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1. Bevezetés

A hepatitis a maj gyulladasos megbetegedését jelenti, amelyet toxikus anyagok,
autoimmun betegségek, és szamos kiilonbozo fertéz6 agens: virus, baktérium, vagy parazita is
okozhat. A viralis hepatitisek olyan fert6z6 megbetegedések, ahol a korokozd egy virus,
amely vagy elsdsorban a majban szaporodik (hepatotrop) és azt betegiti meg, vagy pedig
szisztémas fertdzést hoz létre, amelynek csak egyik tiinete a maj gyulladasa.

Hepatitis virusoknak azokat a virusokat nevezziik, amelyek elsdsorban hepatotropok.
Ezek wvaldjaban taxondmiailag egymastol tavol allo, felépitésikben ¢és legtobb
tulajdonsagukban jelentésen eltéré virusok, amelyeknek azonban kozds jellemzdje, hogy
szaporodasuk elsddleges helye a maj, a majsejtek. Jelenleg a klasszikus hepatitis virusok kozé
a hepatitis A-E virusokat soroljuk. Koziiliikk perzisztens fertdzést a hepatitis B és C virusok,
valamint a delta 4gens (HDV) okozhat. A hepatitis A virussal kapcsolatban nem irtak le tartos
virushordozast, a hepatitis E virus pedig a mai allaspont szerint csak ritkan, immunhianyos és
immunszuppresszalt betegekben okozhat perzisztalo fertdzést.

Nem hepatotropok, de majgyulladast okozhatnak egyes herpeszvirusok (Epstein-Barr
virus, cytomegalovirus, herpes simplex virus, varicella zoster virus, human herpesz virus 6),
entero-, é¢s adenovirusok, a kullancsencephalitis, a kanyar6 és a rubeola virusa.

Szamos olyan virusos majgyulladasos megbetegedés fordul el még ma is, amelyek
esetében a korokozd nem ismert. A diagnosztikai modszerek, és kiilonésen a molekularis
technikak fejlodésével az elmult masfél évtizedben tobb, korabban ismeretlen virust sikertilt
felfedezni, amelyek az ismeretlen eredeti majgyulladasok egy részének hatterében allhatnak.
Ezekrdl az Gjonnan felfedezett virusokrdl még viszonylag kevés informacioval rendelkeziink,
tehat fontos minél tobbet megtudnunk szaporodasukrol, terjedésiikrél, a gazdaszervezettel
valo kolesonhatasukrol, esetleges korokozo képességiikrol.

Vizsgalataim soran a klasszikus hepatitis virusok koziil a hepatitis B-vel és C-vel,
valamint az ujonnan felfedezett, feltehetden szintén majgyulladast okoz6 Anellovirusokkal, és

a hepatitis G virussal (GB virus C) foglalkoztam.



2. Irodalmi hattér

2.1. Perzisztens fert6zést okozo klasszikus hepatitis virusok

A klasszikus hepatitis virusok koziil a hepatitis B (HBV), és a hepatitis C virusok (HCV)
képesek oOnalléan kronikus fertézést okozni. Rendkivill sikeres korokozok, globalis
népegészségligyi problémat jelentenek. A HBV infekcio az egyik legelterjedtebb fert6z6
betegség a vilagon. Annak ellenére, hogy ma mar biztonsagos és hatékony oltas all
rendelkezésre ellene, a WHO becslése szerint vilagszerte 2 milliard ember fert6z6dott meg a
virussal, és mindegy 400 milli6 ma is kronikusan hordozza. A hepatitis C virus (HCV) a
fertdzottek 70-85%-aban perzisztenciat alakit ki. A Fold lakossaganak koriilbelil 3%-a
hordozza ezt a virust, és a fertdzottek szama az utobbi 10 évben vildgszerte novekedében van.
A vilagon eléfordulod hepatocellularis carcinomas (HCC) esetek 80 szazalékaért kronikus
hepatitis B vagy C virusfertézés felelds. Ez a negyedik leggyakoribb daganatos betegség a

vilagon, prognodzisa rendkiviil rossz, és incidencidja évrdl évre no.

