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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAG Apodemus agrarius
AFL Apodemus flavicollis
ANDV Andes virus

AMRV/SOOV  Amur/Soochong virus

ASIV Asikkala virus

bp bazispar

BSA bovine serum albumin

BSL Biosafety level

CMR capture- mark- recapture (fogas- jel6lés- visszafogas)
CO cut- off

DOBV Dobrava- Belgrade virus

ELISA enzimhez kapcsolt immun assay

FA fluoreszcens antitest

HCPS hantavirus kardiopulmonalis szindroma

HFRS hemorrhagias 1az veseszindromaval

HTNV Hantaan virus

IBA immunoblot assay

ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses — Nemzetk6zi Virus

Taxonomiai Bizottsag

IFA immunfluoreszcens assay

IgG immunglobulin G

IgM immunglobulin M

KHF koreai hemorrhagiés 14z

MAG Microtus agrestis

MAR Microtus arvalis

MGL Myodes glareolus

MNA minimum number of alive (minimum ismert egyedszam)

MNI minimum number of infected (minimum ismert fertézottek egyedszama)



NE

nt
NVAV
nRT-PCR
oD

PBS
PHV
PCR
PUUV
RT-PCR
SAAV
SEOV
SNV
SWSV
THAIV
TMPV
TULV
WB

nephropathia epidemica

nukleotid

Nova virus

nested RT- PCR

optikai denzitas

phosphate buffered saline - foszfat puffer
Prospect Hill virus

polymerase chain reaction- polimeraz lancreakcio
Puumala virus

reverz- transzkripciés polimeraz lancreakcio
Saaremaa virus

Seoul virus

Sin Nombre virus

Seewis virus

Thailand virus

Thottapalayam virus

Tula virus

western- blot



1. BEVEZETES

Napjainkban kiemelt figyelemmel tekintiink a zoondzisokra. Zoondzisnak neveziink
minden allatr6l emberre terjedd fert6zést, melynek korokozoi lehetnek baktérium-, virus-,
vagy parazita eredetiick. A fert6zés 1étrejohet kozvetlen és kozvetett érintkezés (élelmiszer,
viz) Gtjan is. Taylor és munkatarsai altal végzett tanulmany szerint az emberek
megfertdzésére képes, tobb, mint 1400 patogén koziil 61% zoonotikus eredetli (Taylor és
mtsai., 2001). Az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO) szerint, az elmult két évtized
ujonnan megjelend fertdzé betegségei 75%-a zoonodzisnak tekinthetd, melynek hatterében
szamos ok allhat ugy, mint a klimavaltozéds, a népsiriség novekedése, a novekvod
urbanizacid altali erddirtasok, illetve a felgyorsult vildgunk utazési szokésainak
megvaltozasa. Az elmult 100 évben szdmos jarvanykitorés tortént, melyek korokozoja
zoondtikus patogén volt. Az elsé vilaghaboru alatt és utan a vildg minden tajardl érkezo
katondk mozgésa altal terjedd, 1918-19-es influenza (spanyolnatha) jarvany idején 500
millié ember ferté6z6dott meg, 20-50 milli6 ember halalat okozva. Igy ezt a torténelem
legpusztitobb jarvanyanak tekinthetjilk. A 37 orszagot érinté 2002-es SARS Koronavirus
jarvany utan, 2009-ben ismét egy influenza virus, a négyszeres reasszortans HIN1 okozott
vildgjarvanyt tobb, mint 18 ezer halalesettel. A magas haldlozasi rataval jard, de szerencsére
kevés megfert6z6dést okozo 2013-as MERS Koronavirus jarvany utan a nyugat-afrikai
Ebola-jarvany szedte aldozatait Gsszességében 11 ezret meghalado halalesettel. Nem szabad
megfeledkezniink a 20. szazad csendes gyilkosaként ismert, ugyancsak zoonétikus HIV
virusr6l. Ahogy a jelenleg is tartd, 2020. marcius 11-én a WHO altal vilagjarvanynak
mindsitett SARS2 koronavirus jarvanyrol sem, mely a vilag Gsszes orszagat érinti, és az 0]
mutansok megjelenésével, valamint gyors terjedésiikkel nem tudhatjuk, meddig fog tartani.

Magyarorszagon szdmos zoon6zis ismerten jelen van, mint példaul a szinyogok altal
terjesztett Nyugat-nilusi 1z virusa, a kullancsok altal hordozott Krimi-kongoi 1az virusa
vagy a ragcsalok, cickanyok altal terjesztett hantavirusok is. A hantavirusok vilagszerte és
hazénkban is jelentds koroki szerepet betoltd patogének, mivel bar nem tal magas szdmu az
évi megbetegedések szama, viszont nagyon sulyos lefolyasu betegségeket okozhatnak. A
betegségek megjelenése Osszefliggésbe hozhaté a gazdaszervezetek egyedstirliségével,
illetve fertézottségiik mértékével. Jelen disszertacioban egy tobb éven at tartd, ragesalok
korében végzett hantavirus monitorozas vizsgalat eredményeit mutatom be, amely

eredmények alapjan pontosabb képet kaphatunk a hantavirus fert6zések dinamikajarol.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Torténeti attekintés

A hantavirusok torténete meglehetdsen régre nyulik vissza, ennek ellenére nagy
figyelmet csak a 20. szazad kozepétél kaptak. 1913-bol szarmazd Kelet-szibériai
feljegyzésekben mar emlitést tesznek egy, a mai nevén hemorrhagids lazzal jard
veseszindroma (HFRS) nevi betegségrol, sot, i.sz. 960 koriili kinai orvosi leirdsokban is

feljegyeztek hasonlo betegséget (Casals és mtsai., 1970; Lee €s mtsai., 1982). A 20. szazadi
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valészintileg hantavirus fert6zés okozta mind a német, mind a szovetséges katonakat érintd
betegséget, melyet akkor ,mezei vesegyulladasnak™ neveztek. Japan katonaorvosok
Mandzsuria megszallasa utan, az 1930-as években talalkoztak a betegséggel, a finn és német
katonak a masodik vilaghaboru alatt, majd az ENSZ csapatai a koreai haboru (1951-1953)
soran (Johnson, 2001; Smadel, 1953). T6bb, mint 3000 ENSZ katona betegedett meg a
koreai hemorrhagias lazként (KHF) ismert betegségben. A betegség korokozdja azonban az
1970-es évek végéig ismeretlen maradt, majd Lee és munkatarsainak a Han folyo kozelében
befogott pirok erdeiegér (Apodemus agrarius) tiidejébdl sikeriilt kimutatniuk fluoreszcens
antitest (FA) technikat alkalmazva a virust, melyet Hantaan virus-nak (HTNV) neveztek el,
utalva ezzel az egér befogasanak helyére (Lee és mtsai., 1978). Par évvel kés6bb, Széulban
befogott varosi patkanyokbol (Rattus rattus, Rattus norvegicus) izolaltak egy ujabb
hantavirust, mely a Seoul virus (SEOV) nevet kapta (Lee és mtsai., 1982).

A HFRS enyhébb forméja a nephropathia epidemica (NE) mar az 1930-as évek eleje 6ta
ismert Fennoskandiaban, mig etioldgiai agensét, a Puumala virust (PUUV) csak 1980-ban
mutattdk ki a finnorszagi Puumala telepiilés kornyékén befogott vordshatu erdei pockok
(Myodes glareolus) tiidejébol (Brummer-Korvenkontio és mtsai., 1980). Az Eurdpaban
legsulyosabb HFRS-t okozd virust 1992-ben az akkori Jugoszlavia teriiletérdl egyszerre két
helyrél is kimutattdk: a Dobrava-ban befogott sarganyaku erdei egérbol (Apodemus
flavicollis), illetve egy belgradi korhazban fekvé, HFRS-ben szenvedd beteg vérébol és
vizeletébdl. A virus kimutatasi helyének megfeleléen Dobrava-Belgrade virus-nak (DOBV)
nevezték el (Avsic-Zupanc és mtsai.,, 1992; Gligic és mtsai., 1992). 1993-ig tobb yj
hantavirust is dokumentaltak, melyek k6zé tartozott a korabban Indidban Suncus murinus

cickanybol izolalt Thottapalayam virus (TMPV), valamint a thaifoldi Bandicota indica



patkanybol a Thailand virust (THAIV). Mig a hantavirus kutatok az eurdzsiai virusok
kutatasara koncentraltak, addig az amerikai kontinensen 1993-ban egy addig ismeretlen
jarvany tort ki.

1993. méjusaban az Egyesiilt Allamok Four Corners régidjaban (Uj-Mexiko, Arizona,
Colorado, Utah), egymas utan par napon beliil tobb fiatal, addig egészséges Navajo indian
halt meg sulyos tiidébetegség kovetkeztében. A megbetegedéseket a Sin Nombre virus
(SNV) okozta, melynek azonositdsa egy honapon beliil megtortént, végiil pedig a
gazdaszervezetet is meghataroztik, ami a szarvasegér (Peromyscus maniculatus) volt
(Johnson, 2001). A betegséget hantavirus kardiopulmonalis szindromanak (HCPS) nevezték
el, amelynek a mortalitasa kozel 40%-0s volt (Chandy és Mathai, 2017). Bar az USA
teriiletén korabban mar izolaltak hantavirust koézonséges réti pocokbol (Microtus
pennsylvanicus), mely a Prospect Hill virus (PHV) nevet kapta, de az els6, ismert, hantavirus
eredetli emberi megbetegedések az indidnrezervatumban torténtek (Childs és mtsai., 1994;
Lee és mtsai., 1985; Nichol és mtsai., 1993). Az Andes virus (ANDV) egy dél-amerikali
szerotipus, mely kiilonlegessége, hogy egy perui megbetegedéslancolat azt feltételezi, hogy
a virus képes emberrél emberre terjedni (Chandy és Mathai, 2017; Wells és mtsai., 1997).
2012-ben a kaliforniai Yosemite Nemzeti Park latogatdi kozott jelent meg hantavirus
fertézés. A vizsgalatok 10 fertézottet azonositottak, akik koziil oten intenziv gépi
1¢legeztetéses ellatast igényeltek, és harman életiiket veszitették (Nufiez és mtsai., 2014).

Az indianrezervatumban kitérd jarvany megvaltoztatta az addig Eurépéban és Azsiaban
vesebetegséget okozd hantavirusok torténetét, igy a foldrajzi elterjedésiik alapjan két nagy
csoportba soroljuk a hantavirusokat. Az eurazsiai, 6vilagi (Old World) virusok az emberben
a HFRS tiinetegyiittest okozzak, mig az amerikai kontinensen 1év6 ujvilagi (New World)
hantavirusok, a hantavirus kardiopulmonalis szindromat (HCPS). Szamos hantavirust
kimutattak ragcsalokbol, cickdnyokbdl, és denevérekbdl Afrikaban is, melyek filogenetikai
elemzése alapjan, az eurazsiai torzsekkel mutatnak nagyobb rokoni kapcsolatot (Witkowski
¢és mtsai., 2014).

A Nemzetkozi Virustaxonomia Bizottsag (ICTV) adatai alapjan 47 emldsokbdl
kimutathaté hantavirus fajt ismeriink, melyek koziil 2 Loanvirus-, 5 Mobatvirus-, 38
Orthohantavirus és 2 Thottimvirus fajt kiilonboztetiink meg. A gazdaszervezet rendszertani
besorolasa szerint is csoportosithatjuk a virusokat: igy megkiilonboztetiink horcsogfélék,

egérfélek, cickanyfélék, vakondfélék és denevérek altal hordozott hantavirusokat (1.4bra).
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Labra: A ragcsalok, cickanyok és denevérek altal terjesztett hantavirusok filogenetikai fdja
(Kruger és mtsai., 2015). Azoknak a virusoknak a nevei, melyek human patogenitdisa
szerologiailag és molekuldrisan is igazolt, vastag betiivel keriilt feltiintetésre, mig a
szerologiailag igazolt virusoké dolt betiivel. A filogenetikai fa részleges L szegmens
szekvenciak (306 nukleotid) alapjan késziilt a MEGA6 programban a Maximum
Likelihood (GTR + G evolucios modell) alkalmazasaval. A skdla a szekvencia
pozicionkénti 0,2 szubsztitucios evolucios tavolsagat jelzi.

AMRYV/SOOV, Amur/Soochong virus; ALTV, Altai virus; ANDV, Andes virus; ANJV, Anajatuba virus; ARQV, Araraquara virus;
ARRYV, Ash River virus;, ARTV, Artybash virus, ASAV, Asama virus; ASIV, Asikkala virus; AZGV, Azagny virus; BAYV, Bayou
virus; BCCV, Black Creek Canal virus; BOGV, Boginia virus; BOWV, Bowé virus; CADV, Cano Delgadito virus; CASV, Castelo
dos Sonhos virus; CBNV, Cao Bang virus; CHOV, Choclo virus; DOBYV, Dobrava-Belgrad virus; HOKV, Hokkaido virus; HUPYV,
Huangpi virus; HTNV, Hantaan virus; JEJV, Jeju virus; JMSV, Jemez Springs virus; JUQV, Juquitiba virus; KILV,
Kilimandzsaro virus; KKMV, Kenkeme virus; LHEV, Lianghe virus; LNV, Laguna Negra virus; LQUV, Longquan virus; MAPV,
Maporal virus; MGBYV, Magboi virus; MJNV, Imjin virus; MOUV, Mouyassué virus; MTNV, Montano virus; MUJV, Muju virus;
NVAV, Nova virus; OXBV, Oxbow virus, PHV, Prospect Hill virus; PUUV, Puumala virus; QDLV, Qiandao Lake virus; RIOMV,
Rio Mamore virus; RKPV; Rockport virus; RPLV, Camp Ripley virus; SANGV, Sangassou virus;, SEOV, szouli virus; SERV,

Serang virus;, SWSV, Seewis virus; SNV, Sin Nombre virus, THAIV, Thaifold virus;, TGNV, Tanganya virus;, TPMYV,
Thottapalayam virus; TULV, Tula virus; ULUV, Uluguru virus, VLAV, Vlagyivosztok virus; XSV, Xuan Son virus.
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2.1.1. Hantavirusok Europdaban

Eurépaban évente tobb, mint 9000 HFRS esetet diagnosztizalnak, és ez a szam
folyamatosan novekszik. Eszak-Europaban a HFRS jarvanyok ciklusa 3-4 éves, mely
megegyezik a ragesald populaciok ciklikussagaval. Bar az esetszdmok orszdgonként
kiilonbozéek, de a HFRS-t eldidézé hantavirusok Eurdpa-szerte jelen vannak (Heyman és
mtsai., 2011).

Altalanossagban elmondhato, hogy Nyugat- és Eszak-Eurdpaban a Myodes glareolus
altal terjesztett PUUV, mig Délkelet-Eurdpaban az Apodemus fajok altal terjesztett DOBV-
fert6zések dominalnak. A PUUV a HFRS enyhébb formajanak, a nephropathia epidemica-
nak a korokozodja, mely szinte egész Europaban jelen van. Finnorszagban, Németorszagban,
Svédorszagban és Oroszorszag eurdpai részén tobb ezer PUUV-eset fordulhat eld a
jarvanyos években (Kriiger és mtsai., 2013; Vaheri ¢s mtsai., 2013). A megkozelitdleg 12%-
0s HFRS halalozasi rata nagy részét a DOBV fert6zés okozza (Papa, 2012). A legtobb
DOBV fert6zés tulnyomorészt Délkelet-Eurépaban, a balkani orszagokban és
Oroszorszagban fordul eld. Eurépaban eloszor 2012-ben mutattak ki a SEOV-t. 2012-ben az
Egyesiilt Kirdlysagban akut veseelégtelenségben szenvedd férfinél diagnosztizaltak SEOV
fert6zést, illetve vadon él6 patkanyokbol (Rattus norvegicus) is kimutattak a virust. Par
honappal késébb Wales-bdl és Svédorszagbol is hasonlo eseteket jelentettek, mely soran a
fertdzést a hobbiallatként tartott patkanyaitol kaptak el a betegek (Jameson és mtsai., 2013a,
2013b; Lundkvist és mtsai., 2013). A Tula virust (TULV) sok esetben nem soroljak a
patogén koérokozok kozé, viszont tobb esetet is leirtak, melyeknél valdszintsitik a TULV
patogenitasat (Schultze és mtsai., 2002; Zelena és mtsai., 2013). Tobb hantavirust, igy a
Seewis (SWSV), Asikkala (ASIV) és Nova virust (NVAV) mutattak ki cickany- és

vakondfélékbdl, de klinikai relevancidjuk eziddig nem tisztazott (Klempa és mtsai., 2013).

