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Zaré beszamolé az OTKA-PD-77977 szamu ,,A hantavirus-fertozések hazai eldforduldsinak felmérése
elsésorban erdészeti és mezdgazdasdgi dolgozok vérmintdinak szerologiai vizsgdlata alapjdn.” cimii projekt
elért eredményeirél.

1. Escherichia coli expressziés rendszer laboratériumi kidolgozisa, optimalizildsa és alkalmazasa.

Az optimalizalt biologiai, expresszios rendszerben viszonylag gyorsan és egyszerlien lehetett a
szémunkra szilkséges rekombindns viralis fehérjét létrehozni. Ezekhez a kisérletekhez pET28a
expressziés vektort hasznéltunk, amit BL21 Escherichia coli sejtekbe transzformalva, a tovabbiakban a
sejteket az altalunk kivant rekombinans virdlis fehérje termelésére serkentettlink. Mivel a célfehérjehez
egy hat aminosavbdl 4ll6 hisztidin tag (6xHis) is kapcsolt, a letermelt fehérjét a sejtek feltardsa utan
Nikkel-kelat (Nikkel-NTA) oszlopon preparaltuk, majd dializissel tdményitettiik, tisztitottuk. A tisztitott
fehérjét a tovabbiakban SDS-PAGE, Western blot és ELISA rendszerekben teszteltiik. Az SDS-PAGE
elektroforézisekbol kideriilt, hogy az altalunk vart, hozzavet6legesen 45 illetve 47 kDa molekulatdmegt
virdlis kapszid-fehérjét (virus tipustol fiiggden) sikeriilt kelld mennyiségben letermeltetni. Az ELISA
valamint a Western blot immunolégiai vizsgalatok eredményeibél pedig arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a termelt fehérje immunoldgiailag aktiv, tehat tovabbi szeroldgiai vizsgalatokhoz jol hasznalhato.

Vizsgalatainkhoz a két leggyakoribb hazai hantavirus tipusbol szdrmazé rekombinans kapszid-fehérjére
volt sziikségiink. Igy a palyazat idétartama alatt mind a Dobrava-Belgrade (DOBV), mind pedig a
Puumala (PUUV) hantavirusok fehérjéit sikeresen expresszaltuk. A palyazatban vallalt felmérés korrekt
elvégzéséhez sziikségiink volt mind a két virus rekombinéns antigénjére.

A vizsgélatok sordn, a gytjtott ragesélé és humén vérmintakbél mutattuk ki a DOBV és PUUV ellen
termelt IgG tipusu antitesteket. A tesztekben hasznalt, sajat fejlesztésti ELISA modszeriinknek elészor
megéllapitottuk a szenzitivitasi és specificitasi értékeit. Ehhez a kereskedelemben is kaphato ELISA
tesztet (NovaLisa™ ELSIA kit) hasznaltunk, mint referencia. Az ELISA és Western blot (WB) tesztjeink
specificitdsanak és szenzitivitasdnak meghatérozésara elézdleg igazolt, 10 DOBV-pozitiv, 10 PUUV-
pozitiv, valamint 40, hantavirus-negativ mintat hasznéltunk. Western blotnél a specificités €s szenzitivitas
egyarant 100% DOBYV esetében, illetve 100% és 97% PUUV estében. Az ,,in-house ELISA”-ndl a
szenzitivitas 98%, a specificitds 89% mind DOBYV, mind pedig PUUV esetében. Az eredmények alapjan
tesztiinket kellben érzékenynek és megbizhatonak taléltuk a vizsgalatok folytatdsahoz.

o Németh et al. Archives of Virology, 2011
o Németh et al. Vector-Borne and Zoonotic Disease, 2013

2. Erdészeti dolgozoktol torténd vérminta gyiijtése.
A pélyéazat legnehezebben kivitelezheté része volt az onkéntesektdl torténd vérvételek elvégzése. A

legfébb nehézség abbdl adodott, hogy az erdészetek folyamatos gazdasagi és strukturalis atalakitasai
miatt, nagyon sok terepi munkat végzé alkalmazottjatél kellett az erdészeteknek megvalnia. Ezeknek az
embereknek a helyét fleg az Gjonnan meginduld ,.kézmunka™ programbél az erdészetekhez kerilt
alkalmi munkésokkal kellett feltolteni. Masik f6 vonal az emberek potlasira, a magénvallalkozo
fakitermelék 4ltal foglalkoztatott erdészeti munkésok voltak. Az el6bb emlitett csoportok tagjait
értelemszerien nem, vagy csak igen nehezen lehetett a véradds fontossdgarél meggyOzni. Ennek
megfeleléen a tényleges, régota az erdészetnél dolgozo6 kollégak szama jelentdsen csokkent. Sajnos, az
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onkéntes résztvevdk szamat nem tudtuk befolyasolni, igy természetesen voltak olyan erdészeti
alkalmazottak is, akik nem kivantak részt venni a kutatasban.

