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Az A és B tipusu hepatitisb6l kimutatott virusok tulajdonsagainak
tanulmdnyozasa soran elért eredmények (1) s az ezeket kévetd kiegészitd
kutatasok (2, 3), 4j tavlatokat nyitottak a viruseredetii majgyulladas elkii-
16nité kérisméjének terén. .

Az eddigi kutatdsok a kiilonb6z6 hepatitis virusokkal kapcsolatban
az alabbiakat emelik ki:

Az A tipusii hepatitis virus gémbalakd, 27—28 nm atméréji, 32 cap-
somerrel rendelkez6, RNS tartalmu részecske, mely a betegség heveny
szakaban a székletben fordul elé nagy mennyiségben. A virus a majsejtek
citoplasmajaban helyezkedik el; érzékeny az UV sugarakkal szemben,
100° C-on 5 perc alatt elpusztul s az 1/4000 higitasti formalin inaktivalja.
A fajlagos immunsavé hatdsira a virusrészecskék osszecsapzodasa kévet-
kezik be. Megfigyelték azt is, hogy az A tipusu hepatitisbd! szarmazé ké-
ros anyaggal oltottak székletében a madr emlitett nagysagrend( részeken
kivil, 22— és 30 nm atméréji virusok is megjelentek, melyek koéziil egye-
sek kozponti maggal (nucleocapsid) nem rendelkeznek.

Provost és Hilleman (4) adatai szerint az A virus az FRHK 6 jelzésii
embrionalis vesesejtvonalon tenyészthetd, citopathogen hatas kivaltasa
nélkiil.

Egyes serologiai vizsgalatok (immunofluorescencia, immunoelektron-
mikroszkopos vizsgialatok, immunoaderencia, stb.) megerdsitették a mar
emlitett virus kéroktani szerepét az A tipusu hepatitis kivaltisaban.

A B tipusi hepatitis virusa Dane adatai szerint (5) 42 nm atmérdjd
részecske. A beteg egyén vérsavidjiban a virus mellett 20 nm &atmérsja
gombalaka és tubularis képletek nagy szamban talalhatok. A Dane-féle
virus 28 nm atmérdéja kozponti magot és 7 nm vastagsagu burkot tartal-
maz. Mivel a fajlagos ellenanyag az osszes felsorolt formakat &sszecsapja,
azt jelenti, hogy mindegyikben jelen van egy kozos felileti antigén, az un.
HBsAg. Heveny koérformék esetén a kozponti maggal (HBcAg jelzésl
»core” antigén) szembeni ellenanyagok korabban jelennek meg mint a
HBsAg-vel szemben képz3ddk, s megtaldlhaték a B virust hordozék vér-
savéjaban is. A Dane virusban a HBs és HBc antigén mellett DNS poli-
merdz is megtalalhaté. Az antigének a sejtmagban, a burok ezzel szemben
a citoplasmaban képzddik.

A HBAg hordozék majsejtjeiben 35 nm nagysagrendi virusokat is
megfigyeltek, melyek valészinlileg a B virus atmeneti formai. Nagysag-
rend szempontjabdl ezek eltérnek az A tipusu hepatitisben szenved6k maj-
sejtjeiben megfigyelt 80—160 nm, illetve a székletszlirletben eléforduld
36—40 nm nagysigrendd részektdl.
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A mon-A, non-B (NANB) hepatitis virusara vonatkozdé adatok egyre
szamosabbak. A viruseredetii majgyulladasnak ezt a formajat vératéomlesz-
tések utan irtdk le (Feinstone, 6). A jelenlegi vélemények alapjidn a post-
transfuziés hepatitisek 90 %-aban mint kivalté agens, az emlitett virus
szerepel. Bradley és munkatdrsai szerint (7) a virus 27 nm nagysagu s a
virushordozé véraddk szérumadval csimpinzra atvihetd. Bradley és mtsai
egyébként megerdsitik Tabor és mtsai (8), illetve Alter és mtsai (9) ered-
ményeit a NANB virus majmokra valé atvitelével kapcsolatban.

Ugy tlnik, hogy a NANB virus altal kivaltott majkarosodasok, melyek
a majlebenykék koros elvaltozasaiban, acidofil és goécos elhalasban, a sinu-
soidok és periportilis tér limfocitds beszlir6désében, a Kupfer-sejtek hi-
sében nyilvanulnak meg, bar nem jellemz6i az NANB virus altali hepati-
tisnek — mivel az A és B virus fertézésekben is eléfordulnak —, a kér-
okozo hepatotropizmusat kiemelik.

