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ROVIDITESEK JEGYZEKE:
dsDNS kettdsszala DNS
EBV Epstein—Barr virus
EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav
EHV-1 lovak herpeszvirusa (Equid herpesvirus 1)
HCMV Human Cytomegalovirus
HHV-6 Human herpeszvirus 6
HHV-7 Humaén herpeszvirus 7
HHV-3 Varicella-zoster (Human alphaherpesvirus 3)
HSV-1 Herpes simplex 1 (Human alphaherpesvirus)
HSV-2 Herpes simplex 2 (Human alphaherpesvirus 2)
ie azonnali korai (immediate early)
IRS forditott interndlis ismétlédés (inverted internal
repeats)
KSHV Kaposi-szarkomahoz tarsuld herpeszvirus
McHV-1 Herpesz B virus (Macacine alphaherpesvirus 1)
MuHV-4 Murid gammaherpeszvirus 4
PBS fosztatpufferes s6oldat (Phosphate buffered saline)
PK-15 Sertés vese sejtvonal
PRV-Ka Alveszettség virus Kaplan torzse
PRV Pseudorabies virus
gPCR Kvantitativ polimeraz-lancreakcio
ROS reaktiv oxigén szabadgyok
SARS Sulyos Akut Légzdszervi Szindroma
SDS Natrium-dodecil-szulfat (Sodium dodecyl sulfate)
SuHV-1 Suid herpeszvirus 1
TCID50 Sejtenyészet felének a fertézéséhez sziikséges

virusmennyiség (Tissue culture infective dose 50)
TRS forditott terminalis ismétlédések (inverted terminal
repeats)

ul egyedi hosszi (unique long)



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Herpeszvirusok

A Herpeszvirusok (Herpesviridae) alkotjak a DNS virusok egyik legnagyobb csaladjat.
Harom alcsaladba sorolhatok mint, Alpha-, Beta- és Gammaherpesvirinae (1. abra)
(Whitley 1996). Altalanosan jellemzd rajuk az ikozaéder alak, nagyméreti kompakt
genom, illetve a linearis strukturaji kettdsszala DNS. Az ikozahedrélis kapszid a
nukleinsavval egyiitt nukleokapszidot alakit ki. Magat a virus genomot egy
glikoproteinnel boritott lipid burok hatarolja. A nukleokapszid a tegumentben
helyezkedik el. A herpeszvirusok genomja atlagosan 70-200 fehérje kodolasat teszi
lehetdve, melyek nagy része szabalyozd fehérje €s virokin. Jellemz6 a virusra a latens
fert6zés, vagyis a virusgenom a gazdasejt DNS-ébe integralddva lappang. Ebben a latens
szakaszban a virusgenom egy része aktiv csak, 0 virusok nem szerelddnek Ossze.
Specifikus ingerek beindithatjak a virus replikativ ciklusat. Széles gazdaspecifitdsanak
koszonhetden a fertdzés végbemehet halakban, madarakban és emldsdkben, igy
emberben is (Chisholm és Lopez 2011) (MacLachlan és Dubovi 2017). A replikacios
ciklusuk gyorsan, Herpes simplex virus esetén 4-12 ora alatt végbemegy (Wiedbrauk
2010).

CeHV-2 |Simplexvirus

E:x; Varicellovirus Alphaherpesvirinae

GaHV-3 |Mardivirus

PsHv-1 |[ftovirus
ChHV-5 _(No genus)

Cytomegalovirus
Tov-1 ~(No genus) Betaherpesvirinae
Muromegalovirus
CavHV-2_ (No genus)

HHV7 Roseolovirus

McHV-4 |Lymphocryptovirus

OvHV-2 |Macavirus
EHV-2 _ Percavirus Gammaherpesvirinae
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1. abra Az Alpha-, Beta- és Gammaherpesvirinae alcsaladok taxonomiaja

(Pellett és mtsai. 2011).
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Szamos humanpatogén herpeszvirus 1étezik az Alphaherpesvirinae alcsaladban. A HSV-
1, HSV-2, HHV-3, McHV-1. A HSV-1 és a HSV-2 virus hatasara a borfeliileten,
nyalkahartyan holyagok keletkeznek. Helyileg kezelhet6 a fertdzés, de a virusok
hosszantartoan megbujnak a ganglionokban. (Richter és mtsai. 2009) A HHV-3 altal
okozott baranyhiml6 esetén a fert6zés utan testszerte holyagok jelennek meg, melyek
virusokban gazdagok. A leesd porkok fertdzoképessége miatt rendkiviil gyorsan terjedd
betegség. Felndttkorban a virusfert6zés maradvanyaként bizonyos hatdsokra (stressz,
betegség) 6vsomor tud kialakulni. A munkank soran hasznalt SUHV-1 a Varicellovirus
nembe tartozik, igy felépitésben szdmos hasonlésagot mutat humanpatogén rokonaival
(Liu és mtsai. 2019) (Gershon és mtsai. 2015). Az Alphaherpesvirinae alcsalad altalanos
jellemzéi a gyors litikus replikacid, ganglionokban vald lappangas, széles

gazdaspecifitas.

A Gammaherpesvirinae  alcsalad  humanpatogénjei a  Kaposi-szarkdmaval
Osszefliggésben 1évo KSHYV ¢és az EBV, mely utobbi leginkabb a nyalkahartya sejtjeiben,
illetve a B-limfocitakban szaporodik és olyan betegségek kialakulasaban jatszik szerepet,
mint a Pfeiffer-féle mirigylaz és a Burkitt-limfoma. A KSHV egyike azoknak a
virusoknak, amelyek bizonyitottan tumorindukal6 hatassal birnak, (Goncalves €s mtsai.
2017) tovabba az erek endothéliumanak elvaltozasat okozzak, 1ézidkat alakitanak ki. A
fert6zott személy sok esetben nincs tudataban a virus jelenlétével, egészséges
szervezetben nem mutatja a fert6zés jeleit. Gyengiilt immunrendszerli emberekben,
AIDS-es betegekben, idosekben fellangolhat a betegség (Cesarman és mtsai. 1995)
(Zanella, Cordey, ¢és Kaiser 2020).

A Betaherpesvirinae alcsalad legismertebb humanpatogén virusai a HCMV, HHV-6,
HHV-7. Hasonléan az eldbbi alcsalddok néhany tagjdhoz, gyakran élethossziglan
fennmaradnak a szervezetben. A HCMYV esetében az érintett személy testnedvvel {iriti a
virust, igy a leggyakoribb fertdzés az anya primer infekcioja méhen beliil. A HHV-6 és a
HHV-7 gyakran egyidejlileg van jelen a fert6zott személyben. Ezeknél a virusoknal is
gyakori a tiinetmentes lappangas (Ranger-Rogez, Venot, és Denis 1999, 6). Az
Alphaherpesvirinae virusokkal szemben a Betaherpesvirinae replikacios ciklusa lassabb,

illetve sziikebb gazdaspecifitassal rendelkezik.
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1.1.1. Alveszettség virus (PRV)

