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1. A doktori értekezés előzményei és célkitűzései 

Az Orthoflavivirus nemzetség a Flaviviridae család tagja, 

amely számos jelentős humán- és állategészségügyi kórokozót 

foglal magában. Magyarországon jelenleg három, lovakat is 

fertőzni képes orthoflavivírus fordul elő endémiásan: a nyugat-

nílusi vírus (West Nile virus, WNV), az Usutu-vírus (Usutu 

virus, USUV) és a kullancsencephalitis-vírus (tick-borne 

encephalitis virus, TBEV). A WNV az elmúlt évtizedekben 

világszerte az egyik legfontosabb neuroinvazív szúnyog 

terjesztette agyvelőgyulladást okozó kórokozóvá vált, és a 

klímaváltozás, valamint a vektorpopulációk terjedése 

következtében mind humán, mind állategészségügyi 

jelentősége folyamatosan növekszik. Magyarországon az első 

humán WNV-fertőzést 2003-ban, az első lóesetet pedig 2007-

ben regisztrálták. Ezzel párhuzamosan a környező országokban 

az elmúlt években egyre több adat jelent meg az USUV- és 

TBEV-fertőzések lóállományokban történő előfordulásáról, 

míg hazánkban ezek állategészségügyi jelentősége mindeddig 

tisztázatlan maradt. 

Az orthoflavivírusok közötti genetikai és antigénszerkezeti 

rokonság következtében a fertőzések során keresztreaktív 

ellenanyagok képződnek, amelyek jelentősen befolyásolhatják 

a szerológiai diagnosztikai vizsgálatok eredményeit. Ez 
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különösen olyan területeken jelent problémát, ahol több 

orthoflavivírus egyidejűleg cirkulál. Bár a vírusneutralizációs 

tesztet (VNT) jelenleg a legspecifikusabb szerológiai 

módszernek tekintik, a különböző orthoflavivírusok közötti 

szerológiai keresztreakciók lehetősége továbbra is kihívást 

jelent a diagnosztikában és az eredmények értelmezésében. 

A rendelkezésre álló szakirodalmi adatok alapján az 

orthoflavivírus-fertőzések emberekben és madarakban tartós, 

esetenként élethosszig fennmaradó immunvédelmet 

eredményeznek. A védelem legjobb ismert indikátorának 

jelenleg a kórokozóspecifikus neutralizáló ellenanyagok 

szintjét tekintik. Az utóbbi évek humán immunológiai kutatásai 

ugyanakkor rámutattak arra, hogy a hosszú távú védelem 

kialakításában az antitestek mellett a memória T-sejtek is 

meghatározó szerepet tölthetnek be. Míg humán és kísérletes 

állatmodellekben számos adat áll rendelkezésre a sejtes 

immunválasz jelentőségéről, addig lovak esetében a WNV-

fertőzést követő hosszú távú humorális immunitás tartóssága, 

valamint a celluláris immunválasz jellemzői és funkcionális 

szerepe nagyrészt feltáratlan területnek számítanak. 

A fentiek alapján szükségessé vált a WNV-fertőzést követő 

hosszú távú immunológiai folyamatok részletes vizsgálata 

lovakban, különös tekintettel a neutralizáló ellenanyag-válasz 
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tartósságára, a memória T-sejtválasz fennállására, valamint az 

endémiásan előforduló USUV- és TBEV-fertőzések 

diagnosztikai és klinikai jelentőségének tisztázására. 
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A doktori kutatás célkitűzései: 

• A természetes, tünetmentes nyugat-nílusi vírusfertőzést 

követő humorális immunválasz tartósságának és 

dinamikájának vizsgálata lovakban, a neutralizáló 

ellenanyagszintek öt éven át, éves bontásban történő 

nyomon követésével. 

• A ko-cirkuláló orthoflavivírusok (USUV, TBEV) 

előfordulásának monitorozása lovakban, a WNV 

vírusneutralizációs teszttel (VNT) párhuzamosan 

végzett USUV- és TBEV-VNT alkalmazásával. 

