet az orthoflavivirus-fert6zések elkilonité korjelzésében, tovabba

hozzajarulhat a célzott védekezesi stratégiak kialakitasahoz is [10, 18—20].

A  éretlen | érett B C

1. abra (A) Orthoflavivirusok érett és éretlen virionjainak sematikus abrazolasa. (B) E-fehérje trimerek
elrendezd8dése éretlen orthoflavivirus virion felszinén (C) E-fehérje dimerek elrendezédése az érett
orthoflavivirus virion felszinén [21]

4.2.  Nyugat-nilusi virus

4.2.1. Jarvanytan
A nyugat-nilusi virust (Orthoflavivirus nilense — West Nile virus — WNV) els6ként az afrikai
Uganda nyugat-nilusi tartomanyaban izolaltdk 1937-ben [4]. A WNV-t az 1990-es évek
kézepéig minimalis kockazati besorolasu koérokozoként tartottak szamon, hiszen csupan
sporadikusan okozott tlunetmentes vagy enyhe tlinetekben megnyilvanulé fert6zést
emberekben, lovakban és madarakban [22]. Az 1996-0s romaniai, majd az 1999-es amerikai
jarvanykitérés azonban alapjaiban megvaltoztatta a nyugat-nilusi virusfertézés jelentette
veszélyrdl kialakult gondolatokat [23, 24]. Az elmult két évtizedben jelentés mertéki
emelkedés volt megfigyelheté a human és 16 WNV-okozta idegrendszeri megbetegedések
incidenciajaban [25]. Napjainkra az Antarktisz kivételével a korokozé a Fold minden
kontinensén endémiassa valt, emiatt a legelterjedtebb és az egyik legfontosabb
agyvelbgyulladast okozo6 arboviruskeént tartjak szamon [3, 26]. Magyarorszagon a virust elsd
alkalommal 2003-ban izolaltak madarakbdl, illetve ebben az évben igazoltak elsé alkalommal
emberekben okozott neuroldgiai kérkép hatterében. Az els6é 16 megbetegedést 2007-ben
diagnosztizaltak [27, 28]. Az eddigi legnagyobb eurdpai jarvanykitérés 2018-ban zajlott, tobb,
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mint 1500 human és 250 |6 megbetegedésével; Magyarorszagon 225 human és 118 16 esetet
regisztraltak ebben az évben. Ezt kdvetben, 2019 és 2022 kodzott kisebb jarvanykitorések
voltak megfigyelhetéek Olaszorszagban, Spanyolorszagban és Goérdgorszagban. Hazankban
2019 és 2022 kozott a 2018-as jarvanykitoréshez képest az esetszamokban jelentés
visszaesés volt tapasztalhaté. Azonban 2023-ban és 2024-ben ismét figyelemre méltéan
emelkedett a korabbi évekhez képest az idegrendszeri tlinetekben megnyilvanulé fertézések
szama Magyarorszagon lovakban és emberekben is [29, 30]. A hazai és eurdpai esetszamokat

az 1. tablazat foglalja dssze.

1. tablazat Eurépaban és Magyarorszagon diagnosztizalt human és 16 nyugat-nilusi virusfertézések

2018-2024 [29, 30]

Ev Eurépa - Eurépa — Magyarorszag — Magyarorszag —

human 16 human 16

2018 2083 285 225 118

2019 463 93 36 7

2020 336 183 3 1

2021 159 43 7 3

2022 1339 101 14 3

2023 802 152 29 25

2024 1436 494 111 41

Filogenetikai vizsgalatok alapjan a nyugat-nilusi virus esetében 9 leszarmazasi vonalat
(lineage) kuldnboztetnek meg. Emberekben és allatokban a WNV-fertézés kovetkeztében
kialakuld klinikai tinetek hatterében csak az 1-es vagy 2-es leszarmazasi vonalba sorolt
torzseket irtak le [31]. Az eurdpai jarvanykitorésekért 2004 6ta a lineage 2 torzsek felel6sek,
habar a lineage 1 torzsek is jelen vannak a kontinensen, tébbnyire Spanyolorszagban,

Franciaorszagban és Olaszorszagban jelentenek eseteket sporadikusan [32—35].

A nyugat-nilusi virus szunyogok és madarak kozoétti enzoocias ciklusban cirkulal. A WNV-
fertézések szoros ésszefiggést mutatnak a vektorok aktivitasaval, amely a megbetegedések
szezonalitasaban nyilvanul meg. A kontinentalis éghajlaton a nyugat-nilusi virus szezon
augusztus és november kozott jellemzé [36]. Azonban a klimavaltozas, illetve az egyre
noévekvé urbanizaci6 a vektorok szamara kedvezd éghajlati feltételeket teremtve
elérelathatélag a WNV szezon mind térbeli, mind idébeli terjedését, illetve tolédasat fogja
eredményezni [25, 37, 38]. Az emberek és a lovak a szunyogcsipést kdvetden fertézddnek,
azonban a révid ideig tarto, alacsony virustiter(i vireamia alkalmatlanna teszi ezeket a fajokat

a tovabbi vektorok fertézésére [26]. Emberekben az infekcidk tdbb, mint 80%-a tinetmentesen
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zajlik, nagyjabol 20%-ban alakulnak ki enyhe, influenzaszerl tlinetek és kevesebb, mint 1%-
ban idegrendszeri rendellenességek. Lovak esetében a fert6zott allatok 10-20%-anal
jelentkeznek idegrendszeri tlnetek, ezért a fajt egyes kutatok a nyugat-nilusi virusra
fogékonyabbnak tartjak [26, 39]. A haldlozasi arany lovakban 9-90%, mig emberekben 8-10%
[26, 39]. Epidemioldgiai vizsgalatok szerint human paciensekben a sulyos, neuroinvaziv
kérformak kockazata 60—65 éves kor felett tobbszordsére né: a kilénb6zé tanulmanyok 2-10-
szeres, egyes oOsszefoglaldk akar 20-szoros kockazatemelkedést irnak le a fiatalabb
korcsoportokhoz viszonyitva [40]. Lovak esetében a geriatriai populaciéban ilyen 6sszefliggést
eddig nem azonositottak, bar megemlitendd, hogy ez a korcsoport a vizsgalatokban
jellemzéen alulreprezentalt [26, 39]. Ezzel szemben, az egy év alatti csikdk esetében tobb

tanulmanyban is magasabb mortalitasi aranyt irtak le [39, 41, 42].

4.2.2. Korfejlédés
A korokozo a szunyogcsipést kdvetben a keratinocitakban és a Langerhans-tipusu dendritikus
sejtekben replikalddik. Az utdbbi sejttipussal a virus eléri a lokalis nyirokcsomét, majd onnan
a viraemia soran a periférias szervekbe és a kbzponti idegrendszerbe szérodik [26, 43, 44]. A
virus kdzponti idegrendszerbe torténd bejutasanak modja egyelbre tisztazatlan, tobb tedria is
felmertilt ezt illetéen [44]. Az elsb ezek kdzll a hematogén szérddas lehetésége, amelynek
soran a patogén a fert6zott vérsejtekkel kerll a kdézponti idegrendszerbe (KIR) [45]. Mas
feltételezések szerint a korokozd passziv migracioval jut at a gyulladasos citokinek
kovetkeztében ateresztébbé valt vér-agy gaton [46]. A , tréjai fal6” mechanizmus szerint, a
kérokozd a fagocitak fagoszoémajaban tulélve jut a KIR-be [47]. Végll, a transzneuronalis
mechanizmus lehetésége, amely szerint a virus a szervezetbe jutas helyérél retrograd és/vagy
anterograd axonalis transzporttal vandorol a kézponti idegrendszerben [48]. A KIR-be jutva a
virus leginkdabb a neuronokban replikalddik, illetve egyes tanulmanyok szerint az
asztrocitakban és a microglia sejtekben is képes szaporodni [49—-51]. Az anatomiai lokalizaciot
tekintve leggyakrabban a gerincvel§ lateralis és ventralis szarvai érintettek, illetve az agyban
a thalamusban, a basalis ganglionokban, a kézépagyban és az utéagyban fordulnak eld
leginkabb elvaltozdsok [26]. A neuroldgiai tunetek a virus kdzvetlen, valamint a fertézésre
adott immunvalasz sejtkarositd hatasainak kovetkezményei. A kozponti idegrendszer limitalt
regeneracios kapacitasa miatt az immunvalasznak a koérokozé eliminaciojat hatékonyan,
ugyanakkor szigoruan szabalyozott moddon kell megvaldsitania a szOveti karosodas

minimalizalasa érdekében [43].
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4.2.3. Immunvalasz — antiviralis immunvalasz, kiilbnés tekintettel a nyugat-nilusi virusra
4.2.3.1.  Velesziiletett imnmunvalasz

A veleszlletett immunitas a fert6zés korai szakaszanak kontrollalasaért felelés [43]. Az ide
tartozo sejteken a patogénre jellemzé molekularis mintazat (Pathogen Associated Molecular
Pattern — PAMP), valamint a veszélyre jellemz& molekularis mintazat (Damage Associated
Molecular Pattern — DAMP) felismerésére alkalmas mintazatfelismerd receptorok (Pattern
Recognition Receptors- PRR) taldlhatéak [52]. A nyugat-nilusi virus kezdetben
keratinocitakban és Langerhans-tipusu dendritikus sejtekben replikalddik, majd Ujabb sejteket
fertéz meg. A PAMP- és DAMP-jelek felismerése antigénprezentald sejtek és neutrofil
granulocitak aktivaciojat valtja ki, amely gyulladasos citokinek és kemokinek (l-es tipusu
interferonok, IL-1, IL-6, TNFa) termelédéséhez vezet [52, 53]. Az IL-6 és TNFa a vér-agy gat
atereszt6képességét szabalyozza, az l-es tipusu interferonok (IFNa és IFNR) az adaptiv
immunvalasz aktivalasa mellett, a virus replikacidjat, illetve a kdzponti idegrendszerbe torténé

szorodasanak mértékét mérseékelik [54-57].

A velesziletett immunvalasz az adaptiv immunitas kialakitasaban is meghatarozé szerepet
jatszik. Az antigénprezentalo sejtek kdzé tartozé dendritikus sejtek aktivaciéjuk soran fokozzak
a CCRY7 kemokinreceptor expresszidjat, ami a nyirokcsomok felé térténé migracidjukat segiti.
A vandorlas soran fenotipusos és funkcionalis érési folyamaton mennek keresztil: elveszitik
PRR-jeiket, ko-stimulacidos molekulakat expresszalnak, és a feldolgozott antigént MHC | és Il
molekulakon prezentaljak, lehetbvé téve a T-sejtek aktivalasat a nyirokcsomokban. A T-sejtek
aktivaciéjahoz harom jel szikséges: a TCR és a peptid-MHC komplex kdlcsdnhatasa, ko-
stimulaciés molekulak jelenléte, valamint megfelelé citokin-kérnyezet [56, 58]. Az adaptiv
immunvalasz kialakulasahoz tehat elengedhetetlen a veleszilletett immunreakcié soran
termel6d6 citokinek és az antigénprezentald sejtek megfeleld mikodése. A WNV azonban
gatolhatja a dendritikus sejtek ko-stimulacidés molekulainak expressziojat és citokintermelését,

ami kedvezétlenll befolyasolhatja a T-sejtvalasz kialakulasat [59].
4.2.3.2.  Cellularis immunvalasz a periférian

A fagocitalt kérokozok, illetve a fertézott sejtekbdl szarmazéd virdlis fehérjék lebontasat
kovetben a major histocompatibility komplex I. vagy Il. molekuldkhoz kotédve kerulnek a
sejtfelszinre. A virdlis peptidek MHC molekulakon valé megjelenését és mennyiségét
jelentésen befolyasolja annak aminosav-szekvencidja és szerkezete, a virusreplikacioban
betdltott szerepe, valamint sejten bellli lokalizacidja. A citoszolban talalhaté C-, NS3- és NS5-
fehérjék hozzaférhetdk az ubiquitin—proteaszéma rendszer szamara, amely lehetévé teszi az
MHCI molekulakon torténd prezentaciojukat. Ezzel szemben az E-, prM- és NS1-fehérjék az

ER lumenbe transzlokaldédnak, illetve az NS2A/B, valamint NS4A/B proteinek a membran
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kettés lipidrétegébe agyazodnak. Mivel az ER-en beldli lokalizaciok nem biztositanak
koézvetlen hozzaférést a citoszolikus lebonté rendszerekhez, ezen fehériek MHCI molekulan

torténd prezentacioja korlatozott.

A fert6zott vagy antigénprezentald sejtek felszinén megjelend peptid—-MHCI komplexeket
(PMHC 1) — amelyek a WNV-fehérjékb6l szarmazd, tobbnyire 8—11 aminosav hosszusagu
epitdpok —a CD8" T-sejtek ismerik fel. Ezzel szemben a fagocitalt virionok strukturalis fehérjéi,
a lizalt fert6zott sejtekbdl felszabadulo viralis proteinek, valamint a szekretalt NS1-fehérje az
MHCII molekulakon prezentalédnak. A CD4* T-sejtek TCR-jei az ezekbdl szarmazo,
jellemzéen 12—20 aminosav hosszusagu peptid—-MHCII (pMHC Il) komplexeket ismerik fel. Az
MHCII-medialt CD4* T-sejt aktivacioé kritikus szerepet jatszik a hatékony CD8* T-sejt és B-sejt
valasz kialakulasaban. Kulon jelentéséggel bir a keresztprezentacid jelensége is, amely
elsésorban dendritikus sejtekre jellemzd: ennek soran az exogén antigének az MHCII utvonal
helyett MHCI molekulakon keriinek prezentalasra, lehetévé téve a CD8* T-sejtek aktivalasat
[9, 14, 60, 61]. Az antigénprezentaciot a fentieken tul a gazdaszervezet egyedi tényez6i, mint
az MHC-haplotipus, az antigénfeldolgoz6é és -prezentalé rendszer genetikai variansai,
valamint a korabbi orthoflavivirus-fert6zések, illetve ezek szama is jelentésen befolyasoljak;
ezek egyuttesen magyarazzak a kulonb6z6 tanulmanyokban leirt T-sejt-epitop-repertoar és

immunodominancia variabilitadsat [62—64].

Az MHC molekulakon prezentalt peptideket a specifikus TCR-rel rendelkezé CD4* és CD8" T-
sejtek ismerik fel, majd ko-stimulacié és citokinek (IL-12, I-es tipusu IFN, IL-2) hatasara
aktivalodnak és proliferalnak. Intracellularis fert6zésekben a CD4* T-sejtek féként Th1 iranyba
differencialédnak, IL-2, IFNy és TNFa termelésiikkel el6segitve a CD8™* T-sejtek citotoxikus T-
limfocitakka (CTL) érését. A CTL-ek IFNy és TNFa révén nem-citolitikus mdédon gatoljak a
virusreplikaciét, valamint perforin—granzim és FasL—Fas utvonalon sejtpusztulast indukalnak
[56, 58]. Az aktivalt T-sejtek a fert6zés helyére, WNV esetén a kdzponti idegrendszerbe
vandorolnak, ahol a virus és a PAMP/DAMP jelek neuron-, microglia- és asztrocita aktivaciot,
fokozott citokin- és kemokintermelést, valamint MHC expressziét valtanak ki. A gyulladas
hatdsara az endothel adhézidés molekulainak expresszidja nd, mig a kemokinek (CCL2, CCL5,
CXCL10) el6segitik a leukocitak extravazacidjat [65—69]. Nyugat-nilusi virusfertézésben e
kemokinek hianya, vagy alacsonyabb mértékl termelés csokkent KIR-be iranyuld leukocita
migracioval, magasabb viruskoncentracioval és sulyosabb elvaltozasokkal jar a fert6zott
egerekben [69-71].

Az extravazaciét kovetben az immunsejteket a perivascularis térben a lokalis
antigénprezentald sejtek reaktivaljak, szabalyozva a T-limfocitdk parenchimaba jutasat és

effektor funkcioit [65, 66, 68, 72]. A KIR-be belépve az immunsejtek virusellenes valaszokat
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fejtenek ki, céljuk a patogén eliminalasa a neuronalis karosodas minimalizalasa mellett. A
lokalis reaktivacio zavara (csdkkent ko-stimulacid és citokintermelés) kontrollalatlan T-sejt
valaszt eredményez, amely a kbzponti idegrendszerben sulyos, akar maradandé
karosodashoz vagy végzetes kimenetelhez vezethet [58, 67]. Nyugat-nilusi virusfert6zésben
a virus eliminacioja dontéen citotoxikus T-sejtekhez kotott: hianyuk vagy MHCI-deficiencia
esetén magasabb KIR viruskoncentracio, és fokozott mortalitas figyelheté meg, valamint a
fertézést tulélt allatok kdzponti idegrendszerébdl hetekkel késébb is izolalni lehet a kérokozét
[73-75].

Mindezek alatamasztjdk a CTL-ek kulcsszerepét a WNV-fert6zés kontrolljaban, ugyanakkor
mas orthoflavivirusok (pl. Murray Valley encephalitis (Orthoflavivirus murrayense, Murray
Valley encephalitis virus — MVEV [Japan encephalitis szerokomplex]) esetében a FasL hianya
enyhébb klinikai tinetekkel tarsult, ami a citotoxikus T-sejtek immunpatolégias szerepére utal
[76, 77]. A tulzott vagy nem megfeleléen szabalyozott CTL-valasz a korlatozott regeneracios
képességli neuronok karosodasan keresztul sulyos, akar maradando elvaltozasokhoz
vezethet, ami magyarazhatja a neuronok alacsony MHCI expressziéjat még gyulladas soran
is. Ennek megfeleléen a virus eliminacidjaban kiemelt szerepe van a nem citolitikus
mechanizmusoknak: az IFNy és TNFa gatoljak a virus replikaciéjat, az IFNy interferon-
stimulalt gének expressziojat fokozza [78, 79], amelynek jelentéségét a neuronok magas IFNy-
receptor expresszidja is alatamasztja [80]. A TNFa a vér—agy gat permeabilitasat szabalyozza:
tultermelése sulyosabb klinikai képpel jar [54], mig hianya esetén magasabb KIR

viruskoncentracio és csokkent CD8" T-sejtszam figyelheté meg [81].

A Kkozponti idegrendszerben zajlo hatékony és kontrollalt citotoxikus T-sejt valasz
kialakulasahoz és fenntartasahoz elengedhetetlen a megfelelé CD4* Th1-sejt valasz. Helper
T-sejtek vagy MHCII hianyaban WNV-fert6zo6tt egerekben csdkkent CD8* T-sejt aktivaciot, a
periférian valtozatlan viraemiat, ugyanakkor a KIR-ben magasabb viruskoncentraciot és
mortalitast figyeltek meg [82]. A helper T-sejtek direkt citotoxikus hatast is kifejthetnek, emellett
az altaluk termelt IFNy - a fentebb emlitetteknek megfeleléen - kulcsszerepet jatszik a virus
nem citolitikus eliminaciéjaban [83]. Szintén ezt tdmasztja ala, hogy klinikai tunetekben
megnyilvanuld human fertézoéttekben nagyobb aranyban fordulnak el6 Tim-3-at expresszalo
helper T-sejtek, amelyek az IFNy-termelés negativ szabalyozéi [84]. A helper T-sejtek
szubpopulacidjat képezik a regulaciés T-sejtek (Treg), amelyek az immunvalaszt
szabalyozzak, tobbek kozott a citotoxikus T-sejt reakciok kontrolldldsaval. Tunetmentes
human fertézottekben magasabb Treg-szintet irtak le [85]. Nyugat-nilusi virussal fert6zott
egerekben a tunetmentes csoportban szintén magasabb a regulacios T-sejtek aranya a
tinetes csoporthoz képest, valamint a Treg funkciokat gatolva a fert6zést kdvetden rovid id6vel

sulyos klinikai tinetek alakultak ki 93%-os halalozasi arany mellett. Tovabbi érdekesség, hogy
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a tinetmentes allatokban forditott aranyossag volt megfigyelheté a regulacios T-sejtek és a
citotoxikus T sejtek szama kozott [86]. Bar egyes vizsgalatok nem talaltak kiilénbséget a Treg-
aranyban, human klinikai tinetekben megnyilvanulé fertézéttekben ezek a sejtek fokozott

CTL-4 expressziot mutattak (T-sejt funkciot gatlé molekula) [87].

Osszességében a kdzponti idegrendszerben zajld fertézés kontrollalasaban elengedhetetlen
a citotoxikus T-sejtek mikodése, ugyanakkor ezen folyamatoknak nagymeértékben
szabalyozottnak kell lennie a tulzott CTL reakciobdl eredendd karosodasok megel6zése

érdekében, amelyben elengedhetetlen szerepe van a helper T-sejtek funkcidinak.

