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I. Tudomanyos elé6zmények, célkitiizések

A humanpatogén fert6z6 agenseknek (ide értve a baktériumokat, virusokat, gombakat és
az allatokrol természetes uton emberre terjedo fert6zo betegségek. A vilag legismertebb fert6zo
betegségei koziil is szamos a zoondzisok kozé tartozik, igy példaul a malaria, a sargaldz, az
influenza, a veszettség, vagy példaul az Ebola virus, mely 2015-ben Nyugat-Afrikaban az
eddigi legnagyobb kitorését okozta.

A zoondzisok megjelenését €s terjedését tobb tényezd hatdrozza meg, melyek koziil
legfontosabb a novekvd népesség, mely szamos tovabbi tényezdt von maga utan. Ilyen példaul
az urbanizacio, a termdfoldek egyre nagyobb térnyerése és az ezzel 6sszefliggd erddirtas. Egyes
tényezOk a modern technologiaval hozhatok Osszefiiggésbe. Legfobb példa a légi utazés
globalis elterjedése, melyen beliil divatta valt az egzotikus tajak latogatdsa is, melyek sok
esetben a legveszélyesebb zoondzisok sziil6foldjei is egyben. A napjainkban sokat emlegetett
klimavaltozas az embertdl részben fliggetlen tényezd, de a népvandorlasban, valamint a
zoonoOtikus agenseket hordozo allatpopulaciok eloszlasaban dont6 szerepet jatszik. Mindezek a
tényezOk egyiittesen azt eredményezik, hogy az allatok és emberek ¢él0helye egyre nagyobb
mértékben keriil atfedésbe, igy novelve a zoonotikus korokozokkal valo fertdzodés lehetdségét.

Jelen munka kozéppontjaban a hantavirusok allnak, melyek a zoondtikus agensek jeles
képviseldi globalis mértékben és Magyarorszagon is. A hantavirusokat ragcsalok terjesztik, a
fertézést pedig kortdl, nemtdl fiiggetleniil barki elkaphatja. Eves skalan hazinkban nem
tekinthet6 gyakorinak a fert6zés (évi 6-16 eset, Heyman és mtsai, 2011), am a megbetegedések
szamos esetben igen sulyos lefolyastiak. A hazai hantavirus kutatas gyerekcipdben jar, kevés
informacionk van a fertézések klinikai jellegérdl, valamint azok orszagos eloszlasarol, kiilonds
tekintettel a rizikocsoportra. Utobbi alatt értjiik azon emberek csoportjat, akik foglalkozasuk
révén a hantavirusokat terjesztd rdgcsalok ¢élohelyén, vagy annak kozvetlen kozelében
dolgoznak (vadaszok, erdészeti dolgozok).

A Magyarorszagon cirkulald hantavirusok koziil a Dobrava-Belgrade (DOBV) és Puumala
virus (PUUV) tekinthetd patogén jelleglinek. A fertdzések diagnosztikdja vilagszerte
els6sorban immunologiai modszereken alapul, vizsgalatainkban is foként ezen modszereket
alkalmazzuk (ELISA ¢és Western blot), kiegészitve a fert6zd agens pontosabb tipizalasat
lehetévé tevd real-time PCR modszerekkel, esetiinkben TagMan reverz-transzkriptaz PCR
(TagMan RT-PCR) segitségével.



A jelen munka betekintést szeretne adni a hazai hantavirus fert6zések klinikai
jellegzetességeibe, valamint a fert6zés rizikocsoporton beliili eléforduldsara. Fentieknek

megfelelden a célkitiizéseink az alabbiak voltak:

e PUUV nukleokapszid fehérje eléallitasa E. coli expresszios rendszerben

e DOBYV ¢és PUUV alapi ELISA assay optimalizalasa nagyszami minta vizsgalata
céljabol

e Western blot assay optimalizélasa az ELISA megerdsitésére, illetve az akut fertézések
diagnosztikajara

e Akut human fertdzések esetén a mintak tesztelése Western blot és TagMan RT-PCR
modszerrel

e A TagMan RT-PCR moddszerek detektalt virusok molekularis jellemzése

e A vadaszok ¢és erdészeti dolgozoktol 2011 és 2013 kozott gylijtott vérmintak screening
vizsgalata ELISA mddszerrel, az eredmények megerdsitése Western blot analizissel.

e A rizikocsoport mintainak feldolgozéasa alapjan szeroprevalencia orszagos eloszlasanak
meghatarozasa

e A Dél-Dunantalona 2011 és 2015 kozotti idoszakban az AKI kritériumoknak megteleld
betegmintdk feldolgozasa, a hantavirus fertdzés etioldgidjanak igazolasa,
egylttmiikodésben a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai K6zpont 1.sz. Belgydgyaszati
Klinika illetve a Klinikai Kozpont II.sz. Belgyogyaszati Klinika és Nephrologiai

Centrum intézményekkel.

II. Anyag és modszer

Human mintak

A human mintak gytijtését két részletben mutatjuk be. A vadaszok és erdészeti dolgozok
véradasa Onkéntes alapon tortént. A mintavételi helyek az egyes erdészetek adott régidhoz
tartozd kozpontjai voltak. A mintavétel el6tt minden Onkéntes véradd kérddivet toltott ki,
melyen az epidemiologiai adatok mellett (sziiletési hely, id6, lakdhely) kivancsiak voltunk a
terepen végzett munkaiddre, a kordbbi fertézésekre, ezek kezelésére, a szedett gyogyszerekre
és az allatokkal torténd kontaktusra (harapds, sériilés, haziallatok). A mintagyiijtés az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs jovahagyasaval tortént (ETT-TUKEB No#2213-0/2010-
1018EKU).



A klinikai mintdk gylijtése a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont L.sz.
Belgyogyaszati Klinika illetve a Klinikai Kozpont IL.sz. Belgyogyaszati Klinika és
Nephrologiai Centrum intézményekkel torténd egyiittmiitkodés keretében tortént. A vizsgélatba
vont személyek azok voltak, akik a klinikai tlinetek, illetve a hospitalizalas soran végzett
labordiagnosztikai értékek alapjan megfeleltek az akut vesekarosodas, azaz Acute Kideny
Injury (AKI) kritériumainak. Ezek:

e urologiai problémak (kevés vizelet)

e emelkedett fehérvérsejtszam

e a hospitalizacidé napjan meért legalabb 125 pmol/l-es szérum kreatinin koncentracio,
ennek tovabbi 1,5-sz6r6s emelkedése 7 napon beliil

e trombocitopénia (alacsony vérlemezke szam)

o emelkedett szérum transzamindz szintek

o fehérje és/vagy vordsvértest jelenléte a vizeletben

Viralis antigén-fehérje expresszio

Az ELISA ¢s Western blot tesztekben virdlis antigénként a DOBV ¢s PUUV virusok
immunvalasza ugyanis ezen fehérjék ellen a legkifejezettebb. A DOBV NP korabbi munka
keretében rendelkezésre allt (Németh és mtsai, 2011). A PUUV NP [trehozasahoz
sejttenyészet-feliiliszobol szarmazod Sotkamo hantavirus torzs genomjanak S szegmensét (1290
bazispar) amplifikaltuk fel, mely a virdlis nukleokapszid fehérjét kodolja. A termeld
konstrukciéval (pET28a vektor, 1290 nukleotid hossziisagn NP-gén inszert) E. coli BL21
Rosetta (DE3)pLysS kompetens sejteket transzformaltunk, ezt kovetéen 30 pg/ml kanamicin
¢s 35 pg/ml chloramfenicol tartalmid LB tapoldatban inkubaltuk &ket 37°C-on,
rdzdtermosztatban, percenként 200 fordulatszdmon. A tenyészet log fazisanak elérésekor
(ODsoo = 0.8-1.0), a sejteket 1.0 mM IPTG-vel indukaltuk, 15°C-on, 20 éran at (overnight).
IPTG indukci6 utan a sejtek feltarasat és a fehérje tisztitdsat denaturald koriilmények kozott
végeztiik. Az NP-t HIS Select® HF Nickel Affinity Gel (Sigma Aldrich) oszlopon tisztitottuk,
az eludlas egyes pH frakcioit SDS-poliakrilamid gélelektroforézis és Comassie Blue festés

hasznilataval vizualizaltuk.



ELISA és Westren blot assay

A ELISA screening kivitelezés¢hez 96 lyukt mikrotiter plate-eket hasznaltunk
(Maxisorp Nunc-Immuno Plate, Nunc). A plate-eket 2 6ran at, 37°C-on érzékenyitettiik DOBV
¢s PUUV fehérjék keverékével. Mosas, majd blokkolas kdvetkezett 2 6ran at, 37°C-on, 5%
sovany tejpor (Blotting-Grade Blocker, BIO-RAD) és 5% szukr6z (Merck) tartalmia PBS-sel
(phosphate-buffered saline). A szérum mintakat 2,5% sovany tejpor tartalmi PBS-ben 1:100
aranyban higitva vittiik a lemezekre. Egy 6ra 37°C-on torténd inkubaci6 és mosas utan a HRP-
konjugalt szekunder anti-human IgM és IgG antitesteket (DakoCytomation) 0.05% Tween-20
(Sigma) tartalma PBS-ben (PBS-T), 1:4000 higitasban vittik fel. Tovabbi egy ora 37°C
inkubacio és mosas utan a lemezek el6hivasa 100 pl of 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin szubsztrat
(BD OptEIA), hozz4adasaval tortént sotétben, szobahdmérsékleten, 15 percig. A szinreakciot
100 pl, 2M kénsav oldattal allitottuk le.

A Western blot esetében a DOBV-PUUV fehérje keveréket Mini-PROTEAN® Precast
Gels (BIO-RAD) gyarilag elokészitett poliakrilamid gélbe vittiik fel, egyenként 2000 ng
mennyiségben. 180V fesziiltségen, 30 percig torténd elektroforézis utan Trans-Blot® SD Semi-
Dry Electrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD) késziilékkel, 170 mA aramerdsségen, 30 percig
végeztiik a blottolast. Ezutdn a nitrocellul6z membrant 30 percen 4t 5% sovany tejporral
blokkoltuk, majd a szérum mintékat 0.1% BSA (bovine serum albumin) és 0.05% Tween-20
tartalma TBS-ben (tris-buffered saline, pH 7.5), 1:100 higitasban adtuk a membranhoz.
Masodlagos antitestként HRP-konjugalt, nyalban termeltetett anti-human IgG-t (1:2000) és
rabbit anti-human IgM-et (1:1000) (DakoCytomation) hasznaltunk. Minden inkubacié 1 6ran
at tortént szobahOmérsékleten. Az elsddleges és masodlagos antitestek felvitele utan 3 x 10
percig mostuk a membranokat, TBS-Tween-20 (pH 7.5) hasznalataval. A szinreakcio elohivasa
diamino-benzidin és 50 mM Tris (pH 7.5) és 0.3% Nickel(Il)-klorid (Sigma) keverékével
tortént.

TagMan RT-PCR

Human mintdk esetében a virdlis RNS kivondsa 200 ul szérum mintabdl tortént,
QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) segitségével, a gyarto utasitasai szerint. A DOBV és
PUUYV virusok kimutatasahoz korabban publikalt primereket alkalmaztunk, a szerzok altal leirt
PCR programok alkalmazasaval (Weidmann és mtsai, 2005, Garin és mtsai, 2001). Az
egylépéses PCR reakciokat a QIAGEN OneStep RT PCR Kit (QIAGEN) alkalmazasaval
futtattuk.



Szekvenalas

A pozitiv PCR terméket 2,5%-0s agardz gélbe vittiik fel, a fragmenteket QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN) kit segitségével izolaltuk a gélbdl, a gyartd ajanlasa szerint. A
szekvenalasi PCR Big Dye Terminator vl.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems)
hasznalataval tortént, gyari protokoll szerint. Az amplifikalt DNS-t 3M natrium-acetat és
abszolit alkohol precipitaci6 utan Hi-Di™ formamidban (Applied Biosystems)

reszuszpendaltuk, majd ABI prism 310 Genetic Analyzer késziilékkel szekvenaltuk.

Statisztikai és filogentikai analizis

Az orszagosan megallapitott nagyobb régiok kozotti szeroprevalencia adatok
elemzésére Chi? tesztet alkalmaztunk. A kiilonbséget p < 0,05 érték esetén tekintettiik
statisztikailag szignifikdnsnak. A mintdk randomizalasat a Microsoft Excel 2010 beépitett

randomizald algoritmusaval végeztiik.

III. Eredmények

Viralis antigének

A PUUV NP mérete Agilent 2100 Bioanalyzer-rel tortént mérés alapjan 59 kDa, a
DOBV NP 55 kDa méretiinek adddott. A NP fehérjékkel ezutan az ELISA és Western blot
assay-t a kereskedelemben forgalmazott NovalLisa™ ELISA kittel (NovaTec) szemben
validaltuk, melynek eredményeképp mind az ELISA, mind a Western blot specificitasa és

szenzitivitasa 90% felettinek adddott.

Klinikai mintak

2011 januarja és 2015 decembere kozott az egyiittmiikodd klinikakrol 94 betegminta
érkezett laboratoriumunkba, melyek koziil hét esteben (7,4%) tudtuk igazolni a hantavirus
etiologiat, egyidejii, specifikus IgM ¢és IgG antitestek detekalasa révén. A hét betegb6l egy
esetben tudtuk TagMan RT-PCR moédszerrel is megerdsiteni a korokozo agenst, mely DOBV
tipus volt. Bar a pusztdn immunologiai tipizalas keresztreakciokat eredményezhet, esetiinkben

a tovabbi hat beteg esetében is a szeroldgia a jelintenzitas alapjan egyértelmit DOBV fertézést



igazolt. Az érintettek vezetd klinikai tiinetei a 14z, hastdji faijdalom, hanyas és a jelentOsen
csOkkent vizeletiirités (oliguria) voltak. A hantavirus fertdzés egységes laboratériumi
indikatoraiként emelkedett szérum-kreatinin koncentraciot és trombocitopéniat detektaltunk,

emellett hat beteg esetében fehérje €s vorosvértest is kimutathato volt a vizeletben.

Szeroprevalencia a rizikocsoportban

A 2011 januar és 2013 februar kdzotti idészakban 9sszesen 32 mintavételi ponton, 106
erdészethez tartozod dolgozotol 835 nativ vérmintat gylijtottiink. Koziiliik 750 volt férfi és 85
no, atlagéletkoruk 45 év (tartomany: 25-65 év). Az adatok feldolgozasa soran a régidkon beliili
eltéré mintaszam okan normalizalast hajtottunk végre, 100 mintdt random modon kivalasztva
az egyes régiokbol. A dsszesitett szeroprevalencia 5,5%; az egyes régiokban pedig a gyakorisag
a kovetkez6k szerint alakult: 2% a Duna-Tisza kdzén, 3% a Dél-Dunanttlon, 7% Eszak-

Dunanttlon, 10% az Eszaki-kozéphegységben.

IV. Eredmények megvitatasa és zaro gondolatok

A jelen dolgozatban bemutatott eredményeket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze. A
szerologiai tesztek alapjaul szolgaldé PUUV nukleokapszid fehérjét sikeriilt megfeleld
tisztasagban eléallitani E. coli alapu bakterials expresszios rendszer alkalmazasaval. A fehérje
mind denaturdlt, mind renaturadlt (mi utobbit hasznaltuk) allapotaban is miikodoképes az
immunolégiai reakcié folyaman. A DOBV ¢és PUUV fehérjék alkalmazasaval optimalizaltunk
egy ELISA detektald rendszert, mely nagy mennyiségii minta screening tesztelésére alkalmas.
A ELISA teszt eredmények megerdsitésére Western blot (WB) analizist hasznaltunk, melyet
elézbleg szintén optimalizaltunk. Mind az ELISA, mind a WB analizis kell specificitast és
szenzitivitdst mutattak a gyiijtdtt human vérszérum mintak vizsgalatanak kivitelezéséhez.

A 2011-2015 kozott gyjtott, akut vesekarosodas (AKI — Acute Kidney injury)
kritériumainak megfelelé betegmintdk betekintést nyUjtanak a dél-dundntali régid hantavirus
fertdzéseinek gyakorisagaba. A klinikai tiineteket, silyosabb megbetegedést okozd fertézés
aranylag ritka (a vizsgalt 94 beteg 7,4%-a); ugyanakkor jellemzd, hogy a hospitalizaciot igényld
megbetegedések mogott minden esetben a DOBV tipusi hantavirus fertézés all. Ezen

megfigyelésiink egyezik a Balkdn orszagokban leirt tapasztalatokkal, ahol a sulyos esetek



hattérében szintén tilnyomo tobbségben a DOBV all, mig a PUUV okozta fertdzések gyakran
egyaltalan nem keriilnek diagnosztizalasra.

A hantavirus fert6zések szempontjabol rizikocsoportnak tekinthetd Onkéntesektol
(erdészeti dolgozdk, vadaszok) Osszesen 835 mintat gyljtottiink. Ezt a mintamennyiséget
orszagunk méretéhez képest és a hasonld tanulmanyok adatait is figyelembe véve kelléen
reprezentativnak tartjuk. A regionalis szeroprevalencia legmagasabb értékét az Eszaki-
kozéphegység teriiletén mértiik (10%), melyet a teriileten €16 hantavirus-hordoz6 ragcsalo
(fokeént a sarganyaku erdeiegér) populacidk nagy méretével hozzuk osszefliggésbe. A teljes
vizsgalt mintamennyiségre vetitett 0sszesitett szeroprevalencia dsszesen 5,5%. Utobbi értéket
egy korabbi (2003-ban publikalt) hasonld tanulmanyhoz viszonyitottuk, ahol az orszag egész
tertiletérél, 20 évnél 1dGsebb, egészséges emberektdl random modon gyiijtott mintak
immunoldgiai tesztelése soran a teljes szeroprevalencia 10%-nak adodott (Ferenczy €s mtsai.,
2003). Eredményeinket az emlitett tanulmanyhoz hasonlitva diszkrepancia adodik.
Nullhipotézisiinket, mely szerint a hantavirus fertdzések gyakorisdga a rizikdcsoportban
nagyobb mértékli, mint a hattérpopulacidoban, nem kivanjuk elvetni. Utobbi megallapitast
ugyanis szamos tanulmany megerésiti (Antoniadis és mtsai, 1987, Hukic és mtsai, 2010,
Heyman és mtsai, 2011, Av$i¢ Zupanc és mtsai, 2014). A 2003-as tanulmany total
szeroprevalencia értéke ¢és jelenlegi munkaban talalt maximalis érték kozotti egyezés egyik
magyarazata lehet a két id0szakban esetlegesen jelentGsen eltéré gazdaallat abundancia, illetve
a vizsgalati modszerek érzékenysége, illetve specificitasa kozotti eltérés.

Végezetiil, a célkitlizésben foglalt pontok teljesitését sikeresnek tartjuk. A rizikocsoport
tagjaiként tekinthetd dolgozok kozotti hantavirus fertdzések szerologiai felmérése hidnypotlo
jellegti, a feldolgozott minta mennyiség és az eredmények jol illeszkednek a kdrnyezd orszagok
felméréseihez, ezekhez viszonyitva Magyarorszagon a hantavirus szeroprevalencia kdzepes

mértéki.
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