• A Magyarországon endémiás orthoflavivírusok közötti 

szerológiai keresztreakciók értékelése, különös 

tekintettel a lovak orthoflavivírus-fertőzéseinek 

differenciáldiagnosztikai jelentőségére. 

• A WNV IgG ELISA eredmények alkalmazhatóságának 

értékelése a korábban tünetmentes WNV-fertőzésen 

átesett lovak védettségének megítélésében, a 

kórokozóspecifikus neutralizáló ellenanyagszintek és 

az ELISA gátlási százalék (inhibition percentage, IP) 

közötti korreláció vizsgálatával. 
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• A WNV-specifikus sejtes immunválasz kimutatása és 

jellemzése lovakban, ex vivo IFNɣ ELISpot 

módszerrel, a WNV kapszidfehérjét teljes hosszban 

lefedő peptidoldattal végzett antigénstimuláció 

alkalmazásával. 

• A kórokozóspecifikus sejtes immunválasz mértéke és a 

WNV-fertőzés akut fázisában tapasztalt klinikai 

tünetek, illetve azok súlyossága közötti összefüggés 

vizsgálata. 

• A humorális és sejtes immunválasz kapcsolatának 

vizsgálata, az ELISpot-válasz és a neutralizáló 

ellenanyagszintek közötti összefüggések elemzésével. 

• A kutatás eredményein alapuló gyakorlati ajánlások 

megfogalmazása a Magyarországon előforduló 

orthoflavivírus-fertőzések hatékony diagnosztikájának 

és a védekezési stratégiájának fejlesztésére. 
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2. Anyag és módszer 

A doktori kutatás két egymásra épülő vizsgálati egységből állt. 

Az első vizsgálat célja a természetes, szubklinikai nyugat-nílusi 

vírusfertőzést követően kialakuló hosszú távú humorális 

immunválasz jellemzése volt. A második vizsgálat során a 

természetes, klinikai tünetekben megnyilvánuló fertőzést 

követően a celluláris immunválasz kialakulását és 

detektálhatóságát vizsgáltuk, közel egy évvel a diagnózis 

felállítását követően.  

2.1. A humorális immunválasz vizsgálata 

Vizsgálati terv és mintagyűjtés 

A hosszú távú humorális immunválasz vizsgálatába 25, pozitív 

WNV IgG ELISA eredménnyel rendelkező, természetes 

fertőzésen átesett, de idegrendszeri tüneteket korábban nem 

mutató, WNV ellen nem vakcinázott lovat vontunk be. Az 

állatok hat magyarországi tartási helyről származtak, és öt 

egymást követő éven keresztül (2019–2023) kerültek nyomon 

követésre. A vérmintákat évente, a szúnyogszezont megelőzően 

(március-május) gyűjtöttük. 
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WNV IgG ELISA 

A WNV-specifikus IgG ellenanyagok kimutatására 

kereskedelmi forgalomban elérhető blokkoló ELISA-t 

(INgezim® West Nile Compac, Ingenaza, Madrid, 

Spanyolország) alkalmaztunk. A teszt a WNV E-fehérjéje ellen 

termelődött ellenanyagokat detektálja. Az eredményeket a 

gyártó által megadott gátlási százalék (IP) alapján értékeltük. 

Vírusneutralizációs próbák 

A neutralizációs próbákat a World Organisation for Animal 

Health (WOAH) vonatkozó fejezetének ajánlása szerint 

végeztük. 

A WNV-specifikus neutralizáló ellenanyagok meghatározására 

mikrotitráló vírusneutralizációs próbát (MW-NT) 

alkalmaztunk. A vizsgálatok a HUN-REN 

Állatorvostudományi Kutatóintézet BSL-3 laboratóriumában 

történtek. 

