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1. A doktori értekezés el6zményei és célkitilizései
Az Orthoflavivirus nemzetség a Flaviviridae csalad tagja,
amely szdmos jelent6s human- és allategészségiigyi korokozot
foglal magaban. Magyarorszagon jelenleg harom, lovakat is
fertdzni képes orthoflavivirus fordul el endémiésan: a nyugat-
nilusi virus (West Nile virus, WNV), az Usutu-virus (Usutu
virus, USUV) ¢és a kullancsencephalitis-virus (tick-borne
encephalitis virus, TBEV). A WNV az elmult évtizedekben
vilagszerte az egyik legfontosabb neuroinvaziv szinyog
terjesztette agyveldgyulladast okozo korokozova valt, és a
klimavaltozas, valamint a vektorpopulaciok terjedése
kovetkeztében mind human, mind allategészségiigyi
jelentésége folyamatosan novekszik. Magyarorszagon az elso
human WNV-fert6zést 2003-ban, az els6 16esetet pedig 2007-
ben regisztraltak. Ezzel parhuzamosan a kornyez6 orszagokban
az elmult években egyre tobb adat jelent meg az USUV- és
TBEV-fert6zések l6allomanyokban torténd eléforduldsarol,
mig hazankban ezek allategészségiigyi jelentosége mindeddig

tisztazatlan maradt.

Az orthoflavivirusok kozotti genetikai és antigénszerkezeti
rokonsag kovetkeztében a fertdzések soran keresztreaktiv
ellenanyagok képzddnek, amelyek jelentdsen befolyasolhatjak

a szerologiai diagnosztikai vizsgalatok eredményeit. Ez
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kiilondsen olyan teriileteken jelent problémat, ahol tobb
orthoflavivirus egyidejlileg cirkulal. Bar a virusneutralizicios
tesztet (VNT) jelenleg a legspecifikusabb szerologiai
modszernek tekintik, a kiilonb6z6 orthoflavivirusok ko6zotti
szerologiai keresztreakciok lehet6sége tovabbra is kihivast

jelent a diagnosztikaban és az eredmények értelmezésében.

A rendelkezésre allo szakirodalmi adatok alapjan az
orthoflavivirus-fert6zések emberekben és madarakban tartds,
esetenként  ¢élethosszig ~ fennmaradd ~ immunvédelmet
eredményeznek. A védelem legjobb ismert indikatoranak
jelenleg a korokozospecifikus neutralizalé ellenanyagok
szintjét tekintik. Az utobbi évek human immunologiai kutatasai
ugyanakkor ramutattak arra, hogy a hosszu tavi védelem
kialakitasdban az antitestek mellett a memoria T-sejtek is
meghatarozo szerepet tolthetnek be. Mig human és kisérletes
allatmodellekben szamos adat all rendelkezésre a sejtes
immunvalasz jelent6ségérdl, addig lovak esetében a WNV-
fertdzést kovetd hosszu tavi humoralis immunitas tartossaga,
valamint a cellularis immunvalasz jellemzdi és funkcionalis

szerepe nagyrészt feltaratlan teriiletnek szamitanak.

A fentiek alapjan sziikségessé valt a WNV-fertdzést kdvetd
hosszi tavi immunoloégiai folyamatok részletes vizsgalata

lovakban, kiilonos tekintettel a neutralizald ellenanyag-valasz



tartdssagara, a memoria T-sejtvalasz fennallasara, valamint az
endémidsan  el6fordul6 USUV- ¢és TBEV-fertézések

diagnosztikai és klinikai jelentdségének tisztdzasara.



A doktori kutatas célkitiizései:

A természetes, tlinetmentes nyugat-nilusi virusfertézést
kévetdé humoralis immunvalasz tartdssaganak és
dinamikajanak vizsgalata lovakban, a neutralizalo
ellenanyagszintek 6t éven at, éves bontasban torténd

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 endémids orthoflavivirusok kozotti
szerologiai  keresztreakciok  értékelése, kiilonos
tekintettel a lovak orthoflavivirus-fert6zéseinek

differencialdiagnosztikai jelentdségére.