A munkank soran hasznalt virus az Alphaherpesvirinae alcsaladba tartozo alveszettség
virus (Pseudorabies) (Klupp és mtsai. 2004). Az alveszettség nevet a veszettséghez
hasonl¢ klinikai tiinetegyiittesérdl kapta. A betegséget eldszor 1902-ben Aujeszky Aladar
magyar mikrobiologus jelentette és kiilonitette el a veszettségtdl. Vitathatatlanul az egyik
legintenzivebben kutatott allati herpeszvirus. A PRV a BHV-1(szarvasmarha herpesz), az
EHV-1(16 herpesz) és a VZV (Baranyhiml6) virusokkal van legkdzelebbi rokonsagban.
A PRV viruspartikulum atméréje 180 nm, felépitése a herpeszvirusokra jellemzd
morfoldgiat mutatja. A virus kettésszalu DNS genomjat ikozaéder alaku kapszid zarja be
(T. C. Mettenleiter 2008). A virus nukleokapszid 120-200 nm atmérdji, felszine striin
boritott viralis receptorokkal, melyek egyenletesen pontozzak a feliiletet (2. abra). A
virus replikacidja és transzkripcidja is a gazdasejtben torténik. A  tobbi
Alphaherpesvirinae alcsalad tagjaihoz hasonléan a virus tegument rendezetlen,
aszimmetrikus szerkezetli, a strukturfehérjék mennyisége helyenként eltér6. A PRV
genom 143 461 bp hosszasag, melyben minden fehérjekddolo régio homologiat mutat a
rokon alfaherpeszvirusok génjeivel. A genom hosszi (UL, unique long) és rovid (US,
unique short) egyedi részeket, illetve tobb, forditottan ismétlédo régiodt is tartalmaz (TRS,
terminal inverted repeats / IRS, interminal inverted repeats). A gazdasejtbe vald bejutas
a viralis glikoproteinek altal jon 1étre. A glikoproteinekkel a gazda receptoraihoz két,
majd endocitozissal bekeriil a sejtbe. Replikacio alatt a dSDNS kdvetkeztében a kétiranyu
replikacios modellt koveti. Epitél sejtekben kezd intenziven replikalddni, majd onnan
gyorsan terjed retrograd axonalis transzporttal (Antinone és Smith 2010). A fertdzés
elején a virus legnagyobb koncentracioban a torok és a garat kdrnyékén talalhaté meg,
ahova a szagld, a glossopharyngealis és a trigeminalis idegen keresztiil jut el. Sertés
gazddkon kivil a PRV kizarélag neurotrop, tehat elsOsorban az idegszovetet,
idegrendszert tamadja (T. C. Mettenleiter 2008). A litikus fert6zés soran a PRV gének
expresszioja idoben harom jol elkiilonitett csoportra bonthat6. Ezek az azonnali korai (IE
= immediate early), korai (E=early) és a kései (L=late) gének. A korai és a kései szakasz
nem ¢lesen elhatdrolt, inkdbb egy dtmeneti, E/L szakaszként értelmezhetd. Az azonnali
korai gének leginkabb regulator funkciot tdltenek be, illetve transzkripcios faktorokat
koédolnak. Ezek elsOdleges atirddasa kiillonosen fontos a korai gének aktivalodasanak
fazisaban, mivel ezek a viralis DNS replikacioban vesznek részt. A kései gének leginkabb

struktarfehérjéket kddolnak, melyek az ujonnan képzddott virusok kiilsé burkanak
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kialakitasaban vesznek részt. Mivel a fertdzés soran a gének aktivalodasa jol kdvethetden,
kaszkadszerlien torténik, igy az alveszettség virus kifejezetten jol vizsgalhatod
modellszervezetnek tekinthetd6 (Thomas C. Mettenleiter 2000). A genom
kompaktsaganak koszonhetden, teljes genom szintii transzkripcios aktivitas zajlik, illetve
megfigyelhet6 a multicisztronosan leirddé transzkriptek jelensége is. Jelenlegi tudasunk
szerint azonban a prokaridta transzlacioval ellentétben ezekben az esetekben, csak az
upstream ORF vesz részt a transzlacioban, mig a multicisztronos leirddasnak
transzkripcids szabalyozo szerepe lehet (Moldovan és mtsai. 2018). Szamos alternativ

splicing is végbemegy a transzkripci6 alatt (Olah és mtsai. 2015).

Viralis genom

Kapszid

Burok
glikoproteinek

Tegument

Burok

2. abra: Herpeszvirusok altalanos felépitése.

Szamos emlds fogékony a PRV virusra. Emberekben, féemlésokben nagyon ritkan alakul
ki a betegség, de szdmoltak mar be haldlos esetrdl. Kinaban egy 43 éves férfinél, magas
lazzal, fejf4jassal, rohamokkal jelentkezett a betegség, majd haldllal végzddott.
Tomografias képalkotasi modszer (CT) tobb agyi régioban hypo-denzitdst mutatott,
tobbek kozott a bazalis ganglionokban, limbikus rendszerben és a talamuszban.
Ujgeneracios szekvenalassal megerdsitették, hogy a beteg gerincfolyadékaban
megtalalhatd volt a PRV virus (Yang és mtsai. 2019). Tobb vadon ¢l6 emlds fajnal

jelentettek PRV fertézést (vaddiszno, prérifarkas, patkany, egér, nyul, mosémedve,
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szarvas). A klinikai korlefolyas az allat koratol, fogékonysagatol és a fert6zés modjatol
fliggden valtozhat, de a sertéseken kiviili fogékony fajoknal a fertézés végzetes, jelenleg
nem ismert ellenszere. A PRV paras leveg6ben atlagosan hét o6ra hosszaig, talajban,
tiriilékben akar két napig, szennyezett takarmanyban harom napig marad fert6zéképes. A
két honaposnal idésebb sertéseknél gyakran tiinetmentes, de a fiatalabb malacok
mortalitdsa igen magas, megkdzeliti a 100%-ot. Kifejlett sertések tiinetei lehetnek a
kohoges, tiisszogés, 1laz, gércsroham, fokozott nyalfolyas (,,Herpesviridae | IVIS” 2005)
(Pomeranz, Reynolds, és Hengartner 2005). A fert6zott vemhes kocak gyenge, halott
malacokat ellenek. Szarvasmarhak gyakori tiinete az erds viszketés, neuroldgiai tiinetek,
bénulds. Kutydk, macskdk esetén a tiinetek szinte teljesen megegyeznek a veszettség
tiineteivel, azzal a kiilonbséggel, hogy az alveszett allat a korlefolydsa alatt nem lesz
agressziv (Sykes €s Cramer 2014). A tiineteket mutaté allat 24-48 oran beliil elhullik. A
PRV virus neuronalis szignalként is hasznalhato egyedi neuroncsoportok, kapcsolatok
jelolésére. A nem o0sztddod sejtekben nem képes replikdciora tehat nem tud a kivant
jelolésen tal fertdzni. Szdmos szinvaltozatban elérhetéek ezek a szignal virusok. A
fert6zés folyamatanak nyomon kovetésére is léteznek rekombinans virusok, melyek a
fert6zés bizonyos szakaszaiban eltérd szines riportergéneket expresszalnak (Boldogkdi és

mtsai. 2009).