2.1.2. Hantavirusok Magyarorszdagon

Magyarorszagrol elészor Gajdusek tett emlitést egy 1962- ben, vérzéses lazakrol irt
tanulmanydban, melyben felsorolas szinten emlitette, hogy hazankban is voltak HFRS-es
megbetegedések (Gajdusek, 1962). Tobb, mint 30 évvel késébb, 1999-ben Scharninghausen
¢s munkatarsai Taszar kozelében, a NATO altal hasznalt teriileten végeztek vizsgalatokat:

két Apodemus agrarius-bol hantavirus RNS-t izolaltak, mely a Dobrava-val mutatott
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hasonlésagot (Scharninghausen és mtsai., 1999). Az els6 nagyobb hantavirus tanulmanyt
1992-2000 kozott gytjtott human savok, valamint radgesald szervek és ragesaldo savok
vizsgalataval végezték Ferenczi és munkatarsai. Az eredmények azt mutattdk, hogy a
ragcsalok korében a humanpatogén hantavirusok elleni antitestek prevalencidja mintegy
7,25%. A szerologiai modszereket kiegészitették nukleinsav detektdlassal is, mellyel
megallapitottak, hogy a DOBV ¢és a PUUV fajok is jelen vannak az orszdgban (Ferenczi és
mtsai., 2003). Majd 2007-ben a Dunantilon Apodemus egereket vizsgaltak PCR-rel: az
egerek 13,6%-a pozitivitast mutatott DOBV RNS-re (Jakab és mtsai., 2007). 2009-ben
Plyusnina és munkatarsai szerologiai és molekularis vizsgalatokkal alatamasztva a DOBV,
PUUV ¢és Saaremaa (SAAV) egyiittes jelenlétét irtak le hazankban (Plyusnina és mtsai.,
2009). Id6kdzben felmeriilt, hogy a DOBV tényleges prevalenciajat alabecsiilik, mivel ritka
a molekularis biologiai és szeroldgiai vizsgalatok egyidejii alkalmazasa, bar a két modszer
Iényegesen pontosabb eredményt adhatna (Németh és mtsai., 2011). A TULV-t elészor
2008-ban azonositottak. Két dél-dunantuli teriileten a 46 mezei pocok (Microtus arvalis)
koziil 17 bizonyult pozitivnak TULV RNS-re specifikus PCR alkalmazasaval (Jakab és
mtsai., 2008). Magyarorszagon is kimutattak nem ragcsalok altal hordozott hantavirus
fajokat: 2009-ben Kang és munkatarsai erdei cickanybdl (Sorex araneus) és kozonséges
vakondbdl (Talpa europea) SWSV-t és NVAV-t detektaltak (Kang és mtsai., 2009a, 2009b).

A hantavirus gazdaszervezetek vizsgéalatan kiviil klinikai vizsgalatokat is végeztek
Magyarorszagon. Az elsé hivatalos HFRS eset tanulmany 1971-bdl szarmazik, viszont mivel
a hantavirusok azonositasa csak hét évvel késobb tortént, ezért a szerzok a HFRS-en kiviil
egyéb informaciot nem emlitettek (Trencseni és Keleti, 1971). 1995-ben szeroldgiai
vizsgélattal 55 olyan betegnél mutattak ki a virus elleni antitesteket, akiknél 1987 és 1993
kozott HFRS-t diagnosztizaltak (Faludi és Ferenczi, 1995). Néhany évvel kés6bb egy
orszagos, hantavirus szeroldgiai felmérésben tobb, mint kétezer 20 év feletti allampolgart
vizsgaltak. Az eredmények azt mutattak, hogy az egészséges emberek koriilbeliil 10%-anak
szervezetében jelen voltak a hantavirus ellenes antitestek (Ferenczi €s mtsai., 2005, 2003).
Oldal és munkatarsai 2014-ben egy atfogo, egész orszagot lefedd, szerologiai vizsgalatot
végeztek erdészeti dolgozok korében, mely sordn 4,6%-o0s szeroprevalenciat allapitottak

meg (Oldal és mtsai., 2014).
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2.2. Hantavirusok altalinos jellemz6i

Az ICTV altal 2019-ben modositott, jelenlegi hantavirus taxonomia az S és M
genomialis szegmens altal kodolt fehérjék aminosavszekvencidin alapul. A hantavirusokat a
Bunyavirales rendbe és a Hantaviridae csaladba soroltak. A Mammantavirinae alcsaladon
belil Loanvirus, Mobatvirus, Orthohantavirus ¢és Thottimvirus nemzetségekbe
csoportositottak a hantavirus fajokat. Az emldsok altal hordozott 38 hantavirus fajon kiviil
harom alcsaladba soroltak a nyalkahalak, halak ¢és hiillok altal hordozott 6 hantavirus fajt
(Laenen és mtsai., 2019).

A hantavirusok gomb alaku, kettés lipidréteggel boritott, 80-120 nm atmérdja
korokozok. Harom szegmensbdl allo, negativ egyszali RNS genommal rendelkeznek, mely
megkdzelitdleg 12 kilobazis (kb) hossziisagl (Schmaljohn és Dalrymple, 1983).

A Kkicsi (small, S) szegmens a nukleokapszid fehérjét kodolja és 1600-2000 nukleotid
(nt) hosszusagu, a genom legvaridbilisabb részeként ismerjiikk. A kdzepes (medium, M)
szegmens, kb. 3600 nt hosszusagu, a Gn és Gce glikoproteineket egyetlen nyilt leolvasasi
keretben kodolja. A két glikoprotein hasitasi helye er6sen konzervalt, ennek ellenére nagyon
valtozoak, akar 60 %-os eltérés is megfigyelhetd az egyes hantavirus fajok k6zott. A nagy
(large, L) szegmens megkozelitdleg 6500 nt hossziisagu, és az RNS fiiggd RNS polimerazt
(RdRp) kédolja. Ez a szegmens a genom legkonzervaltabb részeként ismert.

Mindegyik szegmens rendelkezik egy 3’- terminalis nukleotid szekvencidval, melyhez
a komplementer, 5* végi szekvenciak bazisparosodassal kapcsolodnak, igy hozzak létre a

nem kovalensen zart cirkularis RNS strukturakat (Plyusnin és mtsai., 1996) (2. abra).
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2. abra: Hantavirus szerkezete (D’Souza és Patel, 2020)

A. A hantavirus virion sematikusan dabrdzolva. A virus kiilsé részét a
lipidburokba dgyazott Gec és Gn  glikoprotein  tiiskék  alkotjdk.
Az RNS genom hdarom cirkuladris szegmensbdl all: kicsi (S, small), kozepes (M,
medium) és a nagy (L, large).

B. 4 hantavirus genom szegmensei. S szegmens a nukleoproteint (nucleocapsid
protein) kodolja, az M a Gn és Gce glikoproteineket, az L pedig az RNS fiiggd
RNS polimerazt (L protein) kédolo gént tartalmazza. A szegmensek nagysdga
nukleotidban (nt) és az altaluk kodolt féehérjék nagysaga aminosavakban (aa)

van megadva az dbrdn.

A hantavirusok mind az allatban, mind az emberben talnyomorészt az endotél sejteket,
makrofagokat, valamint az epitél sejteket fertdzi és replikalodik benniik (Easterbrook és
Klein, 2008; Ferluga és Vizjak, 2008; Noack és mtsai., 2020; Pensiero és mtsai., 1992). A
virusok szaporoddsa mindig a célsejtek citoplazméjaban jatszodik le. A virus felszinén
talalhato glikoprotein tiiskék a gazdasejt sejtfelszini receptoraihoz kotdédnek, majd a virus
endocitozissal a gazdasejtbe jut, mely sordan a virdlis membran fuzionadl az endoszéma
membrannal. A membranfiziot kovetden zajlik az mMRNS szintézise. A transzlacio az S és L
szegmensek esetében a szabad riboszémakon, mig az M szegmenssé a membranhoz kotott
riboszomakon megy végbe. Ezt kovetden a burokfehérjék glikolizacidja a Golgi komplexbe
jutva befejezddik. A Golgi membranjan megtorténik a virion 6sszeépiilése, ahonnan levalva,
vezikulumokba csomagolva transzportalodik a membran felé, majd exocitozissal Kijut a
gazdasejtbdl (Jonsson és mtsai., 2010).

A hantavirusok hdhatdsra érzékenyek, az elfogadott inaktivalasi protokoll szerint a

sejtkultirabol izolalt virus 30 perces 60°C-os inkubalas soran elvesziti fert6zoképességét, de
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pl. a PUUV mar 15 perces 56°C-os hékezelés soran is inaktivalhato. Szobahdmérsékleten a
gazdaszervezetbdl szdrmaz6 virus 12-15 napig képes fertézoképességét megdrizni, mely a

virus terjedése szempontjabol kiemelt fontossagt (Kallio és mtsai., 2006).

2.3. Hantavirus fert6zés ragcsalékban

Mas Bunyavirusokkal ellentétben, a hantavirus fertézés atvitele emberre mind a
rovarevok, ragesalok és denevérek esetében is izeltlabu vektor nélkiil torténik, emiatt a
hantavirusok oOkologiaja és foldrajzi elterjedése Szorosan Osszefiigg a gazdaszervezet

elterjedésével. A hantavirusok altalaban szorosan kapcsolddnak egyetlen ragcsalo (rovarevo,

crer

Morzunov, 2000).

Mas allatok, mint példaul a javorszarvas, a vords roka, vagy a hazimacska és a kutya
fertéz6dése Gn. spillover folyamatnak tekinthetd (virus egyik fajrol, masik fajra kertil at),
amely soran nagyon kevés, illetve elhanyagolhatd mértéki az emberi fert6z6dés kockazata
(Ahlm és mtsai., 2000; Dobly €és mtsai., 2012a; Escutenaire ¢s mtsai., 2000b; Khaiboullina
¢és mtsai., 2005; Leighton és mtsai., 2001). Ezzel ellentétben a gazdaszervezetek spillover
eseménye meglehetdsen gyakorinak tiinik, igy ezek az események lehet6vé teszik az 0j
hantavirus fajok természetes atrendezddését és Iétrejottét, mely a kozegészségiigy
szempontjabol is fontos lehet (Hjelle ¢és Yates, 2001; Klingstrom ¢és mtsai., 2002; Zou €s
mtsai., 2008). A virus a fert6zott allat vizeletében, székletében, nyalaban egyarant
megtalalhato, melyet akar életiik végéig tirithetnek (Bernshtein és mtsai., 1999). A virusok
az exkrétumok vaporizaciojaval és harapas tjan juthatnak allatokba vagy emberbe (Chandy
és Mathai, 2017). Altalanosan elfogadott tény, hogy a gazdaszervezetben nem okoz
betegséget a virus, ennek ellenére szamos tanulmany emliti, hogy megjelenhetnek patologiai
elvaltozasok illetve novekedésbeli eltérések a ragcesalokban (Kallio €s mtsai.,, 2006).
Baltimore-ban vandorpatkanyok vizsgalata soran nem észleltek hatast sem a talélési
aranyban, sem az ivarérési idoben, de a sulygyarapodas lassabb volt (Childs és mtsai., 1989).
Mononuklearis sejt infiltraciot és 6démas alveolaris Szeptumokat mutattak ki, mind a
természetes uton New York virus-al (NYV) fert6z6dott Peromyscus leucopus-ban, mind a
SNV-vel fertézott P. maniculatus-ban (Lyubsky és mtsai., 1996; Netski és mtsai., 1999). A
ragesalok kisérleti fertézése a legtobb modellben tlinetmentes, azonban 0jsziilott egerekre

letélis lehet (Kim és McKee, 1985; Xiao és mtsai., 1991; Yanagihara és mtsai., 1985).

16



A ragcsalokban a kezdeti akut fazis, illetve a virémia utan a virus a célszervekben (tiido,
ves€k, maj, 1ép, nydlmirigyek) szaporodik, majd a replikacié ugyan lecsokken, viszont
folyamatos marad, annak ellenére, hogy a virus ellenes antitestek ekkor mar nagy

mennyiségben jelen vannak az allat szervezetében (Easterbrook és Klein, 2008) (3. abra).
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3.dabra: Hantavirus fertézés kinetikdja ragcsalokban az antitestvalasz és a
virus titer fiiggvényében. Gorbék szinkodoldsa: virémia (piros),
virus mennyisége a nydlban (26ld), tiidében (kék), anti-hantavirus
1gG (fekete) (Easterbrook és Klein, 2008)

Laboratoriumi és természetes fert6zodés vizsgalatakor is kimutattak, hogy a himek
fogékonyabbak a fertézésre a ndstényeknél, melynek oka lehet a nemi hormonok
kiilonbozdsége, ami a himek agressziv magatartasaért is felel (Bernshtein és mtsai., 1999;
Klein és mtsai., 2001; Schmaljohn és Hjelle, 1997).

A virus vertikalisan nem terjed a ragcsalok kozott, viszont a hantavirus ellenes anyai
antitestek jelenléte nagymértékben befolyasolja a fertdzddést, mivel az allatok életiik elso 6-
12 hetében ezaltal védettek a fertdzéssel szemben (Borucki és mtsai., 2000; Jonsson €S

mtsai., 2010; Kallio és mtsai., 2010).
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A teriiletek hantavirus fertdzottségének mértékét tobb tényezd egyiittesen befolyasolja,
melyek koziil a legfontosabbak a ragcsalok abundancigja, életkora, neme, valamint a
kornyezeti tényezok, igy az éghajlat, hdmérséklet és a taplalék mennyisége (Heyman és
mtsai., 2011; Khalil és mtsai.,, 2014). Egy finn tanulmany szerint az ¢lébb emlitett
tényez6kon kiviil a hantavirus fert6zés negativan befolyasolja az allatok téli talélését (Kallio

¢és mtsai., 2007).

2.4. Hantavirus fertézés emberben

A hantavirusok vilagszerte okoznak emberi megbetegedéseket. A fertdzés mértéke
meglehetdsen széles skdldn mozog, mivel tiinetmentes és haldlos kimeneteld is lehet. Azt
meg kell emliteni, hogy a virus szamdéra az ember zsdkutcat jelent, bar Argentinaban leirtak
mar emberrdl emberre torténd fertdzést az Andes virus (ANDV) esetében (Wells és mtsai.,

1997). A 47 eml6sokbol kimutatott hantavirusok kozel fele humanpatogén. (1. tablazat).

1. tablazat: Klinikai szempontbdl jelentos hantavirusok (Chandy és Mathai, 2017)
Hantavirus okozta betegség, virusfajok és roviditéseik, gazdaszervezetiik,

valamint foldrajzi elterjedésiik szerint csoportositva.

Disease/ continent Virus Abbreviation  Rodent host Geographic distribution

Old World Hantavirus HFRS/ Eurasia
Dobrava Belgrade viruses DOBV

DOBV-Aa Apodemus agrarius Central Europe. Balkans
DOBV-Af A flavicollis Balkans
DOBV-Ap A ponticus Russia
Saaremaa SAAV A. agrarius Estomia, Europe
Puumala PUUV Myodes glareolus Europe. Asia
Hantaan HTNV Apodemus agrarius Russia, China, Korea
Amur Soochong AMRV/SOOV  A. peninsulae Far East Russia
Seoul SEOV Rattus spp South Korea
Tula TULV Microtus arvalis Europe, Russia
New World Hantaviruses HCPS Americas
Andes ANDV Oligoryzomys longicaudatus ~ South America
Oran ORNV O. longicaudatus Argentina
Bermejo BMIV O. chacoensis Argentina
Lechiguanas LECV O. flavescens Argentina
Rio Mamore RIOMV O. microtis Bolivia, Peru
Choclo CHOV O. fulvescens Panama
Laguna Negra LNV Calomys laucha Argentinia. Bolivia. Paraguav
Araraquara ARAV Bolomys lasturus Brazil
Juquitiba JUQV O. nigripes Brazil
Bavou BAYV Oryzomys palustris North America
Black Creek Canal BCCV Sigmodon hispidus North America
Sin Nombre SNV Peromyscus maniculatus North America
New York NYV P. leucopus North America
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Az emberi hantavirus fertézések esetében harom klinikai korképet kiilonbdztetiink meg:
az ovilagi virusok altal okozott (1) HFRS-t és (2) NE-t, valamint az jvilagi hantavirusok
altal kivaltott (3) HCPS-t. A szindromak k6zotti £6 kiilonbséget az okozza, hogy a HFRS/NE
soran a vese kapillarisai, mig a HCPS esetében pedig a pulmonalis kapillarisok az
elsédlegesen érintett szervek. Azonban a fertézés kezdeti tiinetei hasonloak, beleértve a
hirtelen fellépd magas lazat, rossz kozérzetet, izomfajdalmat ¢és mas influenzaszerti
tiineteket, valamint a megnovekedett vaszkularis permeabilitast, mely hypotenziohoz,
thrombocytopeniahoz és leukocitozishoz vezet (Khaiboullina és mtsai., 2005; Schmaljohn
¢s Hjelle, 1997; Schonrich és mtsai., 2008).