A korokozé eliminacidjat kdvetéen az effektor T-limfocitdk 90-95%-at a szervezet apoptozis
révén tavolitja el. A fennmarado6 5-10%-a a patogénspecifikus memoéria T-sejtek kilonbdzé
szubpopulacioit képezi, amelyek eltéré funkcidkkal, illetve fenotipussal rendelkeznek. Mind a
CD4+, mind a CD8+ meméoriasejtek két f6 szubpopulacidra kulonithetéek: centralis memodria
T-sejtek (Tcwm), illetve effektor memoéria T-sejtek (Tem). Csoportositasuk citokintermelésik,
illetve sejtfelszini markereik alapjan torténik. Kézds jellemzdjik, hogy a naiv T-limfocitakhoz
képest lényegesen hosszabb élettartamuak, a specifikus antigénnel talalkozva gyorsabban és
hatékonyabban aktivalédnak, akar APC-k hianyaban is. A Tcum-sejtek a masodlagos limfoid
szbvetekben fordulnak elé leginkabb, jellemzdjik, hogy antigénstimulaciot kdvetden révid idé
alatt nagymértékl proliferaciora képesek, de citokint ennek soran nem, vagy csak kis
mennyiségben termelnek. Ezzel szemben, a Tew-sejtek a periférian fordulnak eld, ahol
antigénstimulaciét kdvetéen révid idd alatt nagy mennyiségi citokin, jellemzden granzim B és
interferon-gamma termelésére képesek. A két szubpopulacioé jellemzdi alapjan feltételezhetd,
hogy masodlagos fert6zés esetén a Tem sejtek citolitikus tulajdonsaguknak kdszdnhetéen az
elsédleges védelmi vonalat képezik a fert6zés helyén, id6ét biztositva a Tcm sejteknek a
proliferaciora, és ezzel a masodlagos effektor T-sejtek kialakulasanak, amelyek hozzajarulnak
a korokozé eltavolitasahoz [58, 88, 89]. Az utdbbi években a technoldgiai fejlédésnek
kdszonhetéen szamos Uj sejtfelszini marker kerilt azonositasra, amelyek alapjan a memaria
T-sejtek tovabbi szubpopulacidinak elkilonitése lehetséges [90]. A memoria T-sejtek
évtizedeken keresztll védelmet nyujthatnak az adott kérokozéval szemben, felezési idejik
jellemzéen 8-15 év emberekben [58]. Mennyiséguket és életképességuket a primer fertézés
akut fazisaban egyes citokinek (IL-2, IL-12, IFNa és IFNR) koncentracioja, az antigénstimulacio
ideje, illetve az antigén mennyisége befolyasolja. A nyugat-nilusi virusfert6zést kdvetéen
kialakul6 kérokozdéspecifikus memoria T-sejt szubpopulaciokrél tobb human tanulmanyban is
beszamolnak, azonban ezek jellemz8en néhany honappal az akut fert6zés lezajlasat kovetd
mintakbol végzett vizsgalatok [88, 89, 91-93]. Mindossze 2 kutatasban tanulmanyoztak WNV-
fertézés lezajlasat kovet6 1 év elteltével a memoria T-sejteket [94—96]. Lovakban a memoria

T-sejtek perzisztencigja, illetve funkcioja jelenleg ismeretlen WNV-fertézést kdvetéen.
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4.2.3.3.  Humoralis immunvalasz nyugat-nilusi fertézés soran

A nyirokcsoméban a virus antigént a follikularis dendritikus sejtek, a dendritikus sejtek vagy a
makrofagok biztositjak a B-limfocitak szamara a nyiroktliszékben torténé felismeréshez. A B-
sejtek azonban antigén-prezentalo sejtek kdzremikddése nélkil is képesek felismerni nativ
antigéneket a B-sejt receptor (BCR) segitségével. A WNV virionok felszinét tuinyomorészt az
E-fehérje boritja, ezért ennek a proteinnek a konformaciés epitopjai a leginkabb hozzaférhetdk
a BCR-k szamara. A BCR epitépkotése endocitozist valt ki, amelynek soran a teljes virion
internalizalddik, majd a strukturalis fehérjekbdl szarmazo peptidek kifejez6dnek a B-limfocita
felszini MHCII molekuldin. Az aktivalt B-sejt ezt kdvetéen a nyiroktlszé szélére vandorol, ahol
a parakortikalis régidbdl érkezd, antigén-prezentald sejtek altal aktivalt helper T-sejtekkel
torténd interakcio valésul meg. Ugyan, a B-sejtek MHCII molekulain mindharom strukturalis
fehérje (C-, E- és M-fehérje) peptidjei expresszalddnak, a virusspecifikus ellenanyagvalasz f6
célpontjat az E-fehérje képezi. Ennek oka, hogy az ellenanyagvalasz specificitasat az a kezdeti
BCR stimulacié hatarozza meg, amely az E-fehérje konformacids epitdpjaihoz valoé kétédés
révén valosul meg. A CD4+ T-sejtek altal termelt citokinek (IL-4, IL-5, IL-21, IFNy), valamint a
T-sejt és B-sejt ko-receptorok kapcsolddasa réeven a B-sejtek aktivaldédnak, majd osztédasnak
indulnak [56, 96, 97]. A T-sejt interakcid fontossagat tobb tanulmany is szemlélteti:
egérmodellekben az MHCII receptorral, vagy CD4+ T-sejtekkel nem rendelkezé allatok WNV-
fertbzése esetén csodkkent B-sejt funkciokat irtak le [43, 82]. Az aktivalt B-sejtek egy része
rovid életl plazmasejtté alakul, amelyek a nyiroktliszét elhagyva immunglobulin M (IgM) tipusu
ellenanyagot termelnek. Ezek az antitestek a csirakdzponton kivll nem esnek at szomatikus
hipermutacion, tehat az immunglobulin G (IgG)-hez képest alacsonyabb affinitassal kétik az
antigéneket, azonban pentamer szerkezetuknek kdszonhetéen specificitdsuk ennek ellenére
relativ magas [98]. Nyugat-nilusi virusfert6zés esetén az IgM antitesteknek nagy jelentésége
van a viraemia kontrolldlasaban, illetve az infekcié diagnosztizalasaban [99-101]. Egy
kutatasaban a fert6zés korai szakaszaban az IgM szintje korrelalt az infekcioé kimenetelével, a
virusspecifikus IgM hidnydban a KIR-ben 6tszazszor magasabb viruskoncentraciét mértek a
kontroll csoporthoz képest, 100%-0s halalozasi arany mellett. A kérokozdspecifikus korai IgM
valasz tehat limitalja a viraemiat, ezaltal a virus kézponti idegrendszerbe térténé szérodasanak
mértékét [101, 102].

A nyiroktuszében a B-sejtek masik része a helper T-sejtekkel egyutt a csirakdzpontot alakitja
ki, amelyben a B-limfocitak, mint centroblastok osztédnak. A csirakézpont sétét zénajaban az
osztodas soran a BCR receptorok variabilis génjének pontmutacidja (szomatikus
hipermutacid) zajlik, amely a BCR receptorok antigénhez val6 kétédését (affinitasat) fokozza.
A tovabb mar nem osztdédé B-sejtek a csirakdzpont vilagos zénajaban a follikularis dendritikus

sejtek antigénprezentaciéja és helper T-sejtek ko-stimulacidja mellett folyamatosan
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szelektalodnak [56, 103, 104]. Az antigént nagy affinitdssal koté sejtek elhagyjak a
csirakdzpontot és hosszu életli plazmasejtekké vagy memoria B-sejtekké differencialdodnak.
Az el6bbi a kérokozora specifikus ellenanyagokat termeli kis mennyiségben, hosszu idén
keresztil [56, 105, 106]. A termelt antitestek megakadalyozzak a virionok sejtbe jutasat, tehat
neutralizaljak azokat, vagy opszonizaljak a fagocitaknak, vagy a komplement rendszer
részére, emellett a természetes 6l6sejtek biztositotta antitest-dependens citotoxikus reakcidk
révén jarulnak hozza a hatékony immunvalasz kialakulasahoz [56, 104]. Az ellenanyagok
neutralizald képességét elsésorban az antigénhez valé affinitasuk, illetve koncentraciojuk
hatarozza meg, ezek mellett az epitép funkcionalis jelentésége és hozzaférhetésége is fontos
befolyasold tényezék [107]. Amint korabban emlitésre kertilt, az orthoflavivirusok esetében az
érett virion felszinét tulnyomorészt az E-fehérje boritja, ezért a B-sejtek elsédlegesen ezen
protein epitopjait ismerik fel. Kovetkezményesen az E-fehérje a neutralizal6 ellenanyagvalasz
elsédleges célpontja. Az orthoflavivirus genom E-fehérjét kodold szakaszanak korokozék
kozotti kdézepes-magas foku konzervéltsaga miatt az E-protein  aminosavsorrend-
szekvencigjat szerokomplexen belll jellemzéen 70-90%, szerokomplexek kdzott ~40-45%
homoldgia jellemzi. Ennek kdvetkeztében egy orthoflavivirus-fertézés soran nemcsak az adott
kérokozora specifikus, hanem szerokomplex- és nemzetség-szintli keresztreaktiv
ellenanyagok is képzddnek (2. abra). Az utobbi antitestek olyan konzervalt epitépokhoz
képesek kotédni, amelyek mas orthoflavivirusok E-fehérjéjén is jelen vannak, ezaltal

szerologiai vizsgalatok soran keresztreakcidkhoz vezethetnek [2, 16, 17].

Afferens
nyirokér

Tcell

area

B-sejt
follikulus

Nyirokcsomo

Medulla

1. abra A kérokozospecifikus B-sejt valasz sematikus abrazolasa (1) antigén prezentalasa a makrofagok vagy dendritikus
sejtek (SSM) révén, (2) T-helper sejtekkel térténd interakcio, (3) révidéletii plazmasejtek IgM tipusu ellenanyagtermelése,
sarga szinnel virusspecifikus, z6ld szinnel szerokomplex-specifikus antitestek (4) Csirakbézpont reakcio, illetve ezt
kévetben hosszu életii plazmasejtek virus- (sarga), szerokomplex-(zéld) és genus-specifikus (kék) ellenanyagtermelése.
Az immunvalasz el6rehaladtaval a kbrokozéspecifikus ellenanyagok (sarga) keriilnek tulstlyba, emiatt jellemzéen a
homolbg kérokozoval térténé infekcio ellen nytjtanak védelmet. A képz6d6 meméria B-sejtek nem termelnek
ellenanyagot, masodlagos fert6zések esetén azonban képesek heterolég orthoflavivirusok felismerésére.
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Primer WNV-fert6zés esetén a korokozéspecifikus neutralizal6 ellenanyagok szerepét szamos
kutatas igazolja [108—-110]. Nyugat-nilusi virussal fert6zott egerek egy csoportjanak az
infekcidon mar atesett emberekbél szarmazé vérplazmat adva, forditott aranyossag volt
megfigyelheté a virus és az ellenanyag koncentracioja kozoétt [111]. Hasonldé modon,
emberekben is tobb jarvanykitérésben alkalmaztak virusspecifikus intravénas
immunoglobulin-terapiat sikeresen a nyugat-nilusi virusfert6zés kovetkeztében kialakuld
betegség tlineteinek kezelésére [112—114]. Az in vitro neutralizacios kapacitas és az in vivo
védelem mértéke kozotti direkt osszefliggés kovetkeztében a szakirodalom szerint a
neutralizalé ellenanyagok szintje a legjobb indikatora az orthoflavivirus-fert6zések elleni
védelem mértékének [115, 116]. Az ellenanyagok tehat a periférian nélkilézhetetlenek a virus
kontrolladlasaban, ezaltal a kdzponti idegrendszerbe t6rténé szorédasanak mérséklésében,
adott esetben megakadalyozasaban. Ugyanakkor, a kérokozé KIR-be jutasat kdvetéen az
antitestek szerepe nyugat-nilusi virusfertézés esetén tisztazatlan. A periférian (cervicalis
nyirokcsomok) aktivalt B-sejtek kemokinreceptor expresszidja fokozodik, amely a kdzponti
idegrendszerben megndvekedett kemokinszekrécio kdvetkeztében segiti a B-limfocitak KIR-
parenchimaba valé bejutasukat. A KIR-be érkezd B-sejtek proliferaciojat és
ellenanyagtermelését a helper T-sejtek, illetve a lokalis citokinek (pl. I-es tipusu IFN-ok)
segitik. Az intrathecalisan termelt ellenanyagok mellett a vér-agy gat ateresztéképességének
ndvekedése miatt a perifériardl is érkezhetnek virusspecifikus antitestek [117—-119]. Ahogy
korabban emlitésre kerilt, a WNV f6ként a neuronokban replikalodik. A kézponti idegrendszert
tamado mas RNS virusfertézések esetén a kdrokozoéra specifikus antitestek a fert6zott sejthez
kotédve, annak fellleti fehérjéinek transzlokaciojat el6idézve gatoljak a virus replikaciojat,
illetve sejtbdl torténd kiszabadulasat [120-122]. Bar WNV-fert6zésben ez a mechanizmus
mindeddig nem nyert kdzvetlen bizonyitast, feltételezhet6, hogy jelentds szerepet jatszhat a
kozponti idegrendszerben zajlé, korabban ismertetett T-sejt-medialt immunpatologiai
folyamatok mérséklésében. Tovabba, az intrathecalisan termel6d6 ellenanyagok a fertézés

diagnosztikajaban is kiemelt jelentéséggel birhatnak.

A memoria B-sejtek a keringésbe, majd a nyirokcsomoék subcapsularis terébe vandorolnak.
Ezek a sejtek nem termelnek ellenanyagot, re-infekcié soran azonban gyorsabban és
hatékonyabban képesek aktivaldédni, majd virusspecifikus antitestet termelni. Ezzel szemben,
a hosszu életli plazmasejtek patogénspecifikus ellenanyagokat termelnek masodlagos
fertézés kialakulasa (antigénhatas) nélkil is a csontvelében, és tovabbi osztédas hidnyaban
is akar egy életen at fennmaradhatnak [103, 123]. A hosszu életli plazmasejtek altal termelt
antitestek elsésorban a homoldg, illetve a nagyfoku genetikai rokonsagot mutaté virusok ellen
biztositanak hatékony védelmet. Egérkisérletekben kimutattak, hogy WNV-fertézést vagy

vakcinazast kdvetben e plazmasejtek ellenanyagai elsésorban a WNV-vel szorosan rokon
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epitdpokhoz koétddnek, mig a heteroldg flavivirusok felismerése korlatozott marad. A B-
memoria sejteket ezzel szemben a nyugat-nilusi virussal kisebb mérték(i antigénrokonsagban
allé virus epitopok is aktivaltak. A jelenséget human WNV-fertézést kdvetben is igazoltak [43,
103] (2. abra). Tehat mindkét sejtpopulacio alapvetd szerepet tolt be a fertézésekkel szembeni
hosszi tavu immunvédelemben, ugyanakkor, jelenlétik és funkciojuk az infekcidk

diagnosztikai eredményeinek értékelése soran is meghatarozo tényezo.

4.2.4. Diagnosztika
Lovak kisérleti fertézése soran szerzett adatok alapjan az inokulaciét kdvetd 1-6. napon alakul
ki a rovid ideig tarté (koérllbelll 1-3 nap), alacsony virustiter (10 — 10° PFU/ml) viraemia a
fajpban. Az inkubaciés idé 7-10 nap, tehat a klinikai tiinetek megjelenésekor a legtdbb esetben
a virus mar nincs jelen a véraramban [26]. Emiatt a direkt viruskimutatas mddszerei, mint a
molekularis diagnosztikai eszk6zok, példaul a reverz transzkripcids polimeraz lancreakcio (RT-
PCR), a fert6zott lovak vérébdl térténd virus, pontosabban annak orokitéanyaganak
kimutatasara csak rendkivil ritkan vezet eredményre [124, 125] (3. abra). Emberek esetében
nyugat-nilusi virusfert6zéskor az inkubacios idé 2-14 nap, a viraemia atlagosan 9,5 napig tart
(8-11 nap), amely idegrendszeri manifesztacié esetén még inkabb kitolédhat [126]. A klinikai
tinetek megjelenését kdvetéen human mintakbdl a betegek 20-30%-aban mutathato ki a virus,
lovakban a pozitiv PCR vizsgalatok aranya ennél, a fentiek értelmében, Iényegesen
alacsonyabb [26, 125, 126]. Tovabbi érdekesség, hogy viraemias véradok vizsgalata soran
arra a felfedezésre jutottak a kutatdk, hogy az ellenanyagok megjelenése elétt a WNV RNS
nagyobb mennyiségben mutathatd ki vérplazmabdl, mint teljes vérbél, majd az antitestek
megjelenésével ez megfordul [126, 127]. Viszonylag uj felfedezés, hogy egerekben,
tengerimalacokban és emberekben a virus a vizelettel kivalasztddik, abbdl izolalhatd, valamint
a vérhez, illetve az agy-gerincvel6i folyadékhoz képest onnan hosszabb ideig kimutathatd
[128, 129]. Lovak nyugat-nilusi virusfert6zése esetén a teljes vérbél térténé RT-PCR ritkan, a
vizeletvizsgalata pedig nem vezetett eddig pozitiv eredményhez [130] [a kutatécsoportunk

sajat, publikalatlan adatai].

A fentebb emlitettek kdvetkeztében a nyugat-nilusi virusfertézések igazolasara az egyéb
orthoflavivirusokkal torténd keresztreakciok ellenére is legtdbb esetben a virus E-fehérjéje
ellen termelt ellenanyagok kimutatasara iranyuld modszerek alkalmazanddak. A nem rég
lezajlott WNV-fertézés diagnosztizalasa az IgM kimutatasa, vagy az IgG szerokonverzio
igazolasaval torténhet [125, 131]. A WNV-specifikus IgM koncentracidja a fertézést kovetd 5-
7. napon kezd el emelkedni a vérben és nagyjabdl 4-6 hétig detektalhatd [26, 125, 132] (3.
abra). A virusspecifikus IgM antitest kimutatasa az agy-gerincveldi folyadékbdl is lehetséges,

és diagnosztikai értékkel bir [125, 133]. A kérokozoéspecifikus I1gG a fertézést kévetd 8-11.
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napon valik detektalhatéva, és legalabb 2 évig detektalhatd [26, 125, 132]. Az ellenanyagok
kimutatasanak egyszer(i, gyors és viszonylag alacsony koltséggel jar6 médszere az enzim-
kapcsolt immunszorbens teszt (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) vizsgalat. A
WNV-specifikus IgM detektalasa leggyakrabban az IgM ellenanyag elkapé ELISA (IgM
antibody capture ELISA - MAC-ELISA) hasznalataval toérténik szérum, vagy a fentebb
emlitetteknek megfeleléen, agy-gerincvel6i folyadékbdl. Ez a modszer specifikusabb és
szenzitivebb a WNV immunglobulin G (IgG) ELISA-hoz képest [125, 131, 134, 135], azonban
ennek is megvannak a maga korlatai. A WNV IgG ELISA alacsony specificitasa miatt azokon
a terileteken, ahol a nyugat-nilusi virus mellett egyéb orthoflavivirusok is cirkulalnak, a
magasabb specificitasu virus neutralizaciés teszt (VNT) elvégzése javasolt [125, 132]. A
neutralizaciés proba a vérsavéban [évé ellenanyagok virust neutralizalé képességét hatarozza
meg. A 2-3 hét kuldnbséggel vett savopar neutralizacios titere kozotti négyszeres emelkedés
diagnosztikai értékli. A VNT hatranya, hogy id&igényes, legaldabb BSL-3 szinti
laboratériumban lehet elvégezni, és magasabb kéltségekkel jar [125, 132, 136]. Ezen felll,
ennek a modszernek is megvannak a maga korlatai, kilénésen olyan régiékban, ahol tébb
orthoflavivirus ko-cirkulal [132, 137-139].
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2. abra Elsédleges WNYV fert6zés soran IgM és IgG-valasz dinamikaja lovakban
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4.2.5. Megelbzés, védekezés
Human kutatasok szerint az orthoflavivirus-fertézésen atesett emberekben életre sz6l6
immunvédelem alakul ki. A hosszutavu védettségben a neutralizalo ellenanyagoknak kritikus
szerepe van a fentebb emlitett szérum neutralizacios titer és az in vivo védelem hatékonysaga
kozotti direkt dsszefliggés kdvetkeztében [115, 116]. Tehat, a szakirodalom jelen allaspontja
szerint a neutralizalo antitestek szintje a legjobb indikatora az orthoflavivirusok elleni védettség
mértékének, habar ezt az uUjabb kutatasok egyre inkabb megkeérddjelezik [20, 79, 140, 141].
Human tanulmanyokban nyugat-nilusi virusfertézések esetén ellentmonddak az eddigi
eredmények. Papa és munkatarsai az idegrendszeri tinetekben megnyilvanulo fertézésen
atesett human paciensek ellenanyagszintjét vizsgaltak a betegséget kdvetd 3 évben, a kutatas
mindharom vizsgalt évében valamennyi résztvevénél magas WNV-specifikus IgG szintet
mértek [142]. Carson tanulmanyaban a tlinetmentes fert6zésen atesett emberek vérében 5
évvel késbébb is kimutathatéak voltak a WNV-specifikus IgG ellenanyagok [143]. Ezzel
szemben, Pierro és munkatarsai a tlinetmentes fert6zésen atesett emberek antitest szintjét
vizsgaltak, az infekciot kovetd egy évvel a résztvevdék 40%-aban nem tudtak kimutatni a
virusspecifikus ellenanyagokat, 33%-ban pedig az ellenanyagszintek progressziv csokkenését
figyelték meg [144]. Az eltéré eredményekre tdbb magyarazat is lehetséges. Pierro, valamint
Papa szerint a tlinetmentes és tlinetekben lezajlott fertézésekre adott eltérd immunreakciéban
keresend§ a valasz [142, 144]. Lovak esetében Ostlund és munkatarsainak tanulmanyaban
az 1999-ben tlnetmentes fertézésen atesett lovak mindegyikébdél kimutathaté volt a
virusspecifikus 1gG a kdvetkez6 évben is [145]. Egy hazai kutatasban, egy idegrendszeri
tinetekben megnyilvanuld WNV-fertézésen atesett I6bol az infekciot kdvetd 2. évben nem volt
kimutathaté WNV-specifikus ellenanyag [132]. Tovabbi tanulmanyokat egyel6re nem végeztek
a hosszu tavu humoralis immunvédelem vizsgalatara. Magyarorszagon a 2018-as WNV
jarvanykitérést kdvetben 2 eltérd vizsgalatban kdzel 70%-0s szeropozitivitast mértek lovakban
WNV IgG ELISA-val [kutatocsoportunk sajat, publikalatlan eredményei]. Ezt kdvetben az
esetszamok jelentés visszaesése volt tapasztalhaté. Azonban 2023-ban és 2024-ben ismét
magasabb volt a WNV-fert6zéshez koéthetd neuroldgiai tlinetekkel jar6 megbetegedések
incidenciaja a korabbi évekhez képest (1. tablazat). Az évenkénti hulldamzé esetszamok
alapjan feltételezhetd, hogy bar a neutralizalé ellenanyagok fontos szerepet jatszanak a
fert6zés elleni védelemben, az altaluk biztositott immunitas id6tartama és mértéke lovakban
feltehetéen nem egységes, és hosszabb tavon csdkkenhet, vagy nem minden egyedben
elegendd a klinikai betegség kialakulasanak megel6zéséhez. Megemlitend6 ugyanakkor,
hogy klinikai tinetekben megnyilvanulé masodlagos nyugat-nilusi virusfertézést eddig egy
human tanulmanyban jelentettek, amelyben sulyos ko-morbiditasokban szenved6,
immunszuppresszalt betegekben irtak le a masodlagos fert6zés okozta idegrendszeri

tineteket [146]. Lovakban az eddigiekben még nem regisztraltak masodlagos WNV-infekcio
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kovetkeztében kialakuld idegrendszeri kérképet. Ennek egyik oka lehet, hogy valdban életre
sz0l6 védelem alakul ki, amelyet a hosszantarté WNV-specifikus humoralis és/vagy cellularis
immunitas garantal. Tovabbi magyarazatként a masodlagos fert6zések soran kialakuld
immunvalasz sajatossagai, valamint a jelenleg rendelkezésre all6 szerolégiai modszerek

limitacioi is felvethetdk [147].

A neutralizalo ellenanyagok hianyaban, ezek alacsony mennyisége esetén a memoria T-sejt
szubpopulaciok (Tem és Tcm sejtek) nyujthatnak védelmet a masodlagos homolég, vagy akar
heterolog fertézésekkel szemben. Az aktivalt CD8+ memoria T-sejtek masodlagos fertézések
soran direkt citotoxikus tulajdonsaguk, illetve nagy mennyiségi citokintermelésik révén
gyorsan és hatékonyan tavolitjak el a fertézott sejteket, ezzel limitalva a virus replikaciéjat mar
az infekcid korai szakaszaban [148]. Tobb tanulmanyban is igazoltdk a memadria CD8+ T-
sejtek szerepét a masodlagos virusfertézésekben, neutralizalé ellenanyagok hianyaban is [20,
149, 150]. A memoria CD4+ T-sejtek a csirakézpontban zajlé folyamatokat elésegitve gyors,
az antigént nagyobb affinitassal k6t ellenanyagvalaszt indukalnak, emellett fokozzak a CD8+
mérsékléséhez. Egyes tanulmanyokban a CD4+ memoria T-sejtek IFNy-kozvetitette direkt
citotoxikus hatasarol is beszamolnak [151]. Lovakban a memdéria T-sejtek jelenléte, illetve

funkcioja orthoflavivirus-fertézést kdvetden jelenleg ismeretlen.

