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1. BEVEZETES

Napjainkban kiemelt figyelemmel tekintiink a zoondzisokra. Zoondzisnak neveziink
minden allatrol emberre terjedd fertdzést, melynek korokozoéi lehetnek baktérium-, virus-,
vagy parazita eredetlick. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) szerint, az elmult két
évtized Ujonnan megjelend fertéz6 betegségeinek 75%-a zoonodzisnak tekinthetd. A
hantavirusok vildgszerte és hazankban is jelentds koroki szerepet betdltd patogének, mivel
bar az évi megbetegedések szama nem tul magas, viszont nagyon sulyos lefolyasu
betegségeket okozhatnak.

A hantavirusok (Bunyavirales rend; Mammantavirinae alcsalad), ragcsalok, cickany- és
vakondfélék, valamint denevérek altal terjesztett, gdbmb alaku, kettds lipidréteggel boritott,
80-120 nm atmérdjii korokozok. Harom szegmensbdl allo, negativ egyszali RNS genommal
rendelkeznek, mely megkdzelitdleg 12 kilobazis hosszisaga. A Kicsi (S) szegmens a
nukleokapszid fehérjét, a kdzepes (M) szegmens, a Gn és Gce glikoproteineket, a nagy (L)
szegmens az RNS fiiggd RNS polimerazt (RdRp) kodolja. Szobahdémérsékleten a
gazdaszervezetbdl szarmaz6 virus, 12-15 napig képes fertdzoképességét megdrizni, mely a
virus terjedése  szempontjabol kiemelt fontossdgu. A  hantavirusok  kozott
megkiilonboztetiink Ujvilagi és Ovilagi virusokat. Ovilagiaknak nevezziik az Eurépa, Azsia
és Afrika teriiletén 1évé hantavirusokat. Ezek a virusok a HFRS-t (hemorrhagias 1az
veseszindromaval) okozzéak, mely akut veseelégtelenséggel jaro vérzéses laz, valamint a
NE-t (nephropathia epidemica), mely a HFRS enyhébb formaja. HFRS- t okoz Europaban a
Dobrava-Belgrade virus (DOBV), Azsiaban a Hantaan (HTNV) és a Seou! virus (SEOV),
valamint a NE- t a Puumala virus (PUUV) okozza. Az Ujvilagi virusok kozé az Eszak és
Dél-Amerika teriiletén 1évé hantavirusokat soroljuk, melyek a HCPS- t (hantavirus
kardiopulmonalis szindréma) okozzék, mely stlyos tiidévérzéssel, tiidéodémaval jaro
vérzéses laz, a mortalitas 20-50%. A HCPS- t okozo virusok koziil a legismertebbek a Sin
Nombre (SNV) és az Andes virus (ANDV). A virus a fert6zott allatok testvaladékaival (nyal,
széklet, vizelet) terjed. A fert6zés emberben és allatban torténhet kdzvetleniil pl. harapas
utjan, vagy kozvetetten a légutakon keresztiil, mely soran a fertézott allat testvaladékéaval
szennyezett por a tiidébe keriil. Emberrél- emberre feltételezhetéen nem terjed a betegség.
A virus gazdaszervezetei a ragcsalok (Rodentia) rendjén beliil az egérfélék (Muridae) és
horcsogfélék (Cricetidae), az Eulipotyphla (korabban rovarevékként ismert) rendbe sorolt
cickanyfélék (Soricidae) és vakondfélék (Talpidae) valamint a denevérek (Chiroptera)

egyedei koziil kerlilnek ki. Klinikai relevancidjuk a ragesalok altal terjesztett