2.4.1. Hemorrhdgids ldz vese szindromdval

HFRS klinikai megjelenése lehet enyhe, kézepesen stlyos vagy sulyos, részben a
betegség korokozéjatol fiiggden. Altalanossagban elmondhaté, hogy a HTNV,
Amur/Soochong virus (AMRV/SOOV) vagy DOBV altal okozott HFRS sulyosabb, a
halalozési arany 5-15%, mig a SEOV mérsékelt, a PUUV pedig enyhe betegségeket okoz,
amelyek halalozasi aranya <1%. Mindazonaltal a PUUV-fert6zés egyes esetei lehetnek
stlyosak, illetve a HTNV-fert6zések kozott is vannak enyhe lefolyastiak (Jonsson és mtsai.,
2010; Vaheri és mtsai., 2013).

Az atlagosan 10 napos inkubacios id6 utan, a HFRS lefolyasa 6t fazisra oszthato, a lazas

(1), hipotenziv (2), oligurikus (3), poliurias (4) és konvaleszcens (5) (4. abra).
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4. abra: Az emberi hantavirus fertozés kinetikajanak sematikus abrazolasa.

A HFRS tipikus lefolydsa ot kiilonbozd fazisra oszthato: lazas, hipotenziv, oligurikus,

poliurias és konvaleszcens. A fertézés utin a virus mennyisége tetozik, és az elsé

klinikai tiinetek megjelenésekor az antitestek szintje megemelkedik. A HFRS

kialakulasaval a vérlemezkék és a vizelet mennyiségének csokkenése, valamint a

szérum kreatininszint emelkedése figyelheté meg (Avsic-Zupanc és mtsai., 2015).

A fazisok jobban elkiilonithetéek a HTNV és a DOBV Adltal okozott sulyos betegségekben.

1. A 2-4 hetes lappangési id0 utdn a betegség hirtelen kezdddik magas lazzal,

hidegrazassal, fejfajassal, hatfajassal, hasi fajdalmakkal, hanyingerrel és hanyassal.

Gyakran beszamolnak aluszékonysagrol €s latdszavarrdl (homalyos 1atas). Ez a l1azas

fazis altalaban 3-7 napig tart. Ennek a fazisnak a vége felé kotohartya vérzések és a

szajpadlason apro petechiak jelentkeznek.

2. A hipotenziv (alacsony vérnyomads) szakasz tobb oratdl 2 napig tarthat. Stlyos

esetekben hipotenzid, st sokk is gyorsan kialakulhat (a HFRS halalozasok

egyharmada fulminans, irreverzibilis sokkhoz kapcsolodik) ebben a szakaszban. A

trombocitopenia (csokkent vérlemezkeszam) és

a leukocitozis (emelkedett

fehérvérsejtszam) jellemzd erre a fazisra, és ha stlyos vérzéses megbetegedés 1ép fel,

akkor az ebben a szakaszban kezdddik. A vérzéses megnyilvanulasok kozé
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tartozhatnak a boron €s a nydlkahartydn 1évé petechidk, kotdhartya vérzések,
orrvérzés, véres vizelet megjelenése, és végzetes koponyatiri vérzések.

3. A 3-7 napig tart6 oligurias (kevés vizelet) fazisban a vérnyomas normalizalddik, mig
a vesefunkcid atmenetileg csokken, ami oliguridhoz vagy akdr anuriahoz vezet
(proteinuria és haematuria megjelenik). Az oligurikus fazisban, amelyet altalaban
has- vagy hatfajdalmak kisérnek, a stlyos tiinetekkel kiizd6 betegeket
hemodializissel kell kezelni. A halalesetek fele ebben a fazisban kdvetkezik be. A
tipikus laboratériumi eredmények a szérum kreatinin és karbamid szintjének
emelkedése.

4. A poliurikus fazisban a vesemikodés helyredll, és a vizeletkibocsatds nd. A
diuretikus fazis kezdete pozitiv prognosztikai jel a beteg szaméra. Napokig vagy
hetekig tarthat, és a betegek naponta tobb liter vizeletet tiritenek.

5. A gyogyulas, amelyet a klinikai és laboratoriumi markerek helyreallasa jellemez,

altalaban elhuz6do, és akar 6 honapig is eltarthat.

Altalaban elérik a teljes gyogyulast, a hosszan tartd szovédmények — példaul a kronikus
veseelégtelenség €és a magas vérnyomas — ritkak (Klempa és mtsai., 2013; Kriiger és mtsai.,
2001; Mccaughey és Hart, 2000).

Gyermekeknél a klinikai kép nagyon hasonld a felnéttekéhez, de a legtobb esetben
kevésbé sulyosak. A hasi panaszokat azonban gyakrabban regisztraljak (Ferrés és Vial,
2004; Overturf, 2005). A SEOV altal okozott HFRS enyhébb formaiban, illetve a PUUV
altal okozott NE-ben a HFRS 06t fazisat nehéz elkiiloniteni. A PUUV fert6zés klinikai képe
alapvetéen hasonlé a DOBV-hez, de a tlinetek enyhébbek, mely alacsonyabb halalozasi
aranyt (0,1%) eredményez. NE-ben sulyos vérzéses megnyilvanulasok és sokk altalaban
nem fordulnak eld, de enyhe vérzéses tiinetek, példaul petechidk a betegek koriilbeliil
egyharmadanal megfigyelhetéek. Bar a legtobb betegnél veseelégtelenség jelei
mutatkoznak, ez altalaban kevésbé szembetiind, mint a virulensebb hantavirusok altal
okozott HFRS-ben. Az oliguria vagy anuria a betegek kevesebb, mint felénél jelentkezik.
Sulyosabb NE-ben idegrendszeri panaszok, illetve latdszavarok megjelenhetnek.
Osszességében, mivel az NE klinikai lefolyasa enyhe, és inkdbb hasonlit egy hasi
fajdalommal jaro lazas betegségre, gyakran nem diagnosztizaljadk NE-ként (Hautala és

mtsai., 2021; Kanerva és mtsai., 1998; Settergren, 2000).
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2.4.2. Hantavirus kardiopulmondlis szindroma

A HFRS-hez képest a HCPS egy sulyosabb betegség, melynek halalozasi rataja mintegy
30-50%-0s. A  HCPS Kklinikai lefolydsa  altaldban  harom  fazisbol  all:
prodromalis (1), kardiopulmonalis (2) és konvaleszcens (3), a klinikai megnyilvanulasok
pedig az enyhe hipoxémiatol a kardiogén sokkal jaro 1égzési elégtelenségig valtozhatnak
(Enria és mtsai., 2000).

1. A prodromalis fazis altaldban egy rovid, nem specifikus betegség influenzaszerii
tiinetekkel, mint példaul magas 1az, hidegrazas, izomfajdalom, hanyinger, fejfajas,
hanyés, hasi fajdalom és hasmenés.

2. Az elsd fazist koveti a kardiopulmondlis fazis, hirtelen fellépd progressziv
kohogéssel, 1égszomjjal és tachycardidval. A betegeknél akut, nem sziv eredetli
tiidéddéma ¢és hipotenzid alakul ki. A bilateralis besztirédések gyorsan fejlddnek,
néha pleuralis folyadékkal tarsulva, ami 1égzési elégtelenséget okoz, és kotelezové
teszi a gépi lélegeztetést. Sulyos esetekben ezt a szakaszt kardiogén sokk, tejsavas
acidozis és massziv hemokoncentracié bonyolitja. A betegek a koérhazi kezelés
ellenére is 6rdkon beliill meghalhatnak.

3. Azok a betegek, akik talélték a betegség akut fazisat, a poliurids staddiumba keriilnek,

amelyet a tid60déma megszlinése kisér.

Noha a ldbadozas lasst, és a betegek gyakran panaszkodnak gyengeségrdl, faradtsagrol és
csokkent terhelési toleranciarol, a felépiilés altalaban teljes, szovodmények nélkiili (Enria és
mtsai., 2000; Jonsson és mtsai., 2008; Schonrich és mtsai., 2008).

Bar a vesebetegséget altalaban a HFRS-hez, a tiidobetegséget pedig a HCPS-hez
soroljadk, a HFRS ¢és a HCPS klinikai lefolyasaval kapcsolatos megndvekedett orvosi
ismeretek alapjan a két szindroma részben atfedi egymast, folyamatosan novekszik a
bejelentett tiidoérintett HFRS ¢€s vese- €és/vagy vérzéses érintettségli HCPS esetek szama
(Hjelle és Torres-Pérez, 2010).

A fert6zés kezelése csak tiineti €és nincs egyértelmiien jovahagyott terdpias lehetdség.
Igaz, korlatozott bizonyitékokkal, de szamos virusellenes szer azonban hatasos lehet ezekre
a korokozokra. A legtdbb adat in vitro vizsgalatokbdl és allatmodellekbdl szarmazik, ezért
human kisérletekre van sziikség ahhoz, hogy 1) ismereteket szerezziink e terapiak klinikai
hatékonysagarol és biztonsagossagarol. Az olyan virusellenes szerek, mint a ribavirin,

amelyek hatasosnak bizonyultak a kezelések soran, konnyen beszerezhetdk a
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kereskedelemben. Tobb olyan vakcinajel6lt is 1étezik, amelyek hossz védelmet nyujthatnak
a hantavirusok ellen. Ezek egy részét Koreaban és Kinaban évek ota alkalmazzak (Avsic-
Zupanc és mtsai., 2015). A nagyobb engedélyezé hatosagok, példaul az FDA még nem
hagyta jova, a WHO-nak pedig még elémindsitenie kell egy hantavirus elleni vakcinat. Tobb
klinikai vizsgélati adatra van sziikség a vakcindkhoz és a terapidkhoz, hogy biztositsdk azok
szélesebb korli hozzaférhetdvé tételét és felhasznalasat (Dheerasekara és mtsai., 2020).

A ragcsaloirtas, valamint a népegészségiigyi oktatas és promoécio fontos szerepet

jatszanak a hantavirus fert6zések megel6zésében.

2.5. Laboratdériumi diagnézis

2.5.1. Szeroldgiai tesztek

A hantavirus fertdzések pusztan klinikai alapon torténd diagnosztizaldsa szinte
lehetetlen, kiilondsen az enyhe és kdzepesen stlyos klinikai tiinetek esetén, mivel a betegség
korai jelei nem specifikusak (Bi és mtsai., 2008). Az akut hantavirus fertézés laboratoriumi
diagnosztikdja szerologian alapul, mivel gyakorlatilag minden beteg rendelkezik a virus
ellen termelddott immunglobulin M (IgM) és altalaban immunglobulin G (1gG) antitestekkel
is. A virusfertézések soran elsésorban a nukleokapszid és a glikoproteinek valtanak ki
specifikus antitest termelést a ragcsalok és az emberek esetében is. A legaltalanosabb
szerologiai vizsgalati modszer az ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), IBA
(Immunoblot assay) és az IFA (Immunofluorescence assay) (Munir és mtsai., 2021). Az IFA
a hantavirus diagnosztikdban nem elterjedt modszer, mivel minimum BSL-3-as szintii
laboratoriumra van sziikség az elvégzéséhez. Az ELISA ¢és IBA (Western-blot (WB), Dot-
blot) vizsgalatok hatranya, hogy kevés cég gyart specifikus hantavirus tesztet, illetve
meglehetésen dragak, valamint nagyrésze allatok vizsgalatara nem alkalmas. Az ELISA
tesztek gyartasa soran a rekombindns DNS technoldgia alkalmazasaval antigén alapt
teszteket fejlesztenek. A hantavirusok esetében ez altalaban a rekombinans nukleokapszid
protein. Tobb organizmusban eldallitottak ilyen fehérjéket, igy baktériumban, élesztOben,
rovar sejtekben baculovirus rendszer segitségével, valamint novényekben is (Kehm és
mtsai., 2001; Okumura és mtsai., 2007). A viruskutatassal foglalkozé kutatocsoportoknak
lehetéséglik van az elobb emlitett technologia alkalmazasaval Un. ,hazi készitési”

szerologiai tesztek (ELISA, WB, IFA) fejlesztésére, mely rutin diagnosztikaban tébbnyire
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nem alkalmazhato, de kutatsra teljes mértékben megfelel (Foldes és mtsai., 2019; Németh
és mtsai., 2011; Oldal és mtsai., 2014).

A klinikumban ma mar szamos orszagban elérhetéek az IgM alapu, 5 perc alatt
eredményt ado gyorstesztek (lateral flow) is (Hjelle és mtsai., 1997; Hujakka és mtsai.,
2003).

2.5.2. Molekularis vizsgadlatok

A molekularis elemzésen alapuld diagnosztikai technikakat nagy pontossaggal és
specifitassal széles korben alkalmazzék. Az RT-PCR mint molekularis technika a hantavirus
azonositasara és a viralis nukleinsav mennyiségének meghatarazosara is szolgal vérbol,
szérumbol, vagy szervekbdl (Jonsson és mtsai., 2010). A PCR termék tovabb hasznalhato a
virus genom szekvenalasara és filogenetikai analizisére. Ezen tilmenden a PCR {6 el6nye a
hantavirus RNS azonositasdban, hogy képes a fert6z6 agens kimutatasara akar a tiinetek
megjelenését kovetd hét-tiz napon beliil. A PCR vizsgéalat eredménye 12-24 6ran beliil
elérhetd lehet. Az ilyen technikdk tehat nagyon hasznosak azoknak a virusoknak az
azonositdsdban, amelyek néhany oran beliil halallal végzddhetnek. A vérmintak
felhasznalasaval végzett PCR azonban csak a fert6zés korai szakaszaban hasznos, mivel a
hantavirusok rovid ideig és relativ alacsony virustiterrel okoznak virémiat (Munir és mtsai.,

2021).
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3. CELKITUZESEK, KERDESEK

Az értekezés egyik fO célja a Kdszegi-forras Erdorezervatum teriiletén ragcsalofajokban
detektalt két humanpatogén hantavirus idébeli fertézés dinamizmusanak vizsgalata, mely az
alabbi kutatasi részfeladatok és kérdések alapjan valosult meg:

e ragcsalofajok tobbéves monitorozasa elevenfogd csapdazassal;

e abefogott egyedekbdl havi egyszeri vérvétel a retroorbitalis vénabol;

e DOBYV ¢és PUUV ellen termelt antitestek kimutatdsadra alkalmas ELISA tesztek
elvégzése;

e DOBYV ¢és PUUV szeroprevalencia meghatarozasaval vizsgalni a gazdaszervezet
populacid karakterisztikdi €és a hordozott virusfertdzottség mértéke kozotti
Osszefiiggéseket, illetve kiillonbségeket.

Kérdések:

- A fert6zottség valtozasa fligg-e a gazdaszervezet egyedsiiriiségétol?

- A szeroprevalencia iddbeli valtozasa mutat-e szinkronizciot a hantavirus fajok
Osszehasonlitdsaban?

- A fertéz¢és idédinamizmusaban érvényesiil-e a Szezonalitas hatasa?

- Van-e a nemek kozt kiilonbség a fert6zés tekintetében?

- A fertzés befolyasolja-e az allatok téli tulélésének esélyeit?

A disszertacid6 masik {6 célja a Magyarorszdgon eléforduld hantavirusok
szovettropizmusanak vizsgalata, amely az alabbi protokollt kovette:
o elhullott allatok boncolasa, kiilonos tekintettel a vizelet eltavolitasara;
¢ hantavirusok kimutatasa és meghatarozasa molekularis bioldgiai modszerekkel a
a kiilonb06z6 szervekbdl, valamint vizeletbdl;

e hantavirus specifikus szerologiai teszt alkalmazasa,

A feni protokoll alapjan egyrészt a ragcsalo gazdaszervezetek ’élethosszig tarto virusiirités’
hipotézisét vizsgaltuk. Masrészt ez a vizsgalat arra a metodikai problémara is fokuszalt, hogy
a gazdaallat melyik szerve az, amelybdl a leghatékonyabb a virusok kimutatdsa, mely

hozz4jarul a boncoldsok, illetve a szervpreparatumok gytijtésének optimalizacidjahoz.
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1. Vizsgalt ragesalok

Hantavirus kutatasaink soran elsésorban azon ragcsalofajokat vizsgaltuk, melyek ismert
hordozészervezetei a virusnak. A kisemlOsok csapdazasat és felmérését a PTE TTK
Bioldgiai Intézet Okologiai Tanszék Kisemlds Kutatocsoportjdnak munkatérsai végezték,
mely egy biodiverzitas monitorozasi programhoz kapcsolddva, az orszag szamos teriiletét
érintette. Az 6koldgusok a csapdaban elhullott allatokat a PTE TTK Biologiai Intézet / PTE
SZKK Virolégiai laboratoriumaba szallitottak, ahol az allatok boncolasa tortént. Mivel az
egyes csapddzasi teriiletek dominans ragcsalofajai  eltérnek egymastol, igy a
laboratoriumban nem csak a potencialisan hantavirus gazdaszervezetként ismert kiseml6s

fajok elhullott egyedeitdl alltak rendelkezésiinkre mintak a boncolashoz.

4.2. Mintavételi teriiletek

A fert6zésdinamizmus vizsgalathoz az 6kologusok négy éven keresztiil a Mecsek
hegységben elhelyezkedé Koszegi-forras Erdoérezervatum teriiletén (46°09'28.88" N,
18°17'09.90" E) végeztek csapdazasokat. Ezen kiviil Pécsr6l, Beremendrdl, Vajszlorol és a

Kis-Balatonrdl szarmazoé ragcsalok mintait dolgoztuk fel (5.abra).