A WNYV IgG ELISA eredmények alkalmazhatosaganak
értékelése a korabban tiinetmentes WNV-fert6zésen
atesett lovak védettségének megitélésében, a
kérokozospecifikus neutralizalé ellenanyagszintek és
az ELISA gatlasi szazalék (inhibition percentage, IP)

kozotti korrelaciod vizsgalataval.



A WNV-specifikus sejtes immunvalasz kimutatasa és
jellemzése lovakban, ex vivo IFNy ELISpot
modszerrel, a WNV kapszidfehérjét teljes hosszban
lefedd peptidoldattal végzett antigénstimulacio

alkalmazasaval.

A korokozospecifikus sejtes immunvalasz mértéke €s a
WNV-fertdzés akut fazisdban tapasztalt klinikai
tiinetek, illetve azok sulyossdga kozotti Osszefiigges

vizsgalata.

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

ellenanyagszintek kozotti 6sszefiiggések elemzésével.

A kutatas eredményein alapuld gyakorlati ajanlédsok
megfogalmazdsa a  Magyarorszagon el6fordulo

orthoflavivirus-fertézések hatékony diagnosztikajanak

crer



2. Anyag és modszer
A doktori kutatas két egymasra épiilo vizsgalati egységbol allt.
Az els0 vizsgalat célja a természetes, szubklinikai nyugat-nilusi
virusfertézést kovetden kialakuld hossza tdva humoralis
immunvalasz jellemzése volt. A masodik vizsgalat soran a
természetes, klinikai tlinetekben megnyilvanulo fertézést
kovetden a cellularis immunvalasz kialakulasat és
detektalhatosagat vizsgaltuk, kozel egy évvel a diagnozis

felallitasat kovetden.

2.1. A humoralis immunvalasz vizsgalata

Vizsgalati terv és mintagyijtés

A hosszl tava humoralis immunvalasz vizsgalataba 25, pozitiv
WNV IgG ELISA eredménnyel rendelkezd, természetes
fertézésen atesett, de idegrendszeri tiineteket korabban nem
mutatdo, WNV ellen nem vakcinazott lovat vontunk be. Az
allatok hat magyarorszagi tartasi helyrdl szdrmaztak, és ot
egymast kovetd éven keresztiil (2019-2023) keriiltek nyomon
kovetésre. A vérmintakat évente, a szunyogszezont megel6zoen

(marcius-majus) gyujtottiik.



WNV IgG ELISA

A WNV-specifikus IgG  ellenanyagok  kimutatisara
kereskedelmi forgalomban elérhetd blokkolo ELISA-t
(INgezim® West Nile Compac, Ingenaza, Madrid,
Spanyolorszag) alkalmaztunk. A teszt a WNV E-fehérjéje ellen
termel6dott ellenanyagokat detektalja. Az eredményeket a

gyart6 altal megadott gatlasi szazalék (IP) alapjan értékeltiik.

Virusneutralizacids probak

A neutralizacids probakat a World Organisation for Animal
Health (WOAH) vonatkoz6 fejezetének ajanlasa szerint

végeztik.

A WNV-specifikus neutralizal6 ellenanyagok meghatarozasara
mikrotitrald virusneutralizacios probat (MW-NT)
alkalmaztunk. A vizsgélatok a HUN-REN
Allatorvostudoméanyi Kutatéintézet BSL-3 laboratoriumaban

torténtek.

A virusneutralizacios probakhoz Vero sejteket alkalmaztunk. A
vizsgalatok soran a kovetkez0 virustorzsek keriiltek
felhasznalasra: WNV 578/10 (II. leszarmazasi vonal), USUV
Budapest—2005 és TBEV KEM-1. A szérummintak 56 °C-on
torténd inaktivalasat kovetéen 1:2—1:2048 kozotti kétszeres

higitasi sorozatot készitettiink. A mintakat 100 TCIDso/ml
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sejteket adtunk hozzajuk. Az 6tddik inkubacidés napon a
sejtkarositod hatasok (cytopathic effects, CPE) jelenléte alapjan

hataroztuk meg a neutralizcios titert.