A masodik finanszirozasi évben megkezdtik a célpopuldcié (erdészek, vaddszok, mezOgazdasagi
dolgozok) énkénteseitdl szarmazd vérmintdk gylijtését. Felvettiik a kapcsolatot az Orszagos Erdészeti
Egyesiilet elnskével, Zambo Péter erddmémdk trral, akinek segitségével szerveztiik a vérvételeket. Az
erdészetek latogatasénak keretében rovid el6adést tartunk a hantavirusok hazai jelentdségérol, majd az
snkéntesektsl vérvételt végzink. Minden véradd esetében gy(jtottiink hattéradatokat is a késSbbi
epidemiolégiai, klinikai adatok elemzéséhez. Mivel a szervezés ¢s a latogatasok nagyon nehézkesen
mentek, a vérvételeket a palyazat teljes id6tartama alatt végeztiik.

A projekt keretében 106 erdészet és vadasztarsaség tagjaitol Osszesen 835 db vérszérum minta gyult
5ssze. A mintavételi teriiletek a kovetkezOk szerint oszthatbak fel: Eszak-Dunantdl (248 minta), Dél-
Dunéntil (321 minta), Duna-Tisza K6ze (107 minta), valamint az Eszaki-kézéphegység (159 minta). Az
egyes teriiletekrol szarmaz6 mintak eltérd szaménak oka a véradas dnkéntes jellege. A 835 vérado koziil
750 volt férfi és 85 né, atlagos életkoruk 42 év, mig az 4tlagos terepen t6ltott munkaidejiik 16 év volt.

3. Uj diagnosztikai/szeroldgiai médszerek kidolgozasa, alkalmazasa: ELISA és Western-blot vizsgalatok.
Az expresszalt virdlis antigének szolgdltattdk az alapot 1j, id6- €s koltséghatékony
diagnosztikai/szerologiai modszerek (ELISA, WB) kifejlesztéséhez, optimalizaldsahoz. Mind az ELISA,
mind pedig a Western-blot modszer alkalmasnak bizonyult mind allati, mind pedig human mintak

tesztelésére.

2/1. Humdn (vaddsz, erdész) szeroepidemiolégiai vizsgalatok eredményei

Az el8bbiekben leirt médon és helyszineken gyiijtott vérmintakbol elvégeztik a szeroepidemioldgiai
(IgG alapt) szfiréseket. A vizsgalatokhoz az dltalunk optimalizalt ELISA majd WB teszteket hasznaltuk.
A 835 mintabél sszesen 46 (5,5%) lett pozitiv ELISA mdédszerrel, ezek koziil pedig 38 (4,6%) minta
WB megerdsité analizissel is. Teriileti megoszls szerint a prevalencia 5,2% Eszak-Dunénttlon (13/248
minta), 3,1% a Dél-Dunéantul régidban (10/321 minta), 8,2% az Eszaki-kozéphegységben (13/159 minta)
és 1,9% a Duna-Tisza koze teriiletén (2/107 minta). A hantavirus fert6zésen atesett személyek nagy része
férfi (34 férfi és négy nd), atlagos életkoruk 45 év. A vizsgalt énkéntesek kézil harom férfi anamnézise
kozvetlenil is utal az atvészelt sulyos lefolyasu fertdzésre (ismeretlen eredetii emelkedett szérum-
kreatinin koncentracié, vesegyulladas, vizelési panaszok), egy személy pedig az idiopatias
veseelégtelenség kovetkeztében dializis kezelésre szorult. Bar az erdészethez kot6dé munkakban
jellegzetesen férfiakat tallunk, a fertézések szazalékos aranya az adott nemt6] vett mintaszamot tekintve
igen hasonl6: 4,5% a férfiaknal (34/750) és 4,7% a néknél (4/85). A szeroprevalencia értékei
osszefiiggést mutatnak a hazénkban taldlhato nagyobb Osszefliggé erddségekkel. A DOBYV ¢és PUUV
hantavirusokat hordozé ragesalok (Apodemus flavicollis, A. agrarius, és Myodes glareolus) nem
kizarolag erdei fajok, legnagyobb populdcioik azonban zart erdokhoz kotédnek. Utobbi megfigyelést a
Duna-Tisza kézén tapasztalt alacsonyabb prevalencia is aldtimasztani latszik.