A vírusneutralizációs próbákhoz Vero sejteket alkalmaztunk. A 

vizsgálatok során a következő vírustörzsek kerültek 

felhasználásra: WNV 578/10 (II. leszármazási vonal), USUV 

Budapest–2005 és TBEV KEM-1. A szérumminták 56 °C-on 

történő inaktiválását követően 1:2–1:2048 közötti kétszeres 

hígítási sorozatot készítettünk. A mintákat 100 TCID₅₀/ml 
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koncentrációjú vírusszuszpenzióval inkubáltuk, majd Vero 

sejteket adtunk hozzájuk. Az ötödik inkubációs napon a 

sejtkárosító hatások (cytopathic effects, CPE) jelenléte alapján 

határoztuk meg a neutralizációs titert. 

A kutatás során mindhárom endémiás orthoflavivírusra (WNV, 

USUV, TBEV) irányulóan vizsgáltuk a mintákat. A pozitivitási 

küszöbértéket a módosított hígítási rendszerhez igazítva 1:8-

ban állapítottuk meg. 

Statisztikai elemzés 

A neutralizációs titereket kettes alapú logaritmus-

transzformációt követően elemeztük. Az időbeli változások 

vizsgálatára kevert hatású lineáris modellt alkalmaztunk, 

amelyben az év fix hatásként, az egyed pedig véletlen hatásként 

szerepelt. A statisztikai elemzések R szoftverrel (4.2.1 verzió) 

történtek. 
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2.2. A celluláris immunválasz vizsgálata 

Vizsgálati terv 

A celluláris immunválasz vizsgálatába 14, a 2023-as 

magyarországi WNV-járvány során klinikai tünetekben 

megnyilvánuló fertőzésen átesett lovat vontunk be. A 

beválasztás feltétele pozitív WNV IgM ELISA eredmény, 

WNV-fertőzéssel összefüggő idegrendszeri tünetek jelenléte és 

a WNV elleni vakcinázás hiánya volt. A mintavételekre a 

fertőzést követően, a 2024-es szúnyogszezont megelőzően 

került sor. 

Perifériás vér mononukleáris sejtek izolálása 

A perifériás vér mononukleáris sejtjeit (PBMC) EDTA-s 

vérmintákból haemolitikus rezisztencián alapuló fehérvérsejt-

szeparálással nyertük. A ≥10⁶ sejt/ml sejtszámú és ≥90%-os 

életképességű mintákat kriokonzerváltuk, majd a vizsgálatok 

előtt felolvasztottuk és pihentettük. A sejtszámot végül 5 × 10⁶ 

sejt/ml koncentrációra állítottuk be. 

Antigénspecifikus stimuláció 

A sejtek stimulálására a WNV teljes kapszidfehérjéjét lefedő, 

15 aminosav hosszúságú, 11 aminosav átfedésű peptidoldatot 

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

végső peptidkoncentrációja 1 μg/ml volt. 

IFNγ ELISpot vizsgálat 

A vírus-specifikus sejtes immunválasz meghatározására ló-

specifikus IFNγ ELISpot tesztet (Mabtech AB, Svédország) 

használtunk. A PBMC-ket antigénnel, illetve kontrollokkal 

triplikátumban inkubáltuk 24 órán keresztül 37 °C-on, 5% CO₂ 

jelenlétében. 

Negatív kontrollként stimulálatlan sejtek, pozitív kontrollként 2 

μg/ml fitohemagglutininnel (PHA) stimulált sejtek szolgáltak. 

Az inkubációt követően a tesztet a gyártó utasításainak 

megfelelően végeztük. Az eredményeket MABTECH IRIS-2 

ELISpot olvasóval értékeltük, és spot-forming unit (SFU) 

formájában fejeztük ki. A foltok detektálása és kvantifikálása a 

Mabtech Apex™ szoftver segítségével történt. A pozitív 

antigénspecifikus válaszok meghatározásához distribution-free 

resampling (DFR) elemzést alkalmaztunk.  
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Szerológiai vizsgálatok 

A celluláris immunválasz vizsgálatába bevont állatok esetében 

szintén WNV IgG ELISA tesztet, valamint a 3 endémiás 

orthoflavivírusra irányuló vírusneutralizációs próbát 

végeztünk, a humorális immunválasznál ismertetett módszerek 

szerint. 

