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OSSZEFOGLALAS

Magyarorszagon jelenleg harom lovakat fertézni képes orthoflavivirus endémias.
A szeroldgiai modszereken felléps keresztreakciok sokszor megnehezitik az ered-
mények értékelését, ezaltal a fertézések igazolasat, amely részben hozzajarulhat
a hazankban évrdl-évre el6forduld szezonalis idegrendszeri tlineteket mutaté
lovak diagnosztizalatlan eseteihez. Az 6sszefoglald el6z8 két részében a szerzdk
részletesen ismertették a nyugat-nilusi virusra adott immunvalaszt. Ebben a
fejezetben az orthoflavivirus fertézések diagnosztikajaban alkalmazott szerold-
giai modszerek elényei, ill. hatranyai kerllnek ismertetésre a kérokozdok kozotti
keresztreakcidk tekintetében.

SUMMARY

Orthoflaviviruses are mainly vector-transmitted, single-stranded positive-sense
RNA viruses. Several relevant human and equine pathogens belong to the viral
genus. The agents have three structural proteins: capsid, (pre)membrane (M), and
envelope (E) protein. The E protein is the immunodominant protein that mainly
covers the surface of the virions and is responsible for host cell attachment and
membrane fusion. Consequently, the virus-specific antibody response mostly
targets this protein. Orthoflaviviruses share different levels of amino acid sequ-
ence homologies of the E protein; therefore, an orthoflavivirus infection elicits
virus type-specific and genus cross-reactive antibodies. Due to the short-term
and low titer viraemia of orthoflavivirus infections in horses and other inciden-
tal hosts, the diagnosis of the infections mainly relies on serological methods.
However, cross-reactive antibodies often hamper the identification of viral agents
in countries where two or more orthoflaviviruses co-circulate.

There are three endemic orthoflaviviruses in Hungary: West Nile virus (WNV), Usutu
virus (USUV), and tick-borne encephalitis virus (TBEV). Presently, it is assumed
that USUV only causes asymptomatic seroconversion in horses. However, the
number of registered USUV infection-induced neurological diseases increased
in recent years among human patients. WNV infection is a well-known cause of
equine neurological disorders, and TBEV is increasingly reported as a causative
agent of neurological disease in horses. This review summarizes the serological
cross-reactions among orthoflaviviruses and highlights its implications for inter-
preting the results using different serological methods.
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Az Orthoflavivirus nemzetség a Flaviviridae viruscsalad tagja, szamos human- és
allategészséglgyi szempontbdl is relevans kdrokozot foglal magaban [1]. A kor-
okozébkat a molekularis diagnosztikai mddszerek megjelenése eldtt a szeroldgiai
probakon megfigyelt keresztreakcidk alapjan 8 szerokomplexbe soroltak. A jelen-

ség hatterében az orthoflavivirusok szerkezeti hasonlésaga, és kdvetkezményes Az orthoflavivirus-
antigénrokonsaguk all. Valamennyi agens felszinét legnagyobb részben az un. fertézések szerolégiai
envelope (E) felszini glikoprotein boritja. A virusnemzetség tagjairdl 6sszességé- diagnosztikdja sordn
ben elmondhatd, hogy az E-fehérje a kdrokozd elleni immunvéalasz fé célpontja. keresztreakciék

Ez a fehérje azonban a virusra, valamint a genus mas kérokozdira is specifikus Iéphetnek fel

epitépokat egyarant hordoz. Ennek kdvetkeztében egy anti-orthoflavivirus immun-
valasz soran virusspecifikus, valamint a nemzetség mas tagjaival keresztrea-
gald ellenanyagok egyarant képzédnek. Két orthoflavivirus kozotti keresztreakcid
mértékét az antigenitasbeli hasonlésadguk (E-fehérje aminosav-szekvenciainak
azonossaga) hatarozza meg [2]. Az azonos komplexbe sorolt kérokozék nagyobb,
mig a kllonb6z3 komplexbe soroltak kisebb mértékld hasonlésdgokat hordoznak
antigenitasukban. A molekularis diagnosztikai modszereknek, ill. szekvencia-
meghatarozasoknak kdszonhetden az orthoflavivirusokat ma mar a filogenetikai
vizsgélatok alapjan csoportositjuk, amely korrelal a korabbi keresztreakcidk alapjan
torténd osztalyozassal [3].

Az orthoflavivirus-fert6zések jellemzdje lovakban, hogy a klinikai tinetek megjele-
nésekor a kérokozok vérbdl mar nem mutathatdk ki. Emiatt diagndzisuk szeroldgiai
modszereken alapul, amelyek eredményének értékelését az emlitett keresztreak-

cidk nagy mértékben befolyasoljak, ill. nehezitik [4]. Magyarorszagon évrdl-évre

jelentenek szezonalis (augusztus-november) idegrendszeri megbetegedéseket

Lovakban az lovakban, amelyek jelent8s része a nyugat-nilusi virus (West Nile virus, WNV)
orthoflavivirus- okozta fert6zésre utald tiineteket (1az, hatsétestfél-gyengeség, ataxia, izomran-
fertézések nyomdn gés, agyidegpar tinetek) mutat. Eléfordulhat azonban, hogy a WNV IgM ELISA
kialakulé tiinetek negativ eredményt ad. A tavalyi szezonban 26 idegrendszeri tinetet mutatd 16
megjelenésekor a bizonyult WNV IgM-pozitivnak, azonban tovabbi 58 WNV IgM ELISA-negativ allatnal
kérokozé tébbnyire jelentettek neuroldgiai kérképeket, amelyek kdzul 30 WNV IgG-pozitiv volt [sajat
mdr nem mutathaté publikalatlan adatok]. Osszefoglaldnk el6z8 két részében részletesen targyaltuk a
ki a vérbdl nyugat-nilusi virusra adott immunvalaszt lovakban. A harmadik részében a WNV

