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BEVEZETES

A hantavirusok a Bunyaviridae csaladba tartozo, 80-120 nm atméréji, gomb alaka
korokozok, melyeket f6ldrajzi elterjedésiik alapjan két nagy csoportra kiilonithetjiik el. Egyik
csoport az Eurazsidban és Afrikaban talalhato ovilagi vagy Old World hantavirusok, melyek
emberben a veseszindromaval jar6 hemorrhagias lazat (HFRS) okozzak. F6 képviselje
Azsidban a Hantaan (HTNV), mig Eurépaban a Dobrava-Belgrade (DOBV) és a Puumala
(PUUV) virusok. A masik nagy csoport a kardiopulmonaris szindromat (HCPS) okozo
ujvilagi vagy New World hantavirusok, melynek legjelentésebb tagja a Sin Nombre virus
(SNV).

A virusok harom szegmensbdl allo, negativ egyszala, kb. 12 kilobazis hosszsaga
genommal rendelkeznek. Az S szegmens (1,7-2,0 kb) a nukleokapszid proteint (NP), az M
szegmens (3,6-3,7 kb) a glikoproteineket (Gn. Gc) és az L szegmens (6,5 kb) az endonukleaz,
transzkriptaz, replikaz és RNS helikaz aktivitassal rendelkez6 RNS fiiggd RNS polimerazt
kodolja. Az NP-k és az RNS szegmensek kozosen alkotjak a ribonukleoproteineket, ezeket
veszi koriil egy lipid kettdsréteg, melybe a glikoproteinek dgyazddnak heterodimert alkotva.
Fert6zott sejtekben az RNS fliggd RNS polimeraz csak a kapsziddal fedett virdlis RNS-t
ismeri fel, azaz a kapszid jelenléte elengedhetetlen a transzkripcid6 és a replikacio
folyamataihoz. A glikoproteinek feladata egyrészt a célsejt receptoraihoz vald kapcsolddas,
masrészt a virion 0sszeépiilésének helyét jelolik ki a sejten beliil.

A hantavirusok f6 terjeszt6i a Rodentia renden beliil a Muridae csaladbol a Murinae
alcsalad, a Cricetidae csaladbol az Arvicolinae és Sigmodontinae alcsalad képviseldi. Az
utobbi évtizedben a Soricomorpha rendbe tartozo cickany-félék (Soricidae) és vakond-félék
(Talpidae) csaladjanak tagjaiban is sikeriilt kimutatni hantavirusokat. A legtijabb felfedezést a
denevérek (Chiroptera rend) terjesztette hantavirusok képezik. A virus az allat
testvaladékainak (nyal, vizelet, széklet) vaporizacidjaval és harapassal terjed a ragcsalok
kozott. A koérokozot tiinetmentesen akar életiik végéig is trithetik. Az emberi szervezetbe is
hasonloképpen jut be a korokozd. A virus szdmara az ember zsdkutcat jelent, habar
Argentindban az Andes virus (ANDV) esetében mar leirtak emberrél emberre torténd
fertdzést.

Az ovilagi hantavirusok a veséket érinté HFRS és nephropathia epidemica (NE)
korképet okozhatjdk. A betegség azonositdsat neheziti, hogy a kezdeti tlinetek nem
specifikusak, a fertdzés korai stadiumaban a beteg influenza-szerii tiineteket mutat. A

paciensek harmadandl jelentkeznek csak a specifikus szimptomak, a veseelégtelenség és a