o Oldal et al. Eurosurveillance, 2013 (publikaldsra bekiildve)
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2/2 Ragesdlék (hordozé dllat) szerolégiai és molekuldris vizsgdlatainak eredményei

Bér szigortian nem tartozott a palyéazat eredeti céljai koz¢é, mégis a régioban gyijtstt ragesalok mintainak
tesztelésére is lehetdséget adott a palyazat. Osszesen 125 Apodemus ragesalobol (DOBV els6dleges
hordozéja) gylijtstt vérmintat teszteltiink. A szerologiai tesztekkel parhuzamosan, SYBR Green alapt
valés ideji PCR vizsgalattal is probaltuk kimutatni a virdlis nukleinsavat, ugyanezen ragesalok
tiidémint4jabol. 5 vizsgalt allat esetében PCR és anti-DOBV IgG pozitivitast, szintén 5 allatnal csak PCR
pozitivitast, mig 11 ragcsdlé esetében csak anti-DOBV IgG ellenanyagot tudtunk kimutatni. A két
parhuzamos vizsgilattal tehat, Ssszesen 21 4llatot (17%) taldltunk pozitivnak, igy megallapitottuk, hogy a
virus sokkal gyakoribb ragesalok kérében, mint azt az elézetes, hazai vizsgélatok mutattak. Az eddigi
hazai és nemzetkozi gyakorlatban a ragesalok vizsgalatakor egy szerologiai eldsziirést végeztek, és csak
az IgG pozitiv allatok mint4ib6l mutattak ki a virdlis nukleinsavat, igy becsiilve meg a virus gyakorisagat.
Jelen vizsgalatunkban &t olyan allatot is talaltunk, amelyek IgG negativak voltak, de a DOBV nukleinsav
mér kimutathaté volt a rdgesaléd mintajdbol. Ha vizsgalatainkkal kovettiik volna az eddigi gyakorlatot,
ezeket az 4llatokat mar a szeroldgia elésziirés soran negativnak tekintettik volna, cstkkentve ezzel a
ténylegesen pozitiv ragesalok szamat. A szeroldgiai és molekuldris vizsgalatok eredményei kozti
kiilsnbség a virusfertézés kinetikdjdval magyarazhato: a fertézés elsd szakaszaban a virus ugyan nagy
mennyiségben van jelen a tiidében, de az dllat szervezetében még jelentds antitest termelédés nem indul
meg. Ekkor a tényleges pozitivitas csak molekularis vizsgdlattal azonosithat6. A fertozés elérehaladtéval,
a virus jelenléte mind szerologiai, mind pedig molekuldris tton is igazolhatd, mig a fert6zés utolso
szakaszéban a viralis nukleinsav mar nem, vagy csak nehezen mutathato ki a szervezetben, igy ilyenkor
kizardlag a szerologiai vizsgalatok vezetnek egyértelmii pozitiv eredményhez. Vizsgalatainkkal tehat
réavilagitottunk arra is, hogy a DOBV tényleges, valos gyakorisaganak becsléséhez molekularis biologial
és szerologiai vizsgalatokat is parhuzamosan el kell végezni.

e Németh et al. Virus Genes, 2013

4. Klinikai vizsgalatok

A projekt keretein beliil sikeriilt néhany tanulsagos klinikai esetet is feldolgozni, elemezni. A palydzat
lehetdséget adott egyarant, j valamint az elmult években mar felderitett klinikai esetek tovabbi
vizsgalatéra.