mellett, a Magyarorszagon endémias egyéb orthoflavivirusokat, ill. a fertézések

diagnosztikai nehézségeit targyaljuk, kiilonds tekintettel a szeroldgiai kereszt-
reakcidk gyakorlati vonatkozéasaira.

MAGYARORSZAGON ENDEMIAS ORTHOFLAVIVIRUSOK

Magyarorszagon jelenleg 3 endémias orthoflavivirust tartanak szamon: a nyu-
gat-nilusi virust, az Usutu virust, valamint a kullancsencephalitis virust. Mindharom
virus képes lovakat fertézni, azonban jelen ismereteink szerint mig az Usutu-virus
tinetmentes szerokonverziét eredményez a fajban, a nyugat-nilusi, valamint a
kullancsencephalitis-virusfert8zések idegrendszeri kdrképet is eldidézhetnek
ebben a fajban [5-9].

NYUGAT-NILUSI ViRUS (WEST NILE VIRUS, WNYV - SPECIES:
ORTHOFLAVIVIRUS NILENSE)

Osszefoglaléink korabbi részei mély attekintést nyljtanak a nyugat-nilusi virusra
adott immunvalaszrél, ezért ebben a fejezetben kizarélag a diagnosztikahoz koz-
vetlenll kapcsoldédd tulajdonsagokrdl teszink emlitést [10]. A nyugat-nilusi virus
szUnyogterjesztette kérokozd, a japan encephalitis szerokomplex tagja, Magyaror-
szagon elsGként 2003-ban izolaltak. A WNV természetben madarak és szdnyogok
kozott cirkulal. A lovak, valamint az emberek a virus incidentalis gazdai, amely fajok
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fert6zott szinyogok csipése altal fertéz8dhetnek [11]. Vektorterjesztette kdrokozd

A nyugat-nilusi virus lévén, a WNV terjedését a kdrnyezeti, azon belil is leginkabb a klimatikus tényezdk

a fertézott dllatok nagyban befolyasoljak [12]. Hazank mérsékelt 6vi éghajlatan a virus aktivitasa leg-
10-20%-dban okoz inkdbb augusztus és november k6zott jellemzd, az utdbbi évek valtozé klimatikus
idegrendszeri tliineteket viszonyai kdvetkeztében azonban a szezon idébeli kitolédasa volt megfigyelhetd:

az el6z8 években regisztralt esetek idépontjahoz képest kordbban, és késébb is
jelentenek WNV okozta megbetegedéseket lovakban és emberekben [ECDC, 2024].
A nyugat-nilusi virus fertdzés lovak 80-90%-aban tinetmentes szerokonverzid
formajaban zajlik le, az allatok 10-20%-a mutat idegrendszeri tiineteket, amelyek
az enyhe ataxiatél az elfekvésig valtozhatnak [13].

A relativ hossz( lappangasi id8 (7-10) nap, ill. a rovid ideig tarté viraemia miatt,
a klinikai tinetek jellemz8en a viraemia lezajlasat kdvetben jelentkeznek, amikor a

A WNV virus mar nem mutathaté ki a fert6zott egyed vérébdl. Ennek kovetkeztében a fer-
diagnoszikaja tézések ante mortem diagnosztizaldsa céljabdl az indirekt (szeroldgiai) mddszerek
szerolégiai részesllnek elényben. Elsddleges fertdzés esetén az inokulacidt kovetd 5-7. napon
moddszereken jelennek meg a virusspecifikus IgM-ellenanyagok, amelyek hozzavetSlegesen 3
alapul hénapon keresztll mutathatdak ki a fertézott allatokbdl. A 10. naptdl a WNV-spe-

cifikus IgG antitestek is detektalhatéva valnak (1. dbra) [14]. Tanulméanyainkban a
tinetmentes fert6zésen atesett lovak esetében, ugyan, az azt kdvetd 5. évben
is detektalhatdak voltak a virusspecifikus neutralizdld ellenanyagok, a vizsgalt
dllatok minddssze 12%-a rendelkezett a hatarértéket meghaladd ellenanyag-
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1. ABRA. Nyugat-nilusi virusfertézés szerolégiai diagnézisa lovakban (primer fertézés esetén)