2.1.1. A hepatitis B virus

A hepatitis B virus felfedezésének torténete a 1965-re nyulik vissza, amikor Blumberg és
munkatarsai elszor leirtak a virus felszini antigénjét, amelyet eleinte Ausztralia antigénnek
neveztek. Olyan betegek vérében talaltak, akik szérum hepatitisben betegedtek meg; igy
nevezték akkoriban a hosszi lappangasi id6vel jar6 majgyulladast. A virusrészecskéket
elektronmikroszkdpban 1970-ben Dane figyelte meg eldszor. A hepatitis B virust jelenleg a
Hepadnaviridae csalad Ortohepadnavirus nemzetségébe soroljak tobb emldsallat rokon
virusaval egyiitt. Az Avihepadnavirus nemzetségbe madarakat fertéz6 hepatitis B virusok

tartoznak.

2.1.1.1. A HBYV felépitése és fehérjéi

A fert6zott szovet elektronmikroszkopos képén haromféle virusrészecske figyelheté meg.
Kettd koziiliik csak a HBV felszini antigénjébdl (HBV surface antigén - HBsAg) és gazdasejt
eredetli lipidekbdl all, nem tartalmaz viralis genomot, igy nem fert6z6képes. Az egyik
részecske 18-22 nm atmérdji és gombszerl, a masik valtozd hosszisagu, filamentozus,

szélessége 22 nm korili. A harmadik valtozat az ugynevezett Dane-partikulum, a



fertézoképes komplett virion, ami szintén goémbszeri, de atméréje 42 nm. A komplett
virionok lipid burokkal rendelkeznek (1. abra).

1. abra. A HBs antigén megjelenési formai elektronmikroszkoppal. (Foté: Linda M. Stannard)

A kapszidban talalhato a virus genomjaban kodolt polimeraz, valamint a virus genomja,
ami cirkularis, részlegesen kettds szalu DNS, hossza koriilbeliil 3,2 kilobazis (2. abra). A
polimeraz a negativ szal 5’ végéhez kapcsolodik kovalens kotéssel. A genom négy atfedd
nyitott leolvasasi keretet (open reading frame — ORF) tartalmaz: az S a felszini antigéneket, a

C a kapszidproteint, a P a polimerazt, az X az X proteint kodolja.

2. dbra. A hepatitis B virus genomszerkezete.

Forras: Wikipedia (http://en.wikipedia.org/wiki/Hepatitis_B)




Az S leolvasasi keret szerkezetileg és funkcionalisan pre-S1, pre-S2 és S régiora oszthato.
Ezekrol eltérd transzlacid iniciacids helyektdl indulva (de azonos keretben) keletkezik a
felszini antigén harom eltéré hosszisagii valtozata: a 39 kD-os ,large” (L), 31 kD-os
,,middle” (M), valamint egy 24 kD-os ,,small” (S) protein. Ezek a majsejtek citoplazmajaban
nagy feleslegben termelddnek, és a beteg vérébe és szamos testvaladékaba is belekeriilnek.

A C ORF precore és core szakaszokra oszthato, rola szintén kétféle fehérje késziilhet. A
core protein esetében az atiras a core régiotol, a hepatitis B e (,,early”) antigénnél (HBeAg)
viszont a precore régiotol indul. A precore régioé egy szignal peptidet kodol, ami a terméket az
endoplazmatikus retikulumba iranyitja. Itt a HBeAg végleges mérete poszttranszlacios
hasitasok utan alakul ki, végiil a sejt a terméket szekretalja. A HBeAg pontos funkcidja nem
ismert, de mivel tolerogén hatast, a perzisztencia kialakitasaban lehet szerepe.

A P ORF-r8l ir6do polimeraz egy koriilbelill 800 aminosavbol allo fehérje, amely 3
doménbdl épiil fel. A terminalis domén az enkapszidacioban és a negativ szal szintézisének
elinditaséban jatszik szerepet. A reverz transzkriptaz domén az 0ij genomok szintézisét végzi.
A harmadik domén ribonukledz H aktivitassal rendelkezik, lebontja a pregenomi RNS-t és
elésegiti a replikaciot.

Az X ORF-en kodolt fehérje (HbxAg) 16,5 kD-os multifunkcios protein. Részt vesz
jelatvitelben, a DNS javitasban, fehérjebonté folyamatokat gatol, de transzkripcios
aktivatorként is mikodik. Feltételezik, hogy szerepet jatszik a HBV altal kivaltott

karcinogenezisben [Seeger és mtsai, 2007].