Retrospektiv vizsgdlataink soran, az elézetesen gytijtoit €s tarolt mintakat a kidolgozott vizsgalati
médszereinkkel (ELISA, Western-blot) ja tudtuk tesztelni és a pozitiv mintak esetében a klinikai
vizsgalatokat le tudtuk folytatni. Ennek keretén belill kozel 30 beteg teljes klinikai vizsgalata tortént
meg, ami elsésorban a virus 4ltal okozott tiinetek jobb megértésct szolgalta. A vizsgélat soran komolya
hangstlyt fektettiink a fertézés eredményeként megvaltozott laboratériumi paraméterek vizsgalatara.
Szignifikans dsszefliggést tapasztaltunk a thrombocita szam valtozas, valamint a haemoglobin szint €s a
kialakult betegség stilyossaga kozott. Bar ezt a jelenséget hantavirus fertdzés esetén mas kutatok is lefrtak
mér, okét eziddig nem sikeriilt kideriteni. Eredményeink azt igazoljdk, hogy el6fordulhat olyan fertdzés
is, amikor a betegség nem specifikus tiinetek kiséretében zajlik le, igy sem a klinikus sem pedig a beteg
nem is tudja meg a tiinetek tényleges okat, lévén hantavirus fertdzésre nem is gondol. J6 példa erre, hogy
elészor sikeriilt igazolnunk és lefrnunk DOBYV fertdzés mimikalta akut appendicitist. A felderitett eset is
azt igazolja, hogy a DOBV fertdzés szamos, nem specifikus tiinet kiséretében is végbemehet.
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A prospektiv vizsgalataink keretében a régiéban el6fordulé, akut veseelégtelenségben szenved6 betegek
mintait tudtuk vizsgalni, szintén az altalun kidolgozott modszerekkel. (Fontos megemliteni, hogy
vizsgélataink nem diagnosztikai céluak voltak, hivatalos eredménykozlést a klinikus kollégak felé nem
végeztiink. Minden esetben felhivtuk a figyelmet arra, hogy a vizsgdlat kizarolag a kutatast segiti eld,
virolégiai eredményt csak az erre hivatott referencia laboratérium adhat ki.) A péesi Klinikai Kozpont
ILsz. Belgyogyaszati Klinika és Nephrolégiai Centrumaba a vizsgalati idoszakban dsszesen 188 személy
keriilt felvételre akut veseelégtelenséggel. Koziiliik a klinikai tiinetek, a laboratériumi eredmények és az
anamnézis alapjan 20 betegnél meriilt fel hantavirus fertézés gyanija. A 20 beteg (13 férfi és 7 no)
mindegyike negativ volt Leptospira fertdzésre. Koziilik harom személy estében (15%) a WB tesztek
mind IgM, mind IgG antitestekre nézve pozitivak lettek, igy naluk igazolhat6 volt az akut hantavirus
fertézés. Az akut fertdzottek kozott két nd, 29 és 67 évesek, valamint egy 33 éves férfi volt. Tovabbi két
esetben, egy 56 éves férfi és egy ismeretlen korti ndi beteg szérumdabol csak 1gG antitesteket lehetett
hantavirus ellen kimutatni, &k feltehetéen joval kordbban estek 4t a fertozésen. Az akut fert6zéttek mind a
ny4ri hénapokban keriiltek korhazba. Klinikai tiineteik egybeestek a jellegzetes hantvirus fertdzés
tiineteivel (ldz, hastaji fajdalmak, hasmenés, trombocitopenia, emelkedett szérum-kreatinin szint,
valamint fehérje, ill. vorosvértest jelenléte a vizeletben. Egy akut beteg esetében (67 cves nd) a
szérumbol sikeriilt hantavirus RNS-t kimutatni one-step TagMan RT-PCR mddszerrel is. A 106 nukleotid
hosszi PCR amplikon szekvenalasa és filogenetikai elemzése DOBV hantavirus fertdzeést igazolt.

o Jakabh et al. Journal of Clinical Virology, 2011
o Oldal et al. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, 2013 (publikdldsra bekuldve)

5, Virustenyésztési kisérletek, virusok izolilasa
A pélyazat ideje alatt &tadasra keriilt a Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Gjonnan létrehozott
kutatokozpontja, a Szentagothai Janos Kutatokdzpont (SzKK). A kozpontban kapott helyet egy BSL-3
(kabinet BSL-4) biztonsagi szintli viroldgiai laboratérium is, ami a kor szinvonaldnak maximaélisan
megfeleld labor-technoldgiai és gépészeti megolddsokkal keriilt kivitelezésre. A laboratérium birtokaban,
lehet6ségiink nyilt a hantavirus torzsek biztonsdgos koriilmények kozott torténd izolaldsara, mivel a
fertdz6képes hantavirussal t6rténé munka megkveteli a minimum harmas biztonsagi szintet. Szaporitasi
kisérleteinket elsésorban VeroE6 sejtvonalon kezdtik meg, amelyet t6bb hantavirus kutatcsoport is
sikeresen alkalmazott ezidaig. Izolldsi kisérleteinket t6bb vizsgdlati mintédval végeztiik: i) human
vérmintdbol, i) ragesalok tiidd-szuszpenzidjabol. Bar a virus izoldlasa t6bb szempontbol is fontos a
hantavirus kutatds terilletén, jelen palydzat szempontjabdl elsésorban a virusfertdzés pontos
szerot{pusanak megallapitasa miatt elsédlegesen érdekes. A jelenleg hasznalt, kereskedelmi forgalomban
kaphat6, illetve kutaté-laboratoriumokban fejlesztett modszerek képesek ugyan megallapitani a
hantavirus fertdzés tényét, azonban a kiilonboz8 szerotipusok kozott kialakulo jelentds keresztreakciok
miatt a virus pontos tipusarél nem adnak informécidt. Fontos megemliteni azt is, hogy szerotipus pontos
ismerete nemesak a klinikai jellegli kutatdsok szaméra fontos informéci6, de jelentds eredményeket
szolgéaltathat az epidemioldgiai, jarvanyligyi felmérésekhez is. A pontos szerotipus meghatirozas
jelenlegi egyetlen megbizhaté modja: a fokusz-redukceids neutralizacios teszt (FRNT), amelynek azonban
eléfeltétele a virus szovetkultiran torténé szaporitasa, Bar a hantavirusok prevalencidja jelentés az orszag
bizonyos teriiletein, egyértelmil tipusmegoszldst az alkalmazott modszerekkel mi sem tudtunk
megallapitani. A FRNT vizsgalatot a palydzat ideje alatt nem tudtuk teljesiteni (ez palyazati célként nem
is szerepelt), részben az BSL-3 labor kezdeti hidnya, részben pedig a hantavirusok igen nehéz
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szaporithatésiga miatt.
Bar a modern molekularis virolégia lassan kezdi kiszoritani a klasszikus modszereket a virologiai