FIGURE 1. Serodiagnosis of West Nile virus infection in horses (primary WNV encounter)

szinttel. Ezzel szemben az idegrendszeri tineteket mutatd allatok esetében a
fert8zést kdvetd 4. évben is a pozitiv hatarérték feletti titert mutattunk ki minden
vizsgalt |16 esetében [ToLNAI és mtsai, 2024, publikalas alatt]. Az akut fertézé-
sek diagnosztizalasara leginkabb a WNV IgM ellenanyagelkapd enzimhez kotott
immunoszorbens préba (IgM antibody capture enzyme linked immunosorbent
assay — MAC ELISA) javasolt. Ennek szenzitivitdsa és specificitdsa is rendkivul jé,
azonban fals pozitiv és fals negativ eredmények egyarant el6fordulhatnak, kilo-
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nésen azokon a terlleteken, ahol mas orthoflavivirusok is cirkulalnak [4]. A WNV
IgG ELISA korabban lezajlott fert6zések igazolasara, ill. ezek sz(irésére, valamint
esetenként a vakcindzas hatékonysaganak ellendrzésére hasznalatos [14]. Mivel
a kereskedelmi forgalomban kaphatd tesztek a virus E-fehérjéje ellen termelt
antitesteket detektaljak, szeroldgiai keresztreakcidk a kbzelebbi és tavolabbi rokon
vyrusokkal is el6fordulnak. Az eredmények megerdsitése érdekében a specifikus
virusneutralizacids préoba elvégzése javasolt. Keresztreakciok azonban ezen méd-
szer esetében is el6fordulhatnak, leginkdbb a kozeli rokonsagban allé kérokozdk
(pl. Usutu-virus, japan encephalitis virus) esetében [4, 13, 15].

USUTU-ViRUS (USUV - SPECIES: ORTHOFLAVIVIRUS USUTUENSE)

A szlUnyogterjesztette Usutu-virus a japan encephalitis virus szerokomplex
tagja, a nyugat-nilusi virussal nagyfok( genetikai rokonsagban all: a WNV
Filogenetikai vizsgalatok alapjan 8 leszarmazasi vonalat kilonitik el (Afrika 1-5,
Eurépa 1-3), hazankban az Eurbépa 2 és Afrika 3 leszarmazasi vonal fordul elé
[17]. Magyarorszagon elséként 2005-ben izolaltdk a kdrokozdt egy elhullott feke-
terigébdl, az elsé human USUV-fertézés kovetkeztében kialakult idegrendszeri
megbetegedést 2018-ban diagnosztizaltak [18, 19]. Az USUV, csaklgy, mint a
WNV, madarak és szinyogok kdzo6tti enzootias ciklusban cirkulal. Incidentalis
gazdakban a fertdzés tobbnyire tinetmentesesen zajlik, emberekben azonban
stlyos idegrendszeri tinetek is kialakulhatnak. Kordbban azt feltételezték, hogy
a neuroldgiai kdrképek kizarélag immunszuppresszalt betegekben jelentkeznek,
azonban az utébbi években immunkompetens egyénekbdl is jelentettek ideg-
rendszeri tUnetekben manifesztalédé USUV-fertdzést, ami agyhartya-, agy- és
gerincveldgyulladas formajaban is megnyilvanulhat [17, 18, 20]. A természetes
USUV-fertdzés indukalta idegrendszeri megbetegedést még nem diagnoszti-
zaltak eml@sallatokban, szamos egérkisérlet igazolja azonban az USUV in vitro
neuroinvaziv tulajdonsagat [21-23]. Egy tanulmany szerint, az USUV virulencidja
és korokozdképessége leszarmazasi vonalanként eltérd, a legvirulensebbnek
az Eurdpa 2 leszarmazasi vonal bizonyult [23]. Lovakban napjainkig csupan
tinetmentes szerokonverziérdl szamolnak be tébb eurdpai orszagbdl is [5].
Sajat tanulmanyunkban 3 16 esetében igazoltunk tinetmentes USUV-fert6zést
2022-ben Magyarorszagon. Egyes retrospektiv szeroldgiai vizsgalatokat végzé
kutatasok szerint az USUV-fertGzések prevalencidja meghaladja a nyugat-
nilusi virusét az endémias orszagokban [24]. Ennek tobb oka is lehet: az USUV
korokozdképessége a WNV-nél kisebb, vagy a két kdrokozd kozotti jelentds
antigénrokonsagbdl adédd szeroldgiai keresztreakcidok miatt az USUV-ferts-
zések WNV-fert6zésként kerllnek regisztralasra. Az utébbi lehetdséget az
is el@segiti, hogy jelenleg a kdrokozd kevésbé ismert a praktizald kollégak
korében, ill. a kereskedelmi forgalomban nem elérhet8ek USUV-specifikus
diagnosztikai tesztek, kizarblag egyes laboratériumok végeznek ,in house”
eldallitott mdédszerekkel a kdrokozd célzott kimutatasara iranyuld vizsgalatokat.
A diagnosztikai irdnyelvek megegyeznek a nyugat-nilusi virusnal ismertetet-
tekkel. A fert8zés lezajlasat kévetSen az USUV-specifikus IgM vagy 1gG elle-
nanyagvalasz mértéke, kialakulasanak, ill. az antitestek kimutathatésaganak
ideje tisztazatlan. Specifikus védekezésre jelenleg nincs lehet8ség. Libakon,
ill. egereken végzett vizsgalatok alapjan a korabbi USUV-fert6zés kereszt-
védelmet ad a sulyos tinetekben megnyilvanuld WNV-fertézéssel szemben
[25, 26]. Lovakban a keresztvédelem fennéalldsa nem ismert, az azonban
bizonyos, hogy akar egy tinetmentes USUV-szerokonverzié is jelentds nehéz-
ségeket okozhat a WNV diagndzisaban, ill. vica versa, amely késébb kerll
kifejtésre.
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KULLANCSENCEPHALITIS-VIRUS (TICK-BORNE ENCEPHALITIS VIRUS
- TBEV - SPECIES: ORTHOFLAVIVIRUS ENCEPHALITIDIS)