50 0 50 100 150 200 km
I 1

5. dbra: Mintavételi helyek (1. Készegi- forrds Erddrezervatum Pécs-
A'rpddteté'; 2. Pécs; 3. Beremend; 4. Biikkhat Erdorezervatum
Vajszlo; 5. Kis-Balaton)
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4.3. Csapdazasi metodika

A PTE TTK Bioldgiai Intézet Okologiai Tanszékének munkatarsai 2011- 2014 kdzott
végeztek kisemlds monitorozd vizsgalatokat Pécs-Arpadteton a Készegi-forras
erddrezervatumban, melybe kutatdcsoportunk is bekapcsolodott. Ezen a teriileten a
legelterjedtebb ragcsald fajok a sarganyaka erdeiegér (Apodemus flavicollis), a pirok
erdeiegér (Apodemus agrarius), a kozonséges erdeiegér (Apodemus sylvaticus) és a
voroshata erdeipocok (Myodes glareolus). Az Erd6rezervatum 320-400 m tengerszint feletti
magassagon helyezkedik el, melynek magteriilete 33 ha, mig a pufferzona 116,2 ha. Az
altalunk vizsgalt kozel 10 hektarnyi teriileten 13 kvadratot jeldltiink ki, ahol minden évben
marciustdl oktdberig végeztik az allatok monitorozasat (6.abra). Az elevenfogd
dobozcsapdakat egymastdl 5 m-es tavolsagban helyeztik el, 6x6- os csapdahalot
alkalmazva. Csalétekként szalonnat, anizskivonattal és ndvényi olajjal megkevert gabona
magvakat hasznaltunk, igy a csapdazhatosag szempontjabol fontos csalizas modszere mind
a nyolc honapban megegyezett. Fogas-jelolés-visszafogas (capture-mark-recapture= CMR)
modszert alkalmaztunk, igy az éllatok fertézottségét honaprol honapra nyomon tudtuk
kovetni. Minden hoénapban 5 éjszakas periodusokban csapdaztunk, az éllatok egyedi
jeloléséhez az ujjpercek tetovalasat alkalmaztuk. A mintavételezésnél reggelente
ellendriztiik a csapdakat. A csapdazasok soran feljegyeztiik az allatok nemét (néstényeknél

a graviditast, laktalast is feltlintetve), korat, tomegét, csapdaszamat és egyéni kodjat.

6. abra: Kvadratok elhelyezkedése a Kdszegi forrdas Erddrezervatum teriiletén
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Az okologusok Pécsen, Beremenden, Vajszlon és a Kis-Balatonnal is kvadrat csapdazasi
technikat alkalmaztak az éallatok monitorozasara. Egy teriileten egyszerre 5-13 kvadratot

jeloltek ki. A csapdazas menete teljesen megegyezett az Arpadtetdn végzett modszerekkel.

4.4. Vérvétel és a vérmintak feldolgozasa

A K§szegi forras Erdérezervatum (Pécs-Arpadtetd) teriiletén torténé csapdazas soran
minden befogott allattél havonta egyszer vért vettiink. Az allatok retroorbitalis vénajabol
tivegkapillarissal 50- 200 ul vért tudtunk venni. A viroldgiai laboratoriumba érkezésig hiitve
taroltuk a csoveket. A mintakat 6000 g fordulaton 6 °C-on 10 percig (Hermle Z 233 MK-2)

centrifugaltuk. A vérsavo leszivasa utan a mintakat -20 °C-on taroltuk.

4.5. Boncolas

Az élvefogd csapdazasi modszer alkalmazésa soran is el6fordulhat, hogy az allatok
elpusztulnak a csapdaban. A csapdaban elpusztult allatok szerveit tovabbi kisérletekhez fel
tudtuk hasznalni, igy a ragcsalokon boncolast végeztiink.

A potencialis fert6zés, illetve a kontaminacio veszélye miatt a boncolaskor betartottuk
a sziikséges eldirasokat. Az allati tetemek feldolgozasat BSL-2 Class A2 tipust laminaris
biztonsagi elszivo fiilkében, valamint BSL-3 szintli laboratériumban végeztiik.
Fertétlenitéshez Incidin® Rapid fertétlenité 2,5%-os oldatat hasznaltuk. A személyi védelem
megteremtése mellett a minta védelmére is torekedtiink, igy minden allatot kiilon, elére
sterilizalt eszk6zokkel boncoltunk. Egy eszkozzel (ollo, csipesz) minden esetben csak egy
allatot dolgoztunk fel. A kisérleti allatokat fert6tlenitett papirtorldvel fedett bonctalon hati
oldalukkal lefelé helyeztiik el, majd a két mellsé végtagot letliztiik. A hasi oldalon az allat
mellcsontjan caudalis iranyban talalhatdo kardnyulvanyt fedd szoveteken bemetszést
végeztiink. A bordakat craniolateralis irdnyban atvagva, a felnyitott mellkasbol a szivet,
tiid6t eltavolitottuk és kiilon-kiilon elére megjeldlt, mikrocentrifuga csdvekbe helyeztiik. A
hasfalat mediansagitalis sikban, caudalis iranyban felnyitottuk. A hasiiregbdl kiemeltiik a
majat, lépet és a veséket. Ha lehetdség volt rd, inzulinos fecskenddvel a hugyhdlyagban 1€vo

vizeletet is leszivtuk, majd mikrocentrifuga csovekbe helyeztiik. Az enzimaktivitas
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csokkentése érdekében a csoveket a boncolds ideje alatt jégben tartottuk. A boncolés

végeztével a mintakat -80 °C-on taroltuk.

4.6. Viralis nukleinsav izolalasa

A viralis nukleinsav tisztitdsa Geneaid viralis nukleinsav extrakcios kittel (Geneaid

Viral Nucleic Acid Extraction Kit 11, Geneaid Biotech Ltd.) tértént a gyarto altal megadott
felhasznalasi utasitds alapjan:
A szovetekbdl egy kisebb darabot (~50 mg) mikrocentrifuga csébe tettiink, majd 500 pl
1XPBS hozzaadasaval szuszpenziot készitettiink homogenizator (Minilys, Bertin
Technologies) és tiveggyongy (d=2,5-2,8 mm) felhasznalasaval. A mintakat vortexeltiik és
10 percig centrifugaltuk (4°C, 10 000 g) (Hermle Z 233 MK-2).

A tiid6szuszpenzid feliiliszojabol 200 upl-t mikrocentrifuga csovekbe mértiink és 400
ul VB lizis puffert adtunk hozzd, majd a csoveket vortexeltik és 10 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az inkubacids id6 letelte utan 450 ul AD puffert adtunk a
lizatumhoz és rovid vortexelést kovetden az oszlopra mértiink 600 pl-t, melyet 1 percig
centrifugaltunk (20°C, 15000 g), majd ezt a 1épést megismételtiik a maradék lizatummal. Ezt
kovetden az oszlopra 400 ul W1 puffert mértiink és 30 masodpercig centrifugaltuk (20°C,
15000 g). A gyiijtocso kiiiritése utan a membrant 600 pl Wash puffer hozzaadasaval mostuk
¢és 30 masodpercig centrifugaltuk (20°C, 15000 g), majd egy tovabbi 3 perces centrifugalasi
Iépéssel (20°C, 15000 g) kiszaritottuk a membrant. Az oszlopot mikrocentrifuga csébe
helyeztiik és 30 pl nukleazmentes vizet mértiink a membranra, 3 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk, majd 1 percig centrifugalassal (20°C, 15000 g) elualtuk a nukleinsavat, amit és
felhasznalasig -80 °C- on taroltuk.

4.7. Polimeraz lancreakcio

A mintakban jelen 1évé virus kimutatasara nested rendszerii, RT-PCR-t (hnRT-PCR)
végeztiink. A PCR reakcidhoz, a hantavirusok L szegmensére specifikus degeneralt
primerparokat hasznaltunk, melyekkel 380 bp tudtunk amplifikalni [HAN-L-F1: 5'-
ATGTAYGTBAGTGCWGATGC- 3" HAN-L-R1 5'- AACCADTCWGTYCCRTCATC- 3’
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HAN-L-F2 5'- TGCWGATGCHACIAARTGGTC- 3’ HAN-L-R2 5'-
GCRTCRTCWGARTGRTGDGCAA- 3] (Klempa és mtsai., 2006).

A nested rendszer els6 korében QIAGEN OneStep RT- PCR Kit- et (Qiagen) hasznaltunk,
mig a masodik kérben GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase Kit- tel (Promega) tudtuk
amplifikalni a vart terméket. A reakciokat 25 pl végtérfogatban végeztiik az alabbi

Osszetétellel (2. tablazat).

2. tablazat: Az nNRT-PCR sordn felhasznalt kitek, valamint

a reagenseikbol eQy mintara felhasznalt

mennyiségek
OneStep RT- PCR Kit GoTag® G2 Flexi DNA
(Qiagen) Polymerase Kit (Promega)
Buffer 5x Sul Buffer 5x 5pul
H.0 13 ul H.0 13,25 ul
dNTP 1 ul dNTP 1ul
Primer Fw 0,5 pl MgCl, 2,5l
Primer Rev 0,5 ul = Primer Fw 0,5 pl
Enzim 1 ul  Primer Rev 0,5 pl
Enzim 0,25 ul
Templat 4 ul
Templat 2 ul
Osszesen 25ul  Osszesen 25 ul

A PCR reakciokat ABI 2720 (Applied Biosystems) tipust késziilékkel végeztiik. Az
els6 kor programja reverz-transzkripcios 1épéssel indult, mely 50 °C- on 30 percig tartott,
majd a kezd6 enzim aktivacio 95 °C-on 15 percig. A 40 ciklusbol allé polimeraz lancreakcio
soran a denaturalasi 1épés 94 °C-on 1 percig, a primerek kapcsolodasa 53 °C-on 30
masodpercig, mig az elongacid6 72 °C-on 1 percig zajlott. A masodik korben az
elédenaturacio 95 °C-on 5 percig tartott, melyet a 40 ciklusbol all6 reakcio kovetett. Ennek
soran a denaturacio 94 °C- on 1 percig, az annelaci6 52 °C-on 45 masodpercig, az elongacio
72 °C-on 1 percig tartott. Mindkét korben a végsé elongalasi 1épés 72 °C-on 10 perc alatt

jatszodott le.
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4.8. Agardz gél elektroforézis, fotodokumentacio

Az amplikonok elektroforézis vizsgalata 2%-os agardz (Lonza) gélben, TBE (Tris-
Borat-EDTA pH 8,0) puffer felhasznalasaval, GRgreen (Lab Supply Mall) festéssel tortént.
A PCR termékek futtatasat 100 V konstans fesziiltségen 60- 90 percig végeztiik. A gélek
fotozasahoz Cleaver microDOC fotodokumentacios rendszert (Cleaver Scientific Ltd.)

hasznaltunk.

4.9. Szekvenalasi reakcio

A szekvenalashoz hasznalanddo PCR termékeket Geneaid Gel/PCR Fragments Kittel
(Geneaid) tisztitottuk ki az agar6z gélbdl, a gyartd utasitasai alapjan. A szekvenalasi reakciot
BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit-tel (Applied Biosystems) végeztiik. A
reakcidohoz dsszemért keverék (10 ul) a kovetkezé reagenseket tartalmazta: 2 ul BigDye™
Terminator v1.1, 1 ul 10 mmol primer, 6 ul nukledzmentes viz (Promega) és 1 pl el6zbleg
megtisztitott nukleinsav templat (20 ng/pl). A pontosabb eredmények elérése érdekében a
génspecifikus termékek mindkét szalat szekvenaltuk. A szekvenalasi PCR elsd 1épése a
kezdé denaturacio 96 °C-on 1 perc alatt jatszodott le, ezt 25 ciklusbol allo amplifikacios
ciklus kovette, melyben a denaturacio 96 °C-on 20 masodperc alatt, a primerek kapcsolodasa
50 °C-on 5 masodperc alatt ment végbe, majd az elongéaci6é 60 °C- on 4 perc alatt jatszodott
le. A reakciot kovetéen standard, natrium-acetatos kicsapast végeztiink. A nukleinsav
visszaoldasa 20 pl Hi-Di™ Formamide-ban (Applied Biosystems) tortént. A szekvenalast
automata ABI Prism 310 (Applied Biosystems) DNS szekvenalo késziilékkel végeztiik.
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4.10. Szerologiai vizsgalatok

A ragcsald vérmintakban jelen 1évé DOBYV és PUUYV ellen termelt immunglobulin G
(IgG) antitestek kimutatasat kutatocsoportunk altal fejlesztett ELISA rendszerrel végeztiik
(Németh és mtsai., 2011; Oldal és mtsai., 2014). Az eredményeket Western-blottal
erdsitettiik meg. Kisérletiinkben, kozel 4000 ragesald savo mintaval dolgoztunk. Ha kiilon
tesztekben vizsgaljuk a két virust akkor az ELISA tesztek szdmat megduplaztuk volna. Mivel
az altalunk vizsgalt fajok alapjan jol elkiilonithetoek a vizsgalt virus fajok, igy a két fehérjét
keverve alkalmaztuk, ahogy ezt tették korabban ELISA alkalmazasa sordn Bossé valamint
Grendahl-Hansen és munkatarsai (Bossé és mtsai., 1993; Grendahl-Hansen és mtsai., 2003).
A kisérlet elétt, el6z6leg mar ismert DOBV és PUUV IgG pozitiv mintakkal leellendriztiik

a rendszeriinket, hogy biztosan alkalmazhat6- e igy a technika.

4.10.1. ELISA

A vérmintak vizsgélata soran indirekt ELISA mddszert alkalmaztunk. A teszteléshez
96 lyuku mikrotiter lemezeket hasznaltunk (Maxisorp NUNC- Immuno Plate, Nunc),
melyeket Escherichia coli expresszids rendszer segitségével eldallitott DOBV ¢és PUUV
rekombinans nukleokapszid fehérjék keverékével (50 ng/well) érzékenyitettiik (100 ul), 2
oOran at, 37 °C-on. A nem specifikus kotéhelyek blokkolasat 5%-os tejport (Blotting- Grade
Blocker, BIO- RAD) és szukrozt (Merck) tartalmazo PBS (phosphate- buffered saline)
oldattal (200 ul) végeztiikk. A ragcsald savokat 2,5%-os tejpor tartalma PBS-ben, 1:100
aranyban higitva vittiikk a lemezekre (100 pl), majd 37 °C- on 1 6ran at inkubaltuk. Az
inkubacid lejarta utdn, 5x5 percig tarté mosasi lépést végeztiink 0,05 %- os Tween 20-at
(Sigma) tartalmazo PBS-el (300 ul PBS-T). A HRP-vel konjugalt, szekunder, anti-egér 1gG
antitestet (Dako) 1:1500 aranyban higitva, 2,5%-os tejport tartalmazé PBS-ben vittiik a
lemezre (100 pl). Egy oran at tartd, 37 °C-os inkubacio lejarta utan, ismét 5x5 perces PBS-
T-vel torténé mosas utan a lemezek el6hivasa 3,3'-5,5' tetrametilbenzidin szubsztrat (BD
OptEIA) hozzaadasaval (100 pl) tortént sotétben, szobahdmérsékleten, 15 percig. A
szinreakciot 2M-os kénsavval allitottuk le (100 upl) és az eredményeket microplate
spektrofotométerrel (Thermo Electron Corporation), 450 nm hullamhosszon mértiik. A cut-
off (CO) érték meghatarozasa Dobly és mtsai altal leirtak alapjan tortént (Dobly et al.
2012a).

32



4.10.2. Western-blot

A szerologiai modszerek kozil az egyik legpontosabb eredményt a Western-blot
technika alkalmazasaval érhetjiik el. Egy id6ben viszonylag kevés mintat lehet vizsgalni, igy
nagy mintaszamu vizsgalatokhoz nem alkalmas, viszont az eredmények megerdsitésére, ill.
a CO értek kozelében 1évé OD értéki minta hantavirus pozitiv vagy negativ csoportba
sorolasara, a legjobb szerologiai modszer. Az DOBV és PUUV nuklokapszid fehérjéket
gélelektroforézis alkalmazasaval Mini-PROTEAN® TGX™ (Bio-Rad) eléregyartott
poliakrilamid gélen valasztottuk el, és az elektroblottolas soran nitrocelluléz membranra
(0,45um; Bio-Rad) juttattuk at Semi-Dry transzfer késziilékkel (Bio-Rad) 0,12 A
aramerdsséggel, 30 percen keresztiil. A blottolas sikerességét Ponceau S (Sigma-Aldrich)
festéssel ellendriztiik. A nem specifikus kotohelyek blokkolasara TBS- ben (Tris-Buffered
Saline; 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) oldott tejport (Blotting- Grade Blocker, Bio-
Rad) hasznaltunk 5%-0s higitasban egy oran at. A ragcsald vérsavokat 1:100 higitasban
0,1% BSA- t (Sigma-Aldrich) és 0,05% Tween® 20- at (Sigma-Aldrich) tartalmazé TBS-
ben (pH 7,5) higitottuk, melyeket els6dleges antitestként hasznaltunk. A 30 perces
inkubacios id6 lejarta utan a membranokat 0,05% TBS-Tween® 20- al (TBS-T) mostuk
3x10 percig. Masodlagos antitestként tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt, nyulban
termeltetett anti-egér IgG-t (Dako) hasznaltunk. Az antitestet 0,05% BSA-t tartalmaz6 TBS-
T-ben higitottuk (1:800). A 30 perces inkubacios id6 lejarta utan ismét 3x10 percig mostuk
a membranokat TBS-T-ben, majd egy Gjabb 10 perces mosas kovetkezett, melyet TBS-el
végeztiink. A reakciot TBS-ben oldott 3,3’-diaminobenzidine (DAB) (Bio-Rad) és hidrogén-
peroxid (Sigma-Aldrich) reakcioval tettiik lathatova a gyartd (Bio-Rad) utasitasai alapjan.