hantavirusoknak van. Eurdpaban évente tobb mint 9000 HFRS esetet diagnosztizalnak és ez
a szam folyamatosan ndvekszik. Eszak-Europaban a HFRS jarvanyok ciklusa 3-4 éves, mely
megegyezik a ragcsald populdciok ciklikussagaval. Bar az esetszdmok orszagonként
kiilonbozéek, de a HFRS-t ¢l6idéz6 hantavirusok Eurdpa- szerte jelen vannak.
Magyarorszagon ismerten jelen van a humanpatogén virusok koziil a DOBV, melyet a
sarganyaku erdeiegér (Apodemus flavicollis), a pirok erdeiegér (Apodemus agrarius) és a
kozonséges erdeiegér (Apodemus sylvaticus) terjeszt, és a PUUV melynek gazdaszervezete
a voroshata erdeipocok (Myodes glareolus). A Tula virus (TULV) humanpatogenitasa
sokaig kérdéses volt, de egyre tobb tanulmény erdsiti meg a humanpatogenitas tényét. A
TULV- t a mezei pocok (Microtus arvalis) és a csalitjar6 pocok (Microtus agrestis)
hordozza. A ragcsalokban a kezdeti akut fazis, illetve a virémia utan a virus a célszervekben
(tido, vesék, maj, 1ép, nyalmirigyek) szaporodik, majd a replikacio lecsdkken, viszont
folyamatos marad, annak ellenére, hogy a virus ellenes antitestek ekkor mar nagy
mennyiségben jelen vannak az allat szervezetében. A virus ellen termelt IgG antitestek akar
¢letiik végéig fennmaradhatnak. Egy finn tanulmany szerint a virust a ragcsalok, akar
¢lethosszig képesek iiriteni a vizeletiikkel, székletiikkel és nyalukkal. A virus vertikalisan
nem terjed a ragcsalok kozott, viszont a hantavirus ellenes anyai antitestek jelenléte
nagymeértékben befolyasolja a fertdzddést, mivel az allatok életiik elsd 6-12 hetében ezaltal
veédettek a fert6zéssel szemben. A terliletek hantavirus fertdzottségének mértékét tobb
tényez0 egyiittesen befolyésolja, melyek koziil a legfontosabbak: a ragcsalok abundancidja,
¢letkora, neme, valamint a kornyezeti tényezok, mint az éghajlat, hdmérséklet €s a taplalék
mennyisége. EQy tanulmany szerint az elobb emlitett tényezokon kiviil a hantavirus fertézés

negativan befolyasolja az allatok téli talélését.



2. 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 kiilonbségeket.

Kérdések:

- A szeroprevalencia valtozasa fligg-e a gazdaszervezet egyedstirliségétol?

- 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 fertdzottség 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 kiilonb6z6 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.



3. ANYAG ES MODSZER

Vizsgalt ragesalok
Hantavirus kutatasaink soran elsésorban azon ragcsalofajokat vizsgaltuk, melyek ismert
hordozdszervezetei a virusnak. A kisemlOsok csapdazasat és felmérését a PTE TTK

Bioldgiai Intézet Okologiai Tanszék Kisemlés Kutatocsoportjanak munkatarsai végezték.

Mintavételi teriiletek, csapdazas, vérvétel

A fertdzésdinamizmus vizsgalathoz az 6kologusok négy éven keresztiil a Mecsek
hegységben elhelyezked6 Koszegi- forrds Erdérezervatum teriiletén végeztek
csapdazasokat. Ezen kiviil Pécs-, Beremend-, Vajszlo-, és a Kis-Balatonrdl szarmazo
ragcsalok mintait dolgoztuk fel. Az elevenfogd dobozcsapdakat egymastol 5 m-es
tavolsagban helyeztiik el, 6x6- os csapdahalot alkalmazva. Fogés- jelolés- visszafogas
(capture- mark- recapture= CMR) modszert alkalmaztunk, igy az allatok fert6zottségét
hoénaprdl hénapra nyomon tudtuk kovetni. A csapddzas soran minden befogott allattol
havonta egyszer vért vettiink az allatok retroorbitalis vénajabol, tivegkapillarissal. A

vérsavokat és a csapdakban esetlegesen elhullott 4llatokat -20°C- on taroltuk.

Boncolas, viralis nukleinsav izolalasa, PCR, szekvenalas

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, mely soran a hasiiregb6l kiemeltiik
a tidot, a majat, 1épet és a veséket. Ha lehetdéség volt rd, inzulinos fecskenddével a
hugyhodlyagban 1évo vizeletet is leszivtuk, majd microcentrifuga csovekbe helyeztiik. A
szervekbdl és a vizeletbdl Geneaid virdlis nukleinsav extrakcids kittel a gyartod utasitasai
alapjan kivontuk a viralis nukleinsavat. Hantavirus L szegmens specifikus primerek
alkalmazasaval PCR reakciot végeztiink és agaroz gélelektroforézissel tettiik lathatova az
amplikonokat. A szekvenalasi reakciot BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

alkalmazaséaval, automata ABI Prism 310 DNS szekvenal6 késziilékkel végeztiik.