A kullancsencephalitis-virus kullancs terjesztette kérokozd, a mammalian tick
borne virus szerokomplex tagja [3]. A nyugat-nilusi virussal és az Usutu-virussal
az E-fehérjék aminosavsorrendje 40% korili egyezést mutat [27]. Jelenleg a TBEV
3 altipusa ismert: az eurdpai, a tavol-keleti, valamint a szibériai szubtipusok. Az
altipusok virulencidja, ennek kovetkeztében a fert8zések klinikai manifesztacidja
is eltérd [28]. Magyarorszagon az eurdpai szubtipus jellemz8, amelynek vektora a
kozonséges kullancs (Ixodes ricinus). A TBEV-t els8ként 1952-ben izoldltak hazank-
ban, és napjainkig évi rendszerességgel jelentenek human kullancsenephalitist
(tick borne encephalitis, TBE) [6]. Az utébbi 30 évben az eurépai endémias terl-
leteken 400%-0s emelkedés volt megfigyelhetd a regisztralt TBE esetszamokban
[ECDC, 2024]. A virus a természetben ragcsaldk, kistestli eml8sok és kullancsok
k6zOtti enzootias ciklusban cirkulal. Az emberek, lovak, ill. egyéb emlI8sok, a ferts-
z6tt kullancsok csipése altal fert6z6dnek, ezek a fajok azonban incidentalis gazdak
[7, 29]. A TBEV terjedését nagyban befolydsolja a kullancsok aktivitasa, amely a
kontinentalis éghajlaton majus-jdniusban, ill. oktéber-novemberben a legna-
gyobb, azonban az éghajlatvaltozas kovetkeztében a vektorok szinte egész évben
aktivak. Magyarorszagon, a kullancsok el8forduldsanak megfelelden, amelyet az
adott terlletek mikroklimaja befolyasol, az Eszaki-kdzéphegység és a Dunantul
térsége a leginkabb érintett tertletek [30].

Emberekben a fertézések dontd tobbsége tinetmentes, mig az esetek kb.
10%-4aban jellemz8en kétfazisl lazas tinetekben nyilvanul meg. Korilbelul 1 hét
inkubacids idd elteltével, az elsd lazcsipke altalanos tlinetek mellett a viraemias
fazissal egyltt jelentkezik, majd ezt kb. 7-10 nap tlnetmentes fazis koveti. A
masodik lazcsipke idegrendszeri tinetek kiséretében jelentkezik. A neuroldgiai
korkép jellemz8en agyhartyagyulladas formajaban nyilvanul meg, amely agy- és
gerincveldgyulladasig progredialhat. A tGlél8kben gyakorta maradandé idegrend-
szeri tinetek alakulnak ki [31]. Lovakban a kdrlefolyas egyelére tisztazatlan, szero-
l6giai és molekularis bioldgiai vizsgalatok alapjan az allatok dontd tobbségében a
fert6zés, emberekhez hasonldan, tinetmentesen zajlik. Eddig Svajcban, Német-
orszadgban és Ausztridban irtak le lovakban klinikai tinetekben megnyilvanuld
TBE-fertézést, amelynek tUnetei: 13z, bdgyadtsag, étvagytalansag, kozepes-su-
lyos fok( ataxia, izomrangasok, hyperaesthesia, kakaslépésszer( jaras, agyideg
tinetek, megvaltozott tudatallapot, viselkedészavarok, (epileptiform) gorcsok,
elfekvés, kdma voltak. A fertdzés kovetkeztében lovak esetében is kialakulhatnak
maradandd neuroldgiai elvaltozasok [7, 33, 34]. Eurdépaban 2,9 és 37,5% kozotti a
TBEV-szeropozitiv lovak ardnya, Magyarorszagon még nem sikerUlt szerokonverziét
igazolni a fajban [7, 31, 32].

Az idegrendszeri tinetek a viraemias fazis lezajlasat kovetSen jelentkeznek,
ennek kdvetkeztében a TBEV fert6zés igazoldsa is a szeroldgiai mdbdszereken
alapul [7, 31]. Lovakban a limitalt szamu( szakirodalom alapjan a virusspecifikus
IgM szintje a tinetek megjelenését kovetden gyorsan emelkedik, de relativ rovid
ideig detektalhatd a vérben és az agy-gerincveldi folyadékban, amely alkalmasséa
teszi a nemrég lezajlott TBEV-fert8zések diagnosztizaldsara [35]. Emberekben
azonban a fert6zést kdvetd 1 évvel is detektalhatd volt a TBEV-specifikus IgM,
klinikai tinetek hianyaban, amely a csekély szamu esetleiras, és a validalatlan
diagnosztikai tesztek mellett dvatossagra int. Az IgG ellenanyagok a fert8zést
kovetd 21. naptdl legalabb 9-19 hénapon at kimutathatéak (2. dbra) [32]. A keres-
kedelmi forgalomban tobb IgG ELISA is elérhetd, azonban ezek gyenge specifi-
citdsa miatt a keresztreakcidkkal ebben az esetben is szamolni kell. A fert6zés
igazolasara a legmegbizhatébb mddszer a savéparbdl végzett virusneutralizaciés
proba, amely a szignifikans titeremelkedést igazolja [14]. Hazankban a jelen-
t8s human TBE-esetszam ellenére lovakban még nem kerllt diagnosztizalasra
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2. ABRA. Kullancsencephalitis virusfertézés diagnosztikai alapelvei lovakban