A kutatas soran mindharom endémids orthoflavivirusra (WNV,
USUV, TBEV) iranyuldan vizsgaltuk a mintakat. A pozitivitasi
kiiszobértéket a modositott higitasi rendszerhez igazitva 1:8-

ban allapitottuk meg.

Statisztikai elemzés

A neutraliziciés titereket kettes alapu logaritmus-
transzformaciot kovetden elemeztiik. Az idébeli valtozasok
vizsgalatara kevert hatasi linearis modellt alkalmaztunk,
amelyben az év fix hatasként, az egyed pedig véletlen hatasként
szerepelt. A statisztikai elemzések R szoftverrel (4.2.1 verzid)

torténtek.
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2.2. A cellularis immunvalasz vizsgalata

Vizsgalati terv

A cellularis immunvalasz vizsgalataba 14, a 2023-as
magyarorszagi WNV-jarvany soran klinikai tiinetekben
megnyilvanulé fertézésen 4tesett lovat vontunk be. A
bevalasztas feltétele pozitiv WNV IgM ELISA eredmény,
WNV-fertézéssel dsszefiiggd idegrendszeri tiinetek jelenléte és
a WNV elleni vakcinadzds hianya volt. A mintavételekre a
fertdzést kovetden, a 2024-es szunyogszezont megeldézden

kerilt sor.

Periférias vér mononukledaris sejtek izolalasa

A periférids vér mononukledris sejtjeit (PBMC) EDTA-s
vérmintakbol haemolitikus rezisztencian alapuld fehérvérse;jt-
szeparalassal nyertiik. A >10° sejt/ml sejtszamu és >90%-os
¢letképességli mintakat kriokonzervaltuk, majd a vizsgalatok
el6tt felolvasztottuk €s pihentettiik. A sejtszamot végiil 5 x 10°

sejt/ml koncentraciora allitottuk be.

Antigénspecifikus stimulacio

crer

15 aminosav hosszisagu, 11 aminosav atfedésti peptidoldatot

(PepMix™ West Nile Virus Capsid Protein Ultra, JPT,
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Németorszag) alkalmaztuk. Az antigénspecifikus stimulacio

végso peptidkoncentracidja 1 pg/ml volt.

IFNy ELISpot vizsgalat

A virus-specifikus sejtes immunvalasz meghatarozasara 16-
specifikus IFNy ELISpot tesztet (Mabtech AB, Svédorszag)
hasznaltunk. A PBMC-ket antigénnel, illetve kontrollokkal
triplikatumban inkubaltuk 24 éran keresztiil 37 °C-on, 5% CO-

jelenlétében.

Negativ kontrollként stimuldlatlan sejtek, pozitiv kontrollként 2
pg/ml fitohemagglutininnel (PHA) stimulalt sejtek szolgaltak.
Az inkubaciot kovetben a tesztet a gyartd utasitisainak
megfeleléen végeztiik. Az eredményeket MABTECH IRIS-2
ELISpot olvasdoval értékeltiik, és spot-forming unit (SFU)
formajaban fejeztiik ki. A foltok detektalasa és kvantifikalasa a
Mabtech Apex™ szoftver segitségével tortént. A pozitiv
antigénspecifikus valaszok meghatarozasahoz distribution-free

resampling (DFR) elemzést alkalmaztunk.
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Szeroldgiai vizsgalatok

A cellularis immunvélasz vizsgalataba bevont allatok esetében
szintén WNV IgG ELISA tesztet, valamint a 3 endémias
orthoflavivirusra  irdnyulé  virusneutralizacidos  prébat
végeztiink, a humoralis immunvalasznal ismertetett modszerek

szerint.