4.11. Statisztikai vizsgalatok

A tesztelt és fert6zott allatok genusonkénti (Apodemus, Myodes) egyedszama kozti
kiilonbségek, Osszefiiggések, évi, valamint szezonalis elemzését STATISTICA 12
szoftverrel végeztiik Pearson- féle Khi négyzet-, Wald Wolfowitz- és Kruskall- Wallis
tesztek alkalmazasaval. A szeroprevalencia értékek abrazolasahoz boxplot diagrammot
alkalmaztunk. A szignifikancia értékét P < 0,05 hataroztuk meg minden elvégzett teszt
esetében (Sokal és Rohlf, 2012).
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A tesztelt és fert6zott allatok egyedszama, valamint a kumulativ adatokbdl nyert
szeroprevalencia értékek kozotti kiilonbség értékeléséhez Pearson- féle Khi négyzet tesztet
alkalmaztunk (Kjear és mtsai., 2020). Egy komplexebb sorozatteszt, a Wald-Wolfowitz teszt
alkalmazasaval erésitettik meg az egyedszam, valamint a szeroprevalencia kozotti
Osszefiiggéseket a két vizsgalt genus esetében. A tesztelt allatok havi adatai alapjan linearis
regresszios modellt alkalmazva vizsgaltuk a fert6zott allatok és a hantavirus prevalencia
1dobeli valtozasat mindkét ragesaldcsoport esetében. Ezzel a modszerrel elemeztiik a him €s
néstény egyedek szeroprevalencia értékeinek idébeli valtozasat mindkét allatcsoport
esetében. A szamitott hantavirus szerokonverzios értékek atlagos megoszlasat boxplot
diagrammon abrazoltuk +/- standard hiba és a 95%-0s konfidencia intervallum megadasaval.
Az adatok normalitasanak hianya miatt (Shapiro-Wilk teszt) a Kruskall-Wallis teszt

felhasznalasaval vizsgaltuk a szerokonverzid szezonalis és éves kiilonbségeit.

4.12. Anyai antitest (AAT) jelenlétének meghatarozasa

Szeroldgiai vizsgalat soran az eredmények értékelésénél meg kellett bizonyosodnunk
arrdl, hogy nem anyai antitesteket detektaltunk a fiatal allatokban. Ehhez felallitottunk egy
feltételrendszert, melyeknek ha megfelelt az allat, akkor anyai antitest altali
szeropozitivitdsnak nyilvéanitottuk (Kallio és mtsai., 2010).

- Tomeg 16 gramm alatti, csak 1 csapdazasi adat all rendelkezésre (allat korara utalo

jelzés bar nincs, de valosziniisithetd, hogy fiatal allatrol van sz6)

- 16-25 gramm kozotti tomeg, az elsé befogasnal pozitiv az allat, majd a kovetkezd

befogasok sordn mar szeronegativ, az allat korara utald jelzés nincs

- 25 gramm alatti tomeg, az allat kora fiatal és az els6 befogasnal pozitiv az allat, majd

a kovetkezoktdl szeronegativ

- Az egymast kovetd befogasok soran, az OD érték csokkend tendenciat mutat
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5. EREDMENYEK

5.1. Elozetes Kisérletek

5.1.1. Csapdazas és virus detektdldas

A PTE TTK Bioldgiai Intézet Okologiai Tanszékének munkatarsai megkozelitéleg 20
éve kezdték kiseml3sok monitorozasat a Koszegi-forras Erdérezervatum (Pécs, Arpadtetd)
tertiletén. A csapdazasok soran élvefogd csapdéakat alkalmaztak, de a megfeleld odafigyelés
ellenére is eléfordult, hogy elpusztultak allatok a csapdaban. Ezeket a ragcsalokat kezdte
vizsgélni 2008-ban kutatocsoportunk. Megfelelden optimalizalt, nested rendszerli PCR
technika alkalmazasaval az eredmények azt mutattdk, hogy az Erddrezervatum teriiletén

mind a DOBV, mind a PUUV hantavirusok is jelen vannak.

5.1.2. ELISA rendszer fejlesztése

Kutatocsoportunk, korabbi években Escherichia coli  expressziés rendszer
segitségével DOBV ¢és PUUV rekombinans nukleokapszid fehérjéket allitott eld, melyek
hasznalataval Un. ,,hazi készitésti” ELISA rendszert tudtunk Iétrehozni (Németh és mtsai.,
2011; Oldal és mtsai., 2014). Vizsgalatainkban ezt a jol optimalizalt ELISA rendszert
hasznaltuk fel. A fehérjéket keverve, tehat a lemez érzékenyitése soran a DOBV és PUUV
fehérjéket egyiitt hasznaltuk. A rendszer arra nem ad teljes bizonyossaggal lehetdséget, hogy
eldontsiik, hogy a vérsavoban a DOBV vagy a PUUV ellen termelt antitesteket mutattuk ki,
mert a szétvalasztas utan (csak a DOBV ¢és csak a PUUV fehérjek ellen vizsgaljuk a
vérsavokat), az esetek 20%-ban keresztreakciot figyeltiink meg (OD értékiik kdzel azonos
volt).

Az eldzbek miatt a ragesalo fajok szerint kiilonitettiik el a két hantavirus fajt. [rodalmi
adatokra tamaszkodva a DOBV-t Eurépaban az Apodemus fajok hordozzak, mig a PUUV
gazdaszervezete a Myodes glareolus (Chandy és Mathai, 2017).
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5.2. Ragcsalok szerologiai vizsgalata

5.2.1. Vizsgalt fajok

Elézetes hantavirus kutatasi eredményeinkre tdmaszkodva, 2011 marciusatol 2014
Oszéig vérvétellel kiegészitve folytattak az 6kologusok a ragcsalok monitorozasat. A négy
évet atdleld csapdazasi idészak alatt Gsszesen 140 napot toltdttiink csapdazassal. A
virusfert6zottség szempontjdbdl vizsgalt négy faj 2491 egyedétdl 3598 vérmintat
vizsgaltunk. Vizsgalatunk egyedeinek faji megoszlasa a kovetkezOképpen alakult: 1749
(70,2%) Apodemus flavicollis, 517 (20,8%) Myodes glareolus, 180 (7,2%) Apodemus
sylvaticus és 45 (1,8%) Apodemus agrarius (7. abra).

Myodes glareolus
(20,8%)

Apodemus agrarius |
(1.8%) N\

Apodemus sylvaticuy/|
(7.2%)

Apodemus flavicollis
(70,2%)

1. abra: Vizsgalt fajok eloszlasa kordiagrammon abrazolva

A nemek eloszldsa mind a négy faj esetében kozel egyenld volt. A DOBV-t terjesztd
Apodemus fajok egyedszambeli eltérése az el6zetes vizsgalatokkal megegyezden,
szignifikans kiilonbséget mutatott (y>=1276,185; df=1; P<0.001). Mivel mindhdrom faj a
Dobrava virus gazdaszervezete, ezért genus szinten csoportositottuk éket, igy a tovabbi
elemzéseket a DOBV-t hordoz6 Apodemus fajok és a PUUV- t terjeszté Myodes glareolus
kozott végeztiik el (3. tablazat).
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3. tablazat: Vizsgalt fajok egyedszamainak megoszlasa nemenként és genusonkeént

. , Nemek Genusonkénti
Fajok Egyedszam - — .
Him Nostény egyedszam

Apodemus agrarius 45 25 20

Apodemus flavicollis 1749 840 909 1974
Apodemus sylvaticus 180 97 83

Myodes glareolus 517 240 277 517

Osszesen 2491 1202 1289 2491

5.2.2. Teljes monitorozdsi iddszak statisztikai elemzése

A négy év alatt vizsgalt egyedek koziil az Apodemusok szignifikansan nagyobb
szamban voltak jelen, mint a Myodesek (?=852.207; df=1; P<0.001). Az dsszes vizsgalt
egyed (2491 db) koziil 254 (10,2%) mutatott szeropozitivitast hantavirusra. Tovabbi 31
(1,2%) allat bar szeropozitivitast mutatott, de ezek egyértelmiien anyai antitestekkel
rendelkezé egyedek voltak, igy a tovabbi elemzésekb6l ezeket az allatokat kihagytuk.
Szignifikins kiilonbséget (x?=127,559; df=1; P<0,001) tudtunk kimutatni a szeropozitiv
egerek (217; 11%) és pockok (37; 15%) egyedszama kozott, viszont a négy évre dsszesitett
atlagos hantavirus szeroprevalencia kozel azonos volt (X220,001; df=1; P=0,968) (8. abra).

A havi adatok Wald-Wolfowitz teszttel végzett elemzése megerdsitette ezeket az
eredményeket, mivel a vizsgalt mintak Osszlétszamanak (Z=2,12, P<0,05) ¢és a fertdzott
allatok szaménak (Z=3,18, P<0,01) eloszlasa szignifikdnsan kiilonbozott a két vizsgalt
allatcsoportban. Ezzel szemben nem volt szignifikans kiilonbség a szeroprevalencia értékek

megoszlasaban az Apodemusok és a Myodesek kozott (Z=1,59, P=0,112).
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8. dbra: A 4 év alatt vizsgalt dllatok egyedszama, fertozott egyedek szama és
szeroprevalencia értékek oszlopdiagrammos dbrazoldsa a két virus

hordozoszervezeteinek fiiggvényében

5.2.3. Evenkénti statisztikai elemzés

A kiilonbozo években gytijtott allatok szama kozott nagy eltérést figyelhettiink meg.
Ez visszavezethetd a ragcsalok populaciddinamizmusara. Az elsd két évben atlagosan 1000
allatot tudtunk vizsgalni, mig a harmadik évben a populaciok abundancidjanak csokkenése
soran mindkét genus esetében az egyedszam az el6z6 évek harmadara csokkent, majd a
negyedik évben mar szignifikans névekedést (y“=43,811; df=1; P< 0,001) tapasztaltunk.
A monitorozas elsé évében, az Apodemus egerek 17,25%-a (114/661) szeropozitivitast
mutatott, mig a Myodes glareolus esetében a szeroprevalencia csak 3,9% (3/77) volt. 2012-
ben szignifikinsan magasabb (¥*=110,556; df=1; P<0,001) volt a vizsgalt egyedek szama,
viszont a DOBYV szeroprevalencia 10,2%-ra (88/864) csokkent, mig a PUUV esetében enyhe
novekedést figyelhettiink meg (5,3% 18/337). A populaciok osszeomlédsa érdekes valtozast
hozott, mivel 2013-ban a DOBV-t hordozo Apodemusok fert6zottsége lecsokkent 5,3%-ra,
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mig ez az érték tovabb nétt a Myodeseknél (8%). A 2014. évi Apodemus populécio
novekedés ellenére a DOBYV szeropozitivitasa tovabb csokkent (3,6%), ezzel ellentétben bar
a Myodes populacié abundancidjaban nem volt szignifikans névekedés észlelhet6, a PUUV

fertdzottség az el6z6 évhez képest megduplazodott (18,5 %). (9. dbra)
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9. dabra: A vizsgalt ragcesalocsoportok egyedszama (n), és  hantavirus

szeroprevalencia (%) értékeinek évi valtozasa a négy év soran
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Az adatok éves elemzése alapjan a teriilet hantavirus fertdzottsége bar csokkent, de nem esett
5% ala, melynek oka az lehet, hogy a két vizsgalt ragcsaldo csoport szeroprevalencidja
ellentétesen alakult a négy év soran, igy a teriileten bar csokkent a fert6zottség, de nem sziint

meg (10. abra).
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10.dbra: Osszes vizsgalt ragcsalé egyedszama (n), fertézott egyedek szama (n)

és hantavirus szeroprevalencia értékei a négyéves vizsgalt idoszak alatt

5.2.4. Szezonalitas fertizést befolydsolo hatdasai

Az Apodemusok hantavirus fert6ézottségében szezonalis kiillonbségek a vizsgalt éven
beliil nem voltak kimutathatéak. A 2014 &szén kapott magas szeroprevalencia értéket
figyelmen kiviil hagytuk, mivel az alacsony egyedszadm torzithatja az eredményeket. A
Myodes glareolus esetében is az els6 harom évben hasonldé eredményt kaptunk, mint az
egerek esetében, ezzel szemben a 2014-es év a szezonalitast tekintve eltérést mutatott.
Tavasszal szignifikdnsan magasabb, 16,9% volt a szeroprevalencia, mig nyaron és dsszel
0% (x°=25,35; df=1; P<0.001). Igaz, az utobbi két évszakban nagyon alacsony volt az
egyedszam, mégis, mivel 2 évszakot érint ez az alacsony szam, igy nem hagytuk ki az

elemzéseinkbdl (4. tablazat).
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Ha a kiilonb6z6 évi, de azonos évszakok fert6zottségét hasonlitjuk Gssze, az Apodemusok
esetében megfigyelhetd a csokkend tendencia. A nydari évszakot vizsgélva megfigyelhetjiik,
hogy az els6 két évben bar szamottevo a kiillonbség, de nem szignifikans, viszont, ha az els6
évet hasonlitjuk a harmadikhoz, akkor mar szignifikdns csokkenést tapasztalunk a
fertdzottségben (y?=7,67; df=1; P<0,01), mely a 2014-es év nyaran is megmarad. Ugyanez
a csokkenés az 0szi id6szak szeroprevalencia adataiban is megjelenik, mig 2011-ben 23%-
os volt, addig 2012-2013-ban 5-9% volt a szeroprevalencia, mely szignifikans csokkenést
jelent (x%=5,98; df=1; P<0.05). Az egerek szama nagyon alacsony volt 2014 &szén, igy
statisztikai elemzésre nem volt alkalmas.

A Myodes glareolus fertézottségének évenkénti szezonalis Osszehasonlitasa soran
megfigyelhetjiik, hogy a fertdzott pockok szama 2014 tavaszdn nagymértékben
megemelkedett (X2:10,49; df=1; P<0,01). A nyari évszak esetében harom évig fokozatos
novekedést mutatnak a prevalencia értékek. 2014 nyaran és 6szén nagyon kevés egyedet

tudtunk csapdazni, igy ezeket az adatokat a statisztikai elemzésbdl kihagytuk.
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4, tablazat: Szezondlis eredményeket Osszefoglalo tablazat. *A vizsgalt ragesalok szama a visszafogasok miatt, nem egyezik meg az éves

egyedszammal (ugyanazt az allatot a kiilonboz6 évszakokban tobbszor befoghattuk).

Apodemus spp. Myodes glareolus Osszesen

Ev/Evszak Egyedszim* gxéﬁz Szeropz;:]/)alencia Egyedszim* eF;;ézziz Szeropz%alencia izyrtszjlt;g Zzzelt Szeropz;:)/)alencia
Tavasz 395 54 13.7 28 1 3.6 55/423 13
2011 Nyér 417 66 15.8 49 0 0 66/466 14.2
Osz 13 3 23.1 4 0 0 3/17 17.6
Részosszesités 825 123 14.9 81 1 1.2 124/906 13.7
Tavasz 301 33 10.9 51 3 5.8 36/352 10.2
2012 Nyar 467 36 7.7 172 8 4.7 44/639 6.9
Osz 228 21 9.2 153 4 2.6 25/381 6.6
Részosszesités 996 90 9 376 15 4 105/1372 1.7
Tavasz 47 3 6.4 38 1 2.6 4/85 4.7
2013 Nyér 109 4 3.6 14 1 7.1 5/123 4.1
Osz 53 3 5.6 3 0 0 3/56 5.4
Részosszesités 209 10 4.7 55 2 3.6 12/264 4.5
Tavasz 305 7 2.3 59 10 16.9 17/364 4.7
2014 Nyar 62 3 4.8 5 0 0 3/67 4.5
Osz 6 2 33.3 1 0 0 2[7 28.6
Részosszesités 373 12 3.2 65 10 15.3 22/438 5.0
Osszesen 2403 235 9.8 577 28 4.9 263/2980 8.8
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5.2.5. Hantavirus fert6zottség nemi megoszlasa

A havi adatokbol szdrmaztatott eredmények azt mutatjak, hogy a 2012-es évben
csapdazott allatok nemi megoszlasa a Myodes glareolus esetében szignifikansan
kiilonbozott, ezaltal az dsszesitett egyedszamban (mely magaba foglalja a 2012-ben befogott
Osszes allatot) is, szignifikans kiilonbség volt a him és ndstény allatok esetében. A
visszafogdsok miatt nem egyezik az eredmény a négyéves Osszesitett nemi megoszlassal,
mely alapjan nem volt szignifikans eltérés egyik csoport esetében sem.