FIGURE 2. Diagnostic measures of tick-borne encephalitis infection in horses

TBE, amelynek oka feltehet8leg a célzottan a kdrokozd, vagy az ellene termelt
ellenanyagokra iranyuld vizsgalatok hidnya és/vagy a masik két orthoflavivirussal a
szeroldgiai keresztreakciok fennallasa. Human vonalon 1991 6ta all rendelkezésre
inaktivalt TBEV-vakcina, amely az esetszamok jelentds csdkkenését eredményezte.
Léra torzskonyvezett TBEV-vakcina egyelére nem elérhetd. Svajci kutatdk tanul-
manyaban a human inaktivalt vakcinaval alapimmunizalt 4 allatban szignifikans
ellenanyagvalasz alakult ki, mellékhatasok nélkal [34]. A WNV és TBEV kozotti
keresztvédelem fennalldsa szintén kérdéses, egyes kutatadsokban WNV-fertszés
kovetden egerekben és emberekben. Ezen felll, a korabbi TBEV-fertézés vagy
immunizalas tobb tanulméanyban is negativ hatassal volt a késébbi WNV-fertézés
igazolasara, amelynek okat szintén késdbb targyaljuk.

DIAGNOSZTIKABAN FELLEPO KERESZTREAKCIOK

g ELLENANYAGELKAPO ELISA - MAC ELISA

A virus specifikus IgM ellenanyagok az 1gG izotipusoknal specifikusabbnak bizo-
nyulnak, feltételezhetden az IgM pentamer szerkezetének készonhetben [36, 37].
A 3 endémias orthoflavivirus kozul jelenleg kizardlag a nyugat-nilusi virus fer-
t6zések diagnosztizalasara érhetd el 2 kiulonboz8 gyartdtdl lovakra validalt IgM
capture-ELISA (MAC ELISA) kit (Ingenaza, Spanyolorszag és ID Vet, Franciaor-
szag). Mindkét MAC ELISA esetében rendkivul jé szenzitivitdst és specificitdst
(> 90 %) jelentenek a gyartdk [38]. Egy laboratériumok kdzotti jartassagi vizsgala-
tokat magaban foglalé tanulmanyban, mindkét kit-et szeronegativ (n = 10), vala-
mint egy korabbi kisérletben USUV (n = 1), TBEV (n = 1), és japan encephalitis virus
(JEV - Orthoflavivirus japonicum, japan encephalitis szerokomplex) (n =1) fert8zott
16 mintaival tesztelték. Minden esetben negativ eredményt adott mindkét MAC

Az IgM ELISA [39]. Megemlitend6 azonban, hogy a kisérletileg fert6zo6tt lovak esetében a
ellenanyagelkapé kérokozé-specifikus ellenanyagszintekre nem térnek ki sem ebben a tanulmanyban,
ELISA-tesztek sem az eredeti kisérletrél beszamold cikkben [39, 40]. Mas kutatasokban WNV IgM+
specifikusabbak az lovak mintait késdbb virusneutralizacidos proban szignifikdns titeremelkedéssel
IgG-t kimutatdoknal igazoltak [41, 42]. A MAC ELISA kit-ek specificitdsa tehat a jelenleg rendelkezésre

all6 adatok alapjan megalapozott. Human kutatadsokban azonban szamos esetben
jelentenek keresztreakcidkat az IgM capture-ELISA-k esetében olyan terlleteken,
ahol tébb orthoflavivirus is endémias. Az USA-ban az elsd nyugat-nilusi virus jar-
vanykitdrésben 1999-ben, kezdetben a kdrokozdt St. Luis encephalitis virusként
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(SLEV - Orthoflavivirus louisense, japan encephalitis szerokomplex) azonositottak,
az IgM ELISA-n okozott keresztreakcidk kovetkeztében [43]. Egy késGbbi human
kutatasban ismét gondot okozott a MAC ELISA eredmények értékelésében a SLEV
és WNV kozotti keresztreakcidk [44], de hasonld problémat jelentenek WNV és JEV
fert8zott [45], valamint sargaladz (yellow fever virus, YFV — species: Orthoflavivirus
flavi) vakcindzott paciensek esetében [46]. A WNV és USUV kozotti keresztreakcidk
mértéke egyelSre nem vizsgalt az IgM ELISA-k esetében, azonban a két kdrokozéd
k6zotti nagyfokl antigénrokonsagra vald tekintettel nagy valdszinliséggel el&for-
dulhatnak. A WNV és TBEV esetében a jelenség fennalldsa szintén tisztazatlan,
azonban mivel eltérd szerokomplexbe tartoznak, valdszinltlennek tlnik [15, 45].
A lehetséges keresztreakciok kiklszobolésére az endémias orthoflavivirusokra
parhuzamosan végzett MAC ELISA-k nydjthatnak megoldast, ill. a kapott eredmé-
nyekbdl szamolt ardnypar amely az elébb emlitett tanulmanyokban hasznosnak
bizonyult, azonban a legmegbizhatébb mddszer a savoparbdl végzett neutrali-
zacids probaval a kérokozd-specifikus szignifikans titeremelkedés igazolasara.