Statisztikai elemzés

Az ELISpot eredmények és a klinikai paraméterek kozotti
Osszefiiggéseket linearis vegyes modellekkel, Mann—Whitney-
prébaval és Spearman-korrelacioval értékeltiik. A humoralis és
cellularis immunvalasz kapcsolatat a VNT-titerek és az
ELISpot eredmények kdzotti Spearman-korrelacio segitségével

vizsgaltuk.
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3. Eredmények

3.1. A humoralis immunvalasz vizsgélatdnak eredményei

A vizsgalatba 25 természetes fert6zésen atesett, de klinikai
tiineteket nem mutatd 16 keriilt bevonasra. Az O&téves
utdnkovetés soran Osszesen 125 szérummintat vizsgaltunk. A
vizsgalati idGszak alatt orthoflavivirus-fertézésre utalo klinikai
tinet egyik allat esetében sem jelentkezett. A lovak
atlagéletkora a vizsgalat kezdetén 11,48 + 3,92 év volt (3-22

év).

WNV IgG ELISA

2019-ben valamennyi vizsgalt 16 (25/25; 100%) pozitiv
eredményt adott WNV IgG ELISA-val. A masodik évben egy
16 szeronegativva valt, és a vizsgalat teljes hatralévo idészaka
alatt negativ maradt. A tobbi allat (24/25; 96%) az Otéves

kovetés teljes idGtartama alatt szeropozitiv maradt.

WNV-neutralizal6 ellenanyagok

A WNV-specifikus neutralizal6 ellenanyagtiterek a vizsgalati
periodus alatt szignifikans csokkenést mutattak (p<<0,001). Az
atlagos neutralizacios titer 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.
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Az els6 évben valamennyi 16 pozitiv WNV VNT eredménnyel
rendelkezett, azonban a hatarérték (1:8) alatti titert mutato
allatok aranya a masodik évben 4%-ra, a harmadik évben 12%-
ra, a negyedik évben 68%-ra, mig az 6todik évben 88%-ra

emelkedett.

USUV-neutralizal6 ellenanyagok

Az USUV-specifikus neutralizald ellenanyagtiterek atlaga
2019-ben 16,56 + 34,04, 2020-ban 4,16 + 3,31, 2021-ben 4,24
+ 4,68, 2022-ben 4,61 + 4,10, mig 2023-ban 8,71 £ 19,51 volt.

Pozitiv USUV VNT eredményt 2019-ben 5/25 (20%), 2020-ban
1/25 (4%), 2021-ben 3/25 (12%), 2022-ben 2/25 (8%), mig
2023-ban 4/25 (16%) 16 esetében mutattunk ki.

A vizsgalat els6 négy évében az USUV-neutralizalo titerek nem
haladtdk meg a WNV-titereket. A vizsgalat utolsd6 évében
azonban harom 16 (7., 14. és 21. szamu allat) esetében jelentds
USUV-specifikus titeremelkedés volt megfigyelhets. A
neutralizald titerek rendre 1:45, 1:64 és 1:64 értéket értek el,
mikdzben az el6z6 évben ezek az allatok negativ (<1:8) USUV-

titerrel rendelkeztek.
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TBEV-neutralizalo ellenanyagok

Az otéves vizsgalati periodus alatt mindossze egyetlen 16 (6.
szdmu allat) mutatott pozitiv TBEV-neutralizal6é ellenanyag-
titert. Ennél az dallatndl 2019-ben 1:128 TBEV-titer volt
mérhet6. A késébbi évek soran azonban TBEV-specifikus
neutralizal6 ellenanyag nem volt kimutathat6. A fennmaradoé 24

16 a vizsgalat teljes idotartama alatt TBEV-negativ maradt.