Az Apodemus esetében egyik évben sem mutat a nemek egyedszambeli eltérése
szignifikans kiilonbséget.

A négyéves vizsgalat alapjan megallapithatjuk, hogy a 2011-ben csapdazott Myodesek
fertdzottségének mértékében minimalis kiilonbség volt, majd a himek fertézottsége
emelkedést mutatott 2012-ben annak ellenére, hogy a csapdéazott allatok tobbsége ndstény
volt. 2013-ban a szeroprevalencia eredmények az €l6z6 évhez képest minimalis kiilonbséget
mutattak, majd 2014-ben erdés fertdzottségbeli emelkedés soran ez a kiilonbség
kiegyenlit6dott. (11. abra)
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11. dbra: Vizsgalt Myodes glareolusok egyedszamdnak (n) és
hantavirus szeroprevalenciajanak valtozasa négy év alatt

nemek szerinti csoportositasban
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Az Apodemus-ok esetében a Myodes-el ellentétes folyamat jatszodott le. Az elsé évben a
himek fertdzottsége kozel kétszer akkora volt, mint a ndstényeké, amely bar csékkend
tendenciat mutatva, de a két nem kozti kiilonbséget a kovetkez6 évben is tartotta. Majd 2013-
ban a populacidk 0sszeomlasa soran az egerek fertdzottsége tovabb csokkent, és végiil a

negyedik évre kiegyenlitddott. (12. dbra)
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12. abra: Vizsgalt Apodemusok egyedszamanak (n) és hantavirus
szeroprevalencidjanak valtozdsa négy év alatt, nemek

szerinti csoportositasban

Az Apodemus és Myodes ragcsalok egyedszamat Osszesitve a szeroprevalencia gorbék

lefutasa szinte teljesen megegyezik az Apodemusok esetében megfigyeltekkel.
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5.2.6. Lineadris regresszios modell

A CMR (fogas-jelolés-visszafogas) adatokbol szamitott MNA (minimum ismert
egyedszam) és MNI (minimum ismert fertézottek egyedszama), valamint a hantavirus
szeroprevalencia havi értékei alapjan mindkét ragesald csoportnal linedris regresszios
modszerrel vizsgaltuk a populaciok abundanciaja (MNA), illetve a fert6zott allatok szama
(MNI), valamint az MNA ¢s szeroprevalencia kozotti 6sszefliggéseket.

A tesztelt allatok havi adatai alapjan linearis regresszidos modszert alkalmazva
vizsgaltuk a fertézott allatok és a hantavirus szeroprevalencia idébeli valtozasat mindkét
ragcsalocsoport esetében.

A befogdsok havi adatai alapjan eredményeink szignifikdns linedris regressziot
mutattak a rdgcsaloszam (MNA) és a fertdzott allatok szdma (MNI) kozott mindkét
nemzetségben, bar a kapcsolat er6sebb volt az Apodemus esetében, amit a nagyobb

regresszids egylitthato is mutat (13. abra/A, B).

50 6 - y
Yo = -2.2773 + 0.1162*MNA; A. Yyt = 0.038 + 0.029*MNA; B.
R%=0.67;r=0.82, P <0.001 R*=0512;r=0.72, P <0.001

Apidemus MNI
Myodes MNI

0 50 100 150 200 250 300 35( 0 20 40 60 80 100 120 140
Apodemus MNA Myodes MNA

13. dbra: Az egyes rdagcsalocsoportok (Apodemus, Myodes) minimum ismert fertézott
egyedei szamdanak (MNI) viszonyitasa a vizsgalt ragesalok abundancidjahoz
(MNA)
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A hantavirusok szeroprevalenciaja azonban mindkét nemzetség esetében fliggetlen volt a

populaciok abundancigjatol (MNA) (14. abra/A, B).
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14. dbra: Az Apodemus (A) és a Myodes (B) ragcsalo csoportok altal hordozott

hantavirusok szeroprevalencidjanak abundancia fiiggése
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A négy év alatt gyQjtott ragesalok adatai alapjan a fert6zott egyedek szama és a
szeroprevalencia éves valtozasa szignifikans csokkenést mutat (R?=0,59; P<0,001; R?=0,43;
P<0,001). A csokkenés mértéke kisebb volt a prevalencia esetében (fertézott egyedek

szamahoz viszonyitva), melyet a fliggvények meredeksége is mutat (15. abra).

50 - Fert6zott 150
"o Szeroprevalencia
Fert8zott: R?=0.59; r=-0.77, P<0.001
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15. dbra: Hantavirus fertozott egyedek szamdnak éves

valtozasa a szeroprevalencia fiiggvényében
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A két nemzetséget kiilon elemezve, az MNI és a hantavirus szeroprevalencia valtozéasa
kiilonbséget mutatott az Apodemusok és a Myodesek Gsszehasonlitasa soran. Az
Apodemusok esetében a fertézott egyedek szama szignifikans, linearisan csokkend
tendenciat kovetett, mig a fertdzott pockok szdma enyhén pozitiv, de nem szignifikans
tendencidt mutatott a négy ¢év soran (16/A. é&bra). A két nemzetség hantavirus
szeroprevalencidja is ellentétes tendenciat mutatott, mely azonban nem bizonyult

szignifikansnak sem az Apodemusok, sem a Myodesek esetében (16/B abra).

A. B.
50 110 45 ¢ 5 - 45
s, Apodemus Apodemus: R?=0.64;r=-0.79, P <0.001 S\ Apodemus Apodemus: R“=0.09;r=-0.31, P =0.103
“E. Myodes Myodes: R? =0.02; r=0.13, P = 0.486 8. Myodes Myodes: R? = 0.06; r = 0.25, P = 0.183
[¢]
40 a 440
[¢]
40t ] 18
35+ 135
30+ 130
16
25 125

Szeroprevalencia Apodemus (%)

Fert6z6tt Apodemus egyedek szdma (n)
Fert6z6tt Myodes egyedek szama (n)

0 -
2015 2010 2011 2012 2

Ev Ev

16. dbra: A fertézott Apodemus és Myodes ragcsalok egyedszamanak (A) és

szeroprevalencidjanak (B) dsszehasonlitdsa az idd fiiggvényében
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Az Osszes vizsgalt allatot figyelembe véve, jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a nemek
kozott a szeroprevalencia éves valtozasaban. A himek esetében szignifikansan csokkent a
szeroprevalencia, mig a ndstények esetében a regresszios elemzés elhanyagolhatd mértéki

csokkenést mutatott és a 2014-es évre kiegyenlitédott (17. Abra).
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17. abra: A nostény és him dllatok hantavirus szeroprevalenciajanak

éves valtozasa
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5.2.7. Szerokonverzios és szeroreverzios események

A CMR modszer alkalmazéasaval végzett csapddzds soran, bar az allatok 2/3-at
(1746/2491) csak egyszer tudtuk befogni, de 745 allat esetében lehetdségilink volt két vagy
tobb alkalommal is vizsgalni Oket, igy honaprol honapra kdvetni tudtuk a ragesaldkban
lejatszod6 szerokonverzidt, illetve szeroreverzidt. Szerokonverzid 56 Apodemus és 2

Myodes esetében kovetkezett be. (5. tablazat)

S. tablazat: Szerokonverzion dtesett egyedek szama éves és szezonalis bontdsban

, Apodemus spp. Myodes glareolus

B Tavasz Nyar Osz Tavasz Nyar Osz
2011 7 22 1 0 0 0
2012 5 11 5 0 0 0
2013 0 0 0 0 1 0
2014 4 0 1 0 0

Az egyes évek Osszehasonlitdsa soran szignifikdns kiillonbségeket figyelhetiink meg a
szerokonverzids esetszamokban (Kruskal-Wallis teszt H(3, 29)=15,17; P<0,01). 2013-ban
egyetlen pocok esetében Vvolt szerokonverzido megfigyelhetd, valamint 2014-ben is csak 6
esetben, igy szignifikdnsan alacsonyabb szamban fordult el6 szerokonverzid, mint 2011- ben
(Dunn’s test: z=2,81, P<0,05) és 2012-ben (Dunn’s test: z=3,48, P<0,01) (18/A. abra).

A szezonalis 0Osszegzeés alapjan megfigyelhetd, hogy nyaron bar nem szignifikansan
(Kruskal-Wallis test: H(2, 29)=1.39; P=0.497), de magasabb szamban kovetkezett be

szerokonverzid. (18/B. abra)
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18. dbra: Az atlagos hantavirus szerokonverzios esetszamok éves (A) és

szezondalis (B) eloszlasa

A nemi megoszlasban nem volt kiilonbség a szerokonverzion atesettek kozott (25 him vs. 33
néstény; x2:1,1; df=1; P=0,29).

Harom Apodemus flavicollis esetében szeroreverziot figyelhettiink meg, melyek koziil két
ragcsalod szeropozitivitast mutatott mar az elsé befogasnal is, és 13-15 honappal késébb egy
ismételt csapdazas sordn mar szeronegativitast detektaltunk. Viszont a harmadik allatot
szeronegativként fogtuk be eldszor, majd egy honappal kés6bb szeropozitivva valt, és a 12

honappal késdbbi visszafogas soran ismét szeronegativ eredményt kaptunk.

51



5.2.8. Hantavirus gazdaszervezetek téli tulélése

Az 6sszel befogott allatok 9,1%-at (41/451) a kovetkezo tavasszal ismét vissza tudtuk
fogni (6. tablazat). A Myodesek téli talélése az Apodemus egerekével 6sszehasonlitva kisebb
mértékii volt, de ez lehet a Myodesek alacsony fogasi eredményei miatt, mivel csak a
2012/2013-as évrdl volt elegendd adat az elemzéshez. Ebben az évben a hantavirussal
fert6zott allatok egyikét sem tudtuk tavasszal ismét befogni, mig a szeronegativ egyedek
3,4%- at sikeriilt visszafogni 2013. tavaszan. A pockok esetében nem volt szignifikans
kiilonbség a téli talélésben a nemek kozott (x2=3,38; df=1; P=0,066).

Az Apodemusok esetében 2011-ben szignifikans kiilonbséget figyelhettiink meg, mivel a
hantavirus szeropozitiv egyedek nagyobb mértékben élték tal a telet (}?=33,3; df=1;
P<0,001), viszont az eredményeinket torzithatja az alacsony fogasi szam. A 2012-ben és
2013-ban a fert6zott és nem fert6zott egerek szama kozel egyenld volt.

A szeronegativ ragcsalok kozott nem volt szignifikans kiillonbség a himek és a ndstények téli
talélésében (¥?=1,11; df=1; P=0,29), mig a telet t(léld szeropozitiv himek szdma
szignifikdnsan magasabb volt, mint a néstényeké (X2=7,l; df=1; P<0,01).

A 2011-es és 2012-es évek telét tuléld allatok prevalencia értékei kozel azonosak voltak,
5,9% (1/17) és 5,3% (20/378), mig 2013 telét kdvetden szignifikdnsan magasabb, 35,7%
(20/56) (x2=21,35, df=1, P<0,001) értéket kaptunk.
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5.2.9. Anyai antitestek jelenléte

A fert6zott ndstények anyai antitesteket vihetnek at az utddaikra, melyek atmenetileg
védettek lehetnek azokkal a fertézésekkel szemben melyekkel az anyaallat elézdleg
talalkozott. Ez a védettség a hantavirus esetében 1-3 honapon keresztiil fennmaradhat.

A teljes 4 éves monitorozasi id6szakot vizsgalva 31 egyednél mutattuk ki az anyai
antitest jelenlétét. A szezondlis adatokbol viszont kitlinik, hogy a visszafogasok miatt 2 4llat
esetében egymast kdvetd évszakban tudtuk kimutatni az anyai antitestet igy 33 anyai antitest
mintaval végeztiik az elemzéseket. Mind a Myodesek, mind az Apodemusok esetében is a
himekben tobb esetben volt kimutathatdé az anyai antitest jelenléte, bar Khi négyzet teszt
alapjan ez a kiilonbség nem volt szignifikans (x>=2,45; df=1; n.s.). A tovabbiakban a genusok
kozott nem tettiink kiilonbséget, egyiitt elemeztiik. A szezonalitast vizsgalva a tavasz volt az
az id6szak, amikor az &llatokban minden évben Ki tudtuk mutatni az anyai antitestek
jelenlétét. 2012-ben mindharom altalunk vizsgalt évszakban befogasra keriiltek olyan
allatok, melyek anyai antitesteket hordoztak, viszont 2011-ben és 2013-ban, ezt csak a
tavaszi és nyari évszakban tapasztaltuk. Arra vonatkozolag, hogy az anyai anitestek jelenléte
befolyasolta-e a kovetkezd évben a hantavirus fert6z6dés mértékét nem végeztiink
vizsgalatot, mert a statisztikai kiértékeléshez nem allt rendelkezésre elegendd adat

(7.tablazat).

1.tablazat: Anyai antitesttel (AAT) rendelkez6 egyedek szama (évszak

szerint, nemenként és osszegezve)

Egyedszim (AAT)

Ev Evszak wemenként Ossz. egyedszdam (AAT)
? S)

Tavasz 5 8 13
2011 Nyéar 2 2 4
Osz 0 0 0
Tavasz 2 1 3
2012 Nyar 0 3 3
Osz 1 2 3
Tavasz 0 2 2
2013 Nyar 0 2 2
Osz 0 0 0
Tavasz 2 1 3
2014 Nyar 0 0 0
Osz 0 0 0
Osszesen 21 12 33
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5.3. Hantavirusok kimutatisa molekularis biologiai és szerolégiai modszerekkel

ragcesalo szervekbdl és vizeletbol

Az Okolégiai Kutatocsoport tobb éven 4t tartd és jelenleg is folyd kisemlds
monitorozasai soran az €lvefogo csapdak alkalmazasa mellett is szamos esetben eléfordult,
hogy a csapdaban elpusztultak az allatok. Ezeket az allatokat a Viroldgiai Kutatdcsoport
tovabb vizsgalta. Boncolasok soran eltavolitottuk az allatok tiidejét, majat, veséit, és ha
lehetséges volt, a hugyholyagban 1év0 vizeletet. A szervekbdl és a vizeletbdl izolalt

nukleinsavval, valamint a szivb6l/tiid6bol szarmazo vérrel végeztiink tovabbi vizsgalatokat.

5.3.1. Vizsgdlt fajok

Az oOkologusok 2011-2015 kozott 6t dél-dunantali teriileten végeztek kisemlds
monitorozast 25 183 fogasszdmmal, melyet kovetden 665 elhullott allat keriilt boncolasra.
163 allat hugyhdlyagjaban talaltunk vizeletet, igy a tovabbiakban ezt a 163 allatot vizsgalva
végeztiik a kutatdsunkat. A vizsgalt allatok 7 kiilonb6zd faj egyedei voltak: 22 (13,5%)
Apodemus agrarius, 64 (39,2%) Apodemus flavicollis, 6 (3,7%) Apodemus sylvaticus, 53
(32,5%) Myodes glareolus, 6 (3,7%) Microtus agrestis (csalitjard6 pocok), 11 (6,7%)
Microtus arvalis (mezei pocok) és 1 (0,6%) Arvicola amphibious (k6zonséges

koszapocok/vizipocok) (19.4bra).
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Microtus agrestis Arvicola amphibious

Apodemus sylvaticu (3,7%) (0,6%)
(3,7%) 5\ Apodemus flavicollis

Microtus arvalis (39,2%)
(6,7%)

——

Apodemus agrarius__
(13,5%)

Myodes glareolus/
(32,5%)
19.dbra: Vizsgalt ragesalofajok szazalékos megoszidsa

5.3.2. Virdlis nukleinsav kimutatdsa és szerologiai vizsgdlat eredményei

A 163 ragesalo kozil 25 (15,3%) esetben tudtuk kimutatni a hantavirus jelenlétét
és/vagy a virus ellen termelt IgG antitestet az allatban. 19 allat az Apodemus fajok kozé
tartozik, mig 4 ragcsalo a Microtusok koziil keriilt ki és a Myodes glareolusok koziil 2 allat
mutatott hantavirus pozitivitast.

Nested RT-PCR modszer alkalmazasaval 20 allat esetében tudtuk a boncolt szervekbol
(tiid6, maj, vese) vagy a vizeletbdl kimutatni a virus jelenlétét.