hemorrhagias manifesztaciok. A sulyosabb megbetegedést okoz6 HFRS esetében a halalozési
arany elérheti a 5-10%-ot is, mig az enyhébb lefolyast NE 0,1%-0s haldlozési arannyal jar.
Eurdépaban a DOBV, PUUV, Saaremaa (SAAV), Tula (TULV) és Seoul virus (SEOV)
van jelen. Ezek koziil a legelterjedtebb és a legtobb human fertézést a PUUV okozza,
koszonhetéen annak, hogy hordozdja, a voréshata erdeipocok (Myodes glareolus) Eurdpa
nagy részén megtalalhato. A kontinens masik jelentdsebb hantavirusa a Iényegesen stlyosabb
tiineteket okoz6 DOBYV, amely harom leszarmazasi vonallal rendelkezik a hordozo
ragcsalofajtol fliggéen: Eurdpa-szerte a sarganyaku erdeiegér (Apodemus flavicollis, Af) a
természetes gazdaja a virusnak (DOBV-Af), Kelet-, és Kozép-Eurdpaban a pirdk erdeiegér
(A. agrarius, Aa; DOBV-Aa), mig a Kaukazus teriiletén a kaukazusi erdeiegér (A. ponticus,
Ap) hordozza a korokozot (DOBV-Ap). DOBV-Af okozta fertézések Dél-Eurdpaban,
kiilondsen a Balkanon domindlnak. Oroszorszigban a DOBV-Aa fertézés a jellemzé. Evekkel
ezeldtt kezdddott kutatok kozott a DOBV taxondmiajat érinté vita. Az Esztorszaghoz tartozd
Saaremaa szigeten A. agrarius ragcsalobol mutattak ki egy DOBV-hez genetikailag nagyon
hasonlé korokozot, a SAAV-t. Kezdetben ezt a virust a DOBV egy genetikai varidnsanak
tekintették. A késObbiekben a Nemzetkozi Virus Taxondmiai Bizottsdg (ICTV) a SAAV-t a
hantavirusok kiilon szubtipusanak nyilvénitotta. Kutatok egy része feltételezi azonban, hogy

nem minden A. agrarius altal terjesztett és K6zép-Europaban detektalt virus SAAV.



CELKITUZESEK

1. DOBYV rekombinans kapszid antigén el6allitasa Escherichia coli expresszids rendszer
alkalmazasaval,

2. uj, rekombinans antigén alapit ELISA teszt kifejlesztése, ami a kutatdsi é&s
diagnosztikai vizsgalatokhoz egyarant alkalmazhato,

3. a hazankban, illetve a szomszédos Horvatorszdg hatar menti, északi teriiletein
cirkuladlo, ragcesalok  altal  terjesztett hantavirus torzsek  eléforduldsanak,
gyakorisdganak felmérése,

4. Uj hantavirus torzsek keresése,

5. szeroepidemioldgiai vizsgalatok elvégzése az altalunk eldallitott rekombindns antigén
segitségével,

6. filogenetikai ¢és molekularis szekvencia analizissel a kimutatott virustorzsek
molekularis szintii jellemzése, fontosabb leszarmazasi és/vagy rokonsagi kapcsolatok

felderitése.

ANYAGOK és MODSZEREK

Vizsgalati mintak

Kutatasaink soran a DOBV-t hordozo két ragesalofajt, a sarganyaku erdeiegeret (Apodemus
flavicollis, Af) és a pirok erdeiegeret (Apodemus agrarius, Aa) vizsgaltuk, melyeket &t
dél-dunantali (Pécs-Arpadtetd, Gyékényes, Gorcsony, Gyod, Sarmellék) és kettd
horvatorszagi (Beli Manastir, Gola) teriileten fogtunk. Vizsgalataink alapjat a csapdazasok
soran természetesen elhullott ragesalok képezték. Kisérleteinkben a ragesalok tiidoszovetét és
a beldle szarmaz6 vért hasznaltuk fel. Munkankban ezen kiviil felhasznaltunk human vérsavo

mintakat, melyek korhazban 4polt betegektdl szarmaztak.

Molekularis vizsgalatok, filogenetikai analizis

A virus nukleinsav (RNS) tisztitaisa TRIzol® (Invitrogen) modszerrel tortént a gyartd
utasitasai alapjan, majd a reverz transzkripcié (RT) az 5° oligonukleotidokkal tortént. A
RT-PCR Kit segitségével végeztik el. A szekvendlandd szakaszok sokszorozasdhoz

nested-PCR modszert alkalmaztunk, ahol a kiindulasi templat DNS-t, a OneStep RT-PCR-bél



kapott termékek szolgaltattak. A szekvenaldst automata ABI Prism 310 DNS szekvenalo
késziilékkel végeztiik.