A nyugat-nilusi virusfert6zés elleni védekezés hatékony modja a vakcinazas. Bar human
vakcina nem all rendelkezésre, lovak szamara harom vakcina érheté el Magyarorszagon
(inaktivalt, kiméra és élé-attenualt vektorvakcina). Mindegyik protektiv ellenanyagszintet
biztosit 6-12 hénapig, csdkkenti a viraemiat és a klinikai tinetek sulyossagat [152], tovabba
mind az inaktivalt, mind a vektor-alapu vakcinak koérokozé-specifikus CD4* és CD8* T-
sejtvalaszt indukalnak [153, 154]. A vakcinara adott immunvalasz er6sségére vonatkozo
eredmények azonban ellentmondasosak: egyes vizsgalatokban az élé-attenualt vakcina
magasabb és tartésabb neutralizalé ellenanyagszintet eredményezett [155], ezzel szemben
egy masik tanulmany [139]. Emellett vakcinazott allatokban is eléfordultak idegrendszeri
tinetek természetes fert6zést kdvetben [156], illetve kisérletesen mindkét vakcinatipus esetén
megdfigyeltek enyhe-kdézepes tineteket [157]. Nem megfeleld alapimmunizalds esetén a
betegség sulyossaga a vakcinazatlan allatokéhoz hasonlé lehet [137], amelyet hazai

megfigyelések is alatamasztanak [sajat publikalatlan adatok].

Azokban a fdldrajzi régidkban, ahol toébb orthoflavivirus egyuttesen cirkulal, egy korabbi
fertézés altal indukalt ellenanyag- és memodriasejt-valaszok heteroldg infekcié soran komoly
diagnosztikai kihivast jelenthetnek, illetve meghatarozé tényezdi lehetnek a szekunder infekcio

klinikai manifesztaciojanak [2, 16, 17]. Ahogy fentebb mar emlitésre kerilt, a hosszu életi
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plazmasejtek altal termelt ellenanyagok jellemz&en csak a homoldg virus, vagy azzal magas
szintli genetikai és antigénrokonsagot mutaté koérokozd esetén biztositanak hatékony
védelmet. Ezzel szemben a memodria B-sejtek képesek felismerni olyan heterolég virusok
epitdpjait is, amelyek csak mérsékelt antigénszerkezeti hasonlésagot mutatnak a korabban
atvészelt fertézés korokozojaval, majd az aktivaciét kovetéen a masodlagos kérokozdhoz
alacsony affinitassal kot6dd, de nagy mennyiségi ellenanyagot termelnek [102, 103, 123, 158]
(2. abra). Heterolog orthoflavivirus-reinfekcié esetén feltételezhetéen az hatarozza meg a
klinikai megnyilvanulast, hogy a primer fert6zés soran képzddoétt antitestek milyen mértékben
képesek neutralizalni a kérokozot. A virusantigéneket kisebb affinitassal koté ellenanyagok az
FcyR révén a korokozo sejtbe jutasat, illetve replikaciojat is segithetik, ezzel az un. ellenanyag-
fuggd fertbézés fokozodast (antibody-dependent enhancement of infection — ADE), és a
kévetkezményesen sulyosabb klinikai manifesztaciot el6idézve [107, 159]. Az ADE a szintén
Orthoflavivirus nemzetségbe sorolt dengue virus (Orthoflavivirus denguei, dengue virus -
DENV [dengue szerokomplex]) kilénb6zd szerotipusaival torténd fertéz6dés esetében jol
ismert jelenség emberekben [160-162]. Nyugat-nilusi virusfertézésekben az ADE-t tdbb
kutatasban is leirtdk in vitro [160, 163, 164], in vivo azonban minddssze egy 1985-6s
tanulmanyban kerult igazolasra a kullancsencephalitis virussal tortén6 masodlagos infekciot
kovetden [165]. Az orthoflavivirusok kézétti antigénrokonsag kdvetkeztében nemcsak a primer
fert6zésbdl szarmazoé ellenanyagok, hanem a memoéria CD4* és CD8" T-sejtek is
keresztreaktivitast mutatnak heterolog orthoflavivirussal torténd masodlagos infekcidé soran. A
keresztreagald memoria CD8+ T-sejtek szerepét mind a fertézés sulyosbodasa, mind annak
limitalasa hatterében leirtak. A memadria CD4+ T-sejt, a kdrokozok kdzoétti genetikai rokonsag
mértékének flggvényében védelmet nyujthatnak, illetve akar a csirakdézpontban

hozzajarulhatnak a keresztreagalo ellenanyagok képz6déséhez [2, 16, 19, 166, 167].

Magyarorszagon a légydgyaszatban a két tovabbi endémias orthoflavivirus (USUV, TBEV)
diagnosztikai és klinikai jelent6ségérél nem all rendelkezésre adat. A kérnyez6 orszagokban
ugyanakkor az utébbi években tdbb alkalommal dokumentaltak tinetmentes USUV-
szerokonverziét lovakban, illetve névekvé szamban igazoltak TBEV-fert6zéshez kotheté

idegrendszeri korképeket.
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4.3.  Usutu virus
A szunyog-terjesztette Usutu virus (Orthoflavivirus usutuense, USUV) a japan encephalitis
virus szerokomplex tagja, a nyugat-nilusi virussal nagyfoku genetikai rokonsagban all. Ennek
kovetkeztében a WNV és az USUV E-fehérjéje kdzel 80%-ban azonos aminosav sorrend
identitassal rendelkezik [168]. Filogenetikai vizsgalatok alapjan 8 leszarmazasi vonalat
kalonitik el (Afrika 1 — 5, Europa 1 — 3), hazankban az Eurdpa 2 és Afrika 3 leszarmazasi vonal
fordul elé [169]. Magyarorszagon elséként 2005-ben izolaltak a korokozot egy elhullott
feketerigobol, az els6 human USUV-fertézés kovetkeztében kialakult idegrendszeri
megbetegedést 2018-ban diagnosztizaltak [170, 171]. Az USUV, csakugy, mint a WNV,
madarak és szunyogok kdzétti enzoocias ciklusban cirkulal. Incidentalis gazdakban a fert6zés
tobbnyire tlinetmentesesen zajlik, emberekben azonban sulyos idegrendszeri tlnetek is
kialakulhatnak. Korabban azt feltételezték, hogy a neurolégiai korképek kizardlag
immunszuppresszalt paciensekben jelentkeznek, azonban az utdbbi években
immunkompetens betegekbdl is jelentettek idegrendszeri tinetekben manifesztalédé USUV-
infekciét. A tavalyi évben az els¢ fatalis kimeneteli human USUV-fertézést is leirtak
Magyarorszagon. Emberekben agyhartya-, agy- és gerincvelégyulladas formajaban is
megnyilvanulhat a fertézés [169, 170, 172, 173]. A természetes USUV-fert6zés indukalta
idegrendszeri megbetegedést még nem diagnosztizaltak emlésallatokban, szamos
egérkisérlet igazolja azonban az USUV in vitro neuroinvaziv képességét, illetve elpusztult
denevérek agyabol is kimutattdk az USUV RNS-t, azonban a sejttenyészeten torténd
virusizolalas nem vezetett eredményre [174-176]. Egy tanulmany szerint, az USUV
virulenciaja és kérokozdoképessége leszarmazasi vonalankeént eltérd, a legvirulensebbnek az
Eurépa 2 leszarmazasi vonal bizonyult [176]. Lovakban napjainkig kizarélag tlinetmentes
szerokonverziorél szamolnak be tdbb eurdpai orszagbdl is [177]. Egyes retrospektiv
szeroldgiai vizsgalatokat végz6 kutatdsok szerint az endémias orszagokban az USUV-
fertézések prevalenciaja meghaladja a nyugat-nilusi virusét [178]. Ennek tdbb oka is lehet: az
USUV koérokozoképessége a WNV-nél alacsonyabb, vagy a két kérokozo kézotti magas foku
antigénrokonsagbol adédoé szeroldgiai keresztreakciok miatt az USUV-fertézések WNV-
infekcioként keriilnek regisztralasra. Az utobbi lehetéséget az is el6segiti, hogy jelenleg a
korokozo kevésbé ismert a praktizald kollégak korében, illetve a kereskedelmi forgalomban
nem elérhetéek USUV-specifikus diagnosztikai tesztek, kizardlag egyes laboratdériumok
végeznek ,in house” elBallitott modszerekkel a korokozd célzott kimutatasara iranyuld
vizsgalatokat. A diagnosztikai iranyelvek megegyeznek a nyugat-nilusi virusnal
ismertetettekkel. A fert6zés lezajlasat kovetéen az USUV-specifikus IgM vagy 1gG
ellenanyagvalasz mértéke, kialakulasanak, illetve az antitestek detektalhatésaganak ideje
tisztazatlan. Specifikus védekezésre jelenleg nincs lehet6ség. Libakon, illetve egereken

végzett vizsgalatok alapjan a korabbi USUV-fert6zés keresztvédelmet ad a sulyos tiinetekben
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megnyilvanulé WNV-fert6zéssel szemben [179, 180]. Lovakban a keresztvédelem fennallasa
nem ismert, az azonban bizonyos, hogy akar egy tunetmentes USUV-szerokonverzié is

jelentds nehézségeket okozhat a WNV diagndzisaban, illetve vica versa.

4.4.  Kullancsencephalitis virus
A kullancsencephalitis virus (Orthoflavivirus encephalitidis — tick-borne encephalitis virus,
TBEV) kullancsterjesztette korokozo, a kullancs-terjesztette szerokomplex tagja [2]. A nyugat-
nilusi virussal és Usutu virussal az E-fehérjek aminosav sorrend homologiaja 40% kaordli
egyezést mutat [181]. Jelenleg a TBEV 3 altipusa ismert: az eurdpai, a tavol-keleti, valamint a
szibériai szubtipusok. Az altipusok virulenciaja, ennek kdévetkeztében a fertézések klinikai
megnyilvanulasa is eltéré [28]. Magyarorszagon az eurdpai szubtipus jellemzd, amelynek
vektora a kozonséges kullancs (/xodes ricinus). A TBEV-t els6ként 1952-ben izolaltak
hazankban, és napjainkig évi rendszerességgel jelentenek human kullancsenephalitist (tick-
borne encephalitis, TBE) [182]. Az utébbi 30 évben az eurdpai endémias tertleteken 400%-0s
emelkedés volt megfigyelhetd a regisztralt TBE esetszamokban [ECDC, 2024]. A virus a
természetben ragcsalok, kistestli emlésok és kullancsok kdzotti enzoocias ciklusban cirkulal.
Az emberek, lovak, illetve egyéb eml6sok, a fert6zott kullancsok csipése altal fert6zédnek,
ezek a fajok azonban incidentalis gazdak [183, 184]. Emberekben tovabbi ismert fertézédési
mod a fertdézott, hbkezeletlen tej fogyasztasa [185, 186]. A TBEV terjedését nagyban
befolyasolja a kullancsok aktivitasa, amely a kontinentalis éghajlaton majus-juniusban, illetve
oktéber-novemberben a legmagasabb, azonban a klimavaltozas kdvetkeztében a vektorok
szinte egész évben aktivak. Magyarorszagon, a kullancsok eléfordulasanak megfeleléen,
amelyet az adott teriiletek mikroklimaja befolyasol, az Eszaki-kdzéphegység és a Dunantul

térségei a leginkabb érintett tertletek [187].

Human paciensekben a fertézések dont6 tobbsége tinetmentes, mig az esetek kb. 10%-a
jellemzden kétfazisu lazas tlnetekben nyilvanul meg. A neuroldgiai korkép jellemzéen
agyhartyagyulladas formajaban nyilvanul meg, amely agy- és gerincvel6gyulladasig
progredialhat. A tuléldkben gyakorta maradando idegrendszeri tunetek alakulnak ki [188].
Lovakban a kérlefolyas egyelbre tisztazatlan, szeroldgiai és molekuléris bioldgiai vizsgalatok
alapjan az allatok dont6 tobbségében a fertézés, emberekhez hasonldan, tliinetmentesen
zajlik. Eddig Svajcban, Németorszagban és Ausztriaban irtak le a fajban klinikai tinetekben
megnyilvanulé TBEV-infekciét, amelynek tlnetei: laz, bagyadtsag, étvagytalansag, kdzepes-
sulyos foku ataxia, izomrangasok, hyperaesthesia, kakaslépésszer(i jaras, agyidegpar
tinetek, megvaltozott tudatallapot, viselkedészavarok, (epileptiform) gorcsok, elfekvés, kéma.
A fertbzés kovetkeztében lovak esetében is kialakulhatnak maradanddé neuroldgiai
elvéltozasok [183, 189-191]. Eurépaban 2,9 és 37,5 % kdzotti a TBEV-szeropozitiv lovak

32



aranya, Magyarorszagon még nem irtak le szerokonverziot, vagy klinikai tlinetekben
manifesztaldédé infekciot a fajpban [183, 188, 192].

Az idegrendszeri tlinetek emberekben a viraemias fazis lezajlasat kdvetéen jelentkeznek,
ennek kovetkeztében a TBEV-fertézés igazolasa is a szeroldgiai modszereken alapul [183,
188]. A kérokozdspecifikus IgM a klinikai tiinetek megjelenésekor jellemz&en mar detektalhato
a szerumban, illetve az agy-gerincvel6i folyadékban, és megkdzelitéleg két hét mulva éri el a
csucskoncentraciot. A betegek tobbségében az IgM 6—7 hétig detektalhatd [193]. Egy friss
tanulmanyban pozitiv korrelaciot mutattak ki a heveny fazisban mért szérum IgM-szint és a
fert6zés kimenetele kdzott [194]. Az IgG-szint a szérumban és a cerebrospinalis folyadékban
a klinikai tinetek megjelenését kovetben lassabban emelkedik, a csucsot nagyjabdl ettdl
szamitva hat hét mulva éri el, majd hosszu tavon, akar élethosszig perzisztalhat, hosszantarté
védelmet biztositva a kérokozéval szemben, habar ezt egyre tobb kutatas cafolja [79, 193].
Lovakban a limitalt szamu publikacié alapjan a virusspecifikus IgM szintje a tlnetek
megjelenését kdvetden gyorsan emelkedik, de relativ rovid ideig detektalhatd a vérben és az
agy-gerincvel6i folyadékban, amely alkalmassa teszi a nemrég lezajlott TBEV-fert6zések
diagnosztizalasara [183, 189, 190]. Ugyanakkor, egyes human esetleirasokban az infekciot
kovetd 1 évvel is detektalhaté volt a TBEV-specifikus IgM, klinikai tlinetek hianyaban [194]. Ez
a limitalt 16 TBE esetszam, illetve a diagnosztikai tesztek validalatlansaga mellett 6vatossagra
int lovak esetében is. Az IgG ellenanyagok a fertézést kovet6 21. naptdl legalabb 9-19 hénapon
at kimutathatéak lovakban [192]. A kereskedelmi forgalomban tébb IgG ELISA is elérhet6,
azonban ezek alacsony specificitasa miatt a keresztreakcidkkal ebben az esetben is szamolni
kell. A fert6zés igazolasara a legmegbizhatobb mddszer a savéparbdl végzett
virusneutralizaciés proba [125]. Magyarorszagon a magas human TBE esetszam ellenére 16
TBE még nem kerult diagnosztizalasra, amelynek oka feltehetéleg a célzottan a kérokozé,
vagy az ellene termelt ellenanyagokra iranyuld vizsgalatok hidnya és/vagy a masik két
orthoflavivirussal a szeroldgiai keresztreakciok fennallasa. Emberek immunizalasara 1991 6ta
all rendelkezésre inaktivalt TBEV vakcina, amely az esetszamok jelentds csdkkenését
eredményezte [182]. Ldora torzskdnyvezett TBEV vakcina egyelére nem elérhetd. Svajci
kutatok tanulmanyaban a human inaktivalt vakcinaval alapimmunizalt 4 allatban szignifikans
kérokozospecifikus  ellenanyagvalasz  alakult ki, mellékhatasok  nélkil  [191].
Orthoflavivirusként a TBEV esetében is a neutralizalo ellenanyagok szintjét tekintik
mérvadonak a virus elleni védelem megitélésében, ezt azonban mar tobb tanulmany is erésen
megkeérddjelezi, kiulondsképpen az idésebb populacié esetében [79, 141, 195]. A WNV és
TBEV koOzotti keresztvédelem fennalldsa szintén bizonytalan, egyes kutatdsokban WNV-
infekcio klinikai manifesztaciojanak sulyosbodasat figyelték meg korabbi TBEV-fertézést vagy

vakcinazast kovetéen egerekben, illetve emberekben [196, 197]. Szintén figyelemre mélto,
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hogy él6-attenualt sargalazvirus vakcinaval immunizalt emberekben a TBEV vakcinara
csokkent mértéki ellenanyagvalasz alakul ki a kontroll csoporthoz képest. Ezzel ellentétben
TBEV vakcinazott paciensek inaktivalt japan encephalitis virus (Orthoflavivirus japonicum,
Japanese encephalitis virus — JEV [japan encephalitis szerokomplex]) vakcinaval térténé
immunizalast kévetéen magasabb ellenanyagvalasz alakul ki a kontroll csoporttal szemben
[198]. Lovak esetében jelenleg ismeretlen az endémias orthoflavivirusok koézotti
keresztvédelem fennallasa. Ezen felil megemlitendd, hogy a korabbi TBEV-fertézés vagy
immunizalas tébb human tanulmanyban is negativ hatassal volt a késébbi WNV-infekcio
igazolasara [2, 17, 79, 196].

4.5.  Szerolbgiai keresztreakciok jelentésége lovak orthoflavivirus fert6zéseinek
diagnosztikajaban alkalmazott modszerek esetében

4.5.1. WNV IgM ellenanyagelkapé ELISA — MAC ELISA

A virusspecifikus IgM ellenanyagok az IgG izotipusoknal specifikusabbnak bizonyulnak,
feltételezhetéen az IgM pentamer szerkezetének kdszonhetéen [98, 199]. A 3 endémias
orthoflavivirus kozll jelenleg kizarélag a nyugat-nilusi virus fertézések diagnosztizalasara
érhetd el 2 kilonbozé gyartétdl lovakra validalt IgM-capture-ELISA (MAC ELISA) kit (Ingenaza,
Madrid, Spanyolorszag és Innovative Diagnostics; Grabels, Montpellier, Franciaorszag).
Mindkét MAC ELISA esetében rendkivil magas szenzitivitast és specificitast (90%<)
jelentenek a gyartdék [200]. Egy laboratériumok-kozotti jartassagi vizsgalatokat magaban
foglal6 publikacioban, mindkét kitet szeronegativ (n=10), valamint egy korabbi tanulmanyban
kisérletileg fertézott USUV (n=1), TBEV (n=1), és JEV (n=1) fert6zo6tt 16 mintaival tesztelték.
Minden esetben negativ eredményt adott mindkét MAC ELISA [131]. Megemlitend6 azonban,
hogy a kisérletileg ferté6zott lovak esetében a kérokozdspecifikus ellenanyagszintekre nem
térnek ki sem ebben a tanulmanyban, sem az eredeti kisérletrél beszamolé cikkben [131, 201].
Mas kutatasokban WNV IgM+ lovak mintdiban a fert6zést késébb virusneutralizacios
prébaban szignifikans titeremelkedéssel igazoltak [130, 202]. A MAC ELISA kitek specificitasa
tehat a jelenleg rendelkezésre all6 adatok szerint megalapozott. Human kutatdsokban
azonban szamos esetben jelentenek keresztreakcidkat az IgM-capture ELISA-kon olyan
tertleteken, ahol tébb orthoflavivirus is endémias. Az USA-ban az elsé nyugat-nilusi virus
jarvanykitorésben 1999-ben, kezdetben a koérokozét St. Luis encephalitis virusként
(Orthoflavivirus louisense, St. Louis encephalitis virus — SLEV [japan encephalitis
szerokomplex]) azonositottak, az IgM ELISA-ban okozott keresztreakciok kodvetkeztében
[135]. Egy kés6bbi human kutatédsban ismét problémat okozott a MAC ELISA eredmények
értékelésében a SLEV és WNV kozotti keresztreakcié [203], de hasonld gondot jelentenek
WNV- és JEV-fert6z6tt [204], valamint sargalaz (Orthoflavivirus flavi, yellow fever virus — YFV

[sargalaz szerokomplex]) ellen vakcinazott paciensek esetében is [205]. Percivalle és
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munkatarsainak kutatasaban tlinetmentes véraddk mintdit vizsgalva, az 50, kezdetben a
szlrésként alkalmazott nukleinsav amplifikacios modszeren (NAT) WNV-fert6zéttnek
nyilvanitott paciensbél 7 esetben pozitiv WNV IgM ELISA eredmény ellenére USUV-fert6zést
igazoltak reverz transzkripcidos polimeraz lancreakciéval (RT-PCR) [206]. Egy német
esetleirasban, a tinetmentes véradd paciens szérummintajaban azonos (1:160) WNV és
USUV IgM, illetve valamivel alacsonyabb, de pozitiv JEV IgM (1:80) titert detektaltak. A
nyomon kovetes soran az IgG titeremelkedés USUV szerokonverziot igazolt [207].
Olaszorszagban 2018-ban mind a nyolc igazolt USUV-fertézott paciens mintaja pozitiv
eredményt adott WNV IgM ELISA-ban [208]. Egy, mar korabban emlitett, WNV és USUV
endémias terlleten végzett human tanulmanyban az USUV szeroprevalenciaja joval
meghaladta a nyugat-nilusi virusét, ezaltal felmerllt, hogy az USUV-fert6zések, a
keresztreakciok miatt WNV-infekcioként kertlnek diagnosztizalasra. A WNV és TBEV
esetében a jelenség fenndllasa tisztazatlan, azonban antigénrokonsaguk fokat tekintve
valdszinltlennek tlinik [16, 204]. A lehetséges keresztreakciok kikiszdbdlésére az endémias
orthoflavivirusokra parhuzamosan végzett MAC ELISA-k nyujthatnak megoldast, illetve a
kapott eredmeényekbdl szamolt aranypar, amely az el6bb emlitett tanulmanyokban hasznosnak
bizonyult, azonban a legmegbizhatobb modszer savoparbol az endémias orthoflavivirusokra
parhuzamosan végzett neutralizaciés probaval a koérokozé specifikus szignifikans

titeremelkedés igazolasa.

Tébb kutatasban is beszamolnak a WNV vakcinazast koveté virusspecifikus IgM
ellenanyagvalasz kialakulasardl. Egy olasz tanulmanyban az alapimmunizalast kdvetd 7.
naptél akar az 52. napig kimutathato volt a WNV specifikus IgM [155]. Ennek kdvetkeztében,
a szezont megel6zéen vakcinazott allatok mintai fals pozitiv reakciét adhatnak a WNV IgM
ELISA-n a nyugat-nilusi virus fert6zések diagnosztikajaban. Kilondsen fontos ez a szezonban
immunizalt lovak esetében. Bar az dsszes kereskedelmi forgalomban kaphaté vakcina
védelmet biztosit a sulyos idegrendszeri tiinetek kialakulasaval szemben, a megfeleld virus
elleni védettség elérésével az alapimmunizalas elsé vakcinajat koveté 7-8 hét, az ismétloé
oltasokat kdvetben pedig 3-4 hét elteltével lehet szamolni szeronegativ allatokban [132, 137-
139, 157]. Tehat, idegrendszeri tunetek kialakulhatnak WNV-fert6zés kovetkeztében a
vakcinazott lovakban is, amennyiben az optimalis védettségi szint kialakulas elétt fert6zédik
az éllat. Tovabba ezen lovak pozitiv WNV IgM ELISA eredménye nem igazolja a WNV-
fert6zést, hiszen az IgM valasz a vakcinazas kovetkeztében is kialakulhat. Ezekben az

esetekben ismételten a savoparbdl végzett titervizsgalat segithet az infekcid igazolasaban.