Statisztikai elemzés 

Az ELISpot eredmények és a klinikai paraméterek közötti 

összefüggéseket lineáris vegyes modellekkel, Mann–Whitney-

próbával és Spearman-korrelációval értékeltük. A humorális és 

celluláris immunválasz kapcsolatát a VNT-titerek és az 

ELISpot eredmények közötti Spearman-korreláció segítségével 

vizsgáltuk. 
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3. Eredmények 

3.1. A humorális immunválasz vizsgálatának eredményei 

A vizsgálatba 25 természetes fertőzésen átesett, de klinikai 

tüneteket nem mutató ló került bevonásra. Az ötéves 

utánkövetés során összesen 125 szérummintát vizsgáltunk. A 

vizsgálati időszak alatt orthoflavivírus-fertőzésre utaló klinikai 

tünet egyik állat esetében sem jelentkezett. A lovak 

átlagéletkora a vizsgálat kezdetén 11,48 ± 3,92 év volt (3–22 

év). 

WNV IgG ELISA 

2019-ben valamennyi vizsgált ló (25/25; 100%) pozitív 

eredményt adott WNV IgG ELISA-val. A második évben egy 

ló szeronegatívvá vált, és a vizsgálat teljes hátralévő időszaka 

alatt negatív maradt. A többi állat (24/25; 96%) az ötéves 

követés teljes időtartama alatt szeropozitív maradt. 

WNV-neutralizáló ellenanyagok 

A WNV-specifikus neutralizáló ellenanyagtiterek a vizsgálati 

periódus alatt szignifikáns csökkenést mutattak (p<0,001). Az 

átlagos neutralizációs 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, míg 2023-ban 6,31 ± 5,15 volt. 
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Az első évben valamennyi ló pozitív WNV VNT eredménnyel 

rendelkezett, azonban a határérték (1:8) alatti titert mutató 

állatok aránya a második évben 4%-ra, a harmadik évben 12%-

ra, a negyedik évben 68%-ra, míg az ötödik évben 88%-ra 

emelkedett. 

USUV-neutralizáló ellenanyagok 

Az USUV-specifikus neutralizáló ellenanyagtiterek átlaga 

2019-ben 16,56 ± 34,04, 2020-ban 4,16 ± 3,31, 2021-ben 4,24 

± 4,68, 2022-ben 4,61 ± 4,10, míg 2023-ban 8,71 ± 19,51 volt. 

Pozitív USUV VNT eredményt 2019-ben 5/25 (20%), 2020-ban 

1/25 (4%), 2021-ben 3/25 (12%), 2022-ben 2/25 (8%), míg 

2023-ban 4/25 (16%) ló esetében mutattunk ki. 

A vizsgálat első négy évében az USUV-neutralizáló titerek nem 

haladták meg a WNV-titereket. A vizsgálat utolsó évében 

azonban három ló (7., 14. és 21. számú állat) esetében jelentős 

USUV-specifikus titeremelkedés volt megfigyelhető. A 

neutralizáló titerek rendre 1:45, 1:64 és 1:64 értéket értek el, 

miközben az előző évben ezek az állatok negatív (≤1:8) USUV-

titerrel rendelkeztek. 
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TBEV-neutralizáló ellenanyagok 

Az ötéves vizsgálati periódus alatt mindössze egyetlen ló (6. 

számú állat) mutatott pozitív TBEV-neutralizáló ellenanyag-

titert. Ennél az állatnál 2019-ben 1:128 TBEV-titer volt 

mérhető. A későbbi évek során azonban TBEV-specifikus 

neutralizáló ellenanyag nem volt kimutatható. A fennmaradó 24 

ló a vizsgálat teljes időtartama alatt TBEV-negatív maradt. 