2.1.1.2. Replikacio

A hepadnavirusok jellemzdje, hogy bar genomjuk kétszalt DNS, replikaciojuk soran
RNS intermedier keletkezik.

A HBYV célsejtjei a hepatocytak, amelyekhez a virus felszini antigénjének pre-S doménjén
keresztiil kapcsolodik. A folyamatban részt vevé receptorokat és a kapszid kiszabadulasanak
folyamatat még nem ismerjiikk. A virionokban talalhato részlegesen kétszali genomok (RC-
DNA - relaxed circular DNA) negativ széla komplett, a pozitiv szal valtozo hosszusagu lehet.
Az RC-DNS a sejtmagban kiegésziil plazmidokhoz hasonld kovalensen zart DNS-sé
(cccDNA — covalently closed circular DNA), amihez a virus foleg a sejt enzimkészletét
hasznalja. Egy intracellularis amplifikacios folyamat kovetkeztében egy majsejt akar 50 kopia
cccDNS-t is tartalmazhat. A tobb kopia és a stabil, hosszu felezési idejii forma teszi lehetove,

hogy a genom ne vesszen el a sejtosztodas soran, és hozzajarul a virus hosszl



perzisztalasahoz. A cccDNS-rél a sejt RNS polimeraz 11 enzimje RNS masolatokat (pgRNA -
pregenomic RNA, pregenomi RNS) készit. Emellett keletkeznek révidebb, un. precore RNS-
ek is. Az érett pgRNS 5’ végén cap talalhato, 3° vége poliadenilalt, igy egyrészt mRNS-ként
miikodik, masrészt a viralis polimerazzal egyiitt az Ujonnan keletkezett kapszidokba
csomagolodik. Az enzim az intakt kapszid sziik terén beliil késziti el a RC-DNS genomot.
El6szor a negativ szalat hozza létre, amelynek elsé nukleotidja kovalensen kapcsolodik az
enzimhez. Az RC-DNS ezutan keletkezé pozitiv szalanak 5° vége valdjaban egy RNS
oligonukleotid, ami a pgRNS-b6l marad hatra, és eredetileg a pozitiv DNS-szal szintézis¢hez
szolgalt primerként. A reverz transzkripcié6 még azel6tt lezarul, hogy a virion elhagyna a
sejtet. A pozitiv DNS-szal valtozo hosszasagat az okozza, hogy az egyes kapszidokba eltérd
mennyiségli ANTP keriil. A kapszidok az endoplazmatikus retikulumon at bimbozassal kapjak
meg a lipidburkot, ami ekkor mar tartalmazza a haromféle (S, M, L) felszini antigént. A
komplett virionok végiil szekrécio ttjan hagyjak el a majsejtet [Seeger és mtsai, 2007, Beck &

Nassal, 2007].

2.1.1.3. Terjedés és megelézés

A hepatitis B virus vérrel, vérkészitményekkel, valamint nemi Uton terjed. A vérben és a
kiilonbo6z6 testvaladékokban is nagyon nagy mennyiségben jelen lehet. A virus igen ellenalld
ho-, és fertdtlenitd kezelésekkel szemben, szobahOmérsékleten beszaradva 1 hétig is
fert6zoképes marad [Bond és mtsai, 1981]. A donorok sziirésének bevezetése Ota a vérrel
torténd atvitel nagyon ritka, a fO rizikocsoportot ma az intravénas droghasznalok, az
egészségligyi dolgozok, és a kronikus dializaltak, valamint HBV hordozd személyek
partnerei, illetve csaladtagjaik jelentik, veszélyeztetettek tovabba a HBV hordozd anyak
ujszilottjei.

A hepatitis B virus ellen rendkiviil biztonsagos és hatékony vakcina all rendelkezésre,
amely rekombinans uton eldallitott HBsAg-t tartalmaz. Az aktiv vakcinacion kiviil passziv
immunizalasra is van lehet6ség hiperimmun gamma-globulinnal. A rekombinans HBV
vakcinakkal torténd oltas szamos orszagban, igy 1998 6ta Magyarorszagon is része a kotelezd
gyermekkori véddoltasi sémanak. Serdiiloknek, altalaban 7. osztalyos korban adjak a nemi
uton torténd fert6z6dés kivédésére. Egészségiigyi dolgozok, rendoérdk, tiizoltok szamara is
ajanlott, sok munkahelyen kotelez az oltas. HBsAg hordozo anydk ujsziiléttjeit a sziiletés

utan 12 o6ran beliil aktivan és passzivan is immunizaljak.