Szerologiai vizsgalatok
A ragcsald vérmintakban jelen 1évé DOBYV és PUUYV ellen termelt immunglobulin G

(IgG) antitestek kimutatasat, kutatocsoportunk altal fejlesztett ELISA (enzyme linked



immunosorbent assay) rendszerrel végeztiik, az eredményeket Western- blot- tal (WB)

erdsitettiik meg.

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.



4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Disszertdiciomban a Magyarorszdgon hantavirus fertézést okozo virusok
gazdaszervezeteit tanulmanyoztam tobb szempontbol. A Kdszegi- forrds Erddrezervatum
teriiletén négy évig tartd fertdzés dinamikai vizsgalatot végeztiink, valamint a kisemlds
monitorozas soran a csapdakban elpusztult allatokat vizsgaltunk molekularis bioldgiai és

szerologiai modszerek alkalmazasaval hantavirus fertézés kimutatasara.

Fertozésdinamizmus vizsgalat eredményei

Elézetes hantavirus kutatasi eredményeinkre tdmaszkodva, 2011.tavaszatol- 2014.
6széig vérvétellel kiegészitve folytattak az Okologusok a ragcsalok monitorozasat. A
virusfert6zottség szempontjdbdl vizsgalt négy faj 2491 egyedétdl 3598 vérmintat
vizsgéltunk. Vizsgéalatunk 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. A nemek eloszlasa mind a négy faj esetében
kozel egyenld volt. A DOBV- t terjesztd Apodemus fajok egyedszambeli eltérése az eldzetes
vizsgalatokkal megegyezden, szignifikans kiilonbséget mutatott (¥?=1276,185; df=1;
P<0.001). Mivel mindharom faj a Dobrava virus gazdaszervezete, ezért genus szinten
csoportositottuk 6ket, igy a tovabbi elemzéseket a DOBV-t hordozo Apodemus fajok és a
PUUV- t terjeszté Myodes glareolus kozott végeztiik el.

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 mutatott szeropozitivitdst hantavirusra. Tovabbi 31 allat bar
szeropozitivitdst mutatott, de ezek egyértelmiien anyai antitestekkel rendelkezd egyedek
voltak, igy a tovabbi elemzésekbdl ezeket az allatokat kihagytuk. Szignifikdns kiilonbséget
(x?=127.559; df=1; P<0.001) tudtunk kimutatni a szeropozitiv egerek (217; 85%) és pockok
(37; 15%) egyedszama kozott, viszont a négy évre Osszesitett atlagos hantavirus
szeroprevalencia kozel azonos volt (x?=0.001; df=1; P=0.968). A kiilénboz6é években
gyljtott allatok szdma kozott nagy eltérést figyelhettlink meg. Ez visszavezethetd a
ragesalok populécid dinamizmusara. Az elsé két évben atlagosan 1000 allatot tudtunk
vizsgalni, mig a harmadik évben a populacidok abundanciajanak csékkenése soran mindkét
genus esetében, az egyedszam az el6z6 évek harmadara csokkent, majd a negyedik évben

mar szignifikins ndvekedést (x>=43.811; df=1; P< 0,001) tapasztaltunk. A monitorozas els6