A WNV IgG ELISA és a VNT eredmények közötti korreláció 

Sem az ELISA optikai denzitás (OD), sem az inhibíciós 

százalék (IP) értékek nem mutattak statisztikailag szignifikáns 

korrelációt a WNV-neutralizáló ellenanyagtiterekkel. 
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3.2. A celluláris immunválasz vizsgálatának eredményei 

A vizsgálatba 14, klinikai tünetekben megnyilvánuló WNV-

fertőzésen átesett ló került bevonásra. Az állatok mindegyike 

pozitív WNV IgM ELISA eredménnyel rendelkezett a fertőzés 

akut fázisában. A mintavételre az első pozitív IgM eredményt 

követően átlagosan 290 ± 62,5 nappal került sor. A 14 mintából 

kettő PBMC-életképessége 90% alatti volt, ezért kizárásra 

került. A fennmaradó 12 minta valamennyi esetben 90% feletti 

sejtéletképességet mutatott. 

Klinikai tünetek 

A vizsgált lovak mindegyike (12/12; 100%) ataxiát mutatott. A 

módosított Mayhew-skála alapján 4 ló (33,3%) súlyos, míg 8 ló 

(66,7%) enyhe ataxia kategóriába került. Izomgyengeséget 5/12 

ló (41,6%), lázat 8/12 ló (66,7%) mutatott a fertőzés akut 

szakaszában. Tudatállapot-változás 2/12 (16,7%), agyidegpár 

tünet 1/12 (8,3%), míg kólikaszerű tünetek 2/12 (16,7%) 

esetben fordultak elő. Egy állatnál sem fordult elő maradandó 

idegrendszeri tünet a közel 1 éves utánkövetési periódusban. 

  



19 
 

IFNγ ELISpot eredmények 

A distribution-free resampling (DFR) módszerrel végzett 

kiértékelés alapján 10/12 ló (83%) esetében volt kimutatható 

szignifikáns WNV-specifikus IFNγ-termelés. A teljes 

mintasorozatban a háttéraktivitás mediánja 4 SFU/10⁶ PBMC 

volt. 

Klinikai tünetek és ELISpot-válasz 

Az ELISpot-válasz és a láz vagy az izomremegések jelenléte 

között nem volt statisztikailag szignifikáns összefüggés. 

Szintén nem volt statisztikailag szignifikáns korreláció az ataxia 

súlyossága és az ELISpot-eredményei között. Sem az életkor, 

sem a lovak ivara és az ELISpot-válasz mértéke között sem 

mutatkozott korreláció. 

Humorális és celluláris immunválasz kapcsolata 

Valamennyi vizsgált állat pozitív WNV IgG ELISA 

eredménnyel rendelkezett. Minden ló esetében kimutatható volt 

WNV-specifikus neutralizáló ellenanyag, míg USUV- vagy 

TBEV VNT negatív volt. A WNV-neutralizáló titerek 1:64 és 

1:1024 közötti tartományban alakultak. A neutralizáló 

ellenanyagszintek és az IFNγ ELISpot-válasz között nem volt 

kimutatható statisztikailag szignifikáns korreláció. 
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4. Megbeszélés és következtetések 

Az orthoflavivírus-fertőzések emberekben és madarakban 

hosszútávú, akár életreszóló humorális immunvédelmet 

nyújtanak. Ezzel szemben a kutatásunk adatai arra utalnak, 

hogy szubklinikai WNV-fertőzést követően lóban a humorális 

védelem tartóssága korlátozott. Az eredmények alapján a 

természetes WNV-infekción átesett lovak 

ellenanyagválaszának éves nyomonkövetése javasolt. Az WNV 

IgG ELISA IP-k és a VNT titerek közötti korreláció hiányában 

a jelenleg alkalmazott WNV IgG ELISA-n alapuló fertőzés 

elleni védettség fennállásának megítélése elvetendő. Ehelyett a 

kórokozóspecifikus titermeghatározás javasolt. Szuboptimális 

humorális védelem esetén az érintett állatok vakcinázása 

ajánlott. 