A WNV IgG ELISA és a VNT eredmények kozotti korrelaciod

Sem az ELISA optikai denzitas (OD), sem az inhibicids
szazalék (IP) értékek nem mutattak statisztikailag szignifikdns

korrelaciot a WNV-neutralizal6 ellenanyagtiterekkel.
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3.2. A cellularis immunvalasz vizsgalatanak eredményei

A vizsgalatba 14, klinikai tiinetekben megnyilvanulé WNV-
fert6zésen atesett 16 keriilt bevonasra. Az allatok mindegyike
pozitiv WNV IgM ELISA eredménnyel rendelkezett a fert6zés
akut fazisaban. A mintavételre az elsd pozitiv IgM eredményt
kdvetden atlagosan 290 + 62,5 nappal keriilt sor. A 14 mintabol
kett6 PBMC-¢letképessége 90% alatti volt, ezért kizarasra
keriilt. A fennmarad6 12 minta valamennyi esetben 90% feletti

sejtéletképességet mutatott.
Klinikai tiinetek

A vizsgalt lovak mindegyike (12/12; 100%) ataxiat mutatott. A
modositott Mayhew-skala alapjan 4 16 (33,3%) stlyos, mig 8 16
(66,7%) enyhe ataxia kategoriaba keriilt. [zomgyengeséget 5/12
16 (41,6%), lazat 8/12 16 (66,7%) mutatott a fert6zés akut
szakaszaban. Tudatallapot-valtozas 2/12 (16,7%), agyidegpar
tinet 1/12 (8,3%), mig kolikaszerii tiinetek 2/12 (16,7%)
esetben fordultak eld. Egy allatnal sem fordult el6 maradando

idegrendszeri tiinet a kozel 1 éves utankovetési periodusban.

18



IFNy ELISpot eredmények

A distribution-free resampling (DFR) modszerrel végzett
kiértékelés alapjan 10/12 16 (83%) esetében volt kimutathato
szignifikans WNV-specifikus [FNy-termelés. A teljes
mintasorozatban a hattéraktivitdas medianja 4 SFU/10¢ PBMC

volt.

Klinikai tiinetek és ELISpot-valasz

Az ELISpot-valasz és a laz vagy az izomremegések jelenléte
kozott nem volt statisztikailag szignifikans 0Osszefiiggés.
Szintén nem volt statisztikailag szignifikdns korrelacio az ataxia
sulyossaga és az ELISpot-eredményei kozott. Sem az életkor,
sem a lovak ivara és az ELISpot-valasz mértéke kozott sem

mutatkozott korrelacio.

Humoralis és cellularis immunvalasz kapcsolata

Valamennyi vizsgalt allat pozitiv. WNV IgG ELISA
eredménnyel rendelkezett. Minden 16 esetében kimutathat6 volt
WNV-specifikus neutralizalé ellenanyag, mig USUV- vagy
TBEV VNT negativ volt. A WNV-neutralizal¢ titerek 1:64 és
1:1024 kozotti tartomanyban alakultak. A neutralizald
ellenanyagszintek és az IFNy ELISpot-valasz kozott nem volt

kimutathato statisztikailag szignifikans korrelacio.
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4. Megbeszélés és kovetkeztetések
Az orthoflavivirus-fertézések emberekben ¢és madarakban
hosszatava, akar életresz6ld humoralis immunvédelmet
nyujtanak. Ezzel szemben a kutatdsunk adatai arra utalnak,
hogy szubklinikai WNV-fert6zést kdvetden loban a humoralis
védelem tartossaga korlatozott. Az eredmények alapjan a
természetes WNV-infekcion atesett lovak
ellenanyagvalaszanak éves nyomonkdvetése javasolt. Az WNV
IgG ELISA IP-k és a VNT titerek kdzotti korrelacio hianyaban
a jelenleg alkalmazott WNV IgG ELISA-n alapuld fertézés
elleni védettség fennallasanak megitélése elvetendd. Ehelyett a
kérokozospecifikus titermeghatarozas javasolt. Szuboptimalis
humoralis védelem esetén az érintett allatok vakcindzasa

ajanlott.