Jollehet a tébb mint két évtizedes kutatasaink sordn szamtalan eset-
ben bemutattuk a hepatitises betegekbdl altalunk izolalt virusok alaktani,
bioldgiai és immunolégiai tulajdonsagait s tobbek ko6zott kozoltiik egy ki-
sérleti vaccina eldallitasaval és hatasossigaval kapcsolatos eredményein-
ket; 1978—1979-es évek soran ujabb kisérleteket végeztiink annak érde-
kében, hogy dsszehasonlithassuk a régebben izolalt virustorzseket azokkal,
melyeket ujabban mutattunk ki a betegek koros valadékaibdl, illetve azok-
kal, melyeket Feinstone és mtsai (10) és Dienstag és mtsai (11) irtak le s
melyek megfelelnek a hepatitis A virusanak.

Dolgozatunkban f6leg az utébbi években izolalt virusokkal foglalko-
zunk.

Vizsgdlati anyag és modszer

a) Heveny hepatitises betegekbdl szarmazé vérsavékat — melyekben
nem talaltunk HBsAg-t —, illetve székletet, el6zetes inaktivalas nélkil
vittiik ra sejtkultirdkra. A vérsavokbol 0,2 mi-t, székletszirletbdl 1 ml-t
oltottunk a sejtekre.

b) Taptalajok és sejtkulturak: a virusok izoldladsara a mostani kisér-
leteink alkalmaval a KB sejtvonalat hasznaltuk, melyet eredetileg a bu-
karesti St. S. Nicolau Virustani Intézet bocsatott rendelkezésiinkre. A sej-
tek tenyésztésére az M—199 jelzésii taptalajt talaltuk a legjobbnak, 10 %-
nyi borjusavéval. (E taptalajt a bukaresti Dr. I. Cantacuzino Intézet ké-
sziti.) A koros anyagbol torténéd virusizolalaskor a savé mennyiségét 1—2
Ye-ra csokkentjilk. A virusok esetleges sejtkarosité hatasanak megallapi-
tisa végett a fert6zétt sejtkultirakat naponként, 15 napig vizsgaljuk.
Amennyiben a sejteken citopathogén hatas mutatkozik, a feliiluszét ta-
roljuk tovabbi atvitel céljabol és szerologiai vizsgalatokra, a sejteket pe-
dig elektronmikroszképos vizsgalatokra hasznaljuk fel.

¢) Az elektronmikroszképos vizsgdlatokat az &ltalunk mar hasznalt
és bevalt modszerek alapjan végeztuk (12). A sejtkulturakat elézetes 1,5
%-os glutaraldehid fixalds utan Millonig szerint rogzitettiik, majd Vesto-
pal W-ba vagy butil- és metilmetakrilat keverékbe agyaztuk. Az ultra-

vékony metszeteket TESLA BS 613 elektronmikroszképpal vizsgéltuk.



d) A virusok hével és kémiai anyagokkal szembeni érzékenységének
vizsgalata: a virussuspenziokat 60° C-on 30 percig kezeltiik, majd sejkultu-
rakra vittilk és kovettlik a citopathogén (CP) hatas megijelenését. Kémiai
anyagok koziil a Genetron, éter és az 5-bromo-2 desoxyuridin (BUDR)
virusokra gyakorolt hatdsat kovettilk. A BUDR-bSl 100 mikrogrammot
adtunk 1 ml téptalajhoz. E kisérletsorozatban is kovettiik a CP hatas meg-
jelenését s egyuttal elektronmikroszképos vizsgalatokat is végeztiink.

e) Szerologiai vizsgalatok: az egyes izolalt virustdrzsekkel szembeni
immunvalaszt (F 41H, M—133, F 265 virusok) a Friedmann és Bennett
altal alkalmazott passziv hemagglutinaciéval és virussemlegesité probakkal
tanulmanyoztuk. A virusantigének koncentralasa Genetron-kezeléssel és
dializissel tortént.