2.1.1.4. Epidemiologia

A hepatitis B virust vilagon becslések szerint koriilbeliil 400 millio ember hordozza.
Evente félmillioan halnak meg kronikus hepatitis B fertézés okozta majzsugorban (cirrhosis)
és majrakban (hepatocellularis carcinoma, HCC), tovabbi 40 ezren pedig akut HBV fert6zés
kovetkeztében [Belongia és mtsai, 2009]. A virushordozok gyakorisaga teriiletenként eltérd
(3. dbra). Hepatitis B virus hordozas szempontjabél endémias Délkelet-Azsia és a csendes-
6ceani teriiletek (kivéve Japan, Ausztralia és Uj-Zéland), valamint Afrika Szaharatol délre esd
része. Ezeken a teriileteken a lakossag 8-20%-a fertdzott kronikusan a virussal. Endémidsnak
szamitanak tovabba egyes k6zép-azsiai allamok, valamint a Kézel-Kelet, és Kelet-Europa
egyes részei. Itt a virust hordozok aranya 2-8% [WHO, 2008]. Magyarorszagon a HBV

hordozok prevalencidja alacsony, 0,5% alatt van [Rantala és mtsai, 2008].

= Magas
[ Kozepes
O Alacsony

3. dbra. A kronikus HBV hordozas foldrajzi eloszlasa (CDC, 2011)

A teljes genomszekvencia minimum 8%-os, vagy a feliileti fehérjét kodold régio
minimum 4%-os eltérése alapjan 9 HBV genotipust irtak le (jelolésiik: A—I), amelyeken beliil
eddig mar tobb mint 20 szubgenotipust kiilonitettek el [Okamoto és mtsai, 1988, Norder és
mtsai, 1994]. A genotipusok jellegzetes foldrajzi eloszlast mutatnak. Az A genotipus
vilagszerte eléfordul, de Eszak-, és Kozép-Europaban, Eszak-Amerikaban és Afrikanak a
Szaharatol délre esd teriiletein a leggyakoribb. A B és C genotipusok a Tavol-Keleten

elterjedtek. A D szintén a vilag szamos tajan eléfordul, de elsdsorban a Mediterran régioban,
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Eszak-Afrikéban, és a Kozel-Keleten. Az E tipus Nyugat-, és Dél-Afrikaban jellemzé. Az F és
H genotipusok f6leg Dél-, és K6zép-Amerikaban mutathatok ki. A ritka G genotipust eddig az
Egyesiilt Allamokban és Franciaorszagban taléltak meg, az I genotipust pedig 2007-ben irtak
le Laoszban [Jutavijittum és mtsai., 2007]. Magyarorszagon elsésorban az ,,A” és ,.D”
genotipusok fordulnak elé [Szomor és mtsai, 2007]. A genotipusok klinikai szempontbdl is

jelentdséggel birnak, mivel az altaluk okozott megbetegedések lefolyasa eltérd lehet.

2.1.1.5. A betegség lefolyasa

A HBV nem citopatogén, a maj karosodasat a specifikus citotoxikus T-sejtek okozzak,
amelyek elpusztitjak a fert6zott majsejteket.