A csokkené humoralis védelem ellenére masodlagos,
tinetekben megnyilvanuldé WNV-fertézést eddig csak
immunszuppresszalt, sulyos alapbetegségben szenvedd
embereknél irtak le, amit a koérokozdspecifikus memoria T-
sejtvalaszok védo szerepe magyarazhat. Kutatdsunk masodik
része els6ként igazolja, hogy természetes WNYV-fert6zésen
atesett lovakban az infekciot kdvetd egy éven belill ex vivo
IFNy ELISpot vizsgalattal detektalhatdé a virusspecifikus T-

sejtes immunvalasz. Az interferon-gamma termelés mértéke
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fiiggetlennek bizonyult a korokozospecifikus neutralizalo
ellenanyagszintekt6l, amely alatamasztja az effektor memoria
T-sejtek potencidlis védd szerepét alacsony ellenanyagszintek
mellett vagy ellenére is. A humoralis és sejtes immunvalaszok
kozotti korrelacido hianya tovabb hangstlyozza a cellularis
vizsgalatok bevonasanak fontossagat a hossza tavli immunitas

értékelésében.

A masodlagos, klinikai tlinetekben megnyilvanuldo WNV-
fertézések hianyahoz feltételezhetéen a jelenleg alkalmazott
szerodiagnosztikai modszerek korlatai is hozzajarulnak,
kiilonésen azokon a teriileteken, ahol tobb orthoflavivirus is
egyidejileg jelen van. Ezt kutatasunk eredményei is
szemléltetik. Ugyan, a virusneutralizacios proba a ,gold
standard” diagnosztikai modszer az orthoflavivirus-fertdzések
korjelzésére, keresztreakciokat figyeltink meg az egy
szerokomplexbe sorolt korokozok kozott (WNV és USUV),
illetve egy esetben kiillonb6zd szerokomplexekbe tartozo
virusok (WNV ¢és TBEV) esetén is. Eredményeink
hangstulyozzak a szerologiai vizsgalatok értelmezésének
koriiltekinté mérlegelését. Ezek kovetkeztében javasolt az
endémias teriileteken a neutralizacios teszteket parhuzamosan
elvégezni  valamennyi  ko-cirkuldlo  orthoflavivirusra

iranyuldan. Vizsgalataink eredményei tovabba ravilagitanak
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ELISpot moddszer alkalmazasanak Ilehetdségére lovak
orthoflavivirus-fertdzéseinek elkiilonité korjelzésében. Az
orthoflavivirusok kozott legkevésbé konzervalt kapszid fehérje
antigénstimulusként torténd hasznélata tovabb novelheti a

modszer specificitasat.
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5. Uj tudomanyos eredmények

5.1.

5.2.

5.3.

54.

Kutatasunkban elséként vizsgaltuk a természetes,
szubklinikai ~ WNV-fert6zést  kovetéen a
koérokozospecifikus  ellenanyagszint  valtozasat
lovakban. A WNV-titer fertézést kdvetd
szignifikans, feltételezhetéen protektiv szint ala

csokkenését elsdként irjuk le lovakban.

Lovak mintdin  végzett  virusneutralizacios
prébaban WNV ¢és Usutu virusok kozotti
keresztreakciok elso leirasa, illetve a jelenleg ,,gold
standard”-ként alkalmazott modszer
alkalmazhatosagi  korlatainak  feltérképezése

endémias teriileteken.

Kutatasunkban els6ként mutattuk ki szerologiai
modszerrel 16 USUV-fertézottségét

Magyarorszagon.

A  WNV-specifikus T-sejtvalasz elsd leirdsa
természetes WNV-fertdzésen atesett lovakban. L6
IFN-gamma ex vivo ELISpot els¢ alkalmazasa és
annak megallapitasa, hogy a moddszerrel a
kérokozospecifikus cellularis immunvalasz kozel
egy évig kimutathatdo klinikai tiinetekben

megnyilvanulé fertézést kdvetden.
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5.5. WNV-specifikus neutralizalo ellenanyagszintek és
cellularis  immunvalasz  kozotti  korrelacio

hianyanak elsd leirasa lovakban.
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