A korabbi, orthoflavivirus vakcinakkal térténé immunizalas, vagy éppen fertézés azonban a
masodlagos homoldg vagy heteroldg virusinfekcié soran alacsonyabb titer(i és révidebb ideig

detektalhatd IgM szintet, vagy éppen az IgM valasz teljes hianyat is eredményezheti. A
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jelenséget igazoltdk human kilénbdz6 dengue virus szerotipusokkal torténé fert6zések
esetében, dengue virus infekciot kdvetd Zika virusfertézés esetén, illetve sargalaz virus ellen
vakcinazott betegek DENV-infekcidjat kévetéen, azonban kullancsencephalitis ellen
vakcinazott személyek nyugat-nilusi virusfertézése soran sem volt kimutathaté a WNV-
specifikus IgM a vizsgalt paciensekben [98, 196, 209—-211]. Korabban USUV-fert6zott human
paciensek WNV-fert6zése esetén sem volt detektalhaté a WNV-specifikus IgM, illetve WNV-
fertézésen korabban atesett emberek késébbi USUV-infekcidja esetén sem volt kimutathaté
az USUV-specifikus IgM [206]. Hasonlé eredményekrél szamolnak be egy német
tanulmanyaban egy korabban JEV ellen immunizalt, tineteket mutatd WNV-fert6zott beteg
esetében [212]. Horcsogok primer SLEV- vagy JEV-fert6zését kovetéen sem alakult ki
detektalhatd virusspecifikus IgM valasz masodlagos WNV-infekcié alkalmaval [213]. Lovak
esetében, egy tanulmanyban inaktivalt (n=3), illetve él6é-attenualt (n=3) JEV vakcinaval
immunizaltak orthoflavivirus szeronegativ allatok egy-egy csoportjat, majd kisérletileg
fertézték WNV-vel a csoportok tagjait. Csupan 1 vakcinazott I6ban adott pozitiv reakciot a MAC
ELISA a kisérleti WNV-fert6zést kovetéen, a tobbi allat mind negativnak bizonyult [214]. Bar a
fajpban ez az egyetlen kutatas, amelyben a jelenséget vizsgaltak, a hazankban harom, lovakat
fertézni képes orthoflavivirus egytttes jelenlétét, illetve a lovak varhaté élettartamat tekintve

mindenképpen figyelembe kell venni a WNV IgM ELISA-k limitacioit.
4.5.2. WNV IgG ELISA

Az IgG ELISA rendkivll szenzitiv mddszer az orthoflavivirus szerokonverzié igazolasara, a
virusneutralizaciés probahoz képest alacsonyabb ellenanyagtitert is képes detektalni, ennek
kovetkeztében kivaldan alkalmas korabban lezajlott fertézések igazolasara [131]. Jelenleg egy
panFlavivirus (Innovative Diagnostics; Grabels, Montpellier, Franciaorszag), illetve egy WNV
IgG ELISA (Ingesim, Madrid, Spanyolorszag) érhetd el lovakra validalva a kereskedelmi
forgalomban. Mindkét kit a virusok E-fehérjéje ellen termelt ellenanyagokat detektalja, az
elébbi egy orthoflavivirusok k&zoétt nagy mértékben konzervalt (keresztreaktiv) epitop ellen
termelt IgG ellenanyagokat célozza [200]. Az utdbbi, elméletileg, egy nyugat-nilusi virusra
specifikusabb E-fehérje epitdp ellen termelt antitesteket detektalja, azonban tobb tanulmany is
alatdmasztja az Usutu, a Bagaza (Orthoflavivirus bagazaense, Bagaza virus — BAGV [Ntaya
szerokomplex]), valamint a kullancsencephalitis virusokkal vald keresztreakcidkat ennek
esetében is [215]. Hazankban az IgG ELISA vizsgalatokat jellemz&en a szunyogszezont
megel6zben, a lovak vakcinazasanak szukségessége megitélése céljabol végzik. Ugyanis,
ahogy az fentebb emlitésre kerilt, az orthoflavivirus fert6zések a szakirodalom jelen allasa
szerint életre sz6l6 védelmet biztositanak. Ugyanakkor, a masik két orthoflavivirussal valo
keresztreakcidok miatt, illetve a neutralizacids titerrel valo korrelacié ismeretének hianyaban az

IgG ELISA-k virus elleni védelem megitélésében vald alkalmazhatésaga megkérdéjelezhetd.
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Az IgG ELISA-k tovabbi hatranya, hogy nem hasznalhatoak a természetesen fert6z6dott és

vakcinazott allatok elkulénitésére [132].

Az E-proteint célzé IgG ELISA-k hatranyainak kikliszobdlésére a virusok nem-strukturalis 1-
es fehérje (non structural 1 protein — NS1) ellen termelt ellenanyagok kimutatasara iranyulo
teszteket fejlesztettek ki [147]. Ez a protein a virus replikacidjaban jatszik szerepet, illetve azt
szabalyozza. Tébbnyire sejten belll fordul el6, azonban kifejezédik a sejtmembranon is, illetve
a fert6zott sejtek szekretaljak is [216]. Az orthoflavivirusok E-fehérjéjét kodold kézepes-magas
aranyban konzervalt genomszakaszokkal szemben az NS1-fehérjét kodolo régiok kérokozok
ko6zott nagyobb variabilitast mutatnak, ezért az NS1 aranyaiban tobb kérokozdé specifikus
epitopot tartalmaz [13, 16]. Ennek kovetkeztében az NS1-alapu ELISA-k Aaltalaban
specifikusabbak, bar szerokomplexen bellli keresztreakcié ez esetben is el6fordulhat [217].
Nyugat-nilusi virussal kisérletileg fert6zott lovakban az NS1-fehérje ellen termelt antitestek a
fertézést kovetd 8. naptdl az 52. napig voltak kimutathaték [147]. Szeronegativ lovak
vakcinazasa soran, az inaktivalt vakcinaval immunizalt egyedekben nem képzédtek az NS1-
fehérje ellen antitestek, vagy ennek mértéke szignifikansan alacsonyabb volt a természetesen
fert6z6dott lovakhoz képest [218]. Ezzel szemben, a kanarihiml§ vektor-vakcinaval immunizalt
allatok esetében a fert6zott lovakhoz hasonld mértékii anti-NS1 ellenanyagszint volt
detektalhaté [219]. Emiatt a mddszer hasznalhatésaga a fert6zott és immunizalt allatok

elkulonitésében a vakcina tipusanak fuggvénye.
4.5.3. Virusneutralizacios teszt

A virusneutralizaciéos teszt az orthoflavivirus-fertézések igazolasaban a magas
specificitdsanak kdszonhetden jelenleg a ,gold standard” diagnosztikai moédszer. Az ELISA-
hoz képest azonban szenzitivitdsa alacsonyabb, joval id6- és eszkdzigényesebb, és nem
utolsé sorban minimum BSL-3 besorolasu laboratériumban lehet csak elvégezni [125]. Ez a
modszer a virust neutralizalni képes ellenanyagok relativ titerét fejezi ki. A virus specifikus
ellenanyagok neutralizacios kapacitasa joval meghaladja a keresztreagalo antitestekét,
ennélfogva a VNT leginkabb a kdrokozé specifikus ellenanyagok szintjérdl ad tajékoztatast
[220]. Azonban az orthoflavivirusok E-fehérjéjének nagyfoku antigénrokonsaga
kdvetkeztében, az egy szerokomplexbe sorolt kérokozok kozott, illetve ritkabb esetben mas
szerokomplexek agenseivel is eléfordulhatnak keresztreakciok [221]. Lovak esetében a JEV-
fert6zott allatok mintgja keresztreagalt a WNV-vel a neutralizacids proban [222]. Egy litvan
tanulmanyban a TBEV-fert6z6tt lovak mintaja azonban nem mutatott keresztreakciot a WNV-
vel a VNT-n [192]. Llorente tanulmanyaban WNV-fert6z6tt madarak mintai a Bagaza virussal
is keresztreagaltak, bar kisebb mértékben, mint az USUV-val [221]. Azokban az orszagokban,

ahol tobb orthoflavivirus is endémias, és fennall a koérokozok kozotti keresztreakciok
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kockazata, valamennyi virusra parhuzamosan végzett neutralizacios préba segithet az

eredmények értékelésében.

A korabbi orthoflavivirus-fertézés vagy immunizalas, nem csupan a masodlagos fertézés IgM
alapu diagnoézisaban okozhat problémat. Egy mar korabban emlitett kutatasaban a JEV ellen
vakcinazott, majd WNV Kkisérletileg fert6zott lovak dontdé tobbségében (5/6 allat), a WNV-
titernél magasabb JEV ellenanyagszintet figyeltek meg a kisérleti fertézést kovet6 3. hétben a
virus neutralizaciés prébaban. Egy 16 esetében (amely egyébként szintén az egyetlen egyed,
amelyben detektalhato volt a WNV-specifikus IgM a kisérleti fertézést kovetben) szignifikdnsan
magasabb volt a WNV-titer a JEV-titerhez képest [214]. Hasonldé eredményeket irtak le
hoércsdgokben is [223]. Egy human kutatasban a TBEV-vakcinazott paciens WNV-fert6zése
TBEV- és WNV-specifikus ellenanyagvalaszt is indukalt, habar ez esetben a WNV
ellenanyagszint szignifikdnsan magasabb volt [54]. A két kérokozdéra szimultan titeremelkedés
hatterében feltételezhetéen a memdria B-sejt (MBS) valasz, valamint az orthoflavivirusok
antigénrokonsaga all. Ahogy az mar fentebb emlitésre kerlilt, a primer fert6zésbél szarmazo
MBS képes felismerni a masodlagos, heterolég orthoflavivirust is (2. abra). Az aktivalt MBS-
ek egy része rovid-életi plazmaseijtté differencialddva rovid idé alatt nagy mennyiség(i primer
kérokozora specifikus, a masodlagos agenssel keresztreagald (valtozd affinitasu)
ellenanyagot termel [16]. A sejtek masik része masodlagos B-sejtekké differencialodik,
amelyek a fentebb ismertetett médon a csirakdzpontban zajlo folyamatoknak kdszénhetbéen a
masodlagos koérokozohoz nagy affinitassal kot6dd antitesteket termel6 plazmasejtek
képz6dését eredményezik, azonban ez a folyamat iddigényes [16, 102, 224]. Tehat a
masodlagos korokozéra adott immunvalasz kezdetén a primer kérokozéra magasabb
ellenanyagszint detektadlhatd a masodlagos agenssel szemben. Az immunvalasz
elérehaladtaval azonban a csirakdzpontokban zajlé folyamatoknak kdszénhetéen a szekunder
korokozora specifikus antitestek lesznek nagyobb mennyiségben jelen. ldegrendszeri
tuneteket mutato allatok szimultan orthoflavivirus titeremelkedése esetében a fert6zott allatbol
torténd ismételt mintavétel, illetve ebbdl a ko-cirkulald orthoflavivirusokra parhuzamosan
végzett neutralizaciés prébaval igazolt titeremelkedés jelenthet megoldast. Tovabbi
lehetéséget kinal a korokozé specifikus IgM:IgG izotipusok aranyanak Osszehasonlitasa,
amelyre a masodlagos fert6zés soran az IgM valasz hianya, vagy alacsony mértéke miatt nem
feltétlentl van lehet6ség [225]. Tovabbi alternativa az IgG ellenanyagok aviditas-vizsgalata.
Az aviditdas az ellenanyagok funkciondlis antigénkotd tulajdonsagat fejezi ki, amelyet
befolyasol az ellenanyag affinitdsa, a virdlis epitdpok szerkezete (az antigén-ellenanyag
kapcsolat kialakulasanak lehet6sége), valamint az ellenanyag valencigja [225]. A mddszer
elméleti hattere, hogy a primer immunvalasz soran a fert6zést kdvetéen kezdetben alacsony

aviditasu ellenanyagok termelédnek, azonban az immunvalasz elérehaladtaval a funkcionalis
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antigénkotés emelkedik. Ezzel szemben a masodlagos immunvalasz soran, legalabbis
homolég virussal torténé infekcié esetén, a memaria B-sejteknek kdszdénhetéen mar az akut
fazisban magas aviditasu ellenanyagok termel6dnek [162]. Az aviditas-vizsgalat f6 hatranya,
hogy nem standardizalt, ezért kilénb6zé laboratériumok eltéré modon végzik, amely a limitalt
szakirodalom mellett, az eredmények 6sszevetésében és értékelésében komoly gondot jelent,
kilénésen heteroldg virusfertézések esetén. Korokozéspecifikus sejtes immunvalasz
vizsgalatanak  lehetdségei, potencialis  szereplk az  orthoflavivirus-fertézések

diagnosztikajaban.
4.6. A korokozdspecifikus sejtes immunvalasz vizsgalata

Ahogy korabban emlitésre kerult, a cellularis immunvalasz meghatarozd szerepet jatszik a
fertézések klinikai megjelenésében, valamint a kdérokozokkal szembeni hosszu tavu
immunvédelem fenntartasaban. Az antigénspecifikus T-sejtvalasz vizsgalatara szamos
modszer all rendelkezésre, amelyek kozll a leggyakrabban alkalmazott technikak kodzé
tartozik az intracellularis citokinfestésen (ICS) alapulé aramlasi citometria, a peptid-MHC
tetramerfestés, a multiplex citokindetekcids eljarasok (pl. Luminex technolégia), valamint az
enzim-kapcsolt immunfolt (Enzyme-linked immunospot - ELISpot) teszt. Az ICS lehet6vé teszi
a T-sejtek részletes fenotipusos karakterizalasat, a tetramer technika kdzvetlen kvantifikaciot
biztosit a specifikus TCR-rel rendelkezé sejtekre vonatkozdéan, mig a Luminex-alapu

rendszerek egyszerre tobb citokin parhuzamos mérését teszik lehetéve [90, 226, 227].

Az ELISpot rendkivul érzékeny moddszer, amely sejtszinten képes a funkcionalis,
antigénspecifikus T-sejtek citokintermelésének kvantitativ meghatarozasara [228]. A vizsgalat
soran a periférias vér mononuklearis sejteket (peripheral blood mononuclear cells — PBMC),
vagy egyéb, antigénspecifikus sejteket tartalmazé mintakat a gyarté utasitasanak megfelel$
koncentracioban polivinilidén-difluorid (PVDF) membrannal boritott, 16 IFNy monoklonalis
antitesttel bevont 96-lyuku lemezekre mérik. A sejtek stimulacioja antigénnel (pl. virusfehérjék,
peptid keverékek) vagy pozitiv kontrollként hasznalt mitogénekkel (fitohemagglutinin, konvalin
A) torténik. Az antigén specifikus CD4* és CD8" T-sejtek, antigénstimulaciot kovetben
aktivalodnak és IFN-y-t szekretalnak. A szekretalt citokin azonnal megkotésre kerul az IFNy
monoklonalis ellenanyagok altal, igy lokalisan, a citokint termel6 sejt kornyezetében marad. A
sejtek lemosasat kovetéen a membranhoz kotott IFN-y-t egy biotinilalt detekcios antitest ismeri
fel, majd ehhez sztreptavidin-alkalikus-foszfataz konjugatum kerul hozzaadasra. A szubsztrat
(BCIP/NBT-plus) hatdsara a membranon sétét szin(, oldhatatlan csapadék keletkezik, amely
mikroszkopikus ,foltként” (spot) jelenik meg. Mivel egy adott ,folt” egyetlen IFNy-t termeld
sejthez kéthetd, a modszer lehetévé teszi az antigénre specifikus T-limfocitéak kimutatasat és
kvantifikalasat [MABTECH AB, 2025] (4. abra). Az ELISpot akar 1:100 000 aranyban
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el6fordulé antigénspecifikus sejtek kimutatasara is alkalmas. Jelentés hatranya ugyanakkor,
hogy nem teszi lehetévé a sejtek fenotipusanak vizsgalatat [228, 229]. Megemlitendd
azonban, hogy ez a limitacid kevésbé relevans olyan fajok esetében, ahol az aramlasi
citometriahoz hasznalandé fajspecifikus ellenanyagok elérhetésége korlatozott (pl. 16) [230].
Ezzel szemben viszont, az ELISpot jelentés elébnye — a kiemelked6éen magas szenzitivitasa
mellett - hogy a vizsgalat soran alkalmazott sejtek életképesek maradnak, igy azok tovabb

felhasznalhatéak, emellett a mdédszer nagyfoku reprodukalhatésagot mutat [228, 229].

C O

1. Lemez bevonasa 2. Antigén stimulalt © 3. Analit (IFNy) 4. Detekciés ell yag

IFNy mAb-gal sejtek lemezre megkotése hozzaadasa
helyezése

5. Konjugatum 6. Szubsztrat 7. Analizis
hozzaadasa hozzaaadasa

3. abra Az ELISpot médszer munkafolyamatanak sematikus abrazolasa. A lemez IFNy-specifikus monoklonalis
ellenanyaggal (mAb) valé bevonasat kévetéen (1) az antigénnel stimulalt sejtek keriilnek a lemezre (2). Az
antigénspecifikus T-sejtek altal szekretalt IFNy (3) megkdtését detekcios antitest (4), majd sztreptavidin—alkalikus-
foszfataz konjugatum (5) és szubsztrat hozzaadasa (6) kéveti. Az enzimreakcié eredményeként megjelend foltok
(spot forming units — SFU) az IFNy-termel6 sejtek szamat reprezentaljak, amelyet az ELISpot leolvasé detektal

(7).
Az ELISpot teszt tipusa, illetve vizsgalati protokollja hatarozza meg a detektalandd T-sejt
populaciot. A standard ex vivo ELISpot protokollban révid (16—-24 6ras) antigénstimulacio
torténik, amely els6sorban az effektor memaria T-sejtek (Tem) gyors citokintermeld képességét
méri. A centralis memoria T-sejtek (Tcm) a kezdeti proliferacios fazist kovetéen effektor
sejtekké differencialédva képesek citokint termelni, ezért jellemzéen csak hosszabb idejl (tobb

napos) stimulacio soran (Un. tenyésztett” ELISpot) lehet ezt a sejtpopulaciét detektalni [228].

Megemlitendd, hogy az ELISpot mddszer diagnosztikai potenciallal is bir a szoros
antigénrokonsagot mutato, ko-cirkulalé orthoflavivirus-fertézések elkilonitésében. Percivalle
fentebb emlitett tanulmanyaban ELISpot teszttel sikerilt a WNV- és USUV-fert6zéseket
elkiloéniteni olyan véraddk esetében, akiknél a fentebb targyalt okokbdl kifolydlag a
szerodiagnosztikai tesztek (IgM ELISA és virusneutralizacié) eredményei értékelhetetlenek
voltak (IgM valasz hianya, és/vagy szimultan WNV- és USUV-titeremelkedés) [206]. Emellett

az ELISpot-ot sikeresen alkalmaztak mar egyéb neurotrép virusok diagnosztikajaban is [231].
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5. Anyag és modszer

5.1.  Humoralis immunvalasz vizsgalata

5.1.1. Vizsgalati terv
A 2018-as magyarorszagi nyugat-nilusi virus (WNV) jarvanykitorést kovetéen, 2019-ben
szerologiai vizsgalatot végeztink lovakon. A vizsgalathoz szikséges vérmintakat a
Magyarorszagon regisztralt lovak kotelezé fertéz6 kevésvériiség (equine infectious anaemia
virus, EIAV) fellgyeleti program keretében gyjtottik. Elséként egy kereskedelmi forgalomban
elérheté WNV IgG ELISA (INgezim® West Nile Compac, Ingenaza, Spanyolorszag) tesztet
végeztink el. A modszer a korabban lezajlott fertézést igazolja, azonban annak idépontjardl
nem nyujt informaciot, emiatt a szeropozitiv lovak fert6z6désének pontos ideje tovabbra sem
volt meghatarozhatd6. Mivel a vizsgalatba csak egészséges, korabban idegrendszeri tineteket
nem mutaté allatok kerilhettek bevonasra, pozitiv WNV IgG ELISA eredmény esetén a 16
tulajdonosaval és kezeld allatorvosaval megtortént a kapcsolatfelvétel. Az allat egészségi
allapotanak felmérését, illetve a korel6zményi adatok egyeztetését kdvetben, a tulajdonosi
beleegyezd nyilatkozat alairasa utan a szérummintak tovabbi értékelése mikrotitrald
virusneutralizacios teszttel (micro-well virus neutralisation test, MW-NT) tortént WNV, Usutu
virus (USUV) és kullancsencephalitis virus (TBEV) kérokozokra iranyuldéan. A kutatasba
bevont lovaktol szarmazoé vérmintak minden évben a szunyogszezont megel6zben, jellemzben

marcius-majus hénapokban, kertltek levételre 2019-t8l 2023-ig.

5.1.2. Vizsgalt allatok
Huszondt, pozitiv WNV 1gG ELISA eredménnyel rendelkezé lovat vontunk be a kutatasba. A
vizsgalatban valo részvétel kritériumai a kdvetkez8k voltak: kifejlett, egészséges, WNV ellen
nem vakcinazott lovak, amelyek kérel6zményében idegrendszeri tlinetek nem szerepeltek. Az
allatokat hat kulonb6z6 istalléban tartottak: 2 16 az 1-es istalléban (Sopron, Gyér-Moson-
Sopron varmegye), 8 16 a 2-es istalléban (Pilis, Pest varmegye), 5 16 a 3-as istalléban (Pécs,
Baranya varmegye), 2 16 a 4-es istalléban (Soéskut, Pest varmegye), 6 16 az 5-6s istalldéban
(Polgar, Hajdu-Bihar varmegye), és 2 16 a 6-os istalloban (Békéscsaba, Békés varmegye). Az
egyes létesitmények elhelyezkedését az 5. abra szemlélteti. Ezeket a lovakat 6t egymast
kovetd éven keresztul kovettik nyomon, a mintavételek mellett az allatok egészségi allapotat,

valamint neuroldgiai tineteik hidnyat évente dokumentaltuk.

5.1.3. Szérummintak
A vérmintak gydljtése nyaki vénapunkciéval (vena jugularis) tortént alvadasgatiét nem
tartalmazo csdvekbe. A mintakat a gydjtést kdvetéen 8 dran belil, 4 °C-on szallitottuk a

laboratériumba. A laborba érkezve a vérmintakat 1860 rpm fordulatszamon 10 percig
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centrifugaltuk, majd a szérumot Eppendorf csOvekbe mértik at, amelyeket tovabbi

felhasznalasig —20 °C-on taroltunk.
=
UKRAJNA
SZLOVAKIA
AUSZTRIA
° [

SOPRON

ROMANIA

SZERBIA
HORVATORSZAG

4. abra Kutatasba bevont lovak tartasi helyei

5.1.4. Sejtvonalak és virusok

A virusneutralizaciés probakhoz afrikai z6ld majom vesébél szarmazoé Vero sejteket (African
green monkey kidney Vero cells; American Type Culture Collection, Manassas, Egyesdult
Allamok) hasznaltunk. A sejtek tenyésztése Dulbecco-féle moédositott Eagle-tapfolyadékban
(DMEM; Capricorn Scientific GmbH, Németorszag) tortént, amelyet 10% borjumagzati
szérummal (fetal bovine serum - FBS; Capricorn Scientific GmbH, Németorszag) és 1%
penicillin/sztreptomicin keverékkel (Sigma-Aldrich Co., Egyesiilt Allamok) egészitettiink ki. A
sejtek tarolasa parasitott, 37 °C-os, 5% CO,-t tartalmazo |égkorl inkubatorban tortént.