A szekvencidk szerkesztését a GeneDoc v2.7, a nukleotid illesztéseket a ClustalX v2.0
programmal végeztiik. A filogenetikai fat a MEGA v5.0 programmal, Maximum Likelihood
modszer, General Time Reversible szubsztitciés modell (invariabilis poziciokkal és gamma
eloszlassal, GTR+I+G) segitségével rajzoltuk meg. A szimulaciohoz hasznalt ismétlések
szama (bootstrap) 1000 volt. Az analizis pontosabb értékelhetdsége érdekében szimulacios

vizsgalatainkban egy kiils6 csoportot (outgroup) is hasznaltunk.

Fehérje-expresszios és szerologiai vizsgalatok
DOBV szerologiai vizsgalathoz rekombinans virdlis antigént allitottunk elé bakteridlis
expresszios rendszer segitségével. A fehérjét kodolo fragmentet pET28a+ vektorba klonoztuk.
A transzformalashoz Escherichia coli BL21 Rosetta DE3pLys kompetens sejteket
hasznaltunk. A rekombindns plazmidot tartalmazé BL21 Rosetta sejteket 37°C-on,
folyamatos razatas mellett (200 rpm) LB tapfolyadékban novesztettiik 30 pg/ml kanamycin és
35 pg/ml chloramphenicol jelenlétében. A logaritmikus fazis (ODggo 0,8-1,0) elérésekor a
sejtek indukcidjat 1,0 mM IPTG hozzdadasaval inditottuk. Az indukci6 15°C-on 20 6ran
keresztiil tortént, majd a sejteket llepitettilk. A zarvanytesteket képz6 proteinek feltarasa és
tisztitasa denaturald koriilmények kozott, kaotrop oldoszerek felhasznalasaval zajlott. A
tisztitast HIS Select® HF Nickel Affinity Gel oszloppal végeztik. Az egyes frakciokat
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis alkalmazasaval valasztottuk el és Comassie blue
segitségével tettiik lathatova.

A virélis nukleokapszid antigént sajat fejlesztésti, allati és huméan mintdkra egyarant
optimalizalt ELISA rendszerben alkalmaztuk, annak érdekében, hogy pontosabb képet
kapjunk a DOBV gyakorisagardl a ragcsalokban. Az antigénnel Western blot vizsgélatokat is

végeztiink a fehérje aktivitasanak tesztelésére valamint eredményeink megerdsitésére.



EREDMENYEK és MEGVITATASUK

Molekularis vizsgalatok

Kutatocsoportunk 2009-ben inditott kisérletsorozata a DOBV molekularis vizsgalatara,
genetikai variabilitdsdnak feltérképezésére iranyult. Jelen munkéban bemutatott tovabbi
molekuléris biologiai illetve immunologiai, epidemioldgiai kisérletek is — eldzetes
eredményeink felhasznalasaval — a virusok részletesebb molekularis elemzésére,
gyakorisdguk megallapitasara iranyultak. A kutatasunk alapjat természetes uton elpusztult 125
Apodemus egyed képezte. Az elézetes kisérletekben a ragesalok tiidészovetébdl vontuk ki a
viralis nukleinsavat. A fert6zés igazolasa rRT-PCR (real time RT-PCR) modszerrel a
nukleokapszid génre specifikus primerekkel tortént, amelyek az S szegmens 433 bazispar
hosszlisagu szakaszat sokszoroztadk. A 125 mintabol tiz esetében (8%) sikeriilt viralis
nukleinsavat kimutatnunk, melybdl hét Af-bol (7/58, 12%), harom Aa-bol (3/67, 4,5%)
szarmazott.