1.2. Fotoreaktiv hatasu feliilet

Az antiviralis és antibakteridlis hatasu nanorészecskékkel boritott feliiletek megjelenése
¢s hasznalata nagy tudomanyos attorést jelentett vilagszerte (Rodriguez-Bano €s mtsai.
2013). Ezen feliiletek fejlesztésével jelentdsen lecsokkenthetd a kiilonbz6é patogének
csiraszdmanak mennyisége korhdzakban, iskoldkban, tomegkdzlekedésen, illetve
otthonainkban. Az altalunk is hasznalt feliileteken torténd kémiai reakciok katalizator
szerepét a fénybesugarzassal gerjeszthetd fotokatalizatorok adjdk. Az Ontisztitdé hatas
alapja az, hogy az antimikrobidlis részecskék kis méretiiknél fogva kapcsolatba kertilnek
a patogénekkel és ott kifejtve a hatasukat elpusztitjak azokat (Mei és mtsai. 2013). A
fotokatalizis sordn, a feliilleten alkalmazott katalizator részecskék a bevilagitas
kovetkeztében reaktiv oxigénformakat képesek 1étrehozni vizes kdzegben. Ilyen reaktiv
anyagok példaul a hidroxil-gyokok (-OH), hidrogén-peroxid (H202) és a szuperoxid-ion
(-O2") (Martra és mtsai. 1999). Ezek az anyagok hatékonynak bizonyultak a bakterialis
sejtfalat alkotd és stabilizalo peptidoglikan réteggel szemben (Gupta és mtsai. 2013). A
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legismertebb fotokatalizator részecske a titan-dioxid (TiOz), melynek sikeressége a
kémiai stabilitasabol ered, illetve fontos tulajdonsaga még, hogy az emberi szervezetre
nem toxikus (Dharma és mtsai. 2022). Jelentds szempont tovabba, hogy a kdrnyezetével
nem Iép reakcidba. Mivel magas a gerjesztési kiiszobenergiaja, a fotolitikus aktivitasa
elsé sorban UV-fotonokkal érvényesiil (Dickstein €s mtsai. 2016). Ez a tulajdonsaga
akadalyt jelent a széleskorti alkalmazasaban, mivel az UV-fény artalmas az emberi

szervezetre.

A TiO: gerjesztési kiiszobenergiaja modosithatd kiilonbdz6 nemfémes elemekkel, mint
példéaul nitrogénnel, (Halasi, Ugrai, és Solymosi 2011) kénnel (Kun és mtsai. 2009) vagy
foszforral (Kordsi és mtsai. 2007). Ezeknek az adalékanyagoknak a hatasara a katalizator
részecskek elektronszerkezete és optikai sajatossdgai megvaltoznak, igy a gerjesztési
kiiszObenergia a lathatdo fény tartomanyaba hangolhato. A fotokatalizator részecskék
mindennapi alkalmazasaban fontos szempont a megfeleld feliileti rogzités. A Poli(etil-
akrilat-ko-metil-metakrilat) (Veres és mtsai. 2014) tipusu rogzitdanyagon torténd feliileti
immobilizacid6 megakadalyozza, hogy a fotokatalizator részecskék a kornyezetbe

jussanak (3. abra).

¥ 0.500 pum/div
z 0.500 um/div

Polimer mitrix
| Feliilet |

fotokatalizator
Q részecske Q

3. abra: A fotokatalitikus feliilet sematikus abraja, mellette ennek a feliiletnek az atomerd

mikroszkopos képe (Janovak és mtsai. 2019).

Jelenleg ezek a polimer alapt bevonatok tiinnek a jelenleg elérheté legoptimalisabb
megoldasnak (Tallosy és mtsai. 2014). Viszonylag kedvezd ar, kis stirliség, j6 titésallosag
¢s rugalmassag jellemzi Oket. Az ilyen tipust polimer kdzegben a fotokatalizator

nanorészecskék egyenletesen oszlanak el. Ez az egyenletesség idovel valtozik a
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fotokatalitikus folyamatok hatasara. Az ugynevezett masodik generacios feliileteket
plazmonikus nemesfém (Ag, Cu) részecskék hozzaadasaval alakitjak ki. Ezek, a TiO:-al
keverve, novelik a nanohibrid film fényelnyel6 képességét és a fotokatalitikus aktivitasat.
A nemesfémek, a nemfémekkel ellenben, elektroncsapdaként is funkcionalnak, illetve
plazmonikus sajatsagokkal is rendelkeznek. Ezek hozzajarulnak ahhoz, hogy a lathato
fény fotokatalitikusan hasznosulni tudjon, tehat nem sziikséges UV-fotonok hasznalata.
Ha a beérkezd fotonok és a feliileti vegyértékelektronok frekvenciaja megegyezik, egy
olyan allapot alakul ki, mely a beesd fotonok energidjat képes a nanorészecskék kortil
koncentralni. A folyamat szempontjabol fontos tényez0 a kdzeg torésmutatdja, valamint
a fotokatalizator €s a nemesfém részecskék egymastol valo tavolsaga. A nemesfémekkel
torténd modositas csokkenti a gerjesztéshez sziikséges kiiszobenergiat. Ennek a
folyamatnak az alkalmazasaval gyakorlatilag a lathat6 fény segitségével eliminalhatova

valnak a fertézésekért felelds korhazi patogének (Charpentier és mtsai. 2012).

A TiOz2 feliiletekhez torténd, kiillonb6z6 mértékli Ag adagolasa eltéré aktivitasbeli hatast
mutatott. Az 1%-os Ag tartalmu feliiletek UV fényben mutattak a legnagyobb aktivitast,
mig lathat6 fényben a 0,5%-0s Ag tartalom volt a legeredményesebb. Ag adagolasaval
egyértelmiien novelheté a TiOz2 feliiletek fotoreaktiv hatékonysdga. ZnO feliileteknél a
0,25%-0s Ag tartalom mutatta a legnagyobb aktivitast, UV és lathato fényben is (Tallosy
2016). Az immobilizalt fotokatalizatorok mechanikai stabilitisa megnovekedett, de a
polimer miatt csokkent a fotoreaktiv hatas. A csokkenés mértékével a képzddd reaktiv
oxigéngyokok hatdsa még igy is elegendd hatassal bir a megfeleld antimikrobialis hatés

elérése érdekében.


https://www.zotero.org/google-docs/?dzJly4
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2. CELKITUZES

VI.

A potencidlisan antimikrobidlis hatdsi TiOz tartalmu polimer immobilizalasa,

illetve a lathat6 fény hatdsara keletkezd reaktiv vegyiiletek vizsgalata.

A fotokatalizis soran keletkezé vegyiiletek hatasanak vizsgalata benzoesavra,
BSA-ra és baktériumokra.

Az alveszettség virus felszaporitdsa PK-15 sejtekben, illetve a virus titer-

meghatarozésa.
Az alveszettség virus qPCR-rel torténd validalasa.

A fotokatalizator nanorészecskékkel boritott feliilet vizsgalata antiviralis

tulajdonsaganak szempontjabol.