Az alabbi virustorzseket hasznaltuk:

— West Nile virus 578/10 torzs, Il. leszarmazasi vonal (GenBank hozzaférési szam:
KC496015.1) [232]

— Usutu virus Budapest—2005 térzs (GenBank hozzaférési szam: EF206350.1) [233]

— Kullancsencephalitis-virus KEM-1 térzs (GenBank hozzaférési szam: MW256716.1) [234]
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Valamennyi virusszuszpenziot elézetesen 100 TCIDs, (50% sejttenyészetet fert6z6 dozis -
tissue culture infective doses 50%)/ml koncentraciora titraltunk. A vizsgalatokhoz felhasznalt
WNV és USUV tdrzseket dr. Bakonyi Tamas, mig a TBEV tdrzset dr. Nagy Anna bocsatotta

rendelkezésiinkre.

5.1.5. WNV IgG ELISA
A szérummintak WNV-specifikus 1gG antitest-tartalmanak vizsgalata blokkolé enzim-kapcsolt
immunszorbens teszt (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA) hasznalataval tortént
(INgezim® West Nile Compac, Ingenaza, Madrid, Spanyolorszag). Az ELISA-t a gyartéi
protokoll szerint végeztuk el, amely a mintak duplikatumban térténé vizsgalatat nem irja el6,
ezért valamennyi szérummintat egyszeres mérésben elemeztik. A teszt a WNV E-fehérjéje
ellen termelt ellenanyagokat detektdlja. A vizsgalat elve szerint a lemezen rogzitett
rekombinans E-fehérjéghez a mintaban jelen lévé specifikus ellenanyagok koétédnek, és
kompetitiven gatoljak a teszt sajat, enzim-jeldlt (monoklonalis) E-fehérje-ellenanyagainak
kotbédését. Mivel a szinreakcid a kotétt konjugatum enzimaktivitasan alapul, a jelolt
monoklonalis ellenanyag kotédésének hianyaban szinreakcid nem, vagy csak minimalis
mértékben alakul ki; ennek megfeleléen az optikai denzitas (OD) forditottan aranyos a
mintaban jelen lévé WNV-specifikus ellenanyagok mennyiségével. Az eredmény gatlasi
szazalékban (inhibition percentage, IP) kerll kifejezésre az alabbi képlettel: IP = 100 -
[(OD_minta / OD_negativ kontroll) x 100]. A gyartéi protokoll szerint IP=40% pozitiv, IP30—

40% kétes, mig IP<30% negativ eredménynek minésdl.

5.1.6. Virusneutralizaciés proba
A virusneutralizaciés probakat a HUN-REN Allatorvostudomanyi Kutatéintézet bioldgiai
biztonsagi szint 3 (BSL-3) laboratériumaban végeztiuk. A mikrotitralo virusneutralizaciés prébat
az Allategészségligyi Vilagszervezet (World Organization for Animal Health - WOAH)
vonatkozé fejezete (3.1.26.) alapjan végeztik el, a szérummintak higitasi fokat kivéve.
Kutatasunkban kétszeres higitasi sort alkalmaztunk 1:2-t6l 1:2048-ig, az ajanlott 1:5-t61 1:640-
ig terjedd higitas helyett. A vizsgalati médszer réviden: 96 lyuka mikrotitrald lemezek (TPP
Techno Plastic Products AG, Svajc) minden mélyedésébe 50 ul 0%-os DMEM (FBS nélkil)
tapfolyadékot mértink. A szérummintakat 56 °C-on 30 percig inaktivaltuk, majd ezek
duplikatumokban, 1:2-t6l 1:2048-ig terjedd kétszeres higitasi sorozata kovetkezett. Ezutan 50
MI, 100 TCIDse/ml koncentracioju virusszuszpenzidt mértink valamennyi higitott szérumhoz.
A lemezek inkubacioja ezt kdvetéen 1 6ran at, 37 °C-on 5% CO, termosztatban toértént. Az
inkubéciot kévetéen minden mélyedésbe 100 pl 10* Vero sejtbdl allé szuszpenziét (DMEM +
10% FBS) mértink. A virusszuszpenziok visszatitraldasa minden esetben megtortént az

optimalis viruskoncentracié igazolasa céljabdl. Negativ kontrollként nem fert6zott
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sejttenyészetet hasznaltunk. A lemezeket 6t napon at inkubaltuk, amelyeket a 3. naptdl
naponta vizsgaltuk. Az 6tddik napon kertilt sor a sejtkarosité hatasok (cytopathic effects, CPE)
jelenlétének, illetve ezek mértékének értékelésére. Az adott szérumminta neutralizacios titere
az a legmagasabb szérumhigitas fok volt, amelynél a duplikatumok 50%-aban a sejtkarositod
hatasok gatlasa igazolhaté volt. A WOAH kézikbényvben meghatarozott 1:10-es kiiszobértéket
a vizsgalatunkban alkalmazott higitasi skalahoz igazitva 1:8-ra modositottuk. Ennek
megfeleléen, minden olyan szérum pozitivhak minéstilt, amelynek neutralizacios titer értéke
meghaladta az 1:8-at. Amennyiben egy minta esetében tébb kdorokozéval szemben szimultan
titeremelkedés volt megfigyelhetd, fertézés igazolasara azt a kérokozoét vettik figyelembe,
amely ellen a legmagasabb ellenanyagtiter volt detektalhaté. Az azonos évbél szarmazo
mintakat minden évben egyidejlleg vizsgaltuk, a VNT esetében mindharom orthoflavivirusra
iranyuléan. A vizsgalatokat és az eredmények kiértékelését egységes protokoll szerint
ugyanazon vizsgal6 végezte, a vizsgaldk kdzotti variabilitasbol eredé torzitas minimalizalasa

érdekében.

5.1.7. Statisztikai elemzés
A statisztikai modellezés soran a titerértékek kettes alapu logaritmus-transzformacion estek
at. A log-transzformalt titer szolgalt fliggd valtozoként a kevert hatasu modellben. A fix hatasok
komponensében az év mint folytonos valtozé szerepelt. A véletlen hatasok szerkezetében 16-
szinten véletlen tengelymetszetet és véletlen meredekséget is alkalmaztunk. Ez lehetdvé tette
az egyedi eltérések figyelembevételét az ellenanyagszintek idébeli alakulasaban, és kezelte
az ugyanazon egyedbdl szarmazo ismételt mérések kozotti fUuggdséget. A statisztikai elemzés

az R (4.2.1 verzid, 2022-06-23, ucrt) szoftverrel, az nlme csomag Ime fliggvényével tortént.

5.2.  Cellularis immunvalasz vizsgalata

5.2.1. Vizsgalati terv
A nyugat-nilusi virus-specifikus sejtes immunvalaszt klinikai tinetekben megnyilvanulé
fertbzésen atesett lovakban vizsgaltuk, az infekcié lezajlasat kdveté egy éven belll, 16
interferon-gamma enzim-kapcsolt immunfolt (enzyme-linked immunospot, ELISpot) teszt
hasznalataval. A mintavételekre a 2024. évi szunyogszezont megel6z6en kerllt sor. A sejtes
és humoralis immunvalasz koézotti  korrelacié vizsgalata céljabol  WNV-specifikus
ellenanyagszint-meghatarozast végeztink. Az ELISpot-eredmények értelmezését befolyasold
egyéb orthoflavivirus fertézések kizarasa érdekében a WNV mellett Usutu virus (USUV) és

kullancsencephalitis virus (TBEV)-specifikus ellenanyagszintek vizsgalatara is sor kerdilt.
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5.2.2. Vizsgalt allatok
A 2023-as WNV jarvanykitorésbdl tizennégy, természetes mddon fert6z6dott, az infekcid akut
fazisaban idegrendszeri tuneteket mutato lovat vontunk be a vizsgalatba. A kutatasban valo
részveételi kritériumok kozé tartozott a fertézés akut fazisaban levett vérmintabdl igazolt pozitiv
WNV IgM ELISA eredmény, WNV fertézés akut fazisaban, azzal 6sszefuggésben allo
idegrendszeri tunetek jelenléte, valamint a WNV elleni vakcinazas hianya. A tulajdonosi
beleegyezd nyilatkozat alairasat kdvetéen, a WNV fert6zés soran tapasztalt klinikai tiinetek

részleteit a kezel6 allatorvosokkal valé egyeztetés soran gyujtottik dssze.

5.2.3. Mintak
A vizsgalathoz felhasznalt vérmintakat a Magyarorszagon regisztralt lovak aktiv fert6z6
kevésvériiség felligyeleti program keretében gyjtottiik. A mintavétel nyaki vénapunkcioval
tortént, EDTA-t tartalmazé, illetve alvadasgatlé nélkili csévekbe. A mintakat 8 6ran belil, 4
°C-on tarolva széllitottuk a laboratériumba. A szérumot 1860 fordulatszamon, 10 percig tartd
centrifugalassal valasztottuk le az alvadasban nem gatolt vérmintakbol. A periférias vér
mononuklearis sejteket (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) az EDTA-mintakbdl
haemolitikus rezisztencian alapuld fehérvérsejtszeparalassal valasztottuk el, egy korabban
ismertetett protokoll szerint [235]. Ezt a sejtek szamlalasa, valamint életképességik
meghatarozasa kdvette a Fluidlab R-300 készulékkel (anvajo GmbH, Drezda, Németorszag).
A 210° sejt/mL sejtszamu és 290%-os életképességi periférias vér mononuklearis sejt
(PBMC) mintak 1000 yL fagyasztékdzegben (Roswell Park Memorial Institute 1640 [RPMI,
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Németorszag], 20% magzati borju-szérummal
[FBS; Capricorn Scientific GmbH, Németorszag] és 10% dimetil-szulfoxiddal [DMSO, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MI, USA] kiegészitve) reszuszpendaltuk, majd ezeket kriocsdvekbe (SPL
Life Sciences, Pocheon-si, Gyeonggi-do, Dél-Korea) osztva, felhasznalasig kriokonzervaltuk.
A kriokonzervalt PBMC mintakat felolvasztas utan kétszer mostuk, majd 1 éran keresztil friss
tapkézegben (RPMI, Capricorn Scientific GmbH, Németorszag) 37 °C-on, 5% CO,-t
tartalmazo inkubatorban pihentettik [236]. A tapfolyadék 10% FBS-sel (Capricorn Scientific
GmbH, Németorszag), antibiotikum—antimikotikum oldattal (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) és 10 mM HEPES-szel (Sigma Aldrich, USA) egészitettik ki. A sejtszamot és az
életképességet ismételten a Fluidlab R-300 (anvajo GmbH, Drezda, Németorszag)

készulékkel hataroztuk meg, majd a sejtszamot 5 x 10° sejt/ml koncentraciora allitottuk be.

5.2.4. Sejtstimulansok
A nyugat-nilusi virus teljes kapszidfehérjéjét lefedd, 15 aminosav hosszusagu, 11 aminosav

atfedési peptid oldatot (PepMix™ West Nile Virus Capsid Protein Ultra, JPT, Németorszag)
hasznaltunk a PBMC-mintak stimulalasahoz. A liofilizalt PepMix peptideket 125 pl 100%-0s
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dimetil-szulfoxid (DMSO) hozzaadasaval és vortexeléssel oldottuk fel, amely 0,2 mg/ml
koncentracioju térzsoldatot eredményezett. A térzsoldatot alikvotokban, -20 °C-on taroltuk. A
munkaoldat 4 pl térzsoldat 396 ul tapfolyadékban (RPMI; Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Németorszag) torténé kihigitasaval készllt, amelynek ezaltal peptidkoncentracidja 2 ug/mi,
DMSO-tartalma pedig 1% lett. Az antigénspecifikus stimulacio soran 50 pl peptidmunkaoldatot
és 50 pl sejtszuszpenziét mértlink a lemez mélyedéseibe, amelynek igy peptidkoncentracidja
1 pg/ml, DMSO-tartalma pedig 0,5% volt.

5.2.5. Enzimkapcsolt immunfolt-analizis (ELISpot)

A virus-specifikus sejtes immunvalasz meghatarozasahoz kereskedelmi forgalomban
elérhetd, 16-specifikus interferon-gamma ELISpot tesztet (MABTECH AB, Nacka Strand,
Svédorszag) hasznaltunk. Az elére bevont, 96 lyuki PVDF lemezek steril PBS-sel torténd
mosasat 30 perces Rosewelt Park Memorial Institute (RPMI) tapfolyadékkal (10% FBS-sel
kiegészitve) végzett inkubacié kovette szobahédmérsékleten. Az inkubaciét kdvetben a
lemezeket kicsaptuk, majd minden mélyedésbe 50 ul peptid munkaoldatot és 50 ul
sejtszuszpenziét (5 x 108 sejt/ml) mértlink. Negativ kontrollként tapfolyadék, illetve tapfolyadék
+ stimuldlatlan sejteket hasznaltunk, mig pozitiv kontrollként a sejteket 2 ug/ml
fitohemagglutininnel (PHA; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) stimulaltuk. A mintakat, illetve a
kontrollokat is triplikatumban vizsgaltuk a statisztikai elemzés megbizhatosaganak novelése
érdekében [229, 237]. A lemezeket aluminiumfdlidba csomagolva, 24 ¢éran keresztll,
parasitott, 37 °C-os, 5% CO,-t tartalmazé termosztatban inkubaltuk. Az inkubaciét kdvetben a
vizsgalat a gyarté utasitasai szerint kerult befejezésre. A lemezeket a MABTECH IRIS-2
ELISpot leolvasdval (MABTECH AB, Nacka Strand, Svédorszag) értékeltik, az eredményeket
pedig folt-formalé egységben (spot-forming unit [SFU]) fejeztik ki. Az SFU-k detektalasa és
kvantifikalasa a Mabtech Apex™ szoftver (verzid: 2.0.102.232) alkalmazasaval tortént, amely
a RAWspot™ algoritmust hasznalja a beolvasott lemezek elemzésére és a citokintermel6
sejtek azonositasara, manualis kuszObérték- vagy er6sités-beallitas nélkil, ezaltal
minimalizalva a kiértékel6 személybél adodo torzitas lehetéségét. A program minden SFU-t
relativ ,folttérfogat” (Relative Spot Volume, RSV) alapjan kvantifikal, amely az egyes sejtek
altal kivalasztott analit (interferon-gamma) mennyiségét tukrdzik. A hattéraktivitas
meghatarozasa a sejttenyészté kdzeggel és a nem-stimulalt sejtekkel végzett kontrollok
segitségével tortént. A hattér SFU-értékek a harom negativ kontroll replikdtum egyedenként
szamitott atlagaként és medianjaként kertltek meghatarozasra. Hattérlevonas nem tortént, a
statisztikai szignifikancia értékelése a distribution-free resampling (DFR) médszerrel valosult
meg [237].
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5.2.6. WNV IgG ELISA és virusneutralizacios tesztek
A virusspecifikus ellenanyagszint meghatarozas a kutatas el6z6 részében ismertetett
modszereknek megfeleléen tortént: elészor nyugat-nilusi virus IgG ELISA-val (Ingenaza,
Madrid, Spanyolorszag) vizsgaltuk a szérummintakat, amelyet virusneutralizaciés tesztek
kovettek WNV, USUV és TBEV-re iranyuldéan. A virusneutralizacidos probakat Vero sejteken
(American Type Culture Collection, Manassas, Egyesiilt Allamok) végeztiik. A vizsgalathoz
hasznalt virustorzseket, el6zetesen 100 TCIDso/ml koncentraciora titraltuk. A lemezeket 37 °C-
on, 5% CO, mellett inkubaltuk, a sejtkarosité hatasok (CPE) jelenlétének ellenbrzését az
inkubacié 3. napjatdl végeztuk, amelyet az 5. napon értékeltink. A szérum neutralizacios titert

a fent emlitettekkel megegyezéen hataroztuk meg.

5.2.7. Statisztikai elemzés
A statisztikai modszerek megvalasztasat megelézéen a vizsgalt valtozok eloszlasat grafikus
modszerekkel, hisztogramok és Q-Q plotok segitségével ellenériztuk. A cellularis
immunvalasz értékei az egyes csoportositd valtozok (ivar, fajta, ataxia sulyossaga) szerint
egyik esetben sem kdzelitették a normalis eloszlast. Emellett az egyes csoportok elemszama
alacsony volt, ezért az adatok 6sszehasonlitasara nemparaméteres statisztikai médszereket
alkalmaztunk (6., 7. és 8. abrak). A pozitiv sejtes immunvalaszok antigénstimulaciét kévetd
objektiv meghatarozasahoz a distribution-free resampling (DFR, https://rundfr.fredhutch.org/)
modszert alkalmaztuk. Statisztikailag szignifikansnak az a valasz mindsult, amely esetében a
DFR-mé&dszerrel szamitott p-érték 0,05 alatti volt. Az ELISpot eredmények és a klinikai tlinetek
jelenléte kozotti 6sszefuggést linearis vegyes modell alkalmazasaval értékeltik. Az elemzés
R szoftverrel (R verzié: 4.3.2 (2023-10-31 ucrt)) tortént, a linearis vegyes modell illesztése
pedig az Ime flggvénnyel, az nime csomagbdl. Az ELISpot-valaszt potencialisan befolyasold
tovabbi tényez6k vizsgalatahoz Mann—-Whitney U-probat alkalmaztunk az ataxia sulyossagi
kategoriai (enyhe vs. sulyos), az ivar (herélt vs. kanca) és a fajta szerinti csoportok
Osszehasonlitdsara, mig az életkorral valé 0Osszefuggéseket Spearman-korrelacioval
hataroztuk meg. A humoralis immunitas és a sejtes valasz kozotti kapcsolat vizsgalata a
virusneutralizaciés teszt (VNT) titerek és az ELISpot eredmények kozoétti Spearman-

korrelaciodval tortént.
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6.abra A cellularis immunvalasz (IFNy ELISpot) értékeinek eloszlasa ivar szerinti csoportositasban. (A) A herélt
és kanca lovak ELISpot-értékeinek siiriiségfiiggvénye.(B) Az ugyanazon adatokhoz tartozé Q—Q plotok. Az abrak
alapjan egyik csoportban sem figyelheté meg a normalis eloszlasra jellemzé mintazat.
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7. abra A cellularis immunvalasz (IFNy ELISpot) értékeinek eloszlasa fajta szerinti csoportositasban. (A) A legalabb
két egyeddel képviselt fajtak (lipicai és magyar sportlé) ELISpot-értékeinek siiriiségfiiggvénye. (B) Az ugyanazon

adatokhoz tartoz6 Q-Q plotok. Az abrak alapjan az adatok eloszlasa egyik csoportban sem kézeliti a normalis

eloszlast.
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8. abra A cellularis immunvélasz (IFNy ELISpot) értékeinek eloszlasa az ataxia sulyossagi fokozatai szerinti
csoportositasban. (A) Az egyes ataxia-kategoriakhoz tartoz6 ELISpot-értékek slriségfiiggvénye. (B) Az
ugyanazon adatokhoz tartozé6 Q-Q plotok. Az abrak alapjan az ELISpot-értékek eloszlasa egyik csoportban sem

kbzeliti a normalis eloszlast. Az egyes csoportok alacsony elemszama miatt az abrak tajékoztato jellegliek.
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6. Eredmények
6.1.  Humoralis immunvalasz vizsgalatanak eredményei

6.1.1. Allatok
Az Otéves vizsgalati periodus soran Osszesen évenként 25, 6sszesen 125 vérmintat
gylijtottink. A vizsgalat telijes id6étartama alatt egy kutatdasba bevont 16 sem mutatott
orthoflavivirus fert6zésre utald klinikai tineteket. A lovak atlagéletkora 2019-ben 11,48+3,92
év volt (3-22 év kozotti tartomanyban). A vizsgalatban 13 kanca (52%) és 12 herélt (48%) 16
kerilt bevonasra. A fajtak megoszlasa a kdvetkezék szerint alakult: 8 magyar sportld, 3 magyar
sportpdni, 3 oldenburgi, 3 holsteini, 2 welsh poéni, 2 gidran, 1 holland sportlé (KWPN), 1
trakehneni, 1 connemara poéni, és 1 német sportld. A lovak életkora és neme nem mutatott

szignifikans dsszefliggést a VNT titerekkel.

6.1.2. WNV IgG ELISA
A vizsgalat elsé évében (2019) valamennyi |6 mintaja pozitiv eredményt adott a WNV IgG
ELISA-ban. A masodik évben (2020) egy 16 mintaja (24. sz. 16) negativnak bizonyult, illetve
ezen allat mintaja a kutatas hatralevé részében is negativ eredményt adott. A tobbi 16
szeropozitivhak bizonyult a vizsgalat teljes id6tartama alatt. Az egyes évekhez tartoz6 WNV
IgG ELISA eredmények optikai denzitds (OD) értékei és gatlasi szazalékai (IP) a 2.

tablazatban olvashatodak.
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2. tablazat A 2019 és 2023 kdzétt vizsgalt lovak szérummintainak WNV IgG ELISA eredményei. A tablazat a mért
optikai denzitas (OD) értékeket, valamint a gatlasi szazalékokat (inhibitory percentage, IP) tartalmazza évenkénti

bontasban.
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6.1.3. Virusneutralizacioés proba
A virus-specifikus neutralizal6 antitesttitereket a 3. tablazatban foglaltuk dssze.

6.1.3.1. WNV-titerek

A lovak atlagos WNV-titere 2019-ben 260,64+336,74, 2020-ban 114,32+107,36, 2021-ben
95,38+£115,56, 2022-ben 22,53+25,71, mig 2023-ban 6,31+5,15 volt. A median (IQR) titerérték
2019-ben 128 (32-512), 2020-ban 64 (16—181), 2021-ben 64 (16—128), 2022-ben 5,7 (4-16),
mig 2023-ban 2 (1,4-5,7) volt. A szérum VNT-titerek szignifikans csOkkenése volt
megfigyelheté a kutatas elérehaladtaval (p<0,001). Az elsd évben (2019) valamennyi 16
mintaja pozitivnak bizonyult WNV VNT-n, mig a masodik évben 1/25 (4%), a harmadik évben
3/25 (12%), a negyedik évben 17/25 (68%) allat szérummintajanak VNT-titere a hatarérték
(1:8) alatt volt. Az 6tddik évre (2023) ez az arany 22/25 léra (88%) emelkedett (9. abra).
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WNV-specifikus neutralizalo ellenanyagszintek

9. abra A lovak szérummintaiban mért WNV-specifikus neutralizal6 ellenanyag-titerek alakulasa a vizsgalati évek
soran (2019—-2023). A boxplot abrazolas a mediant, az interkvartilis tartomanyt, valamint a minimum- és
maximumeértékeket mutatja; a kiugro értékek kiilon jelblve szerepelnek. Az adatok a neutralizalé antitestek idébeli
cs6kkenését szemléltetik.
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6.1.3.2. USUV-titerek

Az USUV-titerek atlaga 2019-ben 16,56+34,04, 2020-ban 4,16+3,31, 2021-ben 4,24+4,68,
2022-ben 4,6114,1, 2023-ban pedig 8,71+£19,51 volt. Az els6 évben 5/25 (20%), a masodikban
1/25 (4%), a harmadikban 3/25 (12%), a negyedikben 2/25 (8%), mig az utolsé évben 4/25
(16%) 16 mintaja mutatott pozitiv USUV VNT-eredményt. Az elsé négy évben egy 16 esetében
sem haladta meg az USUV-titer a WNV neutralizal6 ellenanyagszintet, ugyanakkor az utolso
évben (2023) a 7-es (1:45), 14-es (1:64) és 21-es (1:64) szamu lovaknal az el6z6 évek negativ
eredményeihez képest, illetve az azonos évi WNV-titerekhez képest is szignifikdns USUV

VNT-titer emelkedés volt megdfigyelhetd.
6.1.3.3.  TBEV-titerek

Egy 16 (6. sz) mintdja esetében figyeltink meg pozitiv TBEV-titert (1:128) a vizsgalat els6
éveben (2019). Ezt kdvetéen sem az el6bb emlitett egyednél, sem a tobbi 16 esetében nem

volt kimutathaté TBEV-specifikus neutralizal6 ellenanyag a vizsgalt allatokbdl.
6.1.4. ELISA és VNT eredmények korrelacioja

Nem mutatkozott korrelacié az ELISA optikai denzitas (OD) és gatlasi szazalék (IP) értékei,
valamint a WNV VNT-titerek kdzott (10. abra).