Eredmények
1. A virusok izoldldsa

A 86 koros anyag (szérum és széklet) koziil, 46 savobol 29, 19 széklet-
b6l mind a 19 CP hatast valtott ki a KB sejteken. Jéllehet a CP hatas,
mely a fert6zéstdl szamitott 7—15. napon jelentkezik és a sejtek gocokban
megnyilvanulo lekerekedésében, majd késébb azok lelokédésében éri el a
tet6fokat, nem jellegzetes, nem hasonlit az enterovirusok altal kivaltott
CP hatashoz, olykor pedig alig észrevehetd, mégis felhivja a figyelmet az
esetleg jelenlévé virusokra. Csupan a sorozatos &tvitel ép sejtekre és az
elektronmikroszkopos eredmények erdsitik meg a sejtelvaltozasok fajla-
gos — esetiinkben viruseredeti — jellegét.

Vizsgalataink soran 12 hepatitises betegt6l szarmazé szérumban és
székletszirletben kovettiik a virusok megjelenését. Csupan a vérsavéban
jelen volt a virus 6 alkalommal (Hs 301, Hs 308, Hs 328, Hs 345, Hs 349,
Hs 351 jelzést virusok), a székletsziirletben 2 anyagban, mig a vérsavdabdl
és székletsziirletbsl egyidejtileg 4 esetben talaltuk meg a korokozdkat
(Hs 280 és F 281; Hs 298 és F 299; Hs 332 és F 324; Hs 347 és F 348 vi-
rusok). Annak ellenére, hogy a fenti eredmények 12 esetre vonatkoznak,
megallapithat6, hogy a hepatitis kezdeti szakaban a virémia igen kifejezett.

2. Elektronmikroszkdépos vizsgdlatok

25 altalunk izolalt virustorzsbdl, melyek koziil 13 vérsavobél, 12 pedig
székletbd] szarmazott, elektronmikroszkopos vizsgalatokat végeztiink, egy-
részt a virusok alaktani sajatossdgainak megallapitisa végett, masrészt
pedig a szaporodas tanulmanyozasa céljabol.

Amint mar az el6zdkben is emlitettiik, a hepatitis virusok replikacidja
az altalunk felhasznalt KB sejtvonal sejtjeiben lassi. Elektronmikroszkop-
pal kévetve a virusok szaporodasat, az 5. napon kisszdmu virusrészecske
elszértan jelenik meg a sejtek citoplasmajaban. A fertdozés utani 7—15.
napon a virusok egy része a citoplasmaban képz6d6 vacuolakban lathaté
(Hs 300, Hs 32, F 265, F 315 jelzés( virusok), vagy pedig kisebb-nagyobb
halmazokban helyezkednek el a plasmaban (F 365, F 406, Hs 351, F 281,
Hs 280, F 94, Hs 307, Hs 308 virusok). Két esetben a virusok nemcsupan
a citoplasmaban, hanem a magban is megjelentek (F 365 és F 97 jelzésd
virusok).
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1. ébra: KB sejtek citoplasmajaban elhelyezkedé 27—40 nm nagysagua
virusck. Nagyitas 85.000 X



2. dbra: Vacuolaban elhelyezkedé hepatitis A virusok, melyeknek egy
része csupan burokkal rendelkezik. Nagyitas 85.000 X

3. dbra: A KB sejt citoplasmdijaban csoportosan lathaté virusok
zoménél a nucleocapsid hianyzik. Nagyitis 85.000 X



Nagysagrend alapjan az altalunk izolalt hepatitis virusok, a kovetkezd
csoportokba oszthatdk:

a) 27 nm nagysdgi virusok; egyes torzseknél a nucleocapsid és a bu-
rok is megtalalhaté (F 315, Hs 32 virusok), masoknal a nucleocapsid igen
kicsiny vagy hidnyzik (F 406 és I 445 virusok);

b) 40—42 nm dtmérjii virusok; ezek koziil egyeseknél jelen van a
kozponti mag (Hs 300 és F 265), de a virusrészek kozott szamos incomplet
alak is lathato. Megjegyezni kivanjuk, hogy az R jelzési virustorzs, me-
iyet még 1962-ben izolaltunk, hasonlé alakokkal rendelkezik.

¢) 45—50 nm nagysdgi virusok kozé sorolhaté az F 365 torzs, és egy
non-A, non-B hepatitisbdl szarmazé NANB 31 jelzést virus. A virusré-
szecskék jelentds része nucleocapsiddal is rendelkezik.