Feln6ttekben a hepatitis B virus 90-95%-ban tranziens fert6zést okoz, mig a perinatalisan
fert6z6dottek 90%-a kronikus virushordozova valik. A tranziens fert6zés lefolyasa 1-6 honap.
A 30-140 napos inkubacios id6 alatt jelentds virusreplikacié zajlik, amely soran akdr a maj
teljes hepatocyta populacioja megferté6zddhet. A kialakulé immunvalasz azonban a vérbdl és a
majbol is képes elimindlni a virust néhany hét alatt. A fertézés tobbnyire tiinetmentesen zajlik.
A tobbi esetben a betegség tobbnyire gyengeséggel, hanyingerrel, lazzal ¢s iziileti
fajdalmakkal jar, de kialakulhat sargasag (icterus), és ritkan akut majelégtelenség. Az
icterusos betegek 1%-anal fulminans hepatitisz alakulhat ki, ami rendkiviil gyors lefolyasa és
gyakran halalos kimenetelii. A tranziens fertézés soran a gyogyulas felé mutatd kedvezd
esemény a HBeAg eltiinése, ¢és anti-HBe ellenanyagok megjelenése a vérben. Ezzel
egyiddben a virus DNS mennyisége leesik a szérumban, vagy teljesen el is tiinhet, a vér alanin
aminotranszferaz (ALT) szintje normalizalodik, a majban zajlo gyulladasos folyamatok
enyhiilnek. Ezt kovetheti a HBsAg/anti-HBs szerokonverzid, ami a teljes gyogyulas jele. A
felszini antigén elleni neutralizal6 ellenanyagok élethosszig tartd immunitast biztositanak a
virussal szemben.

A kronikus hepatitis B fertdzés akkor all fenn, ha a vérb6l 6 honapon tal is kimutathat a
HBsAg. A HBV fertézés akkor valik kronikussa, ha a kialakulo immunvalasz gyenge, ezért
féleg az 1 éves kor alatt megfert6zodott gyermekek vélnak virushordozova. A felnéttek 5-
10%-aban szintén kronikussa valhat a fertdzés, ezeknek a betegeknek a 10-25%-a
hepatocellularis carcinoméban vagy cirrhosisban hal meg. A koran fert6z6dédétt HBV
hordozékban a legmagasabb a virustiter (10°-10'%ml), és a leggyengébb a virus elleni
immunvalasz. Immunrendszeriik toleranciat mutat a virussal szemben, igy az immunvalasz
okozta majbetegség benniik a legkevésbé aktiv, viszont az interferonnal végzett antiviralis

sikeres kezelés esélyei is rosszabbak. Evtizedek alatt ebben a betegesoportban is kialakulhat
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hepatocelluléris carcinoma. Amennyiben a virustiter alacsony, a betegség altalaban kevés
tiinettel jar, kozben azonban a maj folyamatosan karosodik. A kézepesen magas (10’-10° /ml)
titerli betegek korében a legstlyosabb a megbetegedés lefolyasa. A HBeAg/anti-HBe
szerokonverzio kronikus fertézés esetén is megtorténhet, és javitja a prognozist. A HBeAg
eltinése a vérbél azonban az antigén termelésére képtelen mutans virus megjelenését is
jelezheti. A HBsAg is eltiinhet a kronikus hordozo vérébél, de ilyen esetben a viralis DNS

tovabbra is kimutathaté lehet, ugyanis a cccDNS képes integralddni a majsejtek genomjaba.

2.1.1.6. A HBV ellen kialakulo immunvalasz

A hepatitis B virussal tortént fert6zés utan néhany hétig a virus kopiaszama alacsony,
majd exponencilisan nd: akar 10'%ml is lehet, és szinte minden egyes méjsejt fertdzotté
valhat [Ciupe és mtsai, 2007]. Régota ismert, hogy a virus elimindcidjahoz erds és tartds
adaptiv immunvalasz sziikséges, a természetes immunitds szerepe azonban még kérdéses.
Ujabban azt feltételezik, hogy a természetes immunrendszer elemei is képesek érzékelni a
virus jelenlétét, és hozzajarulni a késobbi adaptiv immunvalasz kialakitdsdhoz. A kezdeti
nagymeértekll virusreplikacio feltételezhetden a nagyszamu aktivalt NK és NK-T sejt, illetve
az altaluk termelt INF-y hatasara jelent6sen csokken, a HBV specifikus CD8+ T-sejtek pedig
csak néhany héttel késébb jelennek meg [Bertoletti és mtsai, 2006, Durantel és mtsai, 2009,
Webster €s mtsai, 2004). A virus teljes eliminaciojahoz mind a citotoxikus, mind a humoralis
immunvalaszra sziikség van. Spontan gyogyulo fertézések esetén erds, multispecifikus Thl és
CD8+ T-sejt valaszt figyeltek meg, amely soran a CD8+ T-sejtek egyrészt citolitikus
mechanizmusokkal elpusztitjdk a fertézott majsejteket, masrészt citokinek termelésével
gatoljak a virus replikaciojat. Kronikussa valo fertézés