100

Gatlasi szazalék (IP), %

0.0 2,0 4.0 6.0 8.0 10,0

WNV-specifikus titerek logaritmikus transzformaciot kovetoen

10. &bra A logaritmikusan transzformalt WNV-neutralizacios antitesttitereket (X tengely) és az ELISA-val mért
gatlasi szazalékokat (IP, Y tengely) bemutaté szérasdiagram. A két médszer eredményei kbz6étt nincs
statisztikailag szignifikans korrelacio.
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3. tablazat A 2019 és 2023 kdzott gydjtott szérummintak virusneutralizacids teszt (VNT) eredményei a vizsgalt
lovakban (n=25). A tablazat a nyugat-nilusi virus (WNV), az Usutu virus (USUV) és a kullancsencephalitis-virus (TBEV)
ellen mért neutralizdcids antitesttitereket tartalmazza évenkénti bontasban.
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6.2.  Cellularis immunvalasz vizsgalatanak eredményei

6.2.1. Allatok
A vizsgalatba tizennégy, természetes médon fert6z6doétt, klinikai tineteket mutatd 16 kerdilt
bevonasra, azonban a periférias vér mononuklearis sejt (PBMC) mintak gyenge életképessége
miatt két egyed kizarasra kerillt. A végleges vizsgalati populacié nyolc kancabdl és négy
heréltbdl allt. A fajtdk megoszlasa a kdvetkezd volt: négy magyar sportld, két lipicai, egy
holland sportlé (KWPN), egy shagya arab, egy friz, egy gidran, egy andaluz, valamint egy

hidegveér( 16. Az egyedek atlagéletkora 8,1+3,8 év volt (3—16 év kozotti tartomanyban).

6.2.2. Klinikai tiinetek
A statisztikai elemzésbe tehat a fent emlitett okokbdl kifolydlag tizenkét, természetes médon
fert6z6dott 16 kerllt bevonasra. A fertézést kdvetd, kdzel egyéves utankdvetési idészak soran
egyik allat esetében sem dokumentaltak maradandé idegrendszeri tiinetet. Az akut fazisban
valamennyi 16 (12/12; 100%) kulénb6z6 sulyossagu ataxiat mutatott. Az ataxia sulyossaganak
értékelése a modositott Mayhew-féle skalaval tortént, amely alapjan az I-Il. fokozat enyhe,
mig a llI-V. fokozat sulyos ataxianak mindsilt. E besorolas alapjan négy 16 (33,3%) sulyos,
mig nyolc egyed (66,6%) enyhe ataxiat mutatott. Izomgyengeséget 6t I16ban (41,6%), mig
lazas allapotot nyolc I6ban (66,6%) dokumentaltak a heveny fazis soran. Tovabbi klinikai
tinetek kozé tartozott két esetben (16,6%) a tudatallapot megvaltozasa, egy l6nal (8,3%)
agyidegpar tinetek, valamint két allatban (16,6%) kdlikaszer(i tinetek. Az ELISpot-valasz és
a laz, illetve izomremegések jelenléte k6zo6tt nem volt statisztikailag szignifikans 6sszefliggés.
Az ELISpot eredmények nem mutattak szignifikans kilénbséget az enyhe és sulyos ataxiat
mutatd lovak koézétt (Mann—Whitney U-teszt: U=15,0; p=0,933). Az életkor és az ELISpot

valasz mértéke kdzott sem volt szignifikans korrelacié (Spearman p=-0,046; p=0,888).
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6.2.3. Cellularis immunvalasz vizsgalatanak eredménye
A mintavételre az elsé pozitiv WNV IgM ELISA eredmeényt kdvetéen atlagosan 290+62,5
nappal kerult sor. Két, 90% alatti sejtéletképességet mutaté6 PBMC-minta kizarasra kerlt a
vizsgalatbol. A fennmarado, 90% feletti sejtéletképességgel rendelkezd tizenkét mintat 16-
specifikus IFNy ELISpot vizsgalattal értékeltik. A distribution-free resampling (DFR)
modszerrel végzett kiértékelés alapjan tiz 16 (83%) esetében volt kimutathatd szignifikans,
WNV-specifikus valasz (IFNy termelés). A teljes mintasorozatban a hattéraktivitas medianja 4
SFU volt 10° PBMC-re vetitve. A lovak életkora, fajtdja, neme, a klinikai tunetek jelenléte,
valamint az ataxia sulyossaga nem mutatott statisztikailag szignifikans Osszefliggést az

ELISpot eredményekkel (11. abra).
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11. abra Kiinikai tiinetek és a WNV-specifikus sejtes immunvalasz kapcsolata a vizsgalt lovakban. Az éabran az
ataxia sulyossagi foka (1-5), a laz és izomremegés jelenléte (0 = hianyzik, 1 = jelen van), valamint az ELISpot
vizsgalat binaris eredménye (0 = negativ, 1 = pozitiv) lathaté. Az alsé sor az atlagos spot-formalé egységek
szamat (SFU) mutatja 1 000 000 sejtre vetitve. A szinezés az ELISpot valasz mértékét jelzi.
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6.2.4. Szerologiai eredmények
Valamennyi vizsgalt minta pozitivnak bizonyult WNV IgG ELISA-val. Minden 16 esetében
igazolhato volt a WNV-specifikus neutralizalé ellenanyagok jelenléte VNT vizsgalattal, mig
USUV- és TBEV-pozitiv VNT titer (1:8<) egyik allatnal sem volt detektalhaté. A WNV-
neutralizalo antitesttiterek 1:64 és 1:1024 kozotti tartomanyban alakultak. A neutralizalo
ellenanyagszintek és az IFNy ELISpot valasz kdz6tt nem volt azonosithatd statisztikailag

szignifikans korrelacié (12. abra).
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12. abra A WNV-specifikus humoralis és sejtes immunvalasz kbzétti 6sszefiiggés a vizsgalt lovakban. Az abra az

egyes periférias mononuklearis sejtek (PBMC) WNV kapszid stimulaciora adott ELISpot valaszanak atlagat (spot-

formalo egységek, SFU/1 000 000 sejt) abrazolja a neutralizalé ellenanyagszintek fliiggvényében. A piros vonal a

linearis regresszios illesztést, a halvany piros sav a 95%-os konfidenciaintervallumot jelzi. A két paraméter kbzétt
statisztikailag szignifikans korrelacié nem volt kimutathato
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7. Megbeszélés

7.1.  Humoralis immunvalasz

A klimavaltozasbél addédd éghajlati viszonyok kedvezd koérilményeket teremtenek az
orthoflavivirusok vektorainak, emellett az urbanizacié, a globalis kdzlekedés és turizmus
tovabb segitik terjedéstiket [25, 37, 38]. Az kérokozok egyuttes cirkulaciéja egyre komolyabb
kihivast jelent, ezzel egyltt a fert6zott tertletek szama folyamatosan novekszik [25]. Az
orthoflavivirusok fentebb targyalt antigéntulajdonsagaik alapjan nyolc szerokomplexbe
sorolhaték [2]. Jelenleg harom orthoflavivirus tekinthetd endémiasnak Kézép-Eurépaban: a
kullancsencephalitis virus (TBEV), az Usutu virus (USUV) és a nyugat-nilusi virus (WNV) [182,
238]. A TBEV a kullancs-terjesztette szerokomplex tagja, Magyarorszagon éves szinten
jelentenek human kullancsencephalitis (tick-borne encephalitis, TBE) eseteket, I6ban azonban
sem TBEV-fertézés okozta megbetegedést, sem szeropozitivitdst nem irtak le eddig [182].
Ezzel szemben Ausztriaban, Németorszagban és Svajcban is diagnosztizaltak mar I6ban
TBEV okozta idegrendszeri betegséget, illetve szamos mas eurdpai orszagban is
dokumentaltak mar szeropozitivitast a fajpan [183, 189, 191, 192]. Az USUV és a WNV a japan
encephalitis viruskomplex tagjai [2]. Az USUV-t els6ként 2005-ben izolaltak Magyarorszagon,
mig az els6 human USUV-fertézés okozta idegrendszeri megbetegedést 2018-ban
diagnosztizaltak [170]. Léban klinikai tlnetekkel jaré6 USUV-infekciét még nem irtak le,
azonban a fajban tdébb eurdpai orszagban is dokumentaltak mar szeropozitivitast [169, 177,
239]. Magyarorszagon azonban erre az eddigiekben nem keralt sor. A WNV-t 2003-ban
izolaltak el6szoér hazankban, ebben az évben igazoltdk az elsé human fertézést is, az elsé
I6ban jelentkezd idegrendszeri megbetegedés 2007-ben kerult diagnosztizalasra [27, 28]. Ezt
kovetben évente csak szorvanyosan regisztraltak human és 16 eseteket; 2016-ban enyhe
emelkedés volt megfigyelhetd a bejelentett esetszamokban, majd 2018-ban szamottevéen
megndtt a WNV-fertézés okozta megbetegedések incidencidja. Erre az évre tehetb az elsé
jelentds eurdpai WNV-jarvanykitorés is. Az Eurdpai Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi
Kdzpont (European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) jelentése szerint
2023-2024 soran ismét jelentés emelkedés volt megfigyelhetd az igazolt human és 16 WNV
fertézések szamaban Magyarorszagon, valamint Eurépa szamos térségében. (1. tablazat)
[30, 240].

Vizsgalatunk f6 limitaciojat képezi, hogy a kutatdsba bevont lovak esetében nem allt
rendelkezésre WNV IgM ELISA eredmény, igy a fert6zés idépontja pontosan nem hatarozhato
meg. Figyelembe véve azonban a jelentésebb magyarorszagi WNV-jarvanykitoréseket (2008,
2016, 2018), valamint a vizsgalt populacio atlagéletkorat (11,5 év), feltételezhets, hogy az
infekciok 2016-ban vagy 2018-ban kovetkeztek be [96]. A fert6zés lezajlasat kdvetben a

kérokozo-specifikus ellenanyagokat a hosszu életli plazmasejtek termelik, antigénstimulacio
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hianyaban is. Szekunder fert6zés esetén ezek az antitestek biztositjak az elsédleges védelmi
vonalat[16, 241]. A kutatasba bevont lovak WNV neutralizalé ellenanyagszintjei szignifikansan
csokkentek a vizsgalati évek el6rehaladtaval (9. abra). A kétszeres higitasi sor
alkalmazasanak elénye az Allategészségiigyi Vilagszervezet (World Organization of Animal
Health - WOAH) erre vonatkozo ajanlasaban leirtakhoz képest a részletesebb antitestszint-
valtozas monitorozasanak lehetésége. Az 1:8-as higitast hataroztuk meg a pozitivitas
hatarértékének, mivel ez all a legkdzelebb a WOAH ajanlasban irtakhoz (1:10). Ennek alapjan,
2023-ban a lovak mintainak 88%-a negativnak bizonyult a neutralizaciés prébaban. Ezek az
eredmények dsszhangban allnak korabbi human vizsgalatokkal, amelyek szintén fokozatos
WNV-specifikus ellenanyagszint-csokkenést irtak le szubklinikai fertézést koévetden, sét,
egyes paciensek esetében viszonylag rovid idén belll nem voltak detektalhatéak a kérokozé-
specifikus neutralizal6é antitestek [144]. Ahogy az irodalmi attekintésben részletezésre kertilt,
tébb tanulmanyban is direkt 6sszefliggést irtak le az ellenanyagok in vivo neutralizacios
képesseége és az in vitro védbhatas kézott, amelynek kdvetkeztében orthoflavivirus-fertézések
esetén a neutralizald antitestek szinte a meghatarozé a koérokozé elleni védelem
megitélésének szempontjabdl [107, 223, 242, 243]. Ugyan, WNV-infekciénal nem ismert a
protektiv ellenanyagszint, mas orthoflavivirus-fertézések esetén (sargalaz virus, japan
encephalitis virus) a WOAH ajanlasban meghatarozott 1:10 titert tekintik a védelmi szint also
hatarértékének. Amennyiben ezt vesszik alapul, a kutatasban vizsgalt lovak 88%-a védetlen
a korokozoéval szemben a fertézés feltételezett id6pontjatdl szamitott 5. évben. Kiemelendd az
5. szamu 16 esete, amelynél 2023-ban 1:4-es WNV VNT titert mértink, majd a rakdvetkez6 évi
WNV-szezonban enyhe idegrendszeri tuneteket mutatott. Enyhe, szezonalisan megjelend
neurologiai tlinetek szamos korokozéval torténé fertézés kovetkeztében alakulhatnak ki
lovakban Kdzép-Eurdépaban, mint példaul TBEV-, equid alphaherpesvirus-1 (EHV-1) fert6zés,
bakteridlis meningoencephalitis, anaplazmézis vagy neuroborreliosis [244, 245]. Mivel
azonban az emlitett allat tartasi helye Gyér-Moson-Sopron varmegye, ahol 2024-ben a WNV
aktivitds kimagaslo volt, nem zarhato ki a masodlagos WNV-fertézés lehetésége sem [240].
Ugyan a WNV IgM ELISA eredménye negativ volt az emlitett allatnak, azonban egy esetleges
masodlagos fert6zés esetén figyelembe kell venni a fals negativ eredmények lehetéségét a
révidebb és alacsonyabb IgM valasz kévetkeztében. Tovabbi emlitést érdemel az a tény, hogy
mig emberekben a TBEV-fertézés relative gyakran okoz megbetegedést hazankban, lovak
esetében sem klinikai esetet, sem szerokonverziét nem irtak még le. Ezen adatok ismeretében
kalon érdekesség, hogy minden évben medfigyelhetdk, az 5. szdmu 16 esetéhez hasonlo,
szezondlis neurologiai tinetekkel jar6 megbetegedések, amelyek WNV IgM ELISA-n
negativak, viszont korulbelll a mintak fele pozitiv eredményt ad WNV IgG ELISA-n [Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal 2024, sajat publikalatlan adatok]. Ezen megfigyelések

alapjan feltételezhetd, hogy az IgM-alapu diagnosztikai modszerek félrevezetdk lehetnek
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azokban az orszagokban, ahol tobb orthoflavivirus egyidejileg fordul el6. A VNT jelenleg az
orthoflavivirus-fertézések diagnosztikajanak ,gold standard” modszere, mivel képes
kikliiszobdlni IgM ELISA-k legtobb korlatjat. Ez a teszt rendelkezik a legnagyobb specificitassal
a szerodiagnosztikai modszerek kdzll, ugyanis az ellenanyagok neutralizalé kapacitasat méri,
amelyet az antitestek affinitasa, koncentracidja, illetve az epitdpok elérhetésége hataroz meg
[107, 220]. Ennek ellenére, az Orthoflavivirus nemzetségen bellli antigénrokonsag, valamint
a WNV-fert6zés altal kivaltott poliklonalis ellenanyagvalasz kévetkeztében keresztreakciok a
VNT-ben is eléfordulhatnak, kiilénésen kdzeli antigénrokonsagban allé virusok esetén [2, 246].
Ennek megfeleléen azokban a féldrajzi régidkban, ahol tdbb orthoflavivirus egyidejlleg
cirkulal, indokolt a VNT parhuzamos elvégzése valamennyi relevans korokozora. Amennyiben
tobb virusra is pozitiv az eredmény, az 6sszehasonlité neutralizaciés titerértékelés lehet

iranyadé a fert6z6 agens azonositasaban [221, 247].

A vizsgalt populacidban 6t 16 mintdja bizonyult pozitivnak (titer >1:8) USUV VNT-n 2019-ben.
Tekintettel arra, hogy ezeknél az egyedeknél a WNV-titerek szignifikansan magasabbak
voltak, valamint figyelembe véve a virusok genetikai és antigenitasbeli rokonsaganak
mértékét, a keresztreaktivitas valdszinlibb magyarazat, mint a valédi USUV szeropozitivitas.
Az 1. és 6. szamu lovak esetében ugyanakkor mérlegelendd a WNV és USUV ko-infekcid
lehetésége, mivel a két virus azonos fertézési ciklussal és vektorokkal rendelkezik. Lovakban
az USUV-specifikus ellenanyagok perzisztenciaja nem ismert; mas orthoflavivirusoknal leirt
titerdinamikak alapjan azonban ko-infekcié esetén az USUV-titerek ilyen mértéki csokkenése
a kovetkez6 évre (2020) valdszinltlennek tinik. A vizsgalt lovak USUV-titerei 2020 és 2022
kozott elhanyagolhatoak voltak a WNV-titerekhez képest. Ugyanakkor, 2023-ban harom allat
(7., 14. és 21. sz. lovak) esetében jelentés USUV ellenanyagszint-emelkedés volt
megdfigyelhetd az el6z6 évekhez, valamint az adott évi WNV titerekhez képest is (3. tablazat).
Az USUV endémias Magyarorszagon, rendszeresen detektalnak USUV RNS-t sziinyogokbdl
és madarakbdl, illetve human idegrendszeri kdrképek okaként is egyre gyakrabban igazolnak
USUV-fertézést Magyarorszagon, és mas eurdpai orszagokban is [170, 239, 248]. A
szomszédos régidkban végzett szeroldgiai vizsgalatokon mar leirtak Iéban igazolt USUV
szeropozitivitast [239]. Jelen tanulmanyunkban els6ként igazolunk szubklinikai USUV

szerokonverzioét a fajpan Magyarorszagon is.

A TBEV-titervizsgalatok egy 16 kivételével negativnak bizonyultak. A TBEV szerokonverziok
hianya feltételezhetéen a vizsgalt populacié foldrajzi elhelyezkedésével magyarazhat6. A
human TBE-esetek el6fordulasa féként az orszag nyugati és délkeleti varmegyéiben jellemzd,
ahol a klimatikus viszonyok leginkabb kedveznek a vektoroknak [182, 187]. A vizsgalatban
szerepld allatok tébbségét azonban e régidkon kivlili esé istallékban tartottak (5. abra). A 6.

szamu |6 TBEV- és USUV-ra is pozitiv ellenanyagszinttel rendelkezett 2019-ben, de a WNV
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titer mindkét esetben szignifikansan magasabb volt (3. tablazat). Emellett, a TBEV VNT a
vizsgalat tovabbi éveiben negativ volt. Figyelembe véve, hogy lovakban a TBEV-specifikus
ellenanyagok a fert6zést kovetéen 12—19 hénapon at kimutathaték, ez a titerdinamika nem
tamasztja ala a kdzelmultbeli, valédi TBEV-expoziciét [249]. Kutatasunkban elséként igazoljuk
lovak mintainak VNT vizsgalata soran a WNV és USUV kozotti keresztreakciok fennallasat.
Ugyanakkor, eredményeink arra is utalnak, hogy kulonb6z6 szerokomplexekbe sorolt
kérokozok kozott is eléfordulhat keresztreaktivitas. Ennek magyarazata az orthoflavivirus E-
protein aminosavszekvenciajanak kisebb-nagyobb foku azonossaga mellett a lovak WNV-
fertézésre adott poliklonalis ellenanyagvalasza lehet, amelynek kdvetkeztében egyedszinten
eltéré mértékben képz6édhetnek virus-specifikus illetve nemzetség-keresztreaktiv antitestek [2,
246].

Fennall annak lehetésége is, hogy a 2019-ben TBEV- és USUV-VNT-pozitivitds korabbi
virusexpozicidk kdvetkezménye. Human orthoflavivirus fertézések esetén mar igazoltak, hogy
egy elsédleges orthoflavivirus-infekcié soran kialakult memaria B-sejt (MBS) populacié egy
heterolog orthoflavivirussal torténé fert6zddés esetén is aktivalodik, és képes ellenanyagot
termelni (2. abra). Ebben az esetben gyors, a primer kérokozéra keresztreaktiv antitestvalasz
alakul ki, mig a masodlagosan fert6z6 virus elleni titer fokozatosan, de lassabban emelkedik.
Az immunvalasz elérehaladtaval, a csirakdzpontban zajlé folyamatoknak koszdnhetben, a
szekunder agens ellen termelt antitestek koncentracidja és aviditasa meghaladja a primer
korokozoét [16]. Bar lovak esetében ilyen tipusu vizsgalatokbdl szarmazo adatok korlatozottan
allnak rendelkezésre, egy korabbi tanulmanyban kimutattak, hogy JEV-vakcinazott lovaknal a
kisérleti WNV-fert6zést koveté harom hétben magasabb JEV-, mint WNV-titer volt mérhet6
[214]. Vizsgalatunkban azon lovaknal, amelyek 2019-ben TBEV- vagy USUV-szeropozitivak
voltak, a WNV-titer szignifikansan magasabb volt mind az elsd, mind az azt kdvet években.
Ez szintén keresztreakciét, mintsem a valddi korokozé-expoziciot tamasztja ala, ezért a

jovBben mindenképpen érdemes eziranyban tovabbi vizsgalatokat végezni.

Egy korabbi orthoflavivirus-fertézés nemcsak a diagnosztikai eredmények értelmezését
nehezitheti meg, hanem befolyasolhatja a masodlagos fert6zés klinikai megjelenését is. Az
antitestfliggd fert6zésfokozddas (antibody-dependent enhancement — ADE) jol ismert jelenség
a dengue virusfertézések soran, amikor egy korabban DENV-vel fert6z6tt egyén heterolég
DENV szerotipussal torténd infekcié esetén a meglévé, nem-neutralizalé vagy szuboptimalis
replikaciét és a klinikai tinetek sulyossagat [17, 161]. Bar Eurépaban mind az I-es, mind a IlI-
es leszarmazasi vonalba tartozé WNV torzsek jelen vannak, ADE-t eddig sem human, sem 16
esetben nem irtak le [96, 147]. Azonban egy magyarorszagi human esetleirasban, a WNV-

fert6zott paciensben a korabbi TBEV-vakcinazas feltételezhetéen hozzajarult a klinikai tinetek
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sulyosbodasahoz, habar az ADE-t nem sikerillt igazolni ebben az esetben [196]. Ezzel
szemben, egy elsédleges USUV-fert6zés védelmet biztositott a halalos kimeneteli WNV-
fertézéssel szemben hazi ludban és egerekben is [179, 180]. A korabbi orthoflavivirus-
expozicio hatasa egy masodlagos fertézés klinikai megnyilvanulasara jelenleg nem ismertek
lovakban. Tanulmanyunkban az utols6 évben igazolt USUV-szerokonverzidon atesett
egyedeknél nem jelentkeztek klinikai tinetek az el6z6 évi szezonban. Bar az USUV-infekciot
lovakban eddig még nem hoztak 6sszefiiggésbe idegrendszeri megbetegedésekkel, a human
USUV-fert6zések kovetkeztében kialakuld neuroldgiai korképek incidencigjaban az elmult

években jelentds ndvekedés volt megfigyelheté Eurdpaban [170, 208, 238].