A késébbiekben a tiz pozitiv mintabdl nyolc esetben tudtuk a teljes S szegmens ORF
nukleokapszid proteint kodolja. Az elemzésben a kimutatott torzsek szekvencidit vetettiik
Ossze az NCBI GeneBank adatbazisaban fellelhetd 0sszes Aa-bol és Af-bdl kimutatott virus
komplett S szegmensének fehérjét kodolo szekvencidjaval.

A filogenetikai analizisek eredményeibdl megallapithatd, hogy Kozép-Eurdpaban
legalabb két, részben kiilonbozd genetikai allomanyt DOBV cirkulal. Az elemzés alapjan
elmondhatjuk, hogy az Aa-bol kimutatott 01j torzsek a DOBV-Aa, az Af-bdl izolalt virusok a
DOBV-Af csoporttal képeznek monofiletikus csoportot (1. bra).
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Az Aa-bol kimutatott térzseink jelentds filogenetikai tavolsagra helyezkednek el a
SAAV-t6l, vagyis eredményeink megerdsitik azokat a felvetéseket, melyek a DOBV
taxonomiajat érinté vitdban jelentkeztek. Plyusnin és munkatarsai altal 1997-ben elsd
alkalommal izolalt SAAV-t A. agrarius ragesalokbol mutattak ki Esztorszagban, Saaremaa
szigeten. A késObbiekben Europa szamos orszagaban mutattak ki korokozot Aa ragesalobol,
melyek genetikailag azonban jelentdsen kiillonboztek a SAAV-tol. Kutatok egy része szerint
az Aa-bdl kimutatott osszes virustorzset SAAV-ként kellene jegyezni, fliggetleniil attol, hogy
azok akar jelentOs filogenetikai tdvolsagot mutatnak az analizisekben az észtorszagi szigeten
talalt virussal szemben. A probléma felolddsara Klempa ¢és munkatarsai 2012-es
kozleményiikben javaslatot tettek a DOBV fajon beliili genotipusok megkiilonboztetésére.
Ennek értelmében a Dobrava-Belgrade fajon (species) beliil, Dobrava, Saaremaa, Kurkino ¢és
Sochi genotipusok bevezetését szorgalmazzak, az elsd kimutatasi/izolalasi helytdl fiiggden.

Az elmult években megjelent tudomanyos kozlemények egy jelentds részében a
szerzOk részleges adatokra alapozva, nem megfeleld hosszisagu szakasz elemzésével vontak
le sokszor téves kovetkeztetéseket az altaluk vizsgalt virustdrzs leszarmazési, rokonsagi
kapcsolatairél. Eredményeink ramutattak arra, hogy virustaxonomiai hipotézisek

megvalaszolasahoz elengedhetetlen a megfeleld hosszisagl, varidbilis génszakasz elemzése.

Rekombinans fehérjeexpresszio

Kutatdsunk sordn olyan rekombindns DOBV nukleokapszidot allitottunk eld, mely nem
tartalmazza az amino terminalis els6 49 aminosav részét (rNP50; 50-429 aminosav). A
fehérjeexpressziot E. coli rendszerre optimalizaltuk. A viralis antigén aktivitasat, antigenitasat
Western blot modszerrel ellendriztiik. A fehérjék N termindlisan 1€év6 hisztidin (6xHis)
motivumra specifikus monoklonalis anti-6xHis antitestet és poliklonalis anti-DOBV human
IgG antitestet hasznaltunk a kisérletben. Mindkét esetben megfeleld intenzitasa jelet kaptunk,
ami egyértelmiien a fehérje aktiv immunologiai allapotara utalt.