Tobb kutatdsban is beszdmolnak a WNV-vakcinazast kdvetd virusspecifikus IgM
ellenanyagvalasz kialakuladsardl. Egy olasz tanulmanyban alapimmunizalast kovetd
7. naptol akar az 52. napig kimutathatd volt az IgM [47]. Ennek kbvetkeztében, a
szezont megeldz8en vakcinazott allatok mintai fals pozitiv reakciot adhatnak
a WNV IgM ELISA-n a nyugat-nilusi virus fert6zések diagnosztikajaban. Kilondsen
fontos ez a szezonban immunizalt lovak esetében. Ugyan, az dsszes kereskedelmi
forgalomban kaphaté vakcina védelmet biztosit a sUlyos idegrendszeri tinetek
kialakulasaval szemben, a megfeleld virus elleni védettség elérésével az alapim-
munizalas els6 vakcinajat kovetd 7-8 hét, az ismétld oltasokat kbvetben pedig 3-4
hét elteltével lehet szamolni [48-52]. Tehat, idegrendszeri tiinetek kialakulhatnak
WNV-fertézés kbvetkeztében a vakcinazott lovakban is, amennyiben a megfeleld
védettség kialakulas elbtt fertézEdik az allat. Tovabba ezen lovak pozitiv WNV IgM
ELISA eredménye nem igazolja a WNV-fert8zést, hiszen az IgM valasz a vakcinazas
kovetkeztében is megjelenhet. Ezekben az esetekben ismételten a savdparbdl
végzett titervizsgélat segithet az infekcid igazolasaban.

A korabbi, orthoflavivirus-vakcinakkal torténé immunizalas, vagy éppen fertdzés
azonban a masodlagos homoldg vagy heteroldg virusfertdzés soran alacsonyabb
titerd és rovidebb ideig detektalhatd IgM-szintet, vagy éppen az IgM-vélasz tel-
jes hidnyat is eredményezheti. A jelenség jél ismert human dengue virus (DENV,
species: Orthoflavivirus denguei, dengue szerokomplex) fertézések esetében, vagy
sargalazvirus ellen vakcinazott betegek DENV-fert6z6dését kdvetben, azonban
kullancsencephalitis vakcindzott személyek nyugat-nilusi virus fertézése soran
sem volt kimutathaté a WNV-specifikus IgM a vizsgalt paciensekben [37, 45, 53-55].
Horcsogok primer SLEV- vagy JEV-fert8zését kovetSen sem alakult ki detektalhatd
virusspecifikus IgM valasz méasodlagos WNV-fertdzés alkalmaval [56]. Lovak ese-
tében, egy tanulmanyban inaktivalt (n = 3), ill. él8 attenudlt (n = 3) JEV-vakcinaval
immunizaltdk orthoflavivirus-szeronegativ lovak egy-egy csoportjat. Ezt kovetSen
kisérletileg fert6zték WNV-vel az allatokat. Csupan egy inaktivalt vakcindzott [6ban
adott pozitiv reakciét a MAC ELISA a WNV-fertézést kdvetSen, a tobbi allat mind
negativnak bizonyult [57]. Ugyan a fajban ez az egyetlen kutatas, amelyben a
jelenséget vizsgaltak, a hazankban harom, lovakat fertézni képes orthoflavivirus
egylttes jelenléte legalabb részben magyarazatot adhat a diagnosztizalatlan
szezonalis idegrendszeri tineteket mutatd lovak egy részére.

IgG ELISA

Az 1gG ELISA rendkivll érzékeny modszer az orthoflavivirus-szerokonverzié iga-
zolasara, a virusneutralizacidés prébadhoz képest kisebb ellenanyagtitert képes
kimutatni, ennek kdvetkeztében kivaldan alkalmas kordbban lezajlott fert8zések
igazolasa céljabdl [39]. Jelenleg egy panFlavivirus, ill. egy WNV 1gG ELISA elérhetd
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lovakra validalva a kereskedelmi forgalomban. Mindkét kit a virusok E-fehérjéje
ellen termelt ellenanyagokat detektalja, az el6bbi egy orthoflavivirusok k6zo6tt nagy
mértékben konzervalt (keresztreaktiv) epitépja ellen termelt IgG ellenanyagokat
célozza [38]. Az utdbbi egy nyugat-nilusi virusra specifikusabb E-fehérjeepitdp ellen
termelt antitesteket detektélja, azonban tobb tanulmany is alatdmasztja az Usutu,
a Bagaza, valamint a kullancsencephalitis-virusokkal vald keresztreakcidkat ennek
esetében is [58]. Hazdnkban az IgG ELISA-vizsgalatokat jellemz&en a szlnyog-
szezont megelbz8en, a lovak vakcindzasanak szikségessége megitélése céljabdl
végzik. Ugyanis, ahogy arrél a korabbi részben beszamoltunk, az orthoflavivirus
fertézések a szakirodalom jelen allasa szerint életre sz616 védelmet biztositanak
[59]. Sajat tanulmanyunkban a WNV-specifikus 19G ellenanyagok a tinetmentes
fertézést kovetd 5. évben is detektalhatdak voltak a vizsgalt lovak 96 %-aban
(n=25) a WNV IgG ELISA-n. Azonban a virusneutralizaciés préban az allatok mind-
6ssze 12%-a érte el a pozitiv virusspecifikus neutralizacids ellenanyagszint hatéar-
értéket. Az ELISA és a virusneutralizacidos eredmények kézo6tti korrelacié hianya,
valamint az 1gG ELISA-n tapasztalt keresztreakcidk megkérddjelezik a mébdszer
hasznalhatbsagat a védettség megitélésében, hiszen jelenleg a virusspecifikus
neutralizal6 ellenanyagszint a legjobb indikatora a virus elleni védelem mértéké-
nek, ill. az orthoflavivirusok k6zotti keresztvédelem fennalldsa nem ismert lovakban
[TOLNAI és mtsai, 2024, publikalas alatt]. Az IgG ELISA-k tovabbi hatranya, hogy
alkalmatlan a természetesen fert6z6dott, és vakcinazott allatok elkilonitésére [48].