Kiilonboz6 kornyezeti tényezok (hdmérséklet, fényforras tavolsdga) hatasanak
vizsgéalata a fotoreaktiv feliiletek antivirdlis hatékonysaganak és a virus

talélésének szempontjabol.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. PK-15 sejtkultira fenntartasa

Munkank sordn a virusfertézéshez sertésvese sejteket hasznaltunk (Porcine kidney cell
line (PK-15; ATCC® CCL-33™)), A sejtek fenntartaisa DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) tapoldatban, 5% FBS (Fetal Bovine Serum; Gibco/Thermo Fisher
Scientific, CAS No. 9048-46-8) és 1% PS (Penicillin Streptomycin; Thermo Fisher
Scientific, CAS 3810-74-0) jelenlétében tortént. A sejtek inkubacioja a kisérlet minden
szakaszaban 37°C-on 5%-0s CO2 mellett tortént. A sejtek passzalasat 2-3 naponta
végeztiik. A folyamat soran, a hasznalt tapoldatot eltavolitottuk a sejtekrél, majd PBS-sel
mostuk Oket. Ezt kdvetéen 1-, 2- vagy 3 ml tripszint mértiink a sejttenyésztd flaskaba
attol fiiggden, hogy a folyamatban 25-, 75-, vagy 150 cm?-es edényt hasznaltunk. Ezt
kovetden addig inkubaltuk, amig az 0sszes sejt fel nem valt a tenyészto flaska aljardl. A
felvalt sejtek %4-ét kidobtuk, a megmaradt sejteket visszahelyezziik a flaskaba és

komplettalt DMEM tédpoldatot tettiink hozza.

3.2. PK-15 sejtek virusfertézése. Virusok Kkinyerése ultracentrifugalassal

A virusszaporitds soran 10 MOI (Multiplicity Of Infection) virusmennyiséget
haszndltunk a PK-15 sejttenyészet fertézéséhez. A sejtszaporitas 150 cm2-es sejttenyésztd
flaskaban tortént. A fertézés megkezdéséhez konfluens sejttenyészetre volt sziikségiink,
ugyanis a PK-15-6s sejtek szdma ebben az esetben 5* 10° darabra tehetd. A fertézést
megeldzden a tdpfolyadékot eltavolitottuk, majd steril PBS oldattal mostuk a sejteket. A
kivant titer eléréséhez 0%-0s DMEM oldattal higitottuk ki a virusokat. A hasznalt virus
stock titere 1x108 volt mely azt eredményezte, hogy a meglévo virusszuszpenziot 2-szeres
higitasban 1 ul mennyiségben adtuk a felndvesztett sejtpopulacidhoz. A virusszuszpenziod
hozzdadasat kovetden, 1 6rdn 4t inkubaltuk a sejteket 2 ml 0%-os DMEM jelenlétében a
virusok sejtekhez valo tapadasanak eldsegitése miatt. Az inkubéciot kovetden 40 ml
komplettalt DMEM oldattal kiegészitve, legalabb 72 6ras inkubécio kovetkezett, a sejtek

teljes fert6zéséig.
Ultracentrifugalas:

A fertdzott sejtek feltarasat 2x egymast kovetd lefagyasztassal (-80°C) és felolvasztassal

végeztiik el. A fel nem valt sejteket ezutan felkapartuk a sejttenyésztdé edény aljarol, majd
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50 ml-es falkoncs6be helyeztiik. Ezutan centrifugaltuk 2000 rpm-en, 4 °C-on, 5 percig. A
virusokat tartalmaz6 feliiliszot 20 ml-enként, 25 ml-es ultracentrifuga csdbe tettiik, majd
pasteur pipettaval 2,5 ml szacharozagyat (69,9 % NTE (2% 5M NaCl; 1% IM Tris
(pH:6,7); 0,5% 0,2M EDTA (pH:7)); 30% szacharoz; 0,1 % BSA (Bovine Serum
Albumin)) mértiink a cs6 aljara. 1 6ran keresztiil 70.000 g-vel ultracentrifugéltuk 24.000
rpm-en Sorvall AH-628-as rotorral. A centrifugalas utan eltavolitottuk a feliilaszot és 4
°C-on 30 percig leforditottuk a csovet. Ezt kdvetden 0,25 ml steril, autoklavozott NTE
oldatot adtunk a pelletek feléhez, valamint 0%-as DMEM oldatot a mintdk masik felé¢hez.
Az NTE-ben szuszpendalt virusokbdl DNS-t izolaltunk, a DMEM-ben beoldott virusokat

pedig a titer-meghatarozashoz hasznaltuk a tovabbiakban.

3.3. Virus titer-meghatarozas

A virus-titert 96 lyukas mikrolemezben 1évd sejteken hataroztuk meg. Az
ultracentrifugalas végén kapott, DMEM-ben beoldott virus szuszpenzidbdl higitasi sort
készitettiink a mikrolemez elsé 3 soraban. A virus felvitele utan a sejteket 3-4 napig
inkubaltuk. Mikroszkop alatt soronként megkerestiik azt a higitast, ahol még fellelhetd
virus plakk. Ezekben a lyukakban megszdmoltuk a képzdédott plakkokat (4. abra).
Ezeknek a szamat a higitdsdnak és a térfogatnak megfeleléen felszoroztuk. A harom

parhuzamos eredményt atlagolva kaptuk meg a virus-titert.

-

e
A
B

C

crcr

3.4. Virusgenom izolalas, majd qPCR-rel torténo validalas

A koncentralt virus szuszpenziohoz 0,5 ml DNS izolalé puffert (1M Tris-HCI pH 7.5 =
0.2M (200mM), EDTA 0.025M (25mM), SDS 0.5%, NaCl 0.25M (250mM), 0.002mg/mi
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RNase 650ml ddH20) és 25 ul proteinaz K-t (20 ug/ml) adtunk és 0sszevortexeltiik. 1
oraig inkubaltuk 55°C-on, majd ezt kdvetéen 1:1 aranyban adtunk hozza fenol-
kloroformot, és dsszevortexeltiik. 10 percig centrifugaltuk 17.000 g-vel 4 °C-on, majd a
felso vizes fazist 0j eppendorf csdvekbe tettiik. Megismételtiik az eldbbi 1épést 2x, majd
a harmadik fenol-kloroformos folyamat vizes fazisanak 1/10 mennyiségii 3M Na-acetatot
(pH 7.4) és 2,5x mennyiségi izoamil alkoholt adtunk. 10 percig centrifugéltuk 4 °C-on
17.000 g-vel majd ledntéttik a felilluszot. 500 ul 70%-os alkoholban mostuk, majd 10
percig centrifugaltuk 4 °C-on 17.000 g-vel. A feliilisz6t ismét ledntottiik és a csoveket
leforditva, szobahémérsékleten megszaritottuk. Ugyeltiink arra, hogy ne szaradjon ki a
DNS, de az alkohol maradéktalanul elparologjon. A mintédkat nukledz mentes vizben

vettiik fel.
Kvantitativ PCR (qPCR) vizsgélat

Az ultracentrifugalast kovetden izolalt DNS mintdkat génspecifikus primerek
segitségével validaltuk qPCR segitségével. A validalas soran 4 specifikus génszakaszt
amplifikaltunk fel, az ul23; ul29; ul44 és az ul2l régidokat. Az amplifikacidhoz a
RotorGene Q Thermocycler-t hasznaltuk, a reakcido Osszetétele a kovetkezd volt: 2x
ABsolute QPCR Mix, SYBR Green (Thermo Scientific™); 20 ng DNS; 1mM
génspecifikus primer szekvencia (1. Tablazat). A qPCR reakcié kondiciodi a kdvetkezok
voltak: 94°C 25 masodperc, 60°C 25 masodperc, 72°C 6 masodperc 30 cikluson

keresztiil.