A vizsgalt szervek koziil az Osszes vesébdl (20/20; 100%) ki tudtuk mutatni a virdlis
nukleinsavat, mig a tiidobdl csak 11 esetben (11/20; 55%). Valosziniileg a vizeletben csak
rovid ideig van jelen a virus, mivel a husz vizeletb6l csak 3 esetben tapasztaltunk hantavirus

pozitivitast (3/20; 15%). (8. tablazat)
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8. tablazat: Kiilonbozo ragesalofajokbol szarmazo szervek és vizeletmintak molekularis

biologiai (nRT-PCR), szekvendlasi, valamint Western blot (WB) szerologiai

eredményei.

(Roviditések: AAG: Apodemus agrarius,

AFL: Apodemus

flavicollis, MAR: Microtus arvalis, MAG: Microtus agrestis, MGL: Myodes

glareolus, nt.: szerologiailag nem tesztelt, * csak szeropozitiv ragcsalok)

PCR pozitiv dllatok
Ragesalo Tiidé Maj Vese Vizelet Szerolégia (IgG) Virus
faj (nRT-PCR) (Western-blot) faj
1 AAG Poz Poz Poz - -
2  AAG - Poz Poz Poz -
3 AAG Poz Poz Poz - Poz
4 AAG Poz Poz Poz - Poz Dobrava-
5 AAG - Poz Poz - Poz
Belgrade
6 AAG - Poz Poz - Poz
7  AAG - Poz Poz - Poz
8 AAG - Poz Poz - Poz
9 AAG - - Poz - Poz
10 AFL Poz Poz Poz - -
11 AFL Poz Poz Poz - Poz
12 AFL Poz Poz Poz - Poz Dobrava-
13 AFL Poz  Poz Poz - Poz Belgrade
14 AFL - Poz Poz - Poz
15 AFL - Poz Poz - Poz
16 MAG Poz Poz Poz Poz nt. Tula
17 MAR Poz Poz Poz - nt.
18 MAR Poz Poz Poz - nt. Tula
19 MAR Poz Poz Poz Poz nt.
20 MGL - Poz Poz - Poz Puumala
Total 11/20 19/20  20/20 3/20 13/16
Szeropozitiv dllatok
21 AFL - - - - Poz*
22  AFL - - - - Poz* Dobrava-
23 AFL - - - - Poz* Belgrade
24 AFL - - - - Poz*
25 MGL - - - - Poz* Puumala
Total 0/5 0/5 0/5 0/5 5/5
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A szeroldgiai vizsgalatok soran, csak a Dobrava és a Puumala virus ellen termelt
antitestek kimutatasara alkalmas teszt allt rendelkezésiinkre, igy a Microtus fajokkal melyek
a Tula virus gazdaszervezetei, nem végeztiink szerologiai vizsgalatot, ezen okbol a tovabbi
szerologia elemzésben az 0sszes egyedszdm 21 db.

Western-blot technikaval végzett szerologiai vizsgalat sordn a 21 hantavirus pozitiv
mintabol 18 esetben detektalni tudtuk a virus ellen termelt IgG antitestet, mig 3 allatban csak
a virus volt kimutathato. Ot allat esetében csak antitestet tudtunk kimutatni, a virus
nukleinsavat nem, igy ezek az egyedek csak szeropozitivak voltak. Az anyai antitest jelenléte
kizarhato volt, mivel a vizsgalt ragcsalok mindegyike feln6tt allat volt. 13 esetben mind a

hantavirus nukleinsav, mind a virus ellen termelt IgG antitest is jelen volt (20. abra).

Szerologia

20. dabra: A ragcsalokbol szarmazo szerv- és vizeletmintak PCR és szerologiai

eredményei Venn- diagrammon abrazolva
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Nem talaltunk egyértelmli Osszefiiggést a tiidoben kimutatott virus jelenléte és a
szeropozitivitas kozott. Két esetben negativ szeroldgiai eredményt kaptunk annak ellenére,
hogy a tiid6ben kimutathat6 volt a virus. Ezzel szemben 13 szeropozitiv allat tiidejébdl nem
tudtuk kimutatni a virust.

A maj és a vese esetében eltérd pozitivitasi aranyt figyeltiink meg. Harom olyan szeronegativ
allatot vizsgaltunk, melyek veséjében és majaban is kimutathatd volt a virus. Emellett 12
allat majaban és 13 veséjében a virus jelen volt, és szeropozitiv is volt az allat.

Fajra specifikus kiilonbségeket is megfigyelhetiink: a négy Microtus faj eredményei alapjan
minden szervben egyidében jelen van a virus €s a vizeletek 50%- ban is. A kisszam( minta
miatt az eredmény azonban statisztikailag nem megerdsitheto.

A fertzés id6pontjat nem tudjuk megallapitani ezaltal azt sem, hogy a fert6zés melyik
stadiumaban voltak, mivel a csapdazas soran elpusztult allatokkal dolgoztunk. Tovabbi in
vivo vizsgalatok sziikségesek lehetnek, mellyel tobb informacidhoz juthatnank az egyes

hantavirus fajokra jellemz0 szovettropizmusrol.

5.3.3. Szekvendldsi eredmények

Sanger szekvenalas alkalmazasaval, minden allatban meghataroztuk a fertézést okozo

hantavirus fajokat. Az Apodemus egerekben kivétel nélkiil Dobrava-Belgrade-ot, a Myodes

glareolus- ban Puumala virust, mig a Microtus pockokban Tula virust mutattunk ki, 89%,
95%, és 100%-o0s homologiaval. (8. tablazat)
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. Fert6zés dinamizmus vizsgalat eredményeinek értékelése

Az irodalomban kevés olyan hosszu tava tanulmany talalhato, melyek egy adott
mintavételi teriileten a Dobrava és Puumala virusok egyidejii jelenlétének vizsgalatat
végezték szerologiai modszerekkel (Huki¢ és mtsai., 2003). Ezzel szemben szamos észak-
¢és nyugat-eurdpai tanulmanyban leirtak az ott jelenlévé hantavirusok fert6zés dinamikajat
(Dobly és mtsai., 2012b; Kallio és mtsai., 2010, 2009; Reil és mtsai., 2017; Voutilainen ¢€s
mtsai., 2016; Weber de Melo és mtsai., 2015). Bar ismert tény, hogy a hantavirusok jelen
vannak Ko6zép-Europaban, viszont erre a teriiletre vonatkozd, fert6zés dinamikai
tanulmanyokat ezidaig még nem végeztek. Igy egy olyan négy évig tarté fertdzés dinamikai
tanulmanyt terveztiink, mely alkalmas arra, hogy megfigyeljiik a kiilonb6z6, potencialisan
hantavirusokat hordozo ragcsalok fert6zodésének valtozasait, valamint, hogy melyek azok a
tényezok, melyek befolyasolhatjak ezeket a valtozasokat.

Egy lengyel tanulmanyban Sadkowska-Todys és mtsai. harom éves tanulmany keretén
beliil megallapitottak a vizsgalt teriiletek hantavirus szeroprevalencidjat, mely soran az 564
tesztelt allatbol (egerek és pockok) 55 esetben tudtak kimutatni a hantavirus ellen termelt
anitestet (Sadkowska-Todys és mtsai., 2015). A mi vizsgalatunkhoz hasonloan a vizsgalt,
lengyel teriileteken az uralkoddé faj az Apodemus flavicollis volt. Tovabbi adatok
Osszehasonlitasara nem alkalmas ez a tanulméany az eltérd csapdazasi-periddusok ¢€s
technikak alkalmazésa miatt.

Két belga tanulmanyban Dobly, valamint Escutenaire és mtsai. két ragcsalofaj
(Apodemus sylvaticus és Myodes glareolus) egyidejii hantavirus fertézottségét vizsgaltak
harom, illetve négy éven keresztiil. A vizsgalt teriileteken a voroshati erdeipocok volt a
dominans ragcsalofaj. Mindkét tanulmanyban a PUUV szeroprevalenciaja bar ingadozott,
de szignifikdnsan magasabb pozitivitast mutatott a DOBV-val szemben (Dobly és mtsai.,
2012b; Escutenaire és mtsai., 2000a). Ezzel ellentétben a mi vizsgalataink soran négy éven
keresztiil az Apodemus fajok voltak jelen mint dominans fajok, és bar szignifikansan
magasabb volt a fertézott egerek szama, de a DOBV ¢és PUUV szeroprevalenciaban nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a 4 éves vizsgalt id6szak alatt. Sot, fiiggetleniil az
abundanciatdl, az egerek szeroprevalencidja folyamatos csokkenést mutatott, mig a pockoké
végig novekedett, ezzel elérve azt, hogy a teriileten a hantavirus fertézottség folyamatosan

fennmaradt. Az eredmények alapjan, ha az egyik hantavirus faj gyakorisaga lecsokken a
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teriileten, akkor a masik faj prevalenciajanak ndvekedése figyelheté meg. Mivel az
irodalomban a miénkkel ennyire hasonlo kisérlet még nem all rendelkezésre, igy nem tudjuk
ezt a tényt egyértelmilen megerdsiteni, mivel kisérletiink hianyossiga a pontos genetikai
karakterizalas, mely alapjan biztosan el tudnank kiiloniteni a két hantavirus fajt. A két
vriusfajt a gazdaszervezetek alapjan kiilonitettiik el, mivel az ELISA eredmények erre nem
adtak lehetdséget a két fehérje keresztreakcioja miatt. Irodalmi adatok alapjan felmeriilhet a
spillover jelensége, mely soran nincs kizarva, hogy az adott fajban nem a gazdaszervezetre
jellemzd virusfaj van jelen (Chandy és Mathai, 2017; Dobly és mtsai., 2012b; Escutenaire
¢s mtsai., 2000a; Heyman és mtsai., 2002; Spengler és mtsai., 2013). Eddigi kisérleteink
alatt, mely sok éves multra tekint vissza, ezen a teriileten soha nem tapasztaltunk spillovert,
igy feltételezziik, hogy nem ez az oka az altalunk tapasztaltaknak.

Az irodalomban szamos tanulmany all rendelkezésre, melyekben t6bb éven keresztiil
egy ragcsalofaj hantavirus szeroldgiai vizsgalatat végezték. Finn és német kutatok PUUV
fert6zést vizsgaltak pockokban az endémias teriileteken. Weber de Melo és mtsai. szerint a
8 éven at tartd vizsgalataik azt mutattdk, hogy a PUUV szeroprevalencia nincs
Osszefiiggésben a gazdaszervezet abundancidjaval (Weber de Melo és mitsai., 2015). A
finnek 6 éven at tartd vizsgalataik soran ciklikus ingadozast irtak le a gazdaszervezet
abundanciajaban, mely ingadozast kovette a fertézési dinamika is (Voutilainen és mtsai.,
2016).

Khalil és mtsai. dsszefoglalé tanulmanyukban meghataroztak azokat a tényezdket,
melyek egyértelmiien befolyasoljak a hantavirus fert6zottség mértékét. Ezek kozil a
legfontosabbak: 1. nem, 2. életkor és 3. egyedstirtiség (abundancia) voltak (Khalil és mtsai.,
2014). A hantavirus fert6zések aranya altalaban a himekben magasabb, mint a néstényekben,
melynek oka a nemre jellemzé viselkedés lehet, igy mint az agresszido €s a harapas
(Escutenaire és mtsai., 2002). Tanulmanyunk els6 harom évi adatai ezt alatamasztjak,
viszont a negyedik évre a két nem fertdzottsége kozti kiilonbség kiegyenlitddott, igy
egyértelmiien nem tudjuk Khalil és mtsai. eredményét megerésiteni.

Az anyai antitestek jelenléte, melyek a ragesalok 1-3 honapos koraig képes megvédeni
az allatot a fertdzéstél dontd fontossadgu lehet, igy az életkor valoban fontos kockéazati
tényez6. Emiatt a gazdaszervezet életkoranak meghatarozasa fontos kérdés a
szeroprevalencia eredmények helyes értelmezéséhez (Bernshtein €s mtsai., 1999; Kallio és
mtsai., 2010). A legtdbb virologiai és dkologiai vizsgalat/modellezés az allatok életkorat
testtomegiik alapjan hatdrozza meg, ami arra utal, hogy a kisebb sulyu, szeropozitiv

ragcsalok anyai antitesteket hordoznak. A vizsgalatunkban alkalmazott kormeghatarozasi
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modszer €s a visszafogasi adatok elegendd adatot szolgaltattak ahhoz, hogy egyértelmiien
meg tudjuk kiilonboztetni az anyai antitestek jelenlétét a hantavirus fertézés utani
természetes immunvalasztol. Egyes esetekben hantavirussal fert6zésen atesett szeropozitiv
feln6tt egyedeket azonositottunk, még akkor is, ha testsulyuk alacsony volt. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a kizarolag testtomeg mérésen alapuld moddszer nem
elegend6 az életkorfliggd anyai antitestek jelenlétének helyes meghatarozasahoz, hanem
figyelembe kell venni a csapdazast végz6 ember altal megadott életkort, valamint a
visszafogasi adatokat és ezeket egyitt kell kiértékelni.

Szamos tanulmanyban foglalkoztak a ragcsalok hantavirus fertozottségének szezonalis

valtozasaival. Belga és német kutatasokban magasabb hantavirus szeroprevalenciat figyeltek
meg a tavaszi évszakban, mikor a pockok abundaciaja is magasabb volt (Dobly és mtsai.,
2012b; Reil és mtsai., 2017). Az egyik magyarazat erre az volt, hogy tavasszal tobbségben
voltak az atteleld idésebb pockok, melyek nagyobb valdsziniiséggel estek at a fertézésen.
Reil és mtsai. is hasonloan vélekedtek, mely szerint a magasabb tavaszi abundancia szammal
van Osszefiiggésben a magasabb tavaszi szeropozitivitas. Egy 3 évet 4tdleld belga tanulmany
szerint a hantavirus szeroprevalencia magas volt az els6 év 6szén (20,1%), majd a kovetkez6
évben csokkenés volt tapasztalhato és a harmadik év tavaszan ismét emelkedést figyeltek
meg (Escutenaire és mtsai., 2000a). Tanulmanyunkban az adott éveken beliil bar nem volt
szamottevo kiilonbség az évszakok kozott, viszont az egymast kdvetd évek azonos évszakai
kozott szignifikans kiilonbségeket talaltunk, melyek Escutenaire és mtsai. eredményeit
meger6sitik. Mig az Apodemusok hantavirus szeroprevalencidja 2011 6szén magas volt,
majd 2013 6szére lecsokkent, addig Myodes pockok szeroprevalenciaja 2014 tavaszan volt
a legmagasabb.
A négyéves analizis — mely a szerokonverzié havi adatain alapul — azt mutatja, hogy a
hantavirus fertézés magasabb volt nydron, mint a tobbi évszakban, viszont szignifikans
kiilonbség nem volt megfigyelhet6. Hasonlo megfigyeléseket tettek Bernshtein és mtsai. is
(Bernshtein és mtsai., 1999). Tanulmanyukban a legtobb szerokonverziot a tenyész idészak
alatt tapasztaltak, és ezalatt tobb him valt szeropozitivva, melyet mi nem tapasztaltunk a
négyéves megfigyelésiink soran.

A vizsgalt id6szak alatt 41 esetben sikeriilt téli talélést megfigyelniink. Bar a pockok
esetében kevés adat allt rendelkezésre, de alacsony tulélési gyakorisagot figyeltiink meg a
telet talélé szeropozitiv allatok kozott. Kallio és mtsai. hasonld eredményeket prezentaltak
tanulmanyukban (Kallio és mtsai., 2007). Az Apodemus egerek kdzott nem tudtunk hasonlo

kiilonbséget kimutatni, mivel a szeropozitiv egerek kdzott magasabb vagy kozel azonos volt
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a téli talélok gyakorisaga, mint a szeronegativak esetében. Tovabba a szeropozitiv him
egerek téli talélése nagyobb szdmban volt jelen, mig a szeronegativ egerek esetében a

ndstények tulélése volt gyakoribb.

6.2. Hantavirusok kimutatasinak hatékonysaga (Szervtropizmusa) ragesalo

szervekbdl és vizeletbol

A hantavirus fertdzés a ragcsalok perzisztens fert6zésének szamitanak. Az
irodalomban szdmos tanulmany foglalkozik azzal, hogy a hantavirusok mely szervekben,
szovetekben és exkrétumokban (nyal, vizelet, széklet) vannak jelen (Bernshtein és mtsai.,
1999; Lee és mitsai., 1981; Meyer és Schmaljohn, 2000; Safronetz ¢és mtsai., 2005;
Voutilainen és mtsai., 2015; Yanagihara és mtsai., 1985). Kevés tanulmany foglalkozik a
természetes Uton fertdzddott ragesalok vizsgalataval, aldtdmasztva azt a feltevést, hogy
kiilonbségek vannak a természetes tton €s a laboratoriumi koriilmények kozott fertozott
ragcsalok virus tiritésében (Voutilainen és mtsai., 2015).