Az E-proteint célzd 1gG ELISA-k hatranyainak kiklUszobdlésére a virusok
nem-strukturalis 1-es fehérje (non structural 1 protein, NS1) ellen termelt ellen-
anyagok kimutatasara iranyuld teszteket fejlesztettek ki [60]. Az orthoflavivirusok
NS1-fehérjéje nagyobb aranyban tartalmaz kérokozd-specifikus, és kisebb mér-
tékben keresztreaktiv epitépokat, az E-fehérjéhez hasonlitva. Ez a protein a virus
replikaciéjaban jatszik szerepet, ill. azt szabalyozza. Tobbnyire sejten belil fordul
eld, azonban kifejezédik a sejtmembranon is, ill. a fertd8zott sejtek szekretaljak
is [61]. Nyugat-nilusi virussal kisérletileg fert6z6tt lovakban az NS1-fehérje ellen
termelt antitestek a fertézést kovetkezd 8. naptdl az 52. napig voltak kimutat-
hatdak, tehat a természetesen fertéz8dott és vakcinazott lovak elkllonitésében
hasznos lehet [60]. Szeronegativ lovak vakcindzésa soran, az inaktivalt vakcinaval
immunizalt egyedekben nem képz&dtek az NS1-fehérje ellen antitestek, vagy
ennek mértéke szignifikdnsan kisebb volt a fertézott lovakhoz képest. Ezzel
szemben, a canarypox vektorvakcinaval immunizalt allatok esetében a fert6zott
lovakhoz hasonld mértékd anti-NS1 ellenanyagszint volt detektalhatd [62]. Ezért
a mddszer hasznalhatésaga a fertdzott és immunizalt allatok elkllonitésében a
vakcina tipusanak figgvénye.

VIRUSNEUTRALIZACIOS TESZT

A virusneutralizacids teszt az orthoflavivirus fert6zések igazoldsaban a jo spe-
cificitdsanak koszonhetden jelenleg a ,gold standard” diagnosztikai eljaras. Az
ELISA-hoz képest azonban érzékenysége gyengébb, joval idG- és eszkdzigénye-
sebb, és nem utolsd sorban BSL-3 laboratériumban szikséges elvégezni [14].
Ahogy a neve is sejteti, ez a mddszer a virust neutralizalni képes ellenanyagok
relativ titerét fejezi ki. A virusspecifikus ellenanyagok neutralizaciés kapacitasa
joval meghaladja a keresztreagald antitestekét, ennélfogva a VNT leginkabb a
korokozd-specifikus ellenanyagok szintjérdl ad tajékoztatast [63]. Azonban az
orthoflavivirusok nagyfokU antigénrokonsaga kovetkeztében, az egy szerokomp-
lexbe sorolt kérokozdk kdzott, ill. ritkabb esetben mas szerokomplexek dgenseivel
is el6fordulhatnak keresztreakcidk [64]. Lovak esetében a JEV-fertdzott allatok min-
tdja keresztreagalt a WNV-vel a neutralizacids préoban [65]. Egy litvan tanulméanyban
a TBEV-fert6zo6tt lovak vére azonban nem mutatott keresztreakciét a WNV-vel a
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VNT-n [32]. Sajat kutatdsunkban a tinetmentes WNV-fertdzott lovak mintainak
jelentds része keresztreagalt USUV-val, ugyanakkor egy allat esetében egyidejlileg
USUV-val és TBEV-vel is megfigyeltlink keresztreakcidkat [ToLnAl és mtsai, 2024,
publikalds alatt]. Madarakban nagyfokl keresztreakcidot figyeltek meg WNV és
USUV k6z06tt, amely az allatok egy részében értékelhetetlenné tette a neutraliza-
ciés proba eredményét. Ezen felll egyes egyedek mintai a Bagaza virussal (BAGV
- species: Orthoflavivirus bagazaense, Ntaya szerokomplex) is keresztreagaltak,
bar kisebb mértékben, mint az USUV-val [64]. Azokban az orszagokban, ahol tébb
orthoflavivirus is endémias, és fennall a korokozdk kozotti keresztreakcidk kocka-
zata, valamennyi virusra parhuzamosan elvégzett neutralizaciés proba segithet
az eredmények értékelésében.