A csökkenő humorális védelem ellenére másodlagos, 

tünetekben megnyilvánuló WNV-fertőzést eddig csak 

immunszuppresszált, súlyos alapbetegségben szenvedő 

embereknél írtak le, amit a kórokozóspecifikus memória T-

sejtválaszok védő szerepe magyarázhat. Kutatásunk második 

része elsőként igazolja, hogy természetes WNV-fertőzésen 

átesett lovakban az infekciót követő egy éven belül ex vivo 

IFNɣ ELISpot vizsgálattal detektálható a vírusspecifikus T-

sejtes immunválasz. Az interferon-gamma termelés mértéke 
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függetlennek bizonyult a kórokozóspecifikus neutralizáló 

ellenanyagszintektől, amely alátámasztja az effektor memória 

T-sejtek potenciális védő szerepét alacsony ellenanyagszintek 

mellett vagy ellenére is. A humorális és sejtes immunválaszok 

közötti korreláció hiánya tovább hangsúlyozza a celluláris 

vizsgálatok bevonásának fontosságát a hosszú távú immunitás 

értékelésében. 

A másodlagos, klinikai tünetekben megnyilvánuló WNV-

fertőzések hiányához feltételezhetően a jelenleg alkalmazott 

szerodiagnosztikai módszerek korlátai is hozzájárulnak, 

különösen azokon a területeken, ahol több orthoflavivírus is 

egyidejűleg jelen van. Ezt kutatásunk eredményei is 

szemléltetik. Ugyan, a vírusneutralizációs próba a „gold 

standard” diagnosztikai módszer az orthoflavivírus-fertőzések 

kórjelzésére, keresztreakciókat figyeltünk meg az egy 

szerokomplexbe sorolt kórokozók között (WNV és USUV), 

illetve egy esetben különböző szerokomplexekbe tartozó 

vírusok (WNV és TBEV) esetén is. Eredményeink 

hangsúlyozzák a szerológiai vizsgálatok értelmezésének 

körültekintő mérlegelését. Ezek következtében javasolt az 

endémiás területeken a neutralizációs teszteket párhuzamosan 

elvégezni valamennyi ko-cirkuláló orthoflavivírusra 

irányulóan. Vizsgálataink eredményei továbbá rávilágítanak 
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ELISpot módszer alkalmazásának lehetőségére lovak 

orthoflavivírus-fertőzéseinek elkülönítő kórjelzésében. Az 

orthoflavivírusok között legkevésbé konzervált kapszid fehérje 

antigénstimulusként történő használata tovább növelheti a 

módszer specificitását. 
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5. Új tudományos eredmények 

5.1. Kutatásunkban elsőként vizsgáltuk a természetes, 

szubklinikai WNV-fertőzést követően a 

kórokozóspecifikus ellenanyagszint változását 

lovakban. A WNV-titer fertőzést követő 

szignifikáns, feltételezhetően protektív szint alá 

csökkenését elsőként írjuk le lovakban. 

5.2. Lovak mintáin végzett vírusneutralizációs 

próbában WNV és Usutu vírusok közötti 

keresztreakciók első leírása, illetve a jelenleg „gold 

standard”-ként alkalmazott módszer 

alkalmazhatósági korlátainak feltérképezése 

endémiás területeken. 

5.3. Kutatásunkban elsőként mutattuk ki szerológiai 

módszerrel ló USUV-fertőzöttségét 

Magyarországon. 

5.4. A WNV-specifikus T-sejtválasz első leírása 

természetes WNV-fertőzésen átesett lovakban. Ló 

IFN-gamma ex vivo ELISpot első alkalmazása és 

annak megállapítása, hogy a módszerrel a 

kórokozóspecifikus celluláris immunválasz közel 

egy évig kimutatható klinikai tünetekben 

megnyilvánuló fertőzést követően. 
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5.5. WNV-specifikus neutralizáló ellenanyagszintek és 

celluláris immunválasz közötti korreláció 

hiányának első leírása lovakban. 
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