A hantavirus fertézések soran a nukleokapszid protein indukdlja a legnagyobb
mértékben a humordlis immunvalaszt. Az NP N termindlis végén elhelyezkedd lineéris
epitopok ellen termelddott antitestek nem tipusspecifikusak, igy jelentds keresztreakciot
mutatnak a hantavirus genus tagjai kozott kiilonb6zd szeroldgiai tesztekben haszndlva. A
legvariansabb régiok pedig az 50-80 és 230-310 aminosavak kozott helyezkednek el. Azon
rekombinans hantavirus nukleoproteinek, melyekrdl hianyoznak az N terminalis rész linearis

epitopok, kivaloan alkalmasak a kiilonb6z6 szerotipusok megallapitasara.



Ahhoz, hogy ELISA tesztiinket megbizhatoan hasznaljuk ragcsalo illetve human
szérumok vizsgalatdhoz, meg kellett hataroznunk annak specificitasat és szenzitivitasat,
melyet kereskedelmi forgalomban kaphaté DOBV ¢és HTNV specifikus ELISA teszttel
Osszehasonlitva végeztiik el. A vizsgalathoz 6sszesen 50 human szérum allt rendelkezéstinkre.
A gyartd utasitasait kovetve elvégeztik a vizsgalatot, melynek eredményeként 8 DOBV
pozitiv és 42 DOBV negativ mintat hatdroztunk meg. Az rNP50 antigén alapu sajat
ELISA-val szintén megvizsgaltuk az 50 vérmintat. A nyolc szérumbol hét esetben mi is
megallapitottuk az anti-DOBV 1gG pozitivitast. A 42 negativ savo koziil is minddssze egy
esetben kaptunk alpozitiv eredményt. Ezek alapjan a specificitast 97,6%-ban, a szenzitivitast
88,8%-ban allapitottuk meg a piacon elérhetd Reagena teszttel osszehasonlitva.

Vizsgalatainkban sikerrel alkalmaztunk csonka rekombindns antigént mind human,

mind pedig allati mintak specifikus tesztelésében.

A DOBY gyakorisaganak megallapitasa
A mar elézetesen rRT-PCR segitségével tesztelt 125 Apodemus egeret az altalunk optimalizalt
ELISA mddszerrel is megvizsgaltuk. Ennek alapjan elmondhatjuk, hogy a 125 egyedbdl 21
allat (10 Aa ¢és 11 Af), az egyedek 17%-a pozitiv lett legalabb az egyik modszerrel. Ezek
koziil 6t allat (4%) volt rRT-PCR és ELISA pozitiv, szintén 6t allatnal (4%) csak viralis
nukleinsavat, mig 11 ragcsalonal (8,8%) csak specifikus antitestet sikeriilt kimutatni. Az
eltérés oka, a ragcsalokban megfigyelhetd, harom szakaszra oszthato fertézési folyamat
ismeretében magyarazhat6. Az elsd fazisban, a fertézést kdvetd napokban a virus gyorsan
szaporodik a tiidoben. Feltételezhet6 tehat, hogy a korokozot elsdésorban molekularis biologia
technikdkkal lehet nagyobb eséllyel kimutatni a fertézés ezen szakaszaban. Az
immunrendszer valasza késébb indul be, igy szerologiai modszerekkel a virus elleni antitestek
kimutatasa nehezebb. A kovetkezd periddusban, a fertézést kovetd 14-16. naptol kezdédden
az immunvalasz szerepe jelentdsen novekszik, a korokoz6 mennyisége csokkenést mutat a
tiidében. Ebben a szakaszban nagy biztonsaggal mindkét modszerrel igazolni lehet a fertézés
tényét. A harmadik stddiumban a fertdzéssel szemben fellépd immunologiai folyamatok
kiteljesednek ezzel parhuzamosan szinte teljesen visszaszorul a korokoz6 mennyisége. Ennek
megfelelden ebben az esetben elsdsorban a szerologiai modszerek igazoljék a fertzést.