Primerek Szekvencia (5°-3°)
ul23 fw ATGACGGTCGTCTTTGACCGCCAC
ul23 rev CGCTGATGTCCCCGACGATGAA
ul29 fw CTGATCCTGCGCTACTGCG
ul29 rev ACTGCATCGTGATCCCCG
uld4 fw TCGTGAGCAGCATGATCGT
uld4 rev GTCGCCATGATGACCAGC
ul21 fw TCAGCTGTTTCGGGCGC
ul21 rev ATTGAGGACGATGGAGATGTTGG

1. tablazat: a virus validaldsara hasznalt primerparok
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3.5. A fotoreaktiv feliiletek eloallitasanak tulajdonsagai

TiO2 (Aeroxide P25” CAS No. 13463-67-7) tipusu feliileteket hasznaltunk, 0,5 wt%
AGNP-vel adalékolva. A fotokatalitikus nanofilm anyag alapja Poli(etil-akrilat-ko-metil-
metakrilat) (p(EA-co-MMA) polimer. 10 wt% Ag-TiO2 vizes szuszpenzio volt Petri-
csészére feljutattva, 15 cm-rél gravity feed airbrush segitségével (ChroMax BD-203,
United Kingdom). A feljuttatott nanokompozit filmréteg 1-1.5 pm vastag. A
nanofilmréteg alapjaul szolgalo Petri-csésze 100 mm x 15 mm méretii. A fotoreaktiv
feliilet fotokatalizator/polimer tomegaranyai 60:40 tomeg%. A tiszta polimer és a
fotokatalitikus AgQ-TiO2-t tartalmazd feliilet is ugyanazzal a fajlagos tomeggel
rendelkezett (1 mg/cm?).

3.6. Feliiletek kontaminalasa, szaritasa. A feliiletrél visszanyert viruspartikulumok
fertozoképességének vizsgalata

Minden vizsgélni kivant feliiletre 100-100 pl virusszuszpenziot juttattunk fel szorofejes
permetezovel a természetes cseppfertdzeés jelenségét utanozva (5. abra). A kontaminaciot
kovetden stopperrel mértiik a feliilet szaradasi idejét. Az adott kisérlet tipusatol fiiggden
valtoztattuk a kdrnyezeti tényezdket, mint példaul a megvilagitast (A > 435 nm (6. abra)),
a megvilagitas tdvolsagat (15 cm és 30 cm) illetve a hdmérsékletet (szobahdmérseklet és
4°C).

5. abra: A kontroll Petri-csészére feljuttatott PRV virusszuszpenzid aeroszol formaban.
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6. abra: A megvilagitasban hasznalt fény hullamhossza (Boldogkéi és mtsai. 2021).

Minden paraméter vizsgalata 3 parhuzamos mintan tortént. Az inkubaciot kovetden a
feliileten 1évo viruspartikulumokat 1000 ul DMEM-mel szuszpendalva gytjtottiik ossze,
majd ezen virusszuszpenziok fertézéképességét hataroztuk meg. A feliiletrdl visszanyert
aktiv virusokbdl higitast készitettiink. Eldre elkészitettiink 8 eppendorf csébe 900-900 pl
DMEM téapoldatot. A visszanyert virusszuszpenziot vortexeltiik és 100 pl-t helyeztiink az
els6 eppendorf csébe. Ezt a higitast vortexeltiik és ismét 100 ul szuszpenziot vettiink ki
¢s helyeztiik a kovetkezd eppendorf csdbe. Ezt a folyamatot elvégeztiik a maradék 6
eppendorf csovel is, igy elkészitve a 8 1épcsds 10-szeres higitasi sort. Az elsé higitasbol
végigmértiik a 96-os lyuku mikrolemez elsd sor 8 lyukat. A 9-12. lyukak kontrollként
szolgaltak (7. Abra). Egy lyukba 100 pl virusszuszpenziét mértiink.

Kontroll

1 2 3 4 5 6 L I ] 10 1212

L& 24

IOTMmMOOwW>»

7. Abra: Egy fiktiv eredmény a TCID50 kalkulacidhoz. A sotétkék szin a fertézott lyukakat

jelzi, igy azok pozitiv mintanak szdmitanak.


https://www.zotero.org/google-docs/?TEqPri
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3.7. TCID50

A TCID50 azt a virusmennyiséget hatdrozza meg, amely a sejtkultira 50%-4nak a
megfert6zéséhez €s elpusztitdsdhoz sziikséges. A fertdzés kovetden 4 nap mulva néztiik
meg a sejteket mikroszkop alatt (Olympus Ix71 mikroszkop és Olympus LUMPlanFL/IR
100x nagyitasban). A fert6zott lyukakat “+” az egészséges sejtek “-” jelzést kaptak. A
fert6zés meghatarozasahoz az is pozitiv értéknek bizonyul, ha a sejttenyészto lyuk teljes
mértékben fertdzott sejteket tartalmaz €s az is, ha csak egy sejtcsoport mutat fertézésre
utalé morfologiai valtozast. A TCIDS50 érték egyenes aranyossagot mutat a titer értékével,

igy a fertdzoképes virusok vizsgalatara széles korben hasznalt modszer.

A TCIDS50 értéket az alabbi képlet szerint kalkulaltuk:

pozitiv fert6zott lyukak szdma

Log10 50% végpont higitas= [(egy higitasi sorban 16v5 lyukak széma) +O,5] X higitasi tényez6 10-es alapt logaritmusa
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A fotoreaktiv feliilet hatasa mikro és makromolekulakra

A nanohibrid filmréteg egy 100 mm x 15 mm-es Petri-csészére volt feljuttatva. A
filmréteg kell6en vékonyra, tiszta polimer réteg esetén 1,02 = 0,2 um, mig a polimerbe
agyazott fotoreaktiv kompozit réteg esetén 1,45 £ 0,1 um vastagsagura késziilt. Az utobbi

esetében a fotokatalizator/polimer arany 60:40%-ban oszlott meg.

A fotoreaktiv feliilet szabadgyokok termelésével, képes fotokatalitikusan lebontani
egyszeri molekuldkat is, mint példaul benzoesavat, ami a kisérletben is felhasznalt teszt
kismolekula volt (8. abra). Az eredményekbdl egyértelmiien allithato, hogy 7 oras lathato
fény besugarzasa utan kortilbeliill a benzoesav (kezdeti koncentracio: 20ppm) 55-60%-a
fotodegradalodott vizes oldatban, tehat a fény altal indukalt feliiletrél felszabadult
szabadgyokok elbontottak a feliileten kotddott kismolekulakat.

1.0 -@sz‘c--e—n-é__‘_é__“é kontroll
09{ ¥ Ll
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03 (O A agitio,
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Megvilagitas ideje (0ra)

8. abra: A fotokatalitikus feliileten vizsgalt teszt mikromolekula (benzoesav) degradacidja

(Boldogkdi és mtsai. 2021).