A virus-specifikus neutralizal6 ellenanyagszintek értékelésekor mindenképpen kiemelend6 a
vizsgalti populaciénk életkora (a kutatas els6 évében [2019] atlagéletkor 11,5 év, tartomany:
3-22). Az immunoszeneszcencia, azaz az életkor elérehaladtaval bekdvetkez6 immunfunkcio-
csOkkenés, jol dokumentalt jelenség id6s6dd lovakban [250, 251]. Szamos vizsgalat igazolta,
hogy a geriatriai paciensek antigénstimulaciéra adott ellenanyagvalasza csdkkent mértéka,
amelyet az esetleges ko-morbiditasok (pl. PPID, EMS) tovabb sulyosbithatnak [251, 252].
Tanulmanyunkban kdzvetlen 6sszefliggés nem volt kimutathatd az életkor és az antitesttiterek
kozott, mindenesetre érdemes figyelembe venni, hogy a lovak varhaté élettartama az elmult
évtizedekben jelent6sen emelkedett [253, 254]. Ennek értelmében tovabbi kutatasok
indokoltak az id6s6d6 I6populacié természetes fert6zést kovetd hosszutavu humoralis

immunvédelmének vizsgalatara.

A VNT-titerek és az ELISA optikai denzitas (OD), illetve gatlasi szazalék (IP) értékek kdzott
nem volt statisztikailag kimutathaté dsszefliggés (10. abra). Ezt a megallapitast korabban
human tanulmanyok, illetve lovakban végzett vizsgalatok is megerésitették, bar ezekben mas
tipusu ELISA-teszteket hasznaltak [255, 256]. Vizsgalatunkban az Ingenaza altal forgalmazott
WNV IgG ELISA-t (INgezim® West Nile Compac, Ingenaza, Spanyolorszag) alkalmaztuk,
amely a WNV E-fehérje egy meghatarozott epitdpja ellen termelt antitesteket detektalja. A
szérummintaban lévd ellenanyagok versengenek az ELISA ,sajat” rekombinans monoklonalis
antitestjével (monoclonal antibody, mAb) az epitopkoté helyért. Ahogy fentebb emlitésre kerdlt,
a lovak WNV-fert6zésre adott antitestvalasza poliklonalis, tehat szamos eltéré epitdp ellen is
termel ellenanyagot [246]. Az ELISA-ban hasznalt epitop(ok)hoz nem kizardlag a neutralizald,
hanem a nem-neutralizalé vagy alacsony affinitdsu antitestek is képesek koétddni, és ezaltal
blokkolni a teszt sajat mAb-janak kotédését. Emiatt, illetve az ELISA-n jellemzd
keresztreakciok kovetkeztében is, az E-fehérje IgG ELISA-tesztek pozitiv eredményei VNT

megerdsités nélkul nem alkalmasak a WNV-elleni védettség mértékének megitélésére.
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Osszességében, a kutatas 6todik évében mért alacsony neutralizalé ellenanyagszintek arra
utalnak, hogy a vizsgalt populaciéban a humoralis védelem dnmagaban varhatéan nem
biztosit elegendé védelmet egy esetleges masodlagos fertézéssel szemben. Endémias
terlleteken ezért indokolt megfontolni a korabban szubklinikai WNV-fertézésen atesett lovak
vakcinazasat. llyen esetben a rendelkezésre all6 szakirodalom azonban Kkorlatozott:
tudomasunk szerint minddéssze egy tanulmany vizsgalta szeropozitiv lovak immunvalaszat
inaktivalt vakcinaval térténé immunizalast kévetéen. Ebben a tanulmanyban mar az
alapimmunizalas elsé vakcinaja utan szignifikans titeremelkedés volt kimutathaté, amely
Iényegesen meghaladta a szeronegativ egyedekben mérteket [132]. Ennek értelmében, a
WNV-fert6zésen mar korabban atesett lovak oltasi protokolljanak felallitasahoz tovabbi, erre

iranyuld vizsgalatok szikségesek.

A tanulmanyunkban tapasztalt csékkend ellenanyagszintek mellett fontos megemliteni, hogy
hércsbgmodelleken mar viszonylag alacsony (1:5) neutralizalé ellenanyagszint mellett is
igazolhato volt a WNV-fert6zés elleni védelem, ami a humoralis komponensen tul a sejtes
immunitas protektiv hozzajarulasara utal [150]. Léban az eddigiekben nem allt rendelkezésre

adat a szakirodalomban a WNV-infekciét koveto cellularis immunvalaszrol.

7.2.  Cellularis immunvalasz
Tanulmanyunkban a 2023-as WNV-szezonban természetes uton fert6z6dott, idegrendszeri
tinetekben megnyilvanulé infekcion atesett lovak mintaiban vizsgaltuk a kérokozo-specifikus
sejtes immunvalaszt, a fertézés lezajlasat kévetd egy éven belll. Ehhez a 16 IFNy ELISpot
modszert alkalmaztuk, amely az in vitro stimulalt effektor memodria T-sejtek
citokintermelésének mérésén alapul [228]. A teszt a rdvid (24 6ras) inkubaciés idd
kovetkeztében dontéen a mar memodria-fenotipussal rendelkezd sejtek citokin valaszat
detektalja, ugyanis ez az id6intervallum kevésbé vagy egyaltalan nem teszi lehetévé a naiv
sejtek aktivaciojat és citokintermelését [58, 228, 229]. A vizsgalat megtervezésekor a mdédszert
kiemelked6 érzékenysége miatt részesitettuk elényben, tekintettel arra, hogy human
tanulmanyok szerint az infekciot kovetd egy évvel a memoria T-sejtek csak alacsony szamban
detektalhatok [94, 95]. Az ELISpot-eredményeket folt-formald egységekben (spot-forming unit,
SFU) fejezik ki, amelyek aranyosak a citokintermel6 sejtek szamaval és aktivitasaval. A
vizsgalat periférias vér mononuklearis sejtekbdl (peripheral blood mononuclear cells, PBMC)
torténik, amelyek mar az Equid alphaherpesvirus-1 (EHV-1) kutatasokban széles kdrben
elfogadott és alkalmazott modellként szolgalnak a gazdaszervezet immunvalaszanak
vizsgalatara [257, 258]. Az ELISpot eredmények objektiv értékeléséhez a distribution-free
resampling (DFR) médszert alkalmaztuk, amely egy nemparaméteres statisztikai eljaras. Ez a

modszer a stimulalt és negativ kontroll lyukakban megfigyelt SFU-k kdzoétti kildnbséget egy
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véletlenszerl permutaciokbol generdlt eloszlashoz viszonyitja, igy lehetévé teszi a
szignifikancia meghatarozasat anélkil, hogy konkrét eloszlasformat feltételezne az adatokra
nézve [229, 237]. A vizsgalt 12 16 kdzul tiz esetében (83%) volt megfigyelhetd szignifikans
(p<0,005, DFR) WNV-specifikus IFN-gamma termelés. A lovak életkora és az ELISpot-valasz
intenzitasa kozott nem volt kimutathatd statisztikailag szignifikans 6sszefliggés. Hasonlo
megfigyeléseket irtak le human vizsgalatokban is [95], ugyanakkor egérmodelleken igazoltak,
hogy az életkor elérehaladtaval csdkken a virusspecifikus T-sejtvalaszok intenzitasa, amely
jelentd8s szerepet jatszik a klinikai tinetekkel jar6 WNV-fertézések kialakulasaban [259].
Megemlitend® azonban, hogy a vizsgalat populacio atlagéletkora 8,1+3.8 év (tartomany: 3-16
év) volt, sem fiatal csikok (<1 év), sem id6s lovak (>18 év) nem keriltek bevonasra. Az
immunvalasz  életkori  sajatossagai — ideértve az  immunéretlenséget, az
immunszeneszcenciat, valamint az életkorral dsszefliggé proinflammatorikus allapotot
(inflammaging) — mindkét korcsoport esetében dokumentaltak lovakban is [104, 250, 252,
260]. Vizsgalatunk eredményei ezért nem alkalmasak a WNV-specifikus sejtes immunvalasz
életkori sajatossagainak megitélésére. Human WNV-fertézésekben korabban igazoltdk a
citokinvalasz nemi dimorfizmusat, illetve a férfi nem 6nallo rizikétényezéje a neuroinvaziv
kérforma kialakulasanak [261, 262]. A kutatasba bevont lovak fajtaja, vagy ivara nem mutatott
szignifikans 0Osszefiiggést az ELISpot-valaszok intenzitasaval. A limitalt mintaelemszam,
valamint a mének hidnya azonban csokkenthette az ilyen tipusu valtozok hatasanak

kimutatasahoz sziikséges statisztikai erét.

A WNV-fert6zés klinikai megnyilvanulasat a gazdaszervezet és a virus kozotti komplex
interakciok hatarozzak meg. Ezek kozul az immunvalasz az egyik legmeghatarozobb tényezd
[263, 264]. Szamos tanulmanyban igazoltak, hogy WNV-fert6zés soran a késleltetett vagy
éppen tulzott mértéki immunreakcié egerekben és emberekben is sulyos idegrendszeri
tinetek kialakulasahoz vezethet [84, 85, 265]. A velesziiletett immunvalasz kulcsszerepet
jatszik a fert6zés korai szakaszanak kontrollalasaban, valamint az adaptiv immunvalasz
kialakitasaban, beleértve a memaria T-sejtek funkcidjat és differencialédasat is [266, 267]. Az
effektor és memoadria T-sejtek mennyisége koézott direkt korrelaciét irtak le dengue virus-
fert6zott, valamint él6-attenualt sargalazvirus-vakcinaval oltott human paciensekben [268,
269]. Nyugat-nilusi virusfertézés esetén ugyan nem all rendelkezésre adat az effektor és
memoria T-sejt populaciok mennyiségi dsszefliggésérdl, azonban egy tanulmanyban él6-
attenualt WNV-vakcinazott emberekben az oltas utan, illetve hénapokkal késébb levett
mintakban mért citokintermelés mértéke kozott direkt 6sszefuggést figyeltek meg [270]. A
WNYV elsédlegesen a neuronokban replikalddik, ennek kovetkeztében a neuroldgiai tunetek

tébbsége a gerincvelb és agy szurkeallomanyanak karosodasahoz kéthetd [49, 51, 271-274].

Human képalkotd (magneses rezonanciaképalkotds, MR) és korszOvettani vizsgalatok
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azonban fehérallomany-érintettséget is leirtak sulyos mozgaskoordinacios zavarokat, illetve
parkinsonizmus-szerl tlneteket mutaté WNV-fertézott paciensekben [275-278]. Lovak
nyugat-nilusi virusfertézése soran a képalkotd diagnosztikai lehetéségek korlatozottak,
ugyanakkor halalos kimenetelli esetek koérbonctani leirasai a lateralis és ventromedialis
gerincvelészegmensekben, illetve kilonféle agyterileteken fehérallomany-karosodast (pl.
spongiozis, vakuolizacid, gyulladasos sejtes besziir6dés) is dokumentaltak [279, 280]. A
fehérallomanyban medgfigyelt elvaltozasok hatterében egy uUjabb tanulmany immunmedialt,
feltehetéen T-sejt-kdzvetitette koros vagy tulzott valasz szerepét veti fel [281]. Ezen adatok
alapjan hipotézisunk volt, hogy a lovak akut WNV-fert6zése soran megfigyelt klinikai tiinetek,
illetve adott esetben azok sulyossaga és az ELISpot vizsgalattal mért IFNy-termelés kozott

statisztikailag szignifikans korrelacio all fenn.

A laz a veleszlletett immunvalasz aktivaciojanak altalanos markere. Vizsgalatunkban a
fertézés heveny fazisaban az allatok 41,6%-anal (5/12) allapitottak meg lazat, ez 6sszhangban
all a korabbi kutatasok eredményeivel [39, 41, 130, 282]. Ugyan, egy korabbi epidemiolégiai
tanulmanyban a szerzék a lazat a WNV-fert6zés kimenetelének pozitiv prediktiv tényez6jeként
irtak le lovakban, jelen vizsgalatban az ELISpot valasz intenzitasa és a laz jelenléte kézott
nem mutatkozott szignifikans 6sszefliggés [282]. Az izomgyengeség és mozgaskoordinacios
zavarok a leggyakoribb klinikai tinetek ko6zé tartoznak WNV-fert6z6tt emberekben, illetve
lovakban [26, 39, 41, 282]. Egy korabbi magyar retrospektiv tanulmanyban az ataxia 124
igazolt 16 WNND eset kdzul 101-nél (81,5%) volt megfigyelhetd [39]. A kutatadsunkba bevont
valamennyi 16 (12/12, 100%) kulénb6z6 sulyossagu ataxiat mutatott (mddositott Mayhew-
skala, |-V fokozat), azonban statisztikailag szignifikans korrelacid6 nem volt azonosithaté az
ataxia sulyossaga és az ELISpot valasz mértéke k6zott. Izomgyengeséget 6t esetben (41,6%)
észleltek a kezeld allatorvosok, amely eléforduldsok szintén 6sszhangban &llnak a korabbi
tanulmanyok eredményeivel [26, 28, 39, 41, 282]. Az izomremegés szintén gyakran megfigyelt
klinikai tinet WNV-fert6zott lovakban [26, 39], amelyet tanulmanyunkban nyolc allat (66,6%)
esetében észleltek az infekcid heveny fazisaban. Sem az izomgyengeség, sem az izomrangas
fennalldsa és az ELISpot valasz mértéke kdzott nem mutatkozott statisztikailag szignifikans
Osszefliggés. Tanulmanyunk f6 korlatja, hogy nem vontunk be tliinetmentes fertézésen atesett
lovakat. Ennek oka, hogy az akut szubklinikai infekcidk jellemz&en aluldiagnosztizaltak
lovakban, illetve késdbbi szlirbvizsgalatokon azonositott tliinetmentes fertézések idépontja
jellemz8en nem hatérozhaté meg. Tovabbi fontos limitalé tényezd, hogy az ELIspot modszer
nem ad tajékoztatast a citokintermel§ sejtek fenotipusardl. Feltételezhetéen ezek egyuttesen
jarultak hozza a cellularis immunvalasz mértéke és a klinikai manifesztacio kdzotti korrelacio
hianydhoz. Lovak WNV-fert6zése kovetkeztében kialakul6 kdzponti idegrendszeri

karosodasok mechanizmusainak feltarasahoz a jovében a T-sejt szubpopulacidk célzott
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immunfenotipizalasa szukséges, amely lehetdséget nyujthat az infekcié soran észlelt protektiv

és patogén immunvalaszok elkulonitésében és mélyebb megértésében.

A szakirodalomban egyre névekvé szamu tanulmany tamasztja ala a memoaria T-sejtvalasz
szerepét homoldg, illetve heterolég orthoflavivirus reinfekcio elleni védelemben emberekben
és egérmodellekben [283-285]. Ezzel szemben, lovak WNV-fertézését kdvetben ezen
sejtpopulaciok perzisztenciaja, detektalhatosaga, illetve funkcidja tisztazatlan volt eddig.
Masodlagos orthoflavivirus-fertézés soran, a primer infekciobdl szarmazé neutralizald
antitestek jelentik az elsédleges védelmi vonalat. A szakirodalom jelen allaspontja szerint ezen
neutralizalé ellenanyagok szintje a legjobb indikatora a kérokozok elleni védelem mértékének
[2, 108, 110, 204]. Ugyanakkor, a tinetmentes fertézésen atesett lovak a megbeszélés el6z6
részében ismertetett neutralizalé ellenanyagszintjeit tekintve a vizsgalat 5. évében, ez erésen
megkérddjelezhetd. Ezen tulmenden egy korabbi tanulmanyban egy klinikai tunetekben
megnyilvanulé  WNV-fertézésen atesett I|oban a virusspecifikus ellenanyagok
detektalhatatlanok voltak az infekciot kovetd 2. évben [132]. Human tanulmanyokban is
olvashatéak hasonlé eredmények WNV és mas orthoflavivirus-fert6zések esetén [79, 141,
144]. Mindezek ellenére, klinikai tlinetekben megnyilvanulé masodlagos WNV-fertézést
kizarolag egy kutatasban irtak le, sulyos ko-morbiditasokban szenvedd, immunszuppresszalt,
human geriatriai paciensek esetében [146]. Ugyanakkor, a masodlagos orthoflavivirus-
fertbzések szeroldgiai modszereken alapuld diagnosztikdja meglehetésen limitalt.
Mindenesetre, neutralizalé ellenanyagok hianyaban, vagy ezek szuboptimalis mennyisége
esetén a memaria T-sejtpopulaciok szolgaltathatnak védelmet egy masodlagos infekciod soran.
A WNV-fert6zésen korabban atesett madarak, illetve a kérokozo ellen élé-attenualt vakcinaval
immunizalt hdrcsdgok esetében alacsony, vagy detektalhatatlan neutralizalé antitestszintek
ellenére is védettnek bizonyultak az allatok [150, 221]. Masodlagos fertézések soran a primer
infekciébdl szarmazé memdria T-sejtek rendkivil gyorsan aktivalodva direkt citotoxikus
hatasuk és citokintermeléstk révén limitaljak a virus replikaciojat, illetve szérédasat, emellett
elésegitik a csirakdzpontokban zajl6 folyamatokat, ezaltal a kdérokozd-specifikus
ellenanyagszintek rovid idén belll térténé megemelkedését [88, 89, 91, 93]. Egy Uj kutatasban
még inkabb létjogosultsagot nyert a T-sejtvalasz szerepe az orthoflavivirusok elleni
védelemben. Elé-attenualt sargalazvirust (yellow fever virus, YFV, Orthoflavivirus flavi)
tartalmazo oltéanyaggal vakcinazott emberekben a kapszid fehérje-specifikus T-sejtvalasz
csOkkentette a kisérleti fertézés modellezésére hasznalt heteroldg élé-attenualt oltéanyaggal
torténé immunizalas soran a viraemia mértékét, a neutralizalé ellenanyagok szintjétél
fuggetlendl. A koérokozo-specifikus T-limfocitavalasz mértékét citokin-felszabadulasi teszt
(cytokine release assay, CRA) hasznalataval mérték. A mintak egy részén a CRA mellett ex

vivo IFNy ELISpot tesztet is elvégezték, amely eredményei jol korreldltak a CRA-n kapott
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eredményekkel. A kutatok az eredmények alapjan a kapszid fehérje-specifikus T-sejtvalaszt,
ezen belll az interferon-gamma termelés mértékét a sargalaz virus elleni védelem
indikatoraként irtak le [20]. Tanulmanyunkban a vizsgalt lovak 83%-a (10/12) esetén volt
mérhet6 szignifikans WNV kapszid fehérje-specifikus IFNy valasz a fert6zés lezajlasat kévetd
kozel egy év elteltével. Megemlitendd, hogy az ELISpot valasz mértéke nem korrelalt a
virusspecifikus neutralizalé ellenanyagok szintjével, amely tehat 6sszhangban van az el6bb
emlitett tanulmanyban leirtakkal. Mivel a WNV-specifikus neutralizalé ellenanyagokat a primer
fertézésbdl szarmazd hosszuéletli plazmasejtek termelik, antigénhatastdl fliggetlendil, addig
az ELISpot mdédszerrel mért IFNy valasz masodlagos, in vitro antigénstimulacié eredménye,
igy nem meglepb, hogy az el6zéek szintje nem Kkorrelal az utdbbi mértékével. Ezek az
eredmények alatamasztjadk a koérokozospecifikus T-sejtvalaszok potencidlis szerepét a

masodlagos fertézések elleni védelemben, kiilondsen csékkend humoralis védelem esetén.

Az olyan féldrajzi régidkban, mint Magyarorszag, ahol egyidejlleg tobb orthoflavivirus is ko-
cirkulal, figyelembe kell venni az esetleges korabbi fert6zések vagy ko-infekcidk lehetéségét a
cellularis immunvalasz vizsgalatara alkalmazott tesztek eredményeinek értékelése soran [2,
17, 222]. Korabbi human tanulmanyok, illetve egérmodellek is igazoltak, hogy a genus egyik
tagjaval valo els6dleges infekcidbdl szarmazod keresztreagald memoria T-sejtvalaszok nem
csak a kulonféle tesztek eredményeire, de a masodlagos fertézések kimenetelére is hatassal
lehetnek [286—288]. Vizsgalatunkban az esetleges korabbi, heteroldg orthoflavivirusokkal
torténd fert6z6dések kizarasa érdekében virus neutralizaciés préobat végeztink USUV-ra,
illetve TBEV-re. Ezeken valamennyi kutatasba bevont 16 mintaja negativnak bizonyult. Ahogy
a disszertacié korabbi részében mar kifejtésre kerilt, az orthoflavivirusok diagnosztikajat
nagyban megnehezitik a szerolégiai probakon tapasztalt keresztreakciok, kulonésen egy
masodlagos heterolog korokozoval torténd infekcid esetében. Az ELISpot tesztet emberek
esetében mar sikerrel alkalmaztak az orthoflavivirusok fert6zések elkulonitésére a szerologiai
modszereken kapott elbiralhatatlan (virusspecifikus IgM-valasz hianya, vagy szimultan
titeremelkedés két endémias korokozéra) eredmények esetében [206]. A mddszer mas
neurotrop virusok, példaul a Bornai betegség virus-1 (Borna disease virus-1, BoDV-1) fert6zés
korai diagnosztizalasaban is hatékonynak bizonyult [231]. Eredményeink ramutatnak az
ELISpot-mddszer potencidlis alkalmazhatosagara lovak orthoflavivirus-fert6zéseinek
diagnosztizalasaban, kiloénds tekintettel a szezondlisan visszatérd, idegrendszeri tiinetek

hatterében allo fert6zések elkllonitd korjelzésében.