A szerologiai és TRT-PCR vizsgéalatok eredményeinek ellentmondasabol kovetkezik,
hogy a két moddszer egyiittes alkalmazasaval megbizhatobb eredményeket kapunk a
hantavirusok el6forduldsdnak megallapitasara. Korabbi tanulmanyokban rendszerint csak a

szerologiailag pozitiv mintdkkal végeztek tovabbi molekularis vizsgéalatokat. Ezaltal
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feltételezhetjiik, hogy ezekben a vizsgalatokban a fert6zés eléfordulasa alabecsiilt. Plyusnina
¢s munkatarsai (2009) a fent emlitett modon vizsgaltak Magyarorszagon csapdazott ragcsalok
mintdit, annak érdekében, hogy megallapitsak a DOBV, SAAV ¢és PUUV prevalencigjat.
Eredményeik alapjan elmondhato, hogy az altaluk vizsgalt 362 Apodemus sp. 10,5%-a
(38/362) lett szeroldgiai modszerrel pozitiv, melybdl minddssze kettd esetben sikeriilt tovabbi
RT-PCR vizsgélattal kimutatni a virdlis nukleinsavat. A molekularis vizsgalatokkal
megerdsitett pozitiv mintdk ardnya 0,5% volt, mig ez az értek a mi vizsgalatainkban 16-szor
magasabb, 8%-o0s értéket mutatott. A kornyezO orszagokban végzett felmérésekben a
kutatécsoportok hasonld eljarasmédot alkalmaztak. Plyusnina ¢és munkatarsai (2011)
Horvatorszagban szintén elvégezték az elébb emlitett kisérleteket. Osszesen 332 Apodemus
nemzettségbe tartozd egyedet vizsgaltak Western blot mddszerrel, és 20 egyednél (2 A.
agrarius, 6 A. flavicollis, 12 A. sylvaticus; 6,3%) sikeriilt azonositani a nukleokapszid
antigént. Amennyiben csak az Aa és Af fert6zottségét nézziik, akkor 5%-os pozitivitast
kaptak (8/159). A 20 allat tiid6szovetét hasznaltdk tovabbi molekularis vizsgalatra, amellyel
megerositették a 2 Aa fert6zodését, a 6 Af-bol azonban csak 4 esetben mutattak ki a viralis
RNS-t. Avsic-Zupanc és munkatarsai még 2000-ben mérte fel Szlovéniaban (a DOBV
kimutatasanak els6é helyszinén) a virus gyakorisagat és genetikai variabilitasat 260 Apodemus
(231 Af, 21 Aa, 8 As) egyedet vizsgalva. Az éllatok 20,4%-a mutatott szeropozitivitast [FA és
ELISA tesztekben (53/260), melybol 49 Af és 4 Aa volt, kozottik 27 egyed volt RT-PCR
pozitiv, illetve nested PCR segitségével tovabbi 23 ragcsalonal sikeriilt molekularisan is

igazolni a fertézést.

Kitekintés, médszeriink tovabbi felhasznalasi teriiletei
Rekombinans viralis antigén alapu ELISA modszeriink lehetdséget adott nemcsak a ragesalok
viroldgiai  vizsgalatdra, hanem tovabbi humdan kutatdsi/diagnosztikai  vizsgalatok
kivitelezésére 1s. A PTE, Klinikai Kozpontjanak (KK) szamos intézetével szoros kapcsolatot
alakitottunk ki, aminek eredményeként hantavirus fertézés gyantijaval korhazi apolést igényld
betegek mintait tudtuk tesztelni. Ezen vizsgéalatok eredményeként szamos érdekes hantavirus
fert6zést igazoltunk. Eldzetes szerologiai vizsgélati eredményeket tobb esetben molekularis
moédszerekkel is megerdsitettiik, ami egyértelmiien igazolta a hantavirus fertézés tényét. igy
sikeriilt kimutatnunk els6 izben DOBV mimikalta akut vakbélgyulladast.

ELISA rendszeriink alkalmazéisaval lehetdség nyilt tovabbi szerologiai, terjedés-
dinamizmus vizsgalatok elvégzéséhez is. Ezek a tanulméanyok nagyban hozzéjarulnak a virus

terjedésének pontosabb megértéséhez.
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