Ezt kovetden a nanohibrid filmréteg hatékonysaga 1ényegesen nagyobb molekulatomegii
(66 kDa) BSA biomakromolekulan is eredményesnek bizonyult. Kontrollnak
fotokatalitikus nanorészecske nélkiili polimer feliilet késziilt. Maga a BSA fehérje vizes

oldatban


https://www.zotero.org/google-docs/?vCTtto
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volt jelen. A 9-es abra ,,A” része mutatja a koncentraciod csokkenését a BSA-nak (kezdeti
koncentracio: 100ppm) 8 ora fénybesugarzas alatt. Lathat6, hogy fotokatalitikus
tulajdonsaggal nem rendelkezd feliileten is csokken a BSA koncentracidja fény hatasara
(9. abra). A fotokatalitikus feliileten a degradacié mértéke jelentésen nagyobb, 2 ora
besugarzas alatt a kezdeti BSA koncentracio 3,8%-ra csokkent, mig 6 6ra besugdrzas utan
gyakorlatilag nem lehetett BSA-t detektalni. Ez a magas fotooxidativ hatas a BSA-n nem
csak az Ag-TiO2 fotokatalitikus anyag magas fotoreaktivitasabol ered, hanem abbdl is,

hogy a Ag-TiOz2 részecskék fokozzak mas molekulak feliileten valo megkotodését.
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9. abra: (A) BSA tesztfehérje fotokatalitikus bomlasanak sebessége az Ag-TiOz/polimer
nanohibrid filmen, lathat6 fény megvilagitasa mellett €s a (B) BSA tesztfehérje csokkend

fluoreszcencia spektruma (Boldogkéi és mtsai. 2021).

Ezt az interakciot nanorészecskék és biomakromolekulak kozott masok is leirtdk
(Mariam, Dongre, és Kothari 2011). Abban a munkdban eziist nanorészecskék és BSA
molekuldk interakciojat vizsgaltak fiziologias pH-n, vizes oldatban, fluoreszcens
spektroszkopiaval. Azt tapasztaltdk, hogy az eziist nanorészecskék képesek elnyelni a
BSA fluoreszcencigjat, melynek magyarazata, hogy egy komplex alakul ki a BSA
molekuldk és az eziist nanorészecskék kozott. Az eziist nanorészecskéknek tehat két
fontos szerepe van a TiO: felilleten. Egyrészt novelik a feliilet fotokatalitikus

hatékonysagat, masrészt fokozzak az interakciot a makromolekulak és az Ag-TiO2


https://www.zotero.org/google-docs/?a9iA3X
https://www.zotero.org/google-docs/?hLnFwX
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részecskék kozott a fent emlitett komplex képzés altal. Mindezek egy erds fehérje

fotodegradacios hatast eredményeznek.

4.2. Virusok felvitele és a feliileten torténé talélésiik vizsgalata

Munkéank soran az Ag-TiO2/polimer filmmel boritott feliilet hatasat vizsgaltuk
alveszettség virussal (Tombacz ¢s mtsai. 2014) szemben. A virus természetes
koriilmények kozott cseppeken keresztil terjed, igy a felvitel soran ezt a jelenséget
utanoztuk. A feliilet tesztelését tobb koriilmény megvaltoztatasdval végeztiik el.
Szobahémérsékleten €s 4°C-on vizsgaltuk a szaradas pillanataban, illetve 10 perccel
utana a feliileteken megmaradt virusokat. Mind a kontroll, mind a fotoreaktiv feliileteket
a teljes munkafolyamat alatt megvilagitottuk, illetve sotétben tartottuk, attdl fiiggden

melyik kisérletet végeztiik el rajtuk.

A fotoreaktiv feliileteken képzddo reaktiv oxigénformak (az dbran a H2O2 mennyiség van
feltiintetve) képzédése 14 W/m? fényintenzitasnal egyfajta maximumot mutat (10. abra).
A fényforras és a feliilet kozti tavolsag csokkentésével ez a fényintenzitas novelhetd, de
14 W/m? felett méar nincs jelentds mértékii ndvekedés a H202 képzddésében. Ez a
fényintenzitas koriilbeliil 15 cm-es tdvolsagrol torténd besugarzassal érhetd el, ezért a

kisérletlinkben ez a tavolsag szerepel.
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10. abra: A megvilagitas hatasara képz6dé ROS koncentracidja a fotoreaktiv rétegen. Az abra a

tavolsagtol fliggben mutatja a fényintenzitast. (Boldogkdi és mtsai. 2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?QXH9rE
https://www.zotero.org/google-docs/?KHwedw
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4.2.1. Az egészséges és az alveszettséggel fert6zott PK-15 sejtek morfoldégiai

osszehasonlitasa

A fert6zott PK-15 sejtvonal morfologidja erds eltérést mutat az egészséges sejtvonaltol
(11. abra). Az egészséges sertés vese sejtek egy rétegben rendezddnek, jellegzetes
nyulvanyokat hoznak létre. Fert6zést kdvetden a konfluens sejtkulturaban feltisztulasi
zondk alakulnak ki, ahol a sejtek eldszor lekerekednek, majd a fert6zés eldrehaladtaval

felvalnak a tenyésztdedény aljarol.

11. abra: (A) Fertozott PK-15 sejtvonal részlete. Jellegzetes morfologiai elvaltozast mutat, tobb
helyen lyukak lathatok. Az elpusztult sejtek kerekek, felvaltak a tenyészt6 flaska aljarél. (B)
Egészséges PK-15 sejtvonal morfoldgiaja. A sejtek letapadtak, nyalvanyosok.

4.2.2. Felszaporitott virusok validalasa qPCR reakcidval

A felszaporitott virusoknak négy eltéré génszakaszara specifikus primer parokat
terveztlink, melyekkel validalni akartuk a nekiink sziikséges virus jelenlétét. A gPCR
reakcioban a PK-15 sejtekben tenyésztett majd feltart és tisztitott virus genomot
hasznaltuk. Ezek a génszakaszok csak a PRV-Ka virusokban talalhatok meg. A gorbéken

latszik, hogy a reakciok soran egy-egy termék keletkezett, tehat a sejtek fert6zésre utald

crer
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12. abra: Piros: ul21, Sarga: ul23, Kék: ul29, Z6ld: ul44 (A) gPCR reakcid soran kapott
termékek olvadasi gorbéje és a (B) gPCR amplifikacios gorbéje.

4.2.3. Szobahoémérsékleten vizsgalt fotoreaktiv feliilet virucid hatasa

A szobahOmérsékleten megvilagitott fotoreaktiv feliilet drasztikus hatassal volt a virus
fert6zoképességére a kontrollhoz képest. Gyakorlati vonatkozasban a nyalcseppek altal
feliiletre kertilt virusok beszaradnak, ezért kisérleteinkben ezt a folyamatot imitaltuk a
virusszuszpenzid beszaritasaval. A kisérletet 3-3 parhuzamos mintan végeztiik el. Az els6
mintavétel az aeroszol kiszaraddsanak idOpontja, a masodik pedig a szaradast kdvetden
10 perccel tortént. A virusok fotoreaktiv eliminalasa eredményesnek bizonyult (13. abra)
(2. tablazat). Eredményeinkbdl latszik, hogy a feliiletre keriilt virusok talélése jelentésen
csokkent a beszaradas id6pontjaban, illetve a szaradast kovetéen 10 perccel a csokkenés

még jelentGsebb Vvolt.

Atlagosan harom nagysagrenddel tobb virusrészecske volt a megvilagitott, de kezeletlen
feliileten, mint a kezelt, fotoreaktiv feliileten. 10 perccel a szaradast kovetden a
fotoreaktiv feliileten nem volt fellelhetd fertézoképes virus részecske, mig a kontroll
feliileten a virusok egy jelentds része talélt. Megfigyelhet6 tovabba, hogy a megvilagitas,
mint egyediili tényezd is egyfajta virucid hatdssal birt a kontroll feliileten. A s6tétben 1€vo
kezelt és kezeletlen feliiletek kozott nincs nagy kiilonbség, tehat mindenféleképpen
szilkséges a megvilagitas a virucid hatas érdekében. A beszaradas utani 10 percnek
onmagaban nincs virucid hatasa, mivel a virus titer nem csokkent 1ényegesen a sotétben

tartott feltleten.
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Virus tulélése szobahdmérsékleten

7,00
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iz 4,00 !
[Ta)
=
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= 3,00

2,00

1,00

0,00 =

Satét kontroll, szaradési Bevilagitott, széradasi Satét kontrall, szaradasi Bevilagitott, szaradasi
idépont idépont idépont +10 perc idGpont +10 perc
® Kontroll 6,33 3,71 6,17 2,50
B Kezelt fellilet 6,29 0,75 6,08 0,Co
13. abra: A fotokatalitikus feliilet virucid hatasa szobahdmérsékleten.
TCID50
1. 2. 3. Atlag Sz6ras

Kontroll 4,50 2,75 3,88 3,71 0,89
Kezelt feliilet 0,75 0,625 0,875 0,75 0,13
Kontroll + 10' 2,125 2,375 3 2,50 0,45
Kezelt feliilet 10' 0 0 0 0,00 0,00
Sotét kontroll 6,25 6,50 6,25 6,33 0,14
Sotét, kezelt feliilet 6,50 6,13 6,25 6,29 0,19
Sétét, Kontroll + 10° 6,00 6,13 6,38 6,17 0,19
Sotét, kezelt feliilet + 10’ 6,13 6,00 6,13 6,08 0,07

2. tablazat: A TCID50 értéke harom parhuzamos kisérletben. A feliileteket szobahdmérsékleten
inkubaltuk.

4.2.4. 4°C-on vizsgalt fotoreaktiv feliilet virucid hatasa

A 4 °C-on torténd fotoreaktiv hatas némileg alacsonyabb volt, mint szobahémérsékleten.
A megvilagitott kisérletsorozatban kozel két nagysagrenddel tobb viruspartikulum volt a
kontrollon, mint a kezelt felilleten (14. abra) (3. tablazat). A virucid hatas csak kis
mértékben nétt, ha szaradas utan tovabbi 10 percet hagytuk a virusokat a feliileten. Itt is
megfigyelhetd a fény virucid hatasa, mivel a beszaritast kovetéen 10 perccel csokkent a

virus titer mennyisége a megvilagitott kontroll feliileten. Maga a szaradas nincs virucid
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hatéssal, ez megfigyelhet a sotét kisérletsorozat feliiletein. Osszességben elmondhatd,
hogy magasabb hémérsékleten jelentdsebb a fotoreaktiv feliilet virucid hatasa, de a

hidegebb kornyezetben is jelentdsen csokkent a viruspartikulumok szama a kontrollhoz

képest.
Virus tulélése 4 °C-on
7,00
=

6,00

5,00
= 4,00
8
o
= 3,00

2,00

1,00

0,00

Sdtét kontroll, szaradasi Bevildgitott, szaradasi Satét kontroll, szaradasi Bevilagitott, szaradasi
idépont idépont idépont +10 perc idépont +10 perc
m Kontroll 6,33 4,17 6,29 2,63
m Kezelt fellilet 6,00 1,50 6,21 1.33
14. abra: A fotokatalitikus feliilet virucid hatasa 4°C-on.
TCID50
1. 2. 3. Atlag Széras

Kontroll 4,75 4,13 3,63 4,17 0,56
Kezelt feliilet 1,625 1,5 1,375 1,50 0,13
Kontroll +10' 2,5 2,75 2,625 2,63 0,13
Kezelt feliilet 10' 1,25 1,5 1,25 1,33 0,14
Sotét kontroll 6,38 6,50 6,13 6,33 0,19
Sotét, kezelt feliilet 6,12 6,25 6,50 6,29 0,19
Sitét, Kontroll + 10’ 6,00 6,13 5,88 6,00 0,13
Sotét, kezelt felillet + 10° 6,50 6,13 6,00 6,21 0,26

3. tablazat: A TCID50 értéke, harom parhuzamos kisérletben. A feliileteket 4°C-on inkubaltuk.
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4.3. A fotoreaktiv feliilet antibakterialis hatasa

Szamos vizsgalat alapjan tudjuk, hogy a baktériumok sejtfala negativ toltés tobblettel bir.
Ezt Gram-negativ baktériumoknal a lipoproteinek és lipopoliszacharidok, mig Gram-
pozitivnal a teichonsav jelenléte okozza. A negativ toltés miatt mindkét tipusu baktérium
képes elektrosztatikusan kotdédni a fotoreaktiv feliilet pozitiv toltésti katalizator
nanorészecskéihez. A negativ toltéssiirliség nagyobb a Gram-pozitiv baktériumoknal,
mivel a sejtfalukon a teichonsav szerkezetébdl adoddan tobb karboxil-csoport talalhato.
A fotoreaktiv hatds mértéke fligg a bakterialis sejtfal tipusatol. A Gram-pozitiv MRSA
(Methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus) sejtfala példaul kiilonosen érzékeny a
kémiai hatdsokra, igy az antibakterialis feliileten torténd tesztelés alapjan eredményesen

eliminalhat6 (Tallosy 2016).

A fotoreaktiv feliiletek antibakteridlis hatdsait a Szegedi Tudoményegyetem, Fizikai
Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék vizsgalta. A fotoreaktiv filmréteg lathatoé fénnyel
valé megvilagitisa képes hatékonyan eliminalni mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-
negativ baktériumokat (15. és 16. abra). Az Ag-TiO2 bevonatu feliileten 1év6 MRSA
telepek szdma a kezdeti allapothoz képest 24 oras megvilagitast kovetden koriilbeliil
30%-ra csokkent, 48 oras megvilagitast kovetden a telepek csaknem teljes mennyisége
degradalodott. Az eredményekbdl az kovetkeztethetd, hogy a fotokatalitikus rendszer
hatasfoka elegend6en nagy ahhoz, hogy 2 nap alatt egy adott térben a jelenlévo bakterialis
koérokozok kozel 100%-at elpusztitsa.


https://www.zotero.org/google-docs/?PA5mzu

15. abra: (A,B,C) kontroll feltileten 1év6 Escherichia coli baktériumbol izolalt peptidoglikan

struktura valtozasa id6 fiiggvényében. (D,E.F) Ag-TiO; katalizator nanorészecskével boritott

feliilet hatasa az id6 fliggvényében. A megyvilagitas LED ( Amax= 405 nm) tipust fényforrassal
tortént (Dékany és mtsai. 2020).

Fotokatalizator jelenlétében
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16. abra: (A sor) Ag-TiO; katalizator nanorészecskével boritott feliilet hatasa Staphylococcus

aureus baktériumok peptidoglikan rétegének struktira valtozasa az id6 fiiggvényében. (B sor)

Kontroll feliileten 1év6 peptidoglikan struktara valtozas id6 fliggvényében. Mindkét esetben a
fényforras egy LED (tipust Amax= 405 nm) ldmpa (Janovak és mtsai. 2019).


https://www.zotero.org/google-docs/?HaBCYs
https://www.zotero.org/google-docs/?I0LLRJ
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5. OSSZEFOGLALAS

A multirezisztens baktériumok terjedése, illetve az 1j mutans virusok megjelenése korunk
egyik legjelentdsebb kérdése. Az antibiotikum rezisztens baktériumok miatt
bekovetkezett halalesetek szama évrol évre no, 2019-ben 1,27 millid6 ember halalat
okoztdk. Tobb halalesetért felelosek, mint a HIV, vagy a malaria. Becslések szerint az
antibiotikum rezisztenciaval dsszefliggésben 1évo halalesetek szama 2050-re elérheti akar
a 10 milli6 {6t is. Jelentés szempont tovabba, hogy ezeknek a baktériumoknak a jelenléte
megnehezitik az egyes fertdzések kezelését, miitéti eljarasokat és kemoterdpias
kezeléseket. E probléma ellen jelenthetnek jovébeli megoldast az ontisztuld feliileteknek
az alkalmazasa, amelyek képesek lehetnek eliminalni kiilonb6zd patogéneket. Az Ag-
TiO2/Polimer alapu, nanohibrid film minddssze 1-1,5 um vastagsagt. Lathato fénnyel (A
> 435 nm) torténd bevilagitas hatasara a fotoreaktiv filmréteg feliiletén reaktiv oxigén
formak keletkeznek. Az eredményekbdl megallapithato, hogy az Ag-TiO2 katalizator
nanorészecskék elegendd feliileti ROS-t (~80 mM/m? H202) allitanak elé ahhoz, hogy
sikeresen degradaljanak kis szerves molekulakat (benzoesav) €s a nagy molekulatomegii
fehérjéket (BSA) is. A BSA fehérjében bekovetkezett szerkezetbeli elvaltozasok miatt
feltételeztiink egy lehetséges mikrobaellenes hatast, melyet laborunk a PRV virussal le is
tesztelt. A PRV az alfaherpeszvirusok kozé tartozik, mely korunk legintenzivebben
fert6z6 virusfajaihoz (koronavirus, influenzavirus) hasonldéan épiilnek fel. Az
elébbiekben emlitett viruscsaladok minden tagja cseppferdzéssel terjed, igy kiilonb6zo
feliiletekre keriilve megtartjak fertézoképességiiket. A munkank sordn megfigyeltiik,
hogy a fotoreaktiv feliiletre keriilt virusoknak drasztikusan csokkent a fert6z8képességiik
a kontroll feliiletekhez képest. Mind az aeroszol, mind a szaritott allapoti virusok
¢letképessége csokkent, mely igéretesnek tlinik a feliilet jovObeli hasznalatanak
szempontjabol. Az antibakterialis hatas vizsgalatat a Szegedi Tudomanyegyetem, Fizikai
Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék laborjaban végezték, mely a mi laborunkkal
kollaboracioban all. Munkajuk soran mind Gram-pozitiv (Staphylococcus aureus) és
Gram-negativ (Escherichia coli) baktériumokkal is megfigyelték a fotoreaktiv feliilet
antibakterialis hatasat. Tesztelésiik soran hasznalt mind két baktérium beletartozik
azokhoz, melyek a vilagviszonylatban kialakult antibiotikum rezisztencia problémaban

szerepet jatszanak.
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6. JOVOBELI TERVEK

A fotokatalitikus nanorészecskék antimikrobidlis hatasdnak vizsgalatiban még a
kisérletiink elején tartunk. Laborunkban a fotoreaktiv feliilet virusokra gyakorolt
hatasanak vizsgalata volt a f6 cél. Mivel a fotokatalitikus feliilet elengedhetetlen része a
rogzitd polimer molekula, igy ezen a teriileten is folyamatban vannak tovabbi
fejlesztések, hiszen tapasztaltuk koradbban, hogy a kiilonféle polimer anyagok erdsen
kihatnak a vizsgalt fotoreaktiv feliilet hatasossadgara. Célunk, hogy a jovOben tobb fajta
fémmel adalékolt TiO2 feliilet hatdsat is megvizsgaljuk, kiilonb6zd virusokat alkalmazva.
Illetve tovabbi jovobeli terv a kisérlet egyes részeinek minél pontosabb standardizalasa.
Mint példaul a virus szuszpenzio feliiletre juttatdsanak a gépiesitése, standardizalt
cseppmeéretekkel és mennyiségekkel. illetve a kiilonb6zo feliilet tipusok eltérd szaradasi

pontjanak az egységesitése.

7. KONKLUZIO

A fotoreaktiv AgQ-TiO2 feliilet széleskori alkalmazasa innovativ és hatékony
megoldasnak tliinik a korokozok csiraszaméanak csokkentésének szempontjabol. A
kiilonbozd feliiletekrdl torténd megfert6zodeés igen gyakori a cseppfertdzéssel terjedd
virusok és baktériumok kozott. A korhazak, kozosségi teriiletek, iskolak elemei ily médon
konnyen kontaminalddhatnak, és fertézhet meg indirekt moédon szamos embert.

A fotoreaktiv tulajdonsagu filmréteg egészségiigyi intézményekben (korhazi varo termek,
miitok, korlatok), valamint a jarvanyok terjedésében nagy szerepet jatsz6 iskolakban,
munkahelyeken, tomegkozlekedési eszkdzokon vald hasznositdsa lenne az elsddleges
szempont. Kiilonbozd 1égtisztitod egységekbe beépitve, hatékonyan tisztithatova valnanak
nagyobb belsd terek légtere. A korhazi kdrnyezet kedvezden hat a multirezisztens
baktériumok szelekcidjaban és terjedésében. Igy az egészségiigyi intézetben vald
hasznositasa nagyban lecsokkentené a multirezisztens korokozok kialakulasanak esélyét.
Mivel egészségiigyileg biztonsagos anyagrol van sz0, ruhaiparban is zajlanak fejlesztések
ezen anyagok alkalmazéasidban. A fotoreaktiv filmréteget élelmiszeripari munkaruhdk,
egészségiigyi ruhak anyagara is fel lehet juttatni.

A virusok jelenlétének kimutatasara szolgaldé TCID50 modszer alkalmazasa
megfeleldnek bizonyult a hagyomanyos nukleinsav kimutatdsokkal szemben, ugyanis a
feliilet antiviralis hatasanak koszonhetden, olyan virusok orokitdanyaga is kimutatasra

keriilt volna, amelyek mar nem voltak életképesek az adott vizsgalati idopontban.
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