A virusfertézések soran egyes virdlis fehérjék sejten bellli lokalizacidja, illetve funkcidja
jelentés befolyassal lehet az egyes peptidek prezentacidjara, ezaltal az epitdopok
immundominanciajara, igy a cellularis immunvalasz vizsgalatara alkalmazott tesztek

eredményeire. Lovak esetében a WNV B-sejt epitdpjainak feltérképezése mar megtortént
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[246], ugyanakkor a T-sejt epitdpok jelenleg még nem ismertek a fajpan. Human mintakon és
egérmodelleken végzett kutatdsok igazoltak, hogy az orthoflavivirus-specifikus CD8* T-
sejtvalaszok immunodominans epitdpjai valtozatos lokalizaciét mutatnak, azonban donté
tobbségik a nem-strukturalis fehérjékhez (els6sorban NS2B, NS3, NS4B és NS5) kothetd.
Burok (E-) és C-fehérje eredetl epitopokat ritkdbban, de szintén azonositottak kilonb6zé
kisérleti rendszerekben. Megemlitendd, hogy ezen adatok tulnyomo része olyan epitopelemzd
vizsgalatokbdl szarmazik, amelyek célja kifejezetten a magas szintl konzervaltsagot mutaté
régiok feltérképezése volt, elsésorban vakcinafejlesztési célzattal [19, 94, 95, 259, 289-292].
Ez a megkozelités feltehetéen a strukturdlis fehériék relevans epitopjainak
alulreprezentaltsagahoz vezetett. Ezzel szemben, az Gjabb tanulmanyokban igazoltak, hogy a
C-fehérje epitopok is alkalmasak hatékony CD8+ T-sejtvalasz kivaltasara [20]. Szintén az
elmult években igazoltak, hogy a CD4+ T-sejtvalaszok orthoflavivirus-fert6zott embereknél
(TBEV, ZIKV, DENV, YFV) els6sorban a strukturalis E- és C-fehérje régidira iranyulnak, WNV-
fert6zott paciensekben azonos mértékben igazoltak immundominans epitdopokat mindkét
fehérjén [10, 83, 167, 293, 294]. Kutatasunk tervezésekor, illetve kivitelezésekor kizarélag a
kapszidfehérje allt rendelkezésre a kereskedelmi forgalomban in vitro antigénstimulaciora
alkalmas formaban. Bar ennek kizarolagos alkalmazasa kizarta mas viralis fehérjék potencialis
immundominans epitopjainak detektalasat, a vizsgalatban hazilag (in house) elGallitott
antigének nem kerlltek alkalmazasra, mivel azok nem standardizalt peptidtartalma jelentés
variabilitast és bizonytalansagot hordozott volna. Ezen felll, a kapszidfehérje valasztasat
legitimizalta, hogy szerkezeti sajatossagai, illetve a virus replikacido soran a lokalizacioja
lehetévé teszi, hogy mind az MHCI-, mind az MHCII-prezentaciés utvonalon keresztll
feldolgozasra Kkertljon, el6segitve ezzel a CD4+ és CD8+ T-sejtek aktivaciojat, és
detektalhatéosagat [14, 60]. Emellett az orthoflavivirusok kdzil ez a fehérje mutatja a
legalacsonyabb foku aminosavszekvencia-homologiat, amelynek nagy jelentésége lehet az
endémias orthoflavivirus-fertézések differencialdiagnosztikajaban a késébbiekben [18]. A
valasztott WNV kapszidfehérje-peptidoldat a vizsgalt egyedek 83%-aban valtott ki szignifikans
IFNy-termelést az ex vivo ELISpot teszten. Ezek az eredmények alapul szolgalhatnak a
jovBbeni diagnosztikai, illetve a fertézés elleni védekezést célzé6 immunoldgiai kutatasok

szamara.

Az eredményeket szamos maddszertani tényez8 befolyasolhatta. Ezek kozil kiemelendd az
antigénstimulaciéhoz hasznalt peptidek hossza, illetve koncentracidja. A lovak PBMC
mintainak stimulaciéjahoz 1 pyg/ml peptidkoncentraciét alkalmaztunk, szemben a korabbi
tanulmanyokban javasolt 2 yg/ml értékkel. Ennek oka, hogy az ujabb kutatasok szerint a
magasabb DMSO-koncentracié sejtkarosodast, illetve csdkkent reaktivitast eredményezhet in

vitro koérilmények kozott [228]. Ezenfelll a kutatasunkban a mintavétel és a PBMC izolalas
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kozotti meglehetésen rdvid iddkorlat is hozzajarulhatott a sejtek optimalis aranyu
életképességéhez, illetve valaszkészségéhez. A stimulusként alkalmazott peptidek hossza is
Iényeges szempont: altalanosan elfogadott, hogy a 8—10 aminosavbdl allé peptidek MHCI, mig
a 13-25 (jellemzéen 15-20) aminosav hosszusaguak MHCII prezentaciora alkalmasak [237].
Korabbi human vizsgalatokban jellemzéen 16-18 aminosav hosszisagu peptideket
alkalmaztak a sejtek stimulalasara IFNy ELISpot teszt soran, azonban csak a mintdk ~10%-
aban detektaltak szignifikans T-sejt valaszt [94, 95]. Az alacsony aranyu pozitiv valaszok
ellenére mindkét tanulmanyban tovabbi immunfenotipizalassal (aramlasi citometria) igazoltak,
hogy ez a peptidhossz mind a CD4+, mind a CD8+ T-sejtpopulacio stimulalasara alkalmasnak
bizonyult. A CD8+ T-sejtek stimulalasara ezzel a peptidhosszal a keresztprezentacié mellett
az extracellularis proteazok adhatnak magyarazatot, amelyek a hosszabb peptideket MHCI
prezentacio-kompatibilis méretlire hasitjadk [295]. Tanulmanyunkban a 16 PBMC-k
stimulalasara a WNV kapszid fehérjéjét telies egészében lefedd, egyenként 15 aminosav
hosszusagu, egymassal 11 aminosav atfedésben |1évé peptidoldatot hasznaltunk 1 ug/ml
koncentracioban, amely tehat a szakirodalom alapjan alkalmas lehet a CD4+ és CD8+ T-
limfocitak stimulalasara. Mivel az irodalmi attekintésben emlitetteknek megfeleléen mindkét T-
elleni védelemben, a jév8beni vizsgalatokban egyéb WNV-fehérjékkel (pl. prM/E, NS) végzett

stimulacié alkalmazasa is indokolt az immunfenotipizalas elvégzése mellett.

Eredményeink variabilitasat egyedszintli tényezék is befolyasolhattak. Ezek kdzé tartoznak
azok a kulsé hatasok, amelyek a virusspecifikus immunvalasz mértékét és minbségét
modosithatjak a vizsgalt lovakban. Ezek kozll kiemelendbek az allatorvosi gyakorlatban
gyakran alkalmazott farmakoldgiai készitmények. A hobbi- és sportlovak esetében gyakran
hasznalt kortikoszteroidok, példaul a dexametazon, mar egyszeri alkalmazasa is igazoltan
csOkkenti a vakcinakra (EHV-1, illetve léinfluenza virus) adott humordlis immunvalasz
mértékét [296]. A révidhatasu kortikoszteroidok alkalmazasanak létjogosultsaga 16 (és mas
fajok) idegrendszeri megbetegedéseinek esetében ugyan a mai napig vitatott, szamos esetben
kerul terdpias célu alkalmazasra idegrendszeri tunetekben megnyilvanulé WNV-fert6zott lovak
esetében Magyarorszagon is [publikalatlan adatok, kollégakkal folytatott személyes
beszélgetés]. Ennélfogva a fert6zést megel6zéen vagy annak lefolydsa soran alkalmazott
kortikoszteroidok hatranyosan befolyasolhatjak a WNV-specifikus humoralis és cellularis
immunitas kialakulasat, illetve detektalhatésagat. Kutatasunk nem terjedt ki az akut fert6zés
soran alkalmazott kortikoszteroid alkalmazas, illetve a detektalt sejtes immunvalasz kdzotti
Osszefliggés vizsgalatara. Ugyan, eltéré tanulmanyokban ellentétes eredmények olvashatéak
ezen készitmények fert6zés kimenetelére gyakorolt hatasardl, a jévébeni kutatasokban

mindenképpen hangsulyt kell fektetni ezen tényez6k vizsgalatara is [39, 297, 298].
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Hasonléképpen, mar bizonyos f3,-agonistak (pl. klenbuterol) in vitro immunmodulalé hatasat
is leirtak 16 PBMC-k esetében [299, 300]. A vizsgalatunkba bevont egyedek egyike sem
részesult ilyen kezelésben a mintavétel idején vagy azt kozvetlenll megel6zéen. Figyelembe
kell azonban venni, hogy a 16 asztma (equine asthma) Magyarorszagon egyre gyakrabban
diagnosztizalt korkép, amely sulyos formaja (severe equine asthma, SEA) a koérnyezeti
tényez6k optimalizalasanak korlatai miatt rendszeres kortikoszteroid- és B,-agonista terapiat
igényelhet [301, 302]. A harom endémias orthoflavivirus egylttes jelenléte, valamint a
klimavaltozas kdvetkeztében varhatéan megjelend uj, vektorok altal terjesztett kdrokozok miatt

ezen kezelések immunoldgiai hatasainak szisztematikus vizsgalata indokolt.

Kutatasunk korokozo-specifikus cellularis immunitas vizsgalatanak jelentés limitaciojat képezi
a korlatozott mintaelemszam. Magyarorszagon 2023-ban minddssze 25 l6nal diagnosztizaltak
nyugat-nilusi neuroinvaziv megbetegedést (West Nile Neuroinvasive Disease, WNND),
kozulik harom egyednél a fert6zés kimenetelének sulyossaga miatt eutanaziara kerdlt sor
[29]. Emellett, a vizsgalatba bevont allatok magantulajdonban 1évé lovak voltak, amelyeket
kilénb6zd, foldrajzilag eltérd régidkban elhelyezkedd istallokban tartanak. Ez a vérmintak
begylijtésének logisztikajat jelentésen nehezitette. A vérvételt kdvetéen a PBMC-k izolalasara
rendelkezésre allo szlk iddintervallum tovabb bonyolitotta a mintael6készitést és -szallitast.
Ezen felll, két mintat a szuboptimalis sejtvitalitas miatt ki kellett zarni az elemzésbdl, ami
tovabb csdkkentette a kutatasba bevonhaté lovak szamat. Tovabbi korlatozé tényezét jelentett
a mintavétel és a koérjelzés kozott eltelt idétartam. A mintavételek atlagosan 290 + 62 nappal a
WNV-fertbzés diagndzisat kovetbéen torténtek, ami jelent6s egyedi eltéréseket
eredményezhetett az immunmemaria fazisat illetéen. Ez a heterogenitas csdkkenthette vagy
elfedhette az ELISpot-eredmények és a klinikai sulyossag kozotti esetleges dsszeflggések
kimutathatésagat, kiilénds tekintettel arra, hogy a memdaria T-sejt populaciok dinamikusan

valtozhatnak az id6 el6rehaladtaval [303].
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7.3. A doktori értekezés eredményeinek 6sszefoglalasa, konkluzidja
Az orthoflavivirus-fertézések emberekben és madarakban hosszutavu, akar életreszolo
humoralis immunvédelmet nyujtanak. Ezzel szemben a kutatasunk adatai arra utalnak, hogy
szubklinikai WNV-fert6zést kdvetéen Ioban a humoralis védelem tartéssaga korlatozott. Az
eredmények alapjan a természetes WNV-infekcion atesett lovak ellenanyagvalaszanak éves
nyomonkovetése javasolt. Az WNV IgG ELISA IP-k és a VNT titerek kozotti korrelacio
hianyaban a jelenleg alkalmazott WNV 1gG ELISA-n alapulé fert6zés elleni védettség
fennallasanak megitélése elvetendd. Ehelyett a kdérokozospecifikus titermeghatarozas

javasolt. Szuboptimalis humoralis védelem esetén az érintett allatok vakcinazasa ajanlott.

A csokkené humoradlis védelem ellenére masodlagos, tunetekben megnyilvanuldé WNV-
fertézést eddig csak immunszuppresszalt, sulyos alapbetegségben szenvedd embereknél
irtak le, amit a korokozospecifikus memoria T-sejtvalaszok védd szerepe magyarazhat.
Kutatasunk masodik része els6ként igazolja, hogy természetes WNV-fertézésen atesett
lovakban az infekciot kdovetd egy éven belll ex vivo IFNy ELISpot vizsgalattal detektalhato a
virusspecifikus T-sejtes immunvalasz. Az interferon-gamma termelés mértéke fliggetlennek
bizonyult a koérokozéspecifikus neutralizalé ellenanyagszintektdl, amely alatamasztja az
effektor meméria T-sejtek potencialis védd szerepét alacsony ellenanyagszintek mellett vagy
ellenére is. A humordlis és sejtes immunvalaszok kozotti korrelacié hianya tovabb
hangsulyozza a cellularis vizsgalatok bevonasanak fontossagat a hosszu tava immunitas

értékelésében.

A masodlagos, klinikai tinetekben megnyilvanulé WNV-fert6zések hianyahoz feltételezhetéen
a jelenleg alkalmazott szerodiagnosztikai modszerek korlatai is hozzajarulnak, kulondsen
azokon a terlleteken, ahol tobb orthoflavivirus is egyidejlileg jelen van. Ezt kutatasunk
eredmeényei is szemléltetik. Ugyan, a virusneutralizacios proba a ,,gold standard” diagnosztikai
modszer az orthoflavivirus-fertézések koérjelzésére, keresztreakciokat figyeltink meg az egy
szerokomplexbe sorolt korokozék kozott (WNV és USUV), illetve egy esetben kilénbdz6
szerokomplexekbe tartozo virusok (WNV és TBEV) esetén is. Eredményeink hangsulyozzak
a szeroldgiai vizsgalatok értelmezésének korlltekinté mérlegelését. Ezek kovetkeztében
javasolt az endémias terlleteken a neutralizacios teszteket parhuzamosan elvégezni
valamennyi ko-cirkulalé orthoflavivirusra iranyuléan. Vizsgalataink eredményei tovabba
raviladgitanak ELISpot mddszer alkalmazasanak lehet6ségére lovak orthoflavivirus-
fert6zéseinek elkulonitd koérjelzésében. Az orthoflavivirusok kozott legkevésbé konzervalt
kapszid fehérje antigénstimulusként torténd haszndlata tovabb nodvelheti a modszer

specificitasat.
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8. Ujtudomanyos eredmények

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

Kutatasunkban elséként vizsgaltuk a természetes, szubklinikai WNV-fert6zést
koévetden a korokozéspecifikus ellenanyagszint valtozasat lovakban. A WNV-titer
fertézést kovetd szignifikans, feltételezhetéen protektiv szint ala csOkkenését

elsékent irjuk le lovakban.

Lovak mintain végzett virusneutralizaciés prébaban WNV és Usutu virusok kdzotti
keresztreakciok elsé leirasa, illetve a jelenleg ,gold standard’-ként alkalmazott

modszer alkalmazhatésaganak korlatainak feltérképezése endémias terileteken.

Kutatasunkban elséként mutattuk ki szerolégiai modszerrel 16 USUV-fertézottségét

Magyarorszagon.

A WNV-specifikus T-sejtvalasz elsé leirasa természetes WNV-fert6zésen atesett
lovakban. L6 IFN-gamma ex vivo ELISpot els6 alkalmazasa és annak
megallapitdsa, hogy a modszerrel a korokozospecifikus cellularis immunvalasz

kozel egy évig kimutathato klinikai tlinetekben megnyilvanulé fertézést kdvetéen.

WNV-specifikus neutralizalé ellenanyagszintek és cellularis immunvalasz kozotti

korrelacié hianyanak elsé leirasa lovakban.
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11. Készonetnyilvanitas
Els6ként szeretném kifejezni Oszinte és mély halamat témavezetémnek, Dr. Kutasi
Orsolyanak, aki mar a gradualis képzést megel6zéen is meghataroz6 szerepet jatszott az
allatorvosi hivatas iranti érdekl6désem alakulasaban. Az egyetemi évek soran, a TDK keretein
belll végzett k6zos munkank nemcsak a tudas elsajatitasan tulmutaté motivaciét adott, hanem
az Osszefluggések felismerésének, valamint az alapvet6 logikai és kritikus gondolkodas
elsajatitasanak alapjait is lefektette, egylttal megerdsitve a kutatéi palya iranti
érdekl6désemet. A kozel tiz éve tartd egylttmikoédésink soran mindvégig olyan szakmai és
emberi tdamogatast kaptam téle, amely meghataroz6 médon formalta szakmai és személyi
fejlodésemet. Nem csupan kivaldo szakemberként, hanem emberileg is az egyik
legmeghatarozobb példakép szamomra: munkassaga hitelesen bizonyitja, hogy a szakmai
kivalosag hosszu tavon alazattal, kitartassal és nyitottsaggal is elérhetd, valamint, hogy a
legmagasabb szinten is megdrizheté az emberséges, tamogato, tudasat 6nzetlentl megosztd
hozzaallas. Kosz6ném, hogy bekapcsolédhattam a lovak nyugat-nilusi virus fert6zésének
kutatasaba, amely kozel két évtizede kdvetkezetesen épitett, nemzetkozi szinten is figyelemre
melté szakmai munkajanak eredménye. Halas vagyok a bizalomeért és az iranymutatasért, és
6szintén remélem, hogy a jovében is az altala képviselt szakmai szinvonalhoz és szemlélethez
mélté médon tudom folytatni ezt a kutatasi iranyt. Bizom benne, hogy a PhD-kutatas lezarulta

egyben a kd6zds szakmai munka kdvetkez6 fejezetének kezdetét is jelenti.

Kdszdnet illeti Dr. Forgach Petrat, tarstémavezetdmet, aki mar a gradudlis képzés soran
alapjaiban hatarozta meg a virolégia és a jarvanytan iranti érdeklédésemet. Ebben
nagymértékben kozrejatszott kiemelkedd oktatéi képessége, amelynek kdszonhetéen a
legOsszetettebb témakat is vilagos, letisztult médon tudta atadni, mindvégig a logikus és
kritikus gondolkodasra 6sztondzve. Ez a szemlélet nemcsak az elméleti ismeretek elsajatitasat
segitette, hanem hosszu tavon is meghatarozta a szakmai kérdésekhez valé hozzaallasomat
és gondolkodasmédomat. Halas vagyok azért, hogy lehet6séget biztositott a Virologia
Kutatécsoport munkajaban vald részvételre, amely szilard alapokat teremtett az elméleti és
gyakorlati virolégiai ismereteim elsajatitasahoz. A k6z0s munka széamomra folyamatos
szakmai motivaciot jelentett, és arra 0sztonzott, hogy kovetkezetesen a lehetd legjobbat
hozzam ki magambodl, mikozben magas elvarasai biztositottak a munka min6ségét és
megalapozottsagat. Tudasa, tapasztalata és kovetkezetes szakmai igényessége jelentésen
hozzajarult ahhoz, hogy a kézds munkank soran elért eredmények magas szinvonalon,

atgondolt és megalapozott formaban valésulhattak meg.

Dr. Marosi Andrasnak halaval tartozom a vizsgalatok megtervezésében és kivitelezésében
nyujtott értékes szakmai kozremikodéséért, valamint az eredmények értelmezésében és

tagabb szakmai kontextusba helyezésében adott iranymutatasaért. Kuloén készéném, hogy
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kérdéseimmel mindveégig fordulhattam hozza, és ezekre minden alkalommal érdemi,

szakmailag megalapozott valaszt kaptam.

Kdszonettel tartozom tovabba Dr. Lérincz Martanak, akinek szakmai irdnymutatasa és
tapasztalata meghatarozd szerepet jatszott a cellularis immunvalasz vizsgalatanak
megtervezésében és kivitelezésében. Készondm, hogy a mddszertani és gyakorlati kérdések

megvalaszolasaban mindvégig szamithattam ra.

Kulon szeretném megkdszonni Paszerbovics Bettinanak a dolgozat statisztikai elemzésében
nyujtott nélkilézhetetlen segitségét. Halas vagyok preciz, magas szinvonald munkajaért,
valamint azért a rendkivuli segitbkészségert és szakmai tdmogatasért, amely a kdzés munka
teljes id6tartamat jellemezte. Egyuttmikodésunk vegig gordulékeny, konstruktiv és
eléremutatd volt, amely jelentésen hozzajarult a kutatas sikeres megvaldsitasahoz. Bizom

benne, hogy a jovében is lesz alkalmunk hasonléan eredményes szakmai egyuttmikodésre.

Halaval tartozom Bakonyi Gy6zének, Gilan Palnénak, Herbak Jozsefnének és Czondor
Ivettnek, és a Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszék valamennyi munkatarsanak, akiknek
elkotelezett munkaja és nélkulozhetetlen koézremikodése nélkul a vizsgalatok nem
valésulhattak volna meg. A mintavételek, az adminisztracié, valamint a laboratériumi
vizsgalatok soran nyujtott segitséguk alapvetden hozzajarult a kutatas sikeres kivitelezéséhez.
Kdszdndm turelmiket, precizitdsukat és azt a kdvetkezetes, dnzetlen hozzaallast, amely
mindvégig jellemezte k6z6s munkankat, és amelyre a kutatas teljes folyamata soran

szamithattam.

Kdszonet illeti tanszékvezetbnket, Dr. Tenk Miklost, akinek ezuton szeretném megkdszonni
tdmogatasat és szakmai bizalmat. Kulon halas vagyok azért, hogy kdvetkezetesen megteremti
és biztositja a kutatbmunkahoz, valamint a nemzetkézi szakmai kapcsolatok kiépitéséhez és
fenntartasahoz szikséges feltételeket. Nagyra értékelem, hogy szakmai kérdéseimmel
barmikor fordulhatok hozza, és ezekben mindig megalapozott szakmai visszajelzést kapok.
Problémamegoldé szemlélete és tamogatd hozzaallasa meghatarozé szerepet jatszott abban,
hogy a kutatdbmunka soran felmerilé nehézségek minden esetben megoldasra talaljanak.
Bizom benne, hogy a PhD-kutatds eredményei megfelelnek az altala képviselt szakmai

elvarasoknak, és dsszhangban allnak a tanszéken képviselt szakmai szinvonallal.

Halaval tartozom Prof. Fodor Laszlonak, tanszéklink korabbi vezetéjének, amiért lehetéséget

biztositott szamomra a tanszéken valé munkara.

Kdszdnettel tartozom a vizsgalatokban részt vevd lovak kezel6allatorvosainak, kollégaimnak,
akik egyuttmikodésikkel, szakmai nyitottsagukkal, valamint a mintavételek kivitelezésében

és az adatgydjtésben nyujtott segitséglikkel alapvetd§ mértékben jarultak hozza a kutatas
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megvaldsulasahoz. Nagyra értékelem a rugalmassagukat és a folyamatos tamogatast,
amellyel a gyakorlati munka mindennapjai mellett is lehetévé tették a mintavételek és
vizsgalatok lebonyolitasat. Kiilén kdszéndm a bizalmat és az egytttmikddést, amelyek nélkil

a kutatas nem valosulhatott volna meg.

Szeretném kifejezni halas kdszonetemet Dr. Bakonyi Tamasnak és Dr. Nagy Annanak, hogy
a vizsgalatokhoz szikséges virusizolatumokat rendelkezésemre bocsatottak. Kdszonettel
tartozom Dr. Gyuranecz Miklosnak, amiért lehetdve tette, hogy a virusneutralizaciés prébakat

a HUN-REN Allatorvostudomanyi Kutatdintézet laboratériumaban elvégezhessem.

Kdszonet illeti a Mabtech AB és a Biomedica Kft. munkatarsait a cellularis immunvalasz
vizsgalatanak kivitelezéséhez nyujtott szakmai tamogataseért, valamint az ehhez szikséges

eszkoz- és modszertani hattér biztositasaért.

Kdszbnettel tartozom barataimnak a tlrelmikért, megértésiukért és folyamatos
tamogatasukeért, amelyre a PhD-kutatas teljes id6tartama alatt szamithattam. Készéném, hogy
elfogadtak a hattérbe szorulé kdzbs programokat, és hogy mindvégig mellettem Aalltak.

Tamogatasuk és jelenlétiik fontos biztositékot jelentett ebben az idészakban.

Végul, de nem utols6é sorban halas vagyok a csaladomnak a szeretetukért, tirelmukért és
rendithetetlen tdmogatasukért, amely végigkisérte a doktori tanulmanyaimat. Kilén koszonom
a fériemnek a megértést, az elfogadast és azt a csendes, mindennapi tdmaszt, amellyel az
elmult négy év soran mellettem allt. Mumbinak és Lulunak pedig azt a kuldnleges motivaciot

és lelki egyensulyt kdszdndm, amely a nehezebb idészakokban is segitett fokuszban maradni.
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