3. A hepatitises betegekbél izoldlt virustorzsek fizikai és kémiai
tényezikkel szembeni viselkedése

Az F 265, F 315, F 365 és Hs 351 torzseket 30 percig 60° C-on tartot-
tuk ,majd KB sejtekre vittiik 4t s 15 napig naponta ellenériztiik a cito-
pathogén hatds megjelenését. Megjegyezni kivanjuk, hogy az Gsszes virus
CP hatast valtott ki a sejtkulturakon, jeléiil annak, hogy a fenti hémér-
séklet nem csokkentette sejtkarositd tulajdonsagaikat.

Az el6bbi virustorzseket haromszori fagyasztdsnak és felolvasztiasnak
is alavetettiik, anélkil, hogy ezek az eljarasok a virusok CP hatiasit mé-
dositottak volna.

Sem a Genetronos kezelés, sem pedig a virussuspensiok éterrel valé
kirdzasa nem valtoztatta meg virustorzseink pathogen tulajdonsigait. A
taptalajhoz adott BUDR (100 mikrogram 'ml taptalaj) nem mddositotta a

csw

4. Szerolégiai vizsgdlatok

A Friedmann és Bennett altal hasznalt passziv hemagglutinaciét 77
hepatitises vérsavobol az F 41, M—133 és F 265 antigénekkel végeztiik.
Az F 41 Ag-vel szemben ellenanyagokat taldltunk az esetek 32 %-aban, az
M—133 Ag esetén 20 %-ban, mig az F 265 Ag-nel szemben ellenanyagok
27 %-ban jelentek meg. Az alacsony értékek azzal magyarazhatok, hogy az
ellenanyagok kimutatisara felhasznalt vérsavék a betegség elsé hetébdl,
legkésébb a betegség masodik hetébdl szarmaztak. E kisérletsorozatban
nem kovettiik az ellenanyagok titerének valtozasit a betegség egész tar-
tama kapesan.

Az eredmények megbeszélése

Az 1978—1979-es évek soran tanulmanyozott 86 koros anyagbdl 48 a
fertézés utan 7—15 nap mulva a KB sejteken citopathogen hatast fejtett
ki, melynek jellege megfelel azoknak, amelyeket régebbi kisérleteink so-
ran is észleltiink (1957—1977) (13).

Mind a régi, mind pedig az Gj virustorzsek hasonlé médon viselked-
nek a sejtvonalakon. Az a CP hatas, amelyet az 1957—87 évek ki6zott vég-
zett kisérleteink alkalmaval a hipertetraploid Detroit-6 (VA) sejteken ész-
leltiink, megfelel annak, mely a KB sejtvonalon jelentkezik. A hepatitis
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virusok replikaciéjéra jellemzd a sejtkarosodasok gocos jellege, mely fo-
iyamat lassan terjed, tovabba a CP hatds &tmeneti elt’t’inese, ami azt je-
lenti, hogy egyes &atoltdsok utin a CP hatds oly kl'sfoku mafrad,'hogy alig
hatarozhaté meg. Véleményiink szerint ez a jelenseég az A ’gpusu hepatitis
virus szaporodasira jellemzs. A lassu szaporodas okg a V}rusok defektiv
tulajdonsagaval megmagyarazhato. Sok esetbgn a V}}'usreszecs!fél’f zOme
csupan burokkal rendelkezd, elektronmikroszképpal ,liresnek® tind, tehat
nucleocapsidot nem tartalmazé képleteknek mutatlfoz.nak. )

Mar régen megfigyeltiik és tébb alkalommal is 1smertettw:1k az adeno-
virusok szerepét a hepatitis virusok replikacidjaban, 1'gazol\'{an az adeno-
virusok helper virusként valé viselkedéset a defektiv Jellegu’ hepatitis vi-
rusok replikéciéjaban. In vivo pedig az adenovirusok fokozzak a hepatitis
A virus koérokozoképességét (14).

Szeretnénk kiemelni azt a tényt, hogy mar kutatdsaink elsé éveiben
felhivtuk a figyelmet és bizonyitottuk a hepatitis virusok tenyészthets-
ségét a Detroit-6 (VA) és KB sejtvonalakon (15, 16), mely jelenséget 1979-
ben Provost és Hilleman (4) — komplex vizsgalati eljaréasokkal — az
FRHK 6 sejtvonalon is igazolt, jollehet e majomvesébdl nyert sejteken CP
hatast nem tudott kimutatni. Egyébként kevés sejtvonal, illetve  primér
sejtkulttira alkalmas a hepatitis virusok tenyésztésére. A hepatitis B vi-
rusat (vizsgalati anyag az AU-SH antigén, Zuckerman professzor kollek-
ci6jabol szarmazott) 1970-ben csupan a Detroit-6 (VA) sejteken tudtuk
tenyészteni. Elektronmikroszkopos vizsgélataink igazoltak, hogy a Dane-
féle részecskék — melyekkel kapesolatban ma mar elfogadtdk, hogy azok
a B virusnak felelnek meg — a fertdzsott sejtek citoplasmajdban csupéan a
18. napon jelennek meg (17).