A korabbi orthoflavivirus-fert6zés vagy immunizalas, nem csupan a masod-
lagos fert6zés IgM-alapl diagndzisaban okozhat problémat. Egy mar koradbban
emlitett kutatasadban a JEV-vakcindzott, majd WNV-vel kisérletesen fertézott
lovak donté tobbségében (5/6 allat), a WNV-titernél magasabb JEV-ellenanyag-
szintet figyeltek meg a kisérleti fert8zést kdvetd 3. hétben a virusneutralizacids
préban. Egy 16 esetében (amely egyébként szintén az egyetlen egyed, amelyben
detektdlhatd volt a WNV-specifikus IgM a fert8zést kovetben) szignifikdnsan
magasabb volt a WNV-titer a JEV-titerhez képest [57]. Hasonlbé eredményeket
irtak le hdrcs6gok esetében is [65]. EQy human kutatdsban a TBEV-vakcinazott
paciens WNV-fert6zése TBEV- és WNV-specifikus ellenanyagvalaszt is indu-
kalt, habar ez esetben a WNV ellenanyagszint szignifikdnsan magasabb volt
[54]. A két koérokozébra szimultan titeremelkedés hatterében feltételezhet8en a
memoria B-sejtvalasz (MBS), valamint az orthoflavivirusok antigénrokonsaga
all. A primer fert6zésbdl szarmazdé MBS képes felismerni a masodlagos, hete-
roldg orthoflavivirust is. Az aktivalt MBS-ek egy része rovid életl plazmasejtté
differencialédva rovid id§ alatt nagy mennyiségl primer kérokozéra specifikus,
a masodlagos dgenssel keresztreagald (valtozd affinitdsd) ellenanyagot termel
[15]. A sejtek masik része masodlagos B-sejtekké differencialddik, amelyek az
eldz8 6sszefoglalénkban mar ismertetett mdédon a csiracenterben zajlé folya-
matoknak kdoszonhetéen a méasodlagos kdérokozéhoz nagy affinitassal kotédd
antitesteket termeld plazmasejtek képz3dését eredményezik, azonban ez a
folyamat idGigényes [15, 67, 68]. Tehat a masodlagos kérokozdra adott immun-
valasz kezdetén a primer kérokozéra magasabb ellenanyagszint detektalhatd a
masodlagos agenssel szemben. Az immunreakcié el8rehaladtaval a szekunder
kérokozora specifikus antitestek lesznek nagyobb mennyiségben jelen. Lovak
természetes orthoflavivirus-fertézése esetén ezt a jelenséget még nem irtak le,
azonban a kordbban emlitett szezonélis idegrendszeri tineteket mutaté WNV
IgM-, IgG+ allatok esetében minden bizonnyal legalabb az esetek egy részében
szerepet jatszhat [ToLNal és mtsai, publikdlatlan adatok]. A problémara a fertézott
allatbél torténd ismételt mintavétel, ill. ebbdl a ko-cirkulalé orthoflavivirusokra
parhuzamosan végzett neutralizacidos probaval igazolt titeremelkedés jelenthet
megoldast. Tovabbi lehetdséget kinal a kdérokozdspecifikus IgM:1gG izotipusok
aranyanak 6sszehasonlitdsa, amelyre a méasodlagos fert6zés soran az IgM-va-
lasz hidnya, vagy kis mértéke miatt nem feltétlen van lehet8ség [69]. Tovabbi
alternativa az 1gG ellenanyagok aviditasvizsgalata. Az aviditas az ellenanyagok
funkcionalis antigénkotd tulajdonsagat fejezi ki, amelyet befolyasol az ellenanyag
affinitdsa, a viralis epitopok szerkezete (az antigén-ellenanyag kapcsolat kialaku-
lasanak lehet8sége), valamint az ellenanyag valenciaja [70]. A médszer elméleti
hattere, hogy a primer immunvéalasz soran a fertézést kdvetden kezdetben kis
aviditasu ellenanyagok termelddnek, azonban az immunvalasz el8rehaladtaval
a funkcionalis antigénkdtés emelkedik. Ezzel szemben a masodlagos immun-
vélasz soran, a memoéria B-sejteknek kdszonhetSen mar az akut fazisban nagy
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aviditasu ellenanyagok termelédnek [71]. Az aviditasvizsgalat f6 hatranya, hogy
nem standardizalt, ezért klilonb6zs laboratériumok eltéréd modon végzik, amely a
limitalt szakirodalom mellett, az eredmények 6sszevetésében és értékelésében
komoly gondot jelentenek, kiléndsen heteroldg virusfertézések esetén.

A lovak orthoflavivirus-fertzéseinek diagnosztizaldsa hazankban komoly kihi-
vasokat hordoz magéban. Sikeres igazolasukhoz elengedhetetlen a kdrel§zmény
ismerete, valamint a klinikai kép alapjan megfelel6en megvélasztott diagnosztikai
mobdszer alkalmazasa, szikség esetén egyéb tesztekkel valé kombinalasa.
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