évében, az Apodemus egerek 17,25%- a (114/661) szeropozitivitast mutatott, mig a Myodes
glareolus esetében a prevalencia csak 3,9% (3/77) volt. 2012- ben szignifikdnsan magasabb
(x*=110.556; df=1; P<0.001) volt a vizsgalt egyedek szdma, viszont a DOBV
szeroprevalencia 10,2%- ra (88/864) csokkent, mig a PUUV esetében enyhe novekedést
figyelhettiink meg (5,3% 18/337). A populaciok 0sszeomlasa érdekes valtozast hozott, mivel
2013- ban a DOBV-t hordoz6 Apodemusok fert6zottsége lecsokkent 5,3%- ra, mig ez az
érték tovabb nétt a Myodes- nél (8%). A 2014. évi Apodemus populacié novekedés ellenére,
a DOBYV szeropozitivitasa tovabb csokkent (3,6%), ezzel ellentétben bar a Myodes populacié
abundanciajaban nem volt szignifikans novekedés észlelhetd, a PUUV fertdzottség az el6z6
évhez képest megduplazodott (18,5 %). Az adatok éves elemzése alapjan a teriilet hantavirus
fertdzottsége bar csokkent, de nem esett 5% ald, melynek oka az lehet, hogy a két vizsgalt
ragesalo csoport szeroprevalencidja ellentétesen alakult a négy év soran, igy a teriileten bar
csokkent a fert6zottség, de nem sziint meg. Szezonalis elemzés soran megfigyelhetjiik, hogy
adott éven beliil nem volt kiillonbség a kiillonbozd évszakok fertdzottségében, mig a
kiilonb6z6 évek azonos évszakainak elemzése soran megfigyeltik a DOBV
szeroprevalencia csokkenését. A PUUV esetében az pockoktdl szarmazo adatok nem
alkalmasak egyértelmili kovetkeztetések megallapitasara, az évszakonként nagyon eltérd
csapdazasi egyedszamok miatt. A CMR modszer alkalmazasaval 56 esetben figyeltiink meg
szerokonverzidt és 3 esetben szeroreverzidt tapasztaltunk. A nemek kozott a fertdzottség
mértékében 2011- ben bar megfigyelhetiink kiilonbséget, 2012- ben ez az érték szignifkans
kiilonbséget mutat, majd 2014- re mindkét gazdaszervezet esetében kiegyenlitddik. A téli

talélésben a szeropozitiv €s szeronegativ allatok kozott nem volt szamottevd kiilonbség.

Szovettropizmus vizsgalat eredményei

A Kisemlds Kutatocsoport 2011-2015 kozott 6t Dél- dunantili teriileten végeztek
kisemlés monitorozast melyet kovetéen 665 elhullott allat keriilt boncolasra. 163 allat
hugyhoélyagjaban talaltunk vizeletet, igy a tovabbiakban ezt a 163 allatot vizsgalva végeztiik
a kutatasunkat. A vizsgalt allatok 7 kiilonb6z6 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 (csalitjaré pocok), 11 (6,7%) Microtus arvalis
(mezei pocok) és 1 (0,6%) Arvicola amphibious (kozonséges koszapocok/vizipocok).
A 163 ragcesalo kozil 25 (15,3%) esetben tudtuk kimutatni a hantavirus jelenlétét és/vagy a

virus ellen termelt IgG antitestet az allatban.



Nested- PCR (nRT-PCR) modszer alkalmazasaval 20 allat esetében tudtuk a boncolt
szervekbdl (tiidd, méj, vese) vagy a vizeletbdl kimutatni a virus jelenlétét.

A vizsgalt szervek koziil, az 6sszes vesébdl (20/20; 100%) ki tudtuk mutatni a viralis
nukleinsavat, mig a tiidobdl csak 11 esetben (11/20; 55%). Valosziniileg a vizeletben csak
rovid ideig van jelen a virus, mivel a husz vizeletbdl csak 3 esetben tapasztaltunk hantavirus
pozitivitast (3/20; 15%). A vizeletbdl csak 15%- ban detektaltuk a hantavirust, ezaltal bar
kevés adat all rendelkezésiinkre, de nem tudjuk egyértelmiien megerdsiteni, a vizeleten
keresztiili élethosszig tartd virusiirités hipotézisét.

A szerologiai 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 (WB) technikaval végzett szerologiai vizsgalat soran a 21 hantavirus pozitiv
mintabol 18 esetben detektalni tudtuk a virus ellen termelt IgG antitestet, 3 allatban csak a
virus volt kimutathato. Ot allat esetében csak antitestet tudtunk kimutatni, tehat a virus
nukleinsavat nem, igy ezek az egyedek csak szeropozitivak voltak. Sanger szekvenalas
alkalmazasaval, minden allatban meghataroztuk a fert6zést okoz6 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%-

os homologiaval.
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