Eddigi kisérleteink megerésitik a modositott M-—199 téptalaj kiilon-
leges szerepét a hepatitis virusok in vitro térténé tenyésztésében.

Vizsgalataink sordn a KB sejteken harom, kiilonbdzé nagységrendbe
sorolhaté virust sikeriilt kimutatni, 27 nm, 40—42 nm és 45—50 nm &t-
méro6ji részeket. Hasonld nagysagrendl virusok hepatitises székletben valé
el6forduldsat, mint azt Gust idézi (18), méas szerzdk is megfigyelhették.

A hepatitisb6l izolalt virusok méretbeli ingadozasait, még 1962-ben
leirtuk, mind koéros anyagban, mind pedig az ezekkel fert6zott sejtkulti-
rakban (15). A virusrészecskék nagysdga 15—70 nm ko6zo6tt ingadozott, nagy
gyakorisdggal taldltunk azonban 20—30 nm &tmérdéjd, incomplet , koéz-
ponti mag nélki{ili“ alakokat. Feltételezhetd, hogy a nagysdgbeli eltérések
az in vitro torténd tenyésztési viszonyoktol és a taptalaj osszetételétdl fug-
genek. Szamos torzs esetében a plasmdban szaporodo, csupan burokkal
rendelkezd virusok szama jelentds.

Az altalunk izolalt virusok RNS-t tartalmaznak, viszonylagos ellen-
alloképességgel rendelkeznek, éterrel, Genetronnal valé kezeléssel szem-
ben rezisztensek. A formalin 1/4000 koncentraciéban inaktivéalja. A hepa-
titis virusok ezen tulajdonsagait régebbi munkdinkban ismertettiik.

Annak ellenére, hogy e dolgozatban nem szamoltunk be az A virus
hamsterre valé atvitelével kapesolatos kisérleteinkrél, megemlithetjik,
hogy e virusok hepatotrop tulajdonsiga igen kifejezett s az allatok egy
részének majaban cirrhosisig mené elvaltozasokat képesek kivaltani.

E kisérletsorozatban végzett szerolégiai vizsgalataink az izolalt torzsek
kozotti osszefliggést tudtak igazolni.
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Koévetkeztetések

1. Hepatitises anyagokbél KB sejtvonalon szamos virustdrzset sike-
viilt izolalni, s ezaltal az A tipusu hepatitis virus tenyészthetGségét ismé-
telten alatamasztottuk.

2. A csupan burokkal vagy burokkal és nucleocapsiddal rendelkezd
virusok atlagos mérete 27 nm, de ettdl a nagysagtol eltérd virusrészek is
Lneg’galélhaték a fert6zott KB sejtek citoplasmajaban s két esetben a mag-

an is.

3.’A hepatit’is A virusanak in vitro tértént tenyésztése sorin nyert
eredmények e virusok részleges defektiv természetét latszanak igazolni.

A szerkesztbségbe érkezett: 1979. szeptember 26-dn.
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J. Ldszlo, Julidnna Both, Gy. Filep, A. Palencsar, Sanda Piros

EXAMINATION OF VIRUSES ISOLATED FROM HEPATITIS CASES

On the KB cell-line, from pathological material of hepatitis cases we have
isolated such virus strains whose late cytopathogenic effect corresponds to the pic-
ture observed in lhe first stage of our experiments of this kind (1957—19867), thus
proving the possibility of cultivating hepatitis viruses in vitro. As for the order of
magnitude, the viruses correspond to that of hepatitis virus A, and the occurrence
of particles differing from that can be accounted for the conditions of in vitro cul-
tivation. The viruses containing RNA, being resistent to ether and relatively resi-
tent to heat, but having the capacity to be inactivated with formalin of 1 :4000 con-
centration prove their partly defective nature according to our present and pre-
vious investigations.
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