kutatasokbol, mégis meggyézédésiink, hogy virologiai vizsgélatokhoz szikkség van a virus in vitro
izolalaséra. Jelen palyazat a mintdk gytijtésével, az el6ézetes ELISA ¢s WB tesztek eredményeivel,
vyalamint a virus izolalasi munkak alapjainak megteremtésével (az elért eredményeken feliil) lehetscget
adott tovabbi vizsgalatok tervezésére, mint példdul a virusfertozes pathomechanizmusanak
tanulmanyozasara. Ennek megfeleléen, virusizolalasi kisérleteket a jovében is folytatni kivanjuk.
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Osszefoglalo:

A palyazatban megfogalmazott célok a kovetkezdk voltak:
1. Rekombinans, viralis fehérjén alapulé vizsgalati modszer kidolgozasa, optimalizaldsa.
2. Avirus gyakorisdgéanak feltérképezése a fert6zésnek leginkabb kitett, erdészeti dolgozdk korében.
3. Tudoményos tanulmanyok, publikaciok készitése.

A palyazat soran elért eredmények r6vid felsoroldsa:

1. Beallitottunk és optimalizaltunk egy bakterialis expresszios illetve fehérje tisztitasi rendszert, amellyel
nagy mennyiségi, tiszta rekombinéns, viralis fehérjét lehet termeltetni.

2. Sikerrel expresszaltunk DOBV és PUUV kapszid fehérjét, amit a tovabbi vizsgalatokban
hasznositottunk.

3. Kidolgoztunk egy ELISA és egy Western-blot modszert, amiket mind IgG, mind pedig IgM alapu
vizsgalatok elvégzéséhez optimalizéltunk. Ennek megfelelden, az emlitett modszereket mind
szeroepidemiolégiai vizsgalatokhoz, mind pedig az akut fertozest igazolé kutatdasokhoz hasznositani
tudtuk.

4. Felmértiink a virus gyakorisagat a hazai erdészetekben dolgozé szakemberek kéreében. Megallapitottuk,
hogy a virus gyakorisdga relativ magas, 4,9%, amely az orszag egyes teriiletein véaltozo lehet. A
legalacsonyabb szdzalékos eloszlés (1,9%) a Duna-Tisza Kozében volt tapasztalhato, mig az Eszaki-
kozéphegység teriiletén az atfertézéttség aranya elérte a 8,2%-ot.

5. Felhasznalva Gjonnan optimalizalt vizsgalati modszereinket, pro-¢s retrospektiv klinikai tanulmanyokat
végeztiink az igazoltan hantavirus fert6z6tt betegek korében.

6. Megteremtettiik a virus biztonsagi laboratériumban torténd izolalasanak feltételeit és megkezdtik az
izoldlasi kisérleteket. Ezzel biztositottuk tovabbi komplex vizsgalatok (pl.: pathomechanizmus, viralis
genom-analizis) alapjat.

7. A palyazat ideje alatt 8sszesen 16 publikécio sziiletett és tovabbi 4 kéziratot publikalasra benyujtottunk.
Ezek koziil 6sszesen 11, a palyazo els6- illetve utolsé szerzéségével sziiletett. Tovabbi 13 konferencia

kézlemény és 4 konyvfejezet jelent meg az adott idészakban.
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