Tanulmanyunkban természetes uton fert6z6dott, a dobozcsapdikban -elpusztult
allatokat vizsgaltuk. Eveken keresztiil tartotta magat az a vélemény, mely szerint a
hantavirus kimutatdsara a legalkalmasabb szerv a ragcsalokban a tiid6 (Botten €s mitsai.,
2003; Hjelle ¢és Torres-Pérez, 2010; Lee és mtsai., 1981; Yanagihara és mtsai., 1985). A
vizsgalt 163 allatbol 20 esetben igazoltuk PCR mddszerrel a hantavirus jelenlétét valamelyik
szervbdl. A 20 PCR pozitiv allat koziil csak 11 (55%) esetben tudtuk kimutatni a virust a
tiidobol. Ezzel ellentétben 19 (95%) majbol és 20 (100%) vesébdl sikeriilt detektalni a virust.

A perzisztens fertézést okozd Puumala virust Yanagihara és mtsai. valamint
Gavrilovskaya és mtsai. kozel egy évig ki tudtak mutatni a fertdzott allatok tiidejébol. Ezzel
szemben a virust a vesébol nem sikeriilt kimutatniuk (Botten és mtsai., 2003; Gavrilovskaya
¢s mtsai., 1990; Hjelle és Torres-Pérez, 2010; Yanagihara és mtsai., 1985). Kutatasunk ezzel
ellentétes eredményt mutatnak, a DOBV tekintetében biztosan, a PUUV- al kapcsolatban
kevés adat allt rendelkezésiinkre, mivel csak 2 pozitiv Myodes glareolus- al tudtunk
dolgozni. Lee és mtsai. Hantaan virussal fert6zott Apodemus agrariusokat vizsgaltak,
melyek vizelettel €s nyallal képesek voltak megfertdzni ketrectarsaikat (Lee és mtsai., 1981).

Kisérletiink eredménye ramutat arra, hogy ha a vesében jelen van a virus, az nem biztos,
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hogy kimutathato a vizeletbdl is. Mivel kevés pozitiv mintank volt, ennek a jelenségnek a
tisztazasara hosszabb idejii in vivo kisérletre lenne sziikség. Jollehet kisérletiinkkel ala
szerettilk volna tamasztani Voutilainen és mtsai. eredményét az élethosszig tarto vizelettel
valo virusiiritésr6l (voroshatd erdei pocokban), de erre vonatkozéan nem all
rendelkezésiinkre elegendé adat (Voutilainen és mtsai., 2015). Ezzel szemben
vizsgalatunkban az Apodemus egerek esetében bar tény, hogy nem ismerjiik a fert6z6dés
kezdetét, de csekély mennyiségli adataink arra engednek kovetkeztetni, hogy nem tart
¢lethosszig a virus iirités.

Az Apodemus egerek eredményeit figyelembe véve, feltételezziik, hogy az
immunrendszer képes eltavolitani a virust a gazdaszervezetbdl (Asada és mtsai., 1987,
Easterbrook ¢és Klein, 2008; Ermonval és mtsai., 2016).

Meyer és Schmaljohn 6sszefoglald tanulmanya ramutat arra, hogy kiilonbség van az
egyes szervekben valo virus detektalasanak idébeli hosszaban az egyes hantavirus fajok
kozott, mivel esetiikben a PUUV antigén perzisztencia a tiidében kozel egy évig volt
kimutathatd, mig a HNTV antigén minddssze 14 napig.

Ezek az adatok aldtdmaszthatjak annak a lehetdségét, hogy az emberben a HFRS-t
okoz6 virus a gazdaszervezetei veséjében sokaig kimutathatdo marad, mig a HCPS-t okoz6
fajoknal a virus hosszua ideig a tiidoben lesz jelen. A HFRS nagyon sulyos veseelégtelenséget
okoz, mig a HCPS esetében a sziv- és 1éguti szervek stlyos megbetegedése figyelheté meg.
Ha ez igy lenne a PUUV és TULV virusok kivételek lehetnének, mivel enyhe vagy
tiinetmentes megbetegedést okoznak az emberben, igy eziranyban tovabbi vizsgalatok
sziikségesek még.

A Microtus pockokbol, melyek a Tula hantavirus gazdaszervezetei, kevés adat all
rendelkezésiinkre. Mégis feltind, hogy az 0sszes szervben kimutathato a virus, valamint a
vizeletbdl is 50%-ban. Eziranyban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, de alatamaszthatjak
Meyer és Schmaljohn megfigyelését (Meyer és Schmaljohn, 2000).

Easterbrook és Klein, valamint kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai szerint a
hantavirus elleni IgG szerologiai vizsgalatok a fertdzés kezdetén negativ eredményt adnak,
mig ugyanekkor a PCR mar pozitivitast igazol (Easterbrook és Klein, 2008; Németh és
mtsai., 2011). Ez 6sszhangban van jelen kisérletiink eredményeivel, mivel a vizgsalt egyedek
14%-a, a PCR pozitivitas mellett szeronegativ volt. A vizsgalt allatok nagy része
szeropozitiv, valamint PCR pozitiv is volt egyben (62%).

Szekvenaldsi eredményeink alatdmasztottdk az irodalom szerinti gazdaspecificitast,

spillovert nem tapasztaltunk.
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Vizsgalatunk eredményei alapjan, ha hantavirus fertézés kimutatasa a cél, akkor
eloszor szerologiai teszttel javasolt szlirni az allatokat, majd a szeropozitiv ragcsalok
esetében a majbol, de még eldnydsebb, ha a vesébdl végziink nukleinsav extrakciot és PCR

vizsgalatot.
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7.0SSZEFOGLALAS

Dolgozatomban a Magyarorszagon hantavirus fertézést okozd  virusok
gazdaszervezeteit tanulméanyoztam tobb szempontbdl. A Kdészegi-forras Erdorezervatum
teriiletén négy évig tartd fertdézés dinamikai vizsgalatot végeztiink, valamint a kisemlds
monitorozas soran a csapdakban elpusztult allatokat vizsgaltunk molekularis bioldgiai és

szeroldgiai modszerek alkalmazasaval hantavirus fert6zés kimutatasara.

A Koszegi-forras Erddrezervatum teriileten két kiilonb6z6 hantavirus faj
szeroprevalencidjara, iddébeli dinamikédjara és kockazati tényezdire vonatkozo 1j
megfigyeléseket végeztiink, amelyeket Kozép-Europa-szerte még nem kutattak.

2011-2014 ko6z6tt, minden évben marciustdl oktoberig, havi 5 napos csapdazassal a
kiseml8s monitorozast az Okologiai kutatocsoport munkatarsai végezték. A csapdazasok
soran az allatok retroorbitalis vénajabol vért vettek, majd a vérsavok felhasznalasaval
szerologiai vizsgalatokat (ELISA) végeztiink annak érdekében, hogy a fertézésen atesett
egyedekben kimutassuk a hantavirus ellen termel6dott antitesteket. A fogas-jelolés-
visszafogas (CMR) technika alkalmazasaval a hantavirus fertézés dinamikajat, valamint
befolyasold tényezoit meg tudtuk hatarozni, az ELISA tesztek eredményeit statisztikailag
elemeztiik.

Vizsgalatunk soran négy faj egyedeinek (Apodemus agrarius, Apodemus flavicollis,
Apodemus sylvaticus, Myodes glareolus) vérmintait vizsgaltuk, melyeket genus szinten
csoportositottunk, igy az Apodemus egérfajok egyiitt alkottak egy csoportot. Az Apodemus
fajok a Dobrava-Belgrade (DOBV) hantavirus, mig a Myodes glareolus a Puumala
hantavirus gazdaszervezetei.

Az Apodemusok szeroprevalenciaja az els6 évben viszonylag magasnak mondhato volt
(17,2%) majd a kovetkez6 harom évben folyamatosan csokkent, 2014-ben a
szeroprevalencia mar csak 3,6% volt. Ezzel szemben a voroshata erdei pocok fert6zottsége
2011-ben 3,9 %-os volt, majd 2014-re 18,5%- ra novekedett. Bar a két csoport abundancija
szignifikdnsan eltért egymastol, a hantavirus szeroprevalencia kozel azonos volt. Ezzel
ramutattunk arra, hogy a hantavirus szeroprevalencidjja nem filigg egyértelmlien a
gazdaszervezet egyedszamatol, igy nem allithatjuk, hogy a nagy ragcsalostiriség noveli a
hantavirus fertdzés kockazatat a gazdaszervezetben. CMR modszer alkalmazasaval 56
esetben figyeltiink meg szerokonverziot és 3 esetben szeroreverziot tapasztaltunk. Az egerek

téli tulélésében csak az elso tél utan tapasztaltunk kiilonbséget a fertdzott és nem fert6zott
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egyedek kozott, mely szerint a szeropozitiv allatok nagyobb eséllyel élték tal a telet. A
nemek szerinti talélés vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a szeropozitiv himek
szignifikdnsan magasabb szamban élték tul a telet, mint a néstények. Vizsgaltuk a hantavirus
ellen termelt anyai antitestek jelenlétét, mely dsszességében megerdsiti az irodalmi adatokat,
tavasszal nagyobb gyakorisaggal fordult eld, ami az irodalom szerint kzel 3 honapig védi
az allatokat a hantavirus fert6zéstdl. Tanulmanyunk els¢ két évében szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltunk a fert6zott himek és néstények egyedszama kozott. A harmadik
¢s negyedik évben azonban a két nem fertdzottsége egyenld volt, ami felveti azt a kérdést,
hogy egyértelmiien kijelenthetd-e a him egyedek fert6zés dominancidja. Bar a legtobb
tanulmanyban valoban bebizonyosodott a tavaszi €és Oszi szezonalitds jelentdsége a
virusfert6zés tekintetében, ezt a konkrét szempontot jelen vizsgalatunkban nem tudtuk

megerdsiteni.

A hantavirus detektalashoz sziikséges legalkalmasabb ragcsalé szerv megallapitasara,
illetve a vizelettel valo élethosszig tarto virusiirités (tényként valo) megerdsitésére az alabbi
vizsgalatokat végeztiik. Dél-dunantili kisemlds monitorozasok soran az élvefogd csapdaban
elpusztult allatokat boncoltuk, és szerveik koziil a tiidét, majat, vesét eltavolitottuk. Ha
vizeletet talaltunk a higyhdlyagban, fecskenddvel eltavolitottuk, valamint a szivbdl és a
tiid6bol kis mennyiségli vért vettiink. A vért szerologiai vizsgalatokhoz hasznaltuk (WB),
mig a szerveken és a vizeleten hantavirus specifikus, nested rendszerti, RT-PCR vizsgélatot
végeztiink. A vizsgalat soran a 665 boncolt allat koziil 163 egyed esetében tudtuk a vizeletet
is eltavolitani, igy ezeknek az allatoknak a szerveit, illetve vizeletét, vérét vizsgaltuk tovabb.
25 allat esetében tudtunk szeropozitivitast és/vagy PCR pozitivitas Kimutatni. A pozitiv
allatok az Apodemus, Microtus és Myodes glareolus fajokbol tevédtek Ossze. Szekvenalasi
reakcioval meghataroztuk az allatokban talalt virusfajokat, melyek az irodalmi adatokat
alatamasztjak. Az Apodemus fajokbol Dobrava-Belgrade virust, a Microtus fajokbol Tula
virust, mig a Myodes glareolus-bol Puumala virust mutattunk ki. A szervek koziil a tiid6bol
tudtuk legkevésbé kimutatni a virust (55%), mely szamos eddigi irodalmi adatot megcafol.
A majbol 95%-ban, mig a vesébdl 100%-ban tudtuk kimutatni a virust. A vizeletbdl csak
15%- ban detektaltuk a hantavirust, ezaltal bar kevés adat all rendelkezésiinkre, de nem
tudjuk egyértelmiien a vizeleten keresztiili ¢lethosszig tartd virusiirités tényét.

A szeropozitiv allatok 62%-a PCR pozitiv is volt egyben. Az ragcsalok 14%-aban a
fertdzés kezdeti szakaszat detektaltuk, a virus PCR-rel torténd direkt kimutatasa mellett az

allatok szerokonverziojat még nem tudtuk kimutatni.
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A hantavirus PCR moddszerekkel torténd kimutatasara a legmegfelelébb szerv a
ragcsalok esetében a vese, azonban, ha a vesében a virust detektaljuk, nem lehetiink teljesen
biztosak abban, hogy a vizeletben is jelen van a virus. Eredményeink alapjan tovabbi hossza

tavu kisérletek végezhetdk vad, természetesen fertdzott ragesalokon a virusfertdzeés részletes

jellemzdéinek megismerése érdekében.

68



8. SUMMARY

In my dissertation | studied the hosts of viruses causing hantavirus infection in Hungary
from several aspects. In the area of K&szegi- forras Forest Reserve, a four-year infection
dynamic study was performed, and during the mammal monitoring, the animals perished in
the traps were examined using molecular biological and serological methods to detect

hantavirus infection.

In the area of Kd&szegi- forras Forest Reserve, we made new observations on the
seroprevalence, temporal dynamics and risk factors of two different hantavirus species,
which have not yet been researched throughout Central Europe.

From 2011 to 2014, every year from March to October, the mammal monitoring was
carried out by the staff of the Ecological Research Group with a 5-day trap per month. During
the traps, blood was taken from the retroorbital vein of the animals and serological tests
(ELISA) were performed using serum to detect antibodies to hantavirus in infected
individuals. Using the capture-mark-recapture (CMR) technique, we were able to determine
the dynamics of hantavirus infection as well as its influencing factors, and the results of
ELISA tests were statistically analyzed.

In our study, we examined blood samples from individuals of four species (Apodemus
agrarius, Apodemus flavicollis, Apodemus sylvaticus, Myodes glareolus), which were
grouped at the genus level, so that the Apodemus mice together formed a group. The
Apodemus are hosts of the Dobrava-Belgrade (DOBV) hantavirus, while Myodes glareolus
is the host of the Puumala hantavirus. The seroprevalence of Apodemus was relatively high
in the first year (17.2%) and then decreased continuously over the next three years, to 3.6%
in 2014. In contrast, the infection of bank vole was 3.9% in 2011 and then increased to 18.5%
by 2014. Although the abundance of the two groups differed significantly, hantavirus
seroprevalence was nearly identical. Thus, we pointed out that the seroprevalence of
hantavirus does not clearly depend on the number of individuals in the host, so we cannot
claim that high rodent density increases the risk of hantavirus infection within the host. Using
the CMR method, seroconversion was observed in 56 cases and seroreversion was observed
in 3 cases. Regarding winter survival of mice, we found a difference between infected and
uninfected individuals only after the first winter, according to which seropositive animals
were more likely to survive the winter. In a winter survival study, we found that seropositive

males survived the winter in significantly higher numbers than females. We examined the
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presence of maternal antibodies against hantavirus, which, in general, confirms the literature
data. It occurred with a higher frequency in the spring, which according to the literature it
protects animals from hantavirus infection for nearly 3 months. In the first two years of our
study, we found significant differences between the number of infected males and females.
However, in the third and fourth years, the infectivity of the two sexes was equal, which
raises the question of whether the dominance of infection in males can be clearly stated.
Although most studies have indeed demonstrated the importance of spring and autumn
seasonality for viral infection, we were unable to confirm this specific aspect in our present

study.

In parallel, the following studies were performed to determine the most suitable rodent
organ for hantavirus detection and to confirm lifelong virus shedding by urine. During the
monitoring of small mammals in South Transdanubia, the animals that died in the live trap
were dissected and the lungs, liver and kidneys were removed from their body. If urine was
found in the bladder, it was removed with a syringe and a small amount of blood was taken
from the heart and lungs. Blood was used for serological tests (WB), while hantavirus-
specific nested PCR was performed on organs and urine. During the study, we were able to
remove urine from 163 of the 665 dissected animals, so these animals’ organs, urine and
blood were used for further investigation. Seropositivity and / or PCR positivity could be
detected in 25 animals. Positive animals were composed of Apodemus, Microtus, and
Myodes glareolus species. Sequencing was used to determine the virus species detected in
the animals, which was in accordance with the literature data. Dobrava-Belgrade virus was
detected from Apodemus species, Tula virus from Microtus species and Puumala virus from
Myodes glareolus. We were able to detect the virus only in 55% of harvested lungs, which
refutes many of the literature data so far. Similarly, we were able to detect the virus in 95%
of the liver and 100% of the kidneys. Hantavirus was detected in only 15% of the urine, so
although small amount of data is available, we do not clearly confirm the life- long virus
shedding by urine. 62% of seropositive animals were also PCR positive too. Initial infection
was detected in 14% of rodents, which is likely due to the fact that PCR already detects the
infection, but the serological result is still negative. The most suitable organ for detecting
hantavirus by PCR in rodents is the kidney, however, if the virus is detected in the kidney,
we cannot be absolutely sure that the virus is also present in the urine. Based on our results,
further long-term experiments can be performed on wild, naturally infected rodents to

understand the detailed characteristics of the viral infection.
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