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I. Bevezetés
I. 1. Altalanos virustorténet

A torténelem sordn a virusok szdmtalan alkalommal formaltdk az emberi civilizaciot: a
fekete himl6tdl a spanyolnathan at egészen a modern kor koronavirus-jarvanyaig. Bar nem
¢lolények, mégis sokak sorsat megvaltoztathatjak, képesek pusztitani, de gyogyitani is, melyek
miatt mélyrehat6 megismerésiik elengedhetetleniil sziikséges és kiemelt fontossagu.

A virusok altal okozott megbetegedések rendkiviil kiilonb6zoek lehetnek, ennek ellenére
alapveté jellemzOikben megegyeznek, ugy mint: nanométeres nagysagrendiek, és
szerkezetiikre jellemz6 a fehérjeburokkal (kapszid) koriilvett DNS- vagy RNS-genom. Nem
tartalmaznak riboszomakat, mitokondriumokat, illetve egyéb sejtorganellumokat. Egyes
képviseldik lipidburokkal is rendelkeznek, mint példaul a hantavirusok és flavivirusok. Mivel
replikacidjukhoz gazdaszervezetre van sziikségiik, teljes mértékben parazitaként viselkednek.
Terjedésiik szamos modon torténhet, tobbek kdzott levegdbe jutd aeroszolokkal, testnedvekkel,
iriilékkel fertdzott élelmiszerekkel vagy targyakkal, illetve allatokkal valo érintkezés tjan. Az
allatrél emberre terjedd fertdzéseket zoondzisnak nevezik (Taylor, 2014).

Az emberek tobbsége élete soran bizonyos forméaban kapcsolatba keriil allatokkal. Az
ujonnan megjelend fert6z6 betegségek 75%-a zoonotikus eredetii, az emberi megbetegedést
eldidezo fertdzések 60%-at szintén zoondzisnak tekinthetjiik. Az éghajlatvaltozas, urbanizécio,
turizmus ¢€s kornyezetszennyezd antropogén tevékenységek mind hozzajarulnak a patogének
elterjedéséhez és jboli megjelenéséhez, mivel ezen tényezok eldsegitik az emberek és a vadon
€16 allatok érintkezését, megvaltoztatva a fert6z0 dgensek terjedési mintazatat és eloszlasat.

A zoonozisok komoly kozegészségiigyi kihivast jelentenek, kiilonésen az alacsony és
kozepes jovedelmii orszdgokban, ahol jelenlétiik sulyos kovetkezményekkel jar. Becslések
szerint évente 2,4 millidrd megbetegedést €s 2,7 milli6 emberi haldlesetet okoznak. Nagy
esetszamu fert6zést okozo korokozo példaul a veszettség, az Ebola virus, a Nyugat-nilusi 14z
virusa és a hantavirusok, melyek koziil Magyarorszagon az utobbi kettd is cirkulal (Rahman és

mtsai., 2020).

I. 2. Hantavirusok altalanos jellemzése

A hantavirusok els6 hivatalos emlitésére 1976-ban keriilt sor, miutan a dél-koreai Han folyo
mentén befogott pirok erdeiegér (Apodemus agrarius) szervmintaibol azonositottak a virust,

melyet a folyd utan Hantaan-nak (HNTV) neveztek el. 1981-ben a virust tiidé szovetbol
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izolaltak, majd Vero E6 sejtkultiran sikeresen szaporitottak, tovabbi lehetOséget teremtve a
korokozo részletes genetikai és morfologiai vizsgalatara. 1987- t6l a Hantavirus nemzetség,
rendszertanilag a Bunyaviridae csalad részét képezi (Kuhn és mtsai., 2023; Lee és mtsai., 2014).

A Nemzetkozi Virustaxondémiai Bizottsag (ICTV) legutobbi atcsoportositdsa alapjan az
Elliovirales rendbe, a Hantaviridae csaladba soroltdk a hantavirusokat. A Mammantavirinae
alcsalddon beliil négy genust kiillonboztetiink meqg: a Loanvirus, a Mobatvirus, az
Orthohantavirus és a Thottimvirus genusokat (Kuhn és mtsai., 2024). Napjainkig 38 hantavirus
faj kertilt azonositasra, melyek koziil 24 bizonyitottan humanpatogén (Sehgal és mtsai., 2023).

A hantavirusokat foldrajzi el6forduldsuk alapjan két csoportba sorolhatjuk: az Ovilagi
képviseléik Eurépaban, Azsiaban és Afrikaban fordulnak el$, mig az Ujvilagiak Eszak- és Dél-
Amerikaban talalhatoak. Az altaluk eléidézett betegségek valtozatosak, és a tiinetek jellege attol
fiigg, hogy melyik virus a betegség okozoja. A hantavirus fert6zések kovetkeztében két 6
betegséget kiilonboztetiink meg: a haemorrhagias 14z veseszindromaval (HFRS), amelyet
Azsiaban a Hantaan és a Seoul virus (SEOV), mig Eurépaban a Dobrava-Belgrade virus
(DOBV) okoz, valamint a hantavirus kardiopulmonalis szindromat (HCPS), melynek
legjelentésebb képviseli a Sin Nombre (SNV) és az Andes virus (ANDV). Ezek mellett fontos
megemliteni a HFRS enyhébb formajat, a nephropathia epidemica-t (NE), melynek évi
tobbezres esetszamaért a Puumala virus (PUUV) felelés. A PUUV-endémias teriiletek kozé
tartozik Eszak-Eurdpa nagy része (Balti-orszagok), Belgium bizonyos régidi, Eszakkelet-
Franciaorszag és Nyugat-Németorszag, ahol a virus mind a rezervoar, mind az human populécio
korében elterjedt (Brummer-Korvenkontio és mtsai., 1980; Jiang és mtsai., 2017; Murri és
mtsai., 2020). A Tula virus humanpatogenitasa sokaig kérddjeles volt, azonban egyre tobb
tanulmany erdsiti meg ennek ellenkezdjét. Németorszagban egy HFRS-ben szenvedd beteg
vérsavojaban TULV-specifikus, neutralizalo antitesteket mutattak ki, igy, mint német erdészeti
munkasok és cseh véradok mintaiban is (Schmidt és mtsai., 2016).

Hazankban ezidaig a Puumala, Dobrava-Belgrade, Nova (NVAV), Seewis (SWSV) és Tula
virusok keriiltek azonositasra. A Puumala virus természetes gazdaszervezete a vordshata
erdeipocok (Myodes glareolus), mig a Dobrava-Belgrade virust a kozonséges erdeiegér
(Apodemus sylvaticus), a sarganyaku erdeiegér (Apodemus flavicollis), valamint a pirok
erdeiegér (Apodemus agrarius) terjeszti. Az emlitett ragcsalok Magyarorszag erdds teriileteinek
6 populacioit alkotjak. A hazai kisemlés populaciokban cirkulal tovabba a Nova, a Seewis és
a Tula virus. Ez utobbit a mezei pocok (Microtus arvalis) és a csalitjard6 pocok (Microtus

agrestis) hordozza (1. abra) (Kang és mtsai., 2009; Madai ¢s mtsai., 2021).



Yellow-necked mouse (Apodemus flavicollis) o Striped field mouse (Apodemus agrarius)
Dobrava virus
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1.abra: Hantavirusok elterjedése Europaban
(https://microbiologysociety.org/resource_library/knowledge-

search/hantaviruses-neglected-zoonoses-zoonotic-diseases.html)

A vilagosabb szinii teriiletek a rezervoar fajok elterjedését, a

sotétebbek a virusok azonositasanak helyét jelzik.

2007. ota szamos 1) hantavirus fajt fedeztek fel, melyek gazdaszervezetei nem ragcsalok,
hanem cickanyok, vakondok és denevérek, azonban klinikai jelentdségiik egyelére még nem

tisztazott (Kruger és mtsai., 2015).

|. 3. Hantavirusok szerkezete

A hantavirusok negativ egyszali RNS-virusok. Gomb alaku virionjaikat kettés lipidréteg
burkolja, atlagos atmérdjiik 80-120 nm. Genomjuk hadrom szegmensre tagolhatd, melyek eltérd
méretliek és mas-mas feladattal bird fehérjét koédolnak: az S (small, kicsi) a nukleokapszid
fehérjét (N), az M (medium, kozepes) a glikoprotein prekurzorokat (Gn, Gc), mig az L (large,
nagy) az RNS-fliggé RNS-polimerazt (RdRp) (2. abra).
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2. abra: A virus felépitése (https://viralzone.expasy.org/213)

A nukleokapszid fehérje N-terminalisa 100 aminosavbol épiil fel, amely erds antigénként
viselkedik, igy a szervezetben gyors és erételjes immunvalaszt idéz el. A hantavirusok ezen
tulajdonsaga lehetdséget ad kiilonbozd diagnosztikai eljardsok alkalmazasara. A Gn és GcC
felszini glikoproteinek kettds funkciot latnak el: egyrészt a célsejt receptoraihoz kapcsolodnak,
masrészt kijelolik a sejten beliil azt a helyet, ahol a virion 0sszeépiil. Az RNS-fiiggd RNS-
polimeraz a virusreplikaciot iranyitja, melyhez felhasznalja az endonukledz, transzkriptaz,
replikdz és RNS-helikdz enzimaktivitdsait. (Khaiboullina és mtsai., 2005).

A virusa gazdasejt (epithel sejtek, limfocitak, makrofagok) sejtfelszini receptoraihoz valo
kotédése utan endocitdzissal jut a sejtbe. A membranfiziot kovetden a virus dekapszidalodik,
majd a citoplazmaban megkezdddik a viralis RNS mRNS-sé torténd atirasa, amelyhez az RdRp
endonukledz aktivitasa altal a gazdasejt MRNS-ének 5’ végérodl lehasitott nukleotidokat

hasznalja fel.



Az S ¢és L szegmensekrol képzodott mRNS-ek a citoplazma szabad riboszomain
transzlalodnak, mig az M mRNS transzlacidja a membranhoz kotott riboszomakon zajlik.
A burkot alkotd fehérjék glikolizacidja a Golgi-komplexbe érve fejezédik be. A virion
Osszeéplilése a Golgi membranjan torténik melyrdl, levalva és vezikuldkba csomagolodva
transzportalodik a plazmamembran felé. Az Gjonnan 1étrejott, érett virion végiil exocitozissal

tavozik a gazdasejtbol (3. abra) (Chandy és Mathai, 2017; Jonsson és mtsai., 2010; Khaiboullina

¢s mtsai., 2005).
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3. abra: A fert6zés mechanizmusa (Jonsson ¢és mtsai., 2010)

A hantavirussal fertdzott allatok aeroszolizalt exkrétumainak (vér, nyal, vizelet, triilék)
belégzése révén indirekt modon képesek az emberi szervezet fertézésére, illetve az direkt uton
a fertdzott allat harapasaval is bekovetkezhet. A virus az éllatok kozott tartosan fennmarad,

melyet vizeletiik, nyaluk és tirilékiik altal egész életiik soran iirithetnek (Madai és mtsai., 2021).



I. 4. Klinikai sajatossagok

A hantavirus fertdzés két sulyos betegség kialakulasat eredményezheti: a haemorrhagias lazat
veseszindroméaval (HFRS) ¢és a hantavirus kardiopulmondlis szindromat (HCPS). A két
tiinetegylittes foldrajzilag elkiiloniil egymastol, tekintve, hogy a rezervoar fajok elterjedése és
eloszlasa eltér6. A HFRS els6sorban Eurazsiaban fordul eld, mig a HCPS az amerikai
kontinensen jellemzd (Ioannou és mtsai., 2017; Sehgal és mtsai., 2023).

A HFRS-t Azsiaban a Hantaan és a Seoul virus, mig Eurépaban a Dobrava-Belgrade virus
okozza. Eurdpan beliil a legelterjedtebb a Puumala hantavirus, amely a HFRS enyhébb
formajat, a nephropathia epidemica-t idézi eld. A Tula virus huménpatogenitdsa egyelére nem

teljesen tisztazott, de szamos példa tamasztja ala ennek bizonyossagat (Hofmann és mtsai.,

2021; Reynes és mtsai., 2015).
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4. dbra: HCPS ¢s HFRS el6fordulédsa (Kim és mtsai., 2021)

A HFRS fertdzés alapvetéen 5 szakaszra oszthato, 2-4 hetes lappangési idot kovetden.
A fert6zés kezdeti fazisaban influenzaszeri tiinetek jelennek meg, tgy, mint a laz, fejfajas,
rossz kozérzet, izomfajdalom, étvagytalansag és szemfajdalom, mely altalaban 3-5 napig tart.
Ehhez vérzéses tiinetek is tarsulhatnak, mint példaul kotéhartya alatti vérzés vagy petechiak
megjelenése. Puumala virussal fert6zott egyéneknél fényérzékenység alakulhat ki, illetve a
fellépo idegrendszeri zavarok epilepszias rohamot, agyveldgyulladast, hemiparézist vagy egyéb
bénulasokat idézhetnek el. Bizonyos tanulmanyok szerint az emlitett tiinetek a Szervezet
autoimmun mechanizmusainak részét képezik a virusfertdzes elleni védekezésben.
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A masodik szakasz a hipotenziv (alacsony vérnyomas) fazis, mely 1-2 napig tart. Ebben az
idészakban a hipovolémias sokk a legjellemz6bb tiinet, melyet a betegek 21-28%-a
megtapasztal. Ezt gyakran gastrointestinalis panaszok, példaul hasfajas, hanyinger és hanyas
kisérik.

A harmadik fazis az oliguria szakasza, amelyet 3-5 napig tartd csokkent vizeletképzddés
jellemez. Ez id6 alatt kiilonb6z6 stlyossagi veseelégtelenség alakulhat ki, és a fertézottek
koriilbeliil  13-47%-a  hemodializisre szorul, valamint EKG-rendellenességek s
eléfordulhatnak, melyek hatterében ritmuszavarok és ingeriiletvezetési problémak allnak.

A negyedik szakasz a poliuria fazisa, amelyben az clébbiekkel ellentétben fokozott
vizeletiirités 1ép fel, naponta akar 3-6 liter mennyiségben, amely a szervezet homeosztazisanak
¢s elektrolit-egyensulyanak felborulasahoz vezet.

Az 6tddik, egyben utolso fazis a ldbadozas szakasza, mely sordn a beteg allapota fokozatosan

javul, ugyanakkor a teljes felépiilés akar hetekig, honapokig is eltarthat (5. abra).
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5. abra: A fertézés és a kialakulo HFRS szakaszokra bontva (laz, hipotenziv, oliguria, poliuria és labadozas)
(Avsi¢-Zupanc és mtsai., 2019)

A PUUV-fert6zés okozta nephropathia epidemica a HFRS-hez hasonlo, de annél enyhébb
tiinetekkel jar, tobbek kozott 1azzal, has- és hatfajassal, valamint vesekarosodassal, ennek
ellenére a betegség prognozisa altalaban kedvezd. A nephropathia epidemica el6éfordulasa
ciklikus, 3-4 évente figyelhetéek meg a fertézési csticsok, melyek osszefliggésben all a

hordozofajok abundanciajanak ciklikussagaval (Ahlm és mtsai., 1994).
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A halalozasi rata jelentds eltérést mutat a kiilonb6z6é hantavirusok esetében: a Puumala
virussal fert6zott betegek korében rendkiviil alacsony, 1-2%-os, mig a Dobrava-Belgrade
virusfertézések 10-15%-a haldlos kimenetelt (Ioannou és mtsai., 2017; Kriiger €s mtsai., 2001;
Schonrich és mtsai., 2008).

A hantavirus kardiopulmonalis szindroma (HCPS) a HFRS-hez képest joval stulyosabb
betegség, melynek haldlozasi ratdja 30-50% kozott mozog. A betegség lefolyasaban harom
szakaszt kiilonithetiink el: a prodromalis, a kardiopulmonalis és a labadozasi (konvaleszcens)
periodusokat. A betegség tiinetei széles skalan mozognak, az enyhe hypoxaemiatol egészen a
kardiogén sokkal jard 1égzési elégtelenségig, amely életveszélyes allapotot jelent (AvSic-
Zupanc ¢s mtsai., 2019; Jonsson és mtsai., 2008).

A fertdzés kezdeti szakasza altalaban rovid ideig tart, tobbnyire influenzaszer tiinetekkel
jar, mint példaul 14z, hidegrazas, izomfajdalom, fejfajas, hasfajas, hanyinger, hanyas ¢és
hasmenés. Ezt kdvetden viszonylag gyorsan kezdetét veszi a masodik fazis, melyet hirtelen
fellépd, egyre erdsodd kohogés, 1égszomj és megndvekedett pulzusszam (tachycardia)
jellemez. Ebben a szakaszban gyakran jelentkezik alacsony vérnyomas (hipotenzid) és
tiid6odéma, mely a felszaporodott szovetnedv miatt mellhartyagyulladashoz vezethet, 1égzési
elégtelenséget eredményezve, amely sziikségessé teszi a 1élegeztetdgép hasznalatat. Stlyosabb
esetekben a beteg allapota tovabb romlik kardiogén sokk, tejsavas acidozis és a fokozddo
hemokoncentracid6 megjelenésével. A fertdzés néhany ora leforgédsa alatt végzetes lehet. Az
akut fazist kovetden fokozott mennyiségii vizelet tavozik a szervezetbdl, amely a tiidéodéma
megsziinését eredményezheti. A labadozas hosszadalmas és lassu, valamint ebben az
iddszakban gyakori panaszok k6z¢é tartozik a faradtsag, csokkent fizikai teherbiras, am az esetek
tobbségében a felépiilés teljes, maradandd kovetkezmények nélkiil (Avsié-Zupanc és mtsai.,
2019; Schonrich és mtsai., 2008).

Annak ellenére, hogy a vese megbetegedéseit altalaban a HFRS-hez, a tiidd érintettségét
pedig a HCPS-hez kétik, az orvostudomany fejlodése ravilagitott arra, hogy a két szindroma
részben atfedést mutat. A HFRS-es betegeknél egyre gyakrabban észlelnek tiidofertozéseket,
mig HCPS-es esetekben novekvd szamban jelennek meg veserendellenességek (Ahlm és
mtsai., 1994).

A hantavirus fertdzések megel6zésére jelenleg nincs az Egészségiigyi Vilagszervezet (World
Health Organization, WHO) altal jovahagyott vakcina. Tovabba nem all rendelkezésre olyan
antiviralis szer, amely a hantavirus fertézések kezelésére teljes mértékben megfeleld lenne.
A ribavirin, amely egy virusreplikaci6 gatlasan alapuld antiviralis gyogyszer, a HFRS

kezelésében bevett terapia, azonban kevésbé hatasos a HCPS tiineteinek enyhitésében.
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Napjainkban a kutatok a monoklonalis antitestterapia (MAb) elonyeire hivjak fel a figyelmet, mivel
az antitestterapia alkalmazasaval kivalo eredményeket értek el a betegség kezelésében.

(Aviziniené és mtsai., 2023; Chandy & Mathai, 2017; Sehgal és mtsai., 2023).

I. 5. Laboratoriumi diagnosztika

A hantavirus-fertézés diagnosztizalasara szeroldgiai tesztek hasznalhatoak, amelyek
alkalmasak a virus nukleokapszid fehérjéje és glikoprotein tiiskéi ellen termel6dott antitestek,
els6sorban az IgM és/vagy IgG kimutatasara, jelen lehetnek a ragcsalok, valamint a betegek
szervezetében is.

A leggyakrabban hasznalt szerologiai vizsgalati modszerek az ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) és az IFA (indirect immunofluorescent assay). Az elséként elterjedt
szerologiai teszt az IFA volt, amely soran targylemezhez fixalt, virussal fert6zott sejteket
hasznaltak a virus ellen termelt specifikus antitestek kimutatasara. Bar az IFA pontos és
megbizhatd eredményeket ad, a rutin diagnosztikdban ritkdn alkalmazzdk id6- ¢és
munkaigényessége miatt. Ezzel szemben az ELISA a klinikai laboratoriumok legelterjedtebb
diagnosztikai modszeréveé valt, mivel egyszerlibb, gyorsabb ¢€s nagyobb mintaszam
feldolgozasara alkalmas.

A laboratoriumi kutatdsokban gyakran alkalmazott neutralizacios tesztek alkalmazasaval a
virust semlegesitd antitestek jelenléte és mennyisége egyszerre detektalhatd. Ezek a tesztek
alapvetd fontossaguak a virusok elleni immunvalasz tanulméanyozisaban és a vakcindk
hatékonysaganak mérésében. A neutralizacios tesztek elvégzéséhez leggyakrabban a VVero E6
sejtvonalat hasznaljak, mely a virologiai kutatdsok egyik legelterjedtebb és legmegbizhatobb
sejtvonala (Hooper és mtsai., 2013; Jonsson és mtsai., 2010; Sundstrom és mtsai., 2011).

A szavannacerkof majom (Cercopithecus aethiops) veséjébol szarmazod Vero E6 sejtvonal a
legtobb virus szamara idealis sejtmodellnek bizonyul, hiszen a sejtekben nem mikddik az
. tipusu interferon valasz. Az interferon valasz a gazdasejtek egyik legfontosabb védekezési
mechanizmusa a virusfertdzésekkel szemben, mivel az interferonok olyan virusellenes géneket
aktivalnak, amelyek képesek gatolni a virusok szaporodasat. A Vero E6 sejtek esetében
azonban az I. tipusu interferon gének (IFN-a és IFN-B1) delécidja miatt ez a védekezd
mechanizmus nem mitkddik. Ennek eredményeként a virusok akadalytalanul replikalédhatnak,
amely kiilonosen alkalmassa teszi ezt a sejtvonalat a legtobb virus szaporitasara és kutatasi céla

vizsgalatara (Osada és mtsai., 2014).
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Altalanossagban elmondhaté, hogy a hantavirusokat nehéz sejtkulturan szaporitani, mert, in
vitro koriilmények kozott a kiilonbozé sejtvonalakon (pl: Vero E6) nem okoz jellegzetes
citopatias hatast (CPE), ezzel megnehezitve a virusizolalast. (Nusshag és mtsai., 2023; Seto és
mtsai., 2011). A HEK 293 sejtvonal, mely human embrié vesébdl szarmazik joval igéretesebb
sejtes modell lehet a hantavirus okozta CPE megfigyelésére. (Markotic és mtsai., 2003).

A hantavirusok viszonylag alacsony virustiterrel és igen rovid ideig okoznak virémiat,
ezaltal a virus vérbdl vald kimutatasara leginkabb a fert6zés korai szakaszaban van lehetdség.
A viralis RNS detektalasa RT-PCR segitségével szérumbol, vizeletmintabol is elvégezhetd
(Jonsson és mtsai., 2010; Takacs Maria, 2022).

A diagnosztika fejlesztése céljabol az elmult évtizedben tobb probalkozast tettek a kutatok,
annak érdekében, hogy olyan moddszereket fejlesszenek, melyek nemcsak a hantavirusok
kimutatasara alkalmasak, hanem mennyiségi meghatarozast is lehetévé tesznek. Ennek egyik
példéja a virusgenom L-szegmensére (legkonzervéaltabb régio) tervezett primerek hasznalata és
a kvantitativ real-time PCR protokolljanak kialakitasa (Mohamed és mtsai., 2012). Az elébbiek
ellenére a tapasztalat azt mutatja, hogy még napjainkban sem all rendelkezésre univerzalis

(minden hantavirust kimutato) real-time rendszer.

14



1. Célkitiizések

A hantavirusok kutatdsa mar az 1970-es évek kozepétdl zajlik és bar azota, az évtizedek alatt
szamos kérdésre sikeriilt megtalalni a valaszt, de kozel sem tudunk ecleget ahhoz, hogy ne
forditsunk kutatasukra elegendé figyelmet.

Tekintve, hogy a hantavirus fertzések ellen nincs az Egészségiigyi Vilagszervezet (World
Health Organization, WHO) altal elfogadott, engedélyezett vakcina forgalomban, emellett
nincs olyan antiviralis szer, amely alkalmas lenne a hantavirus fertézések teljeskori kezelésére,
annak ellenére, hogy a virusfertdzés akar egész életen at tartdé szovodményekkel jarhat, kiemelt
jelentdségli a hantavirusok alapos és atfogod vizsgalata.

A Viroldgiai Nemzeti Laboratorium (VNL) munkatarsai kordbbi kutatasaik sordn tobb
hantavirus fajjal is foglalkoztak. A CDC altal kiadott BMBL szerint a DOBV 3-as szintli
korokozo, emiatt csak BSL-3/4-es szintii laboratériumban dolgozhatunk vele, mig a PUUV és
TULV azon fertdz6 agensek kozé tartoznak, melyekkel BSL-2 szintli feltételek mellett is
végezhetiink kisérleteket. A kisérlet soran, bar kis mennyiségli mintaval dolgozunk, BSL-2
szinten is kovetjik a BSL-3-as laboratoriumi protokollokat. Ezen okok miatt jelenleg
(MSc hallgatoként) csak az utobbi két patogén vizsgalatait végeztem el.

A virologiai vizsgalatok jelentds részéhez virus izolatumok eldallitdsara van sziikség.
A tapasztalat és az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a hantavirusokat nehéz sejtkultiiran
szaporitani, de nem lehetetlen, igy elsddleges célom volt ragesalo gazdaszervezetek kiilonb6zo
szervmintaibol torténd Puumala és Tula virusok izolalasa, citopatias hatasuk dsszehasonlitasa
Vero E6 ¢s HEK 293 sejtvonalon, tovabba a virusok jelenlétének kimutatisa kiilonbozo
molekuléris biologiai modszerekkel, bizonyitva a fertdzés sikerét.

Mindezek altal a korabbi eredményeinket alapul véve, a meglévé modszerek tokéletesitésén
és fejlesztésén keresztiil egy megbizhatd metodika kialakitdsa a célom, mely a jovébeni
hantavirus kutatdsok, mint példaul antivirdlis hatéanyagok tesztelése, vakcinafejlesztés,

allatkisérletek biztos alapjaul szolgalhat.
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III. Anyag és modszer

III. 1. Ragcsalo szervek eredete

Kutatasunk sordn olyan ragcsaldé szervmintakat hasznaltunk, melyekrdl korabban a
Virolégiai Nemzeti Laboratorium (VNL) munkatarsai PCR- rel bizonyitottak a hantavirus-
pozitivitas tényét és eredményeiket publikaltdk (Madai és mtsai., 2021). Mivel egyes mintdk
kozel 10 éve fagyasztva voltak, ezért ismét nukleinsav extrakciot végeztiink, majd hantavirus-
specifikus PCR-rel bizonyitottuk a virusok (PUUV, TULV) jelenlétét. Az ezt kovetd kisérleti
munkat, mind a pilot projekt, mind a modszerfejlesztés esetén, a megerdsitett pozitiv

szervszuszpenziok felhasznalasaval végeztiik.

I11. 2. Pilot projekt

A moédszertani fejlesztés elott egy elokisérletet végeztiink, mellyel meghataroztuk az izolalas
kritikus pontjait. Laboratoriumi tapasztalatok alapjan, fontos fert6zést befolydsold tényezd
lehet a sejtek életkora és konfluencidja, valamint a sejtvonal tipusa. A kisérlet modelljeként a
Vero E6 sejtvonalat valasztottuk, mivel a korabbi tapasztalatok nagyon vegyes eredményt
mutattak, mely nem egyértelmiien negativak voltak, valamint ezen kisérlet elvégzésekor nem
allt rendelkezésiinkre HEK 293 sejtvonal. Az életkor tekintetében a fiatal 14- es passzazsu
(p# 14) és 1d6s p# 30- as sejtek hatékonysagat vizsgaltuk, valamint a konfluencia fertézést
befolyasold hatasanak igazolasara 50-60%, illetve 90-100%-os konfluenciaju sejtekkel
dolgoztunk.

I1I. 3. Sejtek elokészitése

A Kkisérletekhez a Vero E6 és HEK 293 sejvonalat hasznaltuk, melyeket kétféleképpen
(fertézés tipusanak megfelelden) készitettiink eld, kiilon-kiilon 96 lyuka, TPP gyartmanya
sejttenyésztd lemezeken. A sejteket 10%-os hdinaktivalt FBS-sel (Fetal Bovine Serum, Gibco)
kevert DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium, high glucose, Merck) és 1% Penicillin-
Streptomycint (Merck) tartalmazo sejttenyészté médiumban 37°C-on COz (5%) termosztatban
tartottuk.

Mind a Vero E6, mind a HEK 293 sejtvonal esetén a fert6zéshez 50-60%-os konfluencidju

monolayer elérése volt a cél. Ennek megfeleléen, mindkét sejttipusbol 20 000 sejt keriilt az
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egyes wellekbe. A hagyomanyos fert6zés (lasd alabb) soran a Vero E6 sejteket a fertdzést
megeldz6 napon készitettiik eld, mig a HEK 293 sejteket két nappal a kisérlet megkezdése elott.
A sejtszuszpenzios tipusu fert6zés soran a virust tartalmazo szervszuszpenzidval dsszekeverve
keriilt a fert6zés elott leszadmolt 20 000 sejt a wellekbe (1asd alabb). A P0-as (fertdzést tekintve
0 passzazs) kisérlet soran 12- es passzazsu (p #12), mig a P1-es fert6zés soran p #14 sejteket

hasznaltunk mindkét kisérletben.

I11. 4. Mintafeldolgozas

A vizsgalatok soran az allatok veséjét dolgoztuk fel Class IT A2 biztonsagi flilke (BioBase)
alatt. A -80°C-on 1évé szerveket felolvasztottuk, majd 100 ul PBS (Merck) hozzaadasaval
szuszpenzidt készitettiink beldle Bertin Minilys hasznélatdval. A mintdkat vortexeltiik, majd
centrifugaltuk 8000 g- n, 10 percig, 4°C-on. A centrifugalas utan a feliiliszot hasznaltuk a sejtek

(PO-as kisérlet) fertézésére.

I1I. 5. Sejtek fertozése

A munkafolyamat Il1-as biztonsagi szintii, negativ nyomasu, kesztytivel ellatott ,,Glovebox”
(BioBase BSC-1500111-X) fiilkében zajlott.

a) Hagyomanyos, 1 6ras fertdzés:

A lemezekrol leszivtuk a tenyészté médiumot, majd 40 ul fert6zo feliiluszot mértiink
a sejtekre, valamint a kiszaradas elkeriilése érdekében tovabbi 50 ul 1% Pen/Strep- t
tartalmaz6 DMEM-mel fedtiik be a sejteket. A lemezeket 1 6rara 37°C-0s CO2 (5%)
termosztatba helyeztiik. Az inkubécios id6 letelte utan a fert6z6 tapfolyadékot
eltavolitottuk és 280 pl fenntartdé médiumot (2% FBS, 1% Pen/Strep, DMEM)

mértlink a sejtekre.

b) Sejtszuszpenzio .,.kevert” fertézése:

A hagyomanyos fertdzés soran felhasznalt sejtekkel megegyezd passzdzsszamd,
sejttenyésztd  aszisztens altal a  kisérlet el6tt megfeleléen leszamolt
sejtszuszpenziobdl 40 pl- t Eppendorf csévekbe Osszemértink a 20 ul fert6zo
szervhomogenizatummal, és 220 ul fenntarté médiummal, majd az igy kapott 280 pl

térfogatu keverék kertilt az egyes wellekbe.
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A fertézést kovetden a lemezeket 6 napon keresztiil inkubaltuk termosztatban 37°C-on,
5%-0s CO; tartalom mellett. Ekozben a 3. és 6. fertdzést kovetd napon (dpi) ellendriztiik a
citopatias hatas 1étrejottét Cytosmart Omni késziilékkel, majd a lemezeket -80°C-0s
fagyasztoba helyeztiik.

A PO-as fertdzés soran a szervszuszpenzio feliiluszojaval végeztiik a kisérletet, mig, a P1-es
kisérlet esetén a P0-ds lemez fagyasztasat, majd felolvasztasat kdvetden a sejtek centrifugalt
(8000 g, 10 perc, 4°C) feliiluszojaval tortént. Negativ kontrollként minden esetben megfeleld

térfogatu fenntartd6 médium keriilt a sejtekre.

II1. 6. Nukleinsav extrakcio

A viralis nukleinsav kivonasa, TRIzol alapi RNS kivono kit (Direct-zol RNA Miniprep Kit,
Zymo) hasznalataval tortént, a gyartéi protokoll utasitasait kovetve. Glovebox fiilkében a
-80°C-r6l felolvasztott sejttenyésztd lemezen 1évo feliiluszobol 100 pl-t Eppendorf csévekbe
mértiink, majd ezekbe tovabbi 300 pl TRIzol keriilt. Ezt kovetden az extrakcid tovabbi 1épései

vegyi fiilkében zajlottak, az eludtumokat kés6bbi felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

I11. 7. PCR teszt

A virusfertdzés kimutatasara nested rendszeri PCR-t végeztiink, mely a hantavirusok L
szegmensébol 396 bp-t amplifikal (Klempa és mtsai. 2006).
Az alabbi két primerszettet hasznaltuk a PCR-hez:

HAN-L-F1: 5'- ATGTAYGTBAGTGCWGATGC- 3’

HAN-L-R1: 5'- AACCADTCWGTYCCRTCATC- 3’

HAN-L-F2: 5'- TGCWGATGCHACIAARTGGTC- 3’
HAN-L-R2: 5'- GCRTCRTCWGARTGRTGDGCAA- 3’

A nested rendszer els6 korében OneStep RT-PCR Kit-et (Qiagen) hasznaltunk, mig a
masodik, nested korben, a vart terméket GoTaq®™ G2 Flexi DNA Polymerase Kit-tel (Promega)
amplifikaltuk.
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Minden egyes reakciot az alabbi mennyiségekkel mértiik 6ssze (1. tablazat):

1. tablazat: A PCR mix dsszetétele egy mintara vetitve, nested rendszeri PCR esetén

OneStep RT-PCR Kit GoTaqg® G2 Flexi DNA
(Qiagen) Polymerase Kit (Promega)

Buffer 5x 5 pl | Buffer 5x S5ul
NF H.O 13 ul | NF H20 13,25 pl
dNTP 1 ul | ANTP 1 ul
Primer Fw 0,5 ul | MgCl; 2,5 ul
Primer Rev 0,5 ul | Primer Fw 0,5 pl
Enzim 1 ul | Primer Rev 0,5 pl
Templat 4 ul | Enzim 0,25 ul

Templat 2ul
Osszesen 25 ul | Osszesen 25 ul

A polimeraz lancreakciok futtatdsa ABI 2720 (Applied Biosystems) tipust késziilékkel
tortént. Az elsé kor programja reverz transzkripcios 1épéssel indult, mely 30 percig 50°C-on

tortént, melyet a tablazatban (2-3. tablazat) felsorolt 1épések kovettek.

2. tablazat: A nested rendszer(i PCR program els6 kore

Lépési Hoémérséklet Idétartam
1. Elédenaturaciéd 95°C 15 perc
2. Denaturaci6 94°C 1 perc
3. Annealing 53°C 30 mp
4. Extenzio 72°C 1 perc
5. Utéelongacio 72°C 10 perc
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3. tablazat: A nested rendszerti PCR program masodik kore

Lépési Homérséklet Idétartam
1. Elédenaturaciéd 95°C 5 perc
2. Denaturacié 94°C 1 perc
3. Annealing 52°C 45 mp
4. Extenzid 72°C 1 perc
5. Utdelongacio 72°C 10 perc

Mindkét kor esetében a polimerdz lancreakcid 40 ciklusbdl allt, amely 2-4. 1épésig

ismétlédott az elddenaturdciot kovetden, végiil a reakcid az utdelongacid szakaszaval zarult.

I11. 8. Agaroz gélelektroforézis

A One-Step ¢és nested rendszerti PCR termékek vizualizaldsdhoz agaroz gélelektroforézist
végeztiink 2%-os agar6z géllel, TBE (Tris-Borat-EDTA, 1,5%, pH 8,0) puffer és SYBR™ Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) festék hozzaadasaval. A mintak futtatasa 90 V konstans
fesziiltségen 70-90 percig zajlott, majd a fotodokumentacié Chemidoc (Bio-Rad) hasznalataval
tortént.
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IV. Eredmények

IV. 1. Virus izolalasara szant mintak kivalasztasa

A ragcesalod szervek tobb éven at -80°C-on voltak tarolva, ezért eldszor meg kellett

gy0zbédniink arrél, hogy a virus még kimutathato-e, kizarva ezzel a virdlis nukleinsav

crer

viruspartikulak is jelen lehetnek. A vizsgalatok soran megerdsitettilk az RNS jelenlétét, majd

tovabbi vizsgalat céljabol harom mintat valasztottunk ki (4. tablazat).

4. tablazat: A kisérlet soran hasznalt mintak

Gazdaszervezet Szerv Virus Egyedi azonosité
Myodes glareolus vese PUUV b48/d
Microtus arvalis vese TULV c287/d
Microtus agrestis vese TULV b104/d

IV. 2. Pilot projekt eredményei

A mikroszkopos felvételek alapjan elmondhatd, hogy a sejtek életkora nem tartozik az
izolalast befolyasolo tényezdk kozé, ezzel szemben a sejtek konfluencidja, meghatarozhatja a
fertdzés sikerességét, melynek hatdsat a Tula virussal fertézott fiatal sejtek CPE vizsgalata
soran figyelhetjilk meg. Bar a fenti képek a well viszonylag kis teriiletérdl késziiltek, a teljes

wellt latva egyértelmii eredményt mutatnak (6-7.4bra).

p# 14, 50-60% p# 14, 90-100% p# 30, 50-60% p# 30, 90-100%

6. abra: PUUV fert6z6tt Vero E6 sejtek
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7. abra: TULV fert6zott Vero E6 sejtek

IV. 3. Modszerfejlesztés

A PO és a P1 fertdzés mikroszkopos eredményei (CPE vizsgalat) kozott nem tapasztaltunk

eltérést, igy a P1 kisérletrdl késziilt Cytosmart Omni felvételeket hasznalom a dolgozatomban.

IV. 3. 1. P1 fert6zés mikroszkopos eredményei

A mikroszkopos vizsgalatokat a fertdzést kovetd harmadik és hatodik napokon végeztiik el,
mely soran megallapitottuk, hogy harom nap alatt a virus még nem okoz citopatias hatast, ezért
tovabbi inkubacié sziikséges, mig a 6 dpi- n mar a virus képes olyan mértéki fertézésre, mely
CPE- t mutat.

A Puumala virussal torténd hagyomanyos fertdzés soran megfigyelhetjiik, hogy a a fert6zott
¢s a negativ kontroll sejttenyészet nagyon hasonld mikroszkopos képet mutat, tehat nem lathato
egyértelmiien meghatarozhaté CPE, ezzel szemben a Tula virussal fert6zott sejtek esetében
megfigyelheté morfoldgiai véltozas, de igen kismértékii.

A sejtszuszpenzi6 fertézés modszerét alkalmazva, viszont mindegyik virusfert6zés hatasara
megjelenik a jellegzetes, ,,szederszerii” CPE. Ismert tény, hogy a Vero E6 talndvése is okoz
hasonld morfologiai eltérést a sejteken, de ebben az esetben egyértelmiien lathatd, hogy nem a

sejt tilnovés okozza, mivel a negativ kontrollokon nem figyelheté meg ilyen elvaltozas (8-9.

abra).
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Puumala fertdzott sejtek Tula fertdzott sejtek Negativ kontroll

8. abra: Vero E6 sejtek hagyomanyos fert6zésének mikroszkdpos felvételei a 6 dpi- n

0 | | | 500 pm

Puumala fertdzott sejtek Tula fertdzott sejtek Negativ kontroll

9. abra: Vero E6 sejtek sejtszuszpenzids fertézésének mikroszkopos felvételei a 6 dpi- n

A HEK 293 sejtek fertézésénél sokkal szembetiinbbb eredményeket kaptunk, mivel itt
jellegzetes sejtpusztulas figyelhetd meg. Lathatd, hogy mindkét fert6zési modszerrel, a PUUV
¢s TULV esetén is megfigyelhetd a vart citopatias hatas, mig a negativ kontroll wellekben ez

nem jelenik meg (10-11. abra).

Puumala fertzott sejtek Tula fert6zott sejtek Negativ kontroll

10. abra: HEK 293 sejtek hagyomanyos fert6zésének mikroszkopos felvételei a 6 dpi- n
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Puumala fertzott sejtek Tula fert6zott sejtek Negativ kontroll

11. abra: HEK 293 sejtek sejtszuszpenzids fert6zésének mikroszkopos felvételei a 6 dpi- n

IV. 3. 2. Fertézés PCR eredményei

A mikroszkopos  vizsgalat  eredményeinek = megerdsitéseként,  univerzalis,
hantavirus L szegmens specifikus, nested rendszerti PCR-t alkalmaztunk, mely ~396 bp méretii
terméket amplifikal.

Az agar6z gélelektroforézis gélképe alapjan eltérd eredményeket kaptunk az egyes virusok
tekintetében.

A Tula virussal, hagyomanyos médon fertézott Vero E6 sejtek esetén negativ, mig azok
sejtszuszpenzids fertdzési technika alkalmazasaval pozitiv eredményt kaptunk a PO és a P1
fertdzés esetében is. Ezzel szemben, a HEK 293 sejteken mind a hagyomanyos, mind a
sejtszuszpenzios fertdzési protokoll alapjan elvégzett kisérletiink pozitiv PCR eredményt adott.

A Puumala virussal val6 fert6zés negativ PCR eredményt mutat, mind a Vero E6, mind a
HEK 293sejtvonalon, mindkét fertézési technika alkalmazéasa soran, annak ellenére, hogy a

mikroszkopos felvételek CPE- t igazoltak.
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V. Diszkusszio

A hantavirusok vilagszerte jelen vannak, hiszen minden kontinensen megtalalhatéak ¢€s
sulyos betegséget okozhatnak a human populacioban, igy egyértelmiien sziikség van az
alaposabb vizsgalatukra. A fert6zés megelézésére vakcina még a mai napig sem all
rendelkezésre, valamint olyan hatasos antivirdlis szer sincs forgalomban, mely a hantavirus
fertézések minden tipusdra és minden stddiuméaban alkalmazhaté lenne, ezért a virus
természetének megismerése kiemelt fontossagli, melyhez in vitro és in vivo kisérletek
elvégzése sziikséges.

Jelen kutatdsomban célunk az volt, hogy a mar meglévé modszereket tokéletesitsiik, ezaltal
in vitro vizsgalhassuk a hantavirus fertézést Vero E6 és HEK 293 sejtvonalon, virus izolatumok
készitése révén.

El6szor sziikséges volt meggydzddniink a mar tobb éve lefagyasztott, ragecsalokbol szarmazo
szervekben talalhaté viralis nukleinsav jelenlétérdl PCR vizsgalattal, melyet kdvetden harom
(egy PUUV és ketté TULV altal fertdzott) mintat valasztottunk ki a tovabbi sejtes munkakhoz,
a pilot projekthez és a modszerfejlesztéshez egyarant.

Az eldkisérlet arra szolgalt, hogy meghatarozzuk az izolalas kritikus pontjait, melyhez Vero
E6 sejtvonalon végeztiink vizsgélatokat, mivel ez a legelterjedtebben hasznalt sejtvonal, bar
irodalmi adatok szerint nem a legjobb sejtvonal tipus a hantavirus fertézés detektalasara (). A
kisérletek soran sikeriilt 6sszehasonlitanunk a sejtek korat (fiatal, p# 14 és idds, p# 30), illetve
konfluencigjat (50-60% vagy 90-100%), mely altal meghataroztuk a fert6zéshez sziikséges
sejttenyészet paramétereit. A kisérleti eredményeink bizonyitjdk, hogy a sejtek kora nem,
viszont a konfluencia annal inkabb befolyasolja az izolalas sikerességét, ezaltal meghataroztuk,
hogy az 50-60%-os sejteloszlas a legmegfelelobb. Ezen kisérlet eredményeit felhasznalva
terveztilk meg a modszerfejlesztési kisérletsorozat 1épéseit, kiegészitve azt irodalomi adatok
alapjan hantavirus izolalasra megfelelé sejtvonal hasznalataval (HEK 293) (Marcotic). A
kiilonbozo sejttipusok vizsgalatan feliil még két fertézési technika alkalmazaséaval egészitettiik
ki tanulmanyunkat.

A modszerfejlesztés soran két kiillonbozo fertézési modszert alkalmaztunk, melyek koziil a
hagyomanyos monolayer, valamint a sejtszuszpenzi6 fertézési protokoll hantavirus fertézésre
valo alkalmassagat vizsgaltuk. A PO lemez fertézése, az allatok kiboncolt veséjébdl késziilt
szervhomogenizatummal, mig a P1 kisérlet sordn, a PO-rdl szarmazoé feliiliszoval tortént. A
fert6zés okozta morfoldgiai elvaltozasokat mikroszkopos vizsgélatokkal (Cytosmart Omni)

kovettilk nyomon, mely soran megallapitottuk, hogy mind a PO, mind a P1 kisérlet hasonlo
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eredményeket mutat, viszont a fertézést kovetd harmadik napon még nem lathatd citopatias
hatés, mig a 6 dpi alkalmas volt a CPE ellenérzésére.

A Vero E6 sejtvonal Puumala virussal valdo hagyomanyos fert6zése sordn nem lattunk
egyértelmiien meghatarozhaté CPE- t, mig a sejtszuszpenzios fert6zési mod alkalmazasa soran
a 6 dpi- re megjelennek azok a ,,szederszerli” sejtelvaltozasok, melyek a fert6zés jelenlétére
utalnak és a negativ kontrollon nem lathatéak. Hasonl6 eredményre jutottunk a Tula virussal
fertdzott Vero E6 sejtek esetében is, viszont a morfologiai elvaltozasok joval erdsebbek voltak,
mint a PUUV fert6zésnél.

A HEK 293 sejtvonal PUUV és TULV fertdzése soran egyértelmiibb eredményeket kaptunk,
mivel ezen sejtvonalon teljesen mas morfologidju elvaltozasokat okoznak a virusok. Mind a
PUUV, mind a TULYV virus esetén, mindkét fertézési modszer sikeresnek bizonyult, a PO és P1
fertdzések esetében, mivel olyan jellegzetes sejtelhalést figyelhettiink meg, amit kordbban a
Vero E6 esetében nem tapasztaltunk és természetesen a negativ kontrollon sem volt jelen. A
mikroszkopos fotok alapjan elmondhatjuk, hogy mindkét fert6zési modszer alkalmas lehet
hantavirus fertézések vizsgalatira, de a sejtszuszpenziés modszer ebben az esetben is
hatékonyabbnak tlinik.

A mikroszkopos vizsgalat eredményeinek megerdsitéseként hantavirus L szegmens
specifikus, nested rendszeri polimeraz lancreakciot végeztiink, mely nagy pontossaggal €s
érzekenységgel képes kimutatni a viralis RNS jelenlétét. A gélfotok alapjan elmondhatjuk,
hogy nagy kiilonbségeket tapasztaltunk a kiilonbozd virusok tekintetében. A Puumala virussal
valo fert6zés eredménye negativ a Vero E6 és a HEK 293 sejtvonalon is, mind a hagyomanyos
mind a sejtszuszpenzids fertdzés tipus esetében, annak ellenére, hogy a mikroszkopos
fenyképeken lathatoak a sejtek negativ kontrolltdl eltérd, morfologiai elvaltozasa. A Tula
virussal hagyoméanyos modon fert6zott Vero E6 sejtek esetén negativ, mig a sejtszuszpenzids
fert6zési technikaval végzett kisérlet esetében pozitiv eredményt kaptunk mindkét
viruspasszazs soran (PO és P1). Ezzel szemben a HEK 293 sejteken, a Tula virussal vald
hagyomanyos €s sejtszuszpenzios fertdz€s soran is, sikeriilt PCR- rel igazolnunk a fert6zést.

Az elvégzett moddszerfejlesztési vizsgalatok alapjan elmondhatjuk, hogy hantavirus
fert6zéshez in vitro modellként a HEK 293 sejtvonal hasznalata javasolt. A legjobb
eredményeket a sejtszuszpenzio fertdzésével értiik el, igy izolatum készitéséhez ez a mdodszer
lehet a legalkalmasabb, mig antiviralis szerek teszteléséhez a hagyomanyos modszer lesz
megfeleld, mivel ebben az esetben tobbnyire egy monolayer fertdzésére van sziikség, azonban
kizarolag a két nappal a fertézést megeldzden lemezre vitt HEK 293 sejtvonallal érdemes

dolgozni.
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A két hantavirus fajt 6sszehasonlitva a Tula virus esetén minden esetben lathato citopatias
hatés, melyet a PCR eredmények is megerdsitenek, ezzel szemben a Puumala virus esetében a
PCR nem adott pozitiv eredményt mely nem magyardzza a mikroszképos felvételeken latott
morfologiai valtozasokat, igy ezen 0sszeférhetetlenséget okozé tényezok felkutatdsa jovobeni
céljaink egyike, mely soran olyan hantavirus fert6zési protokollt tudunk kifejleszteni, mely

teljeskoriien hasznalhato és tovabbi kutatasaink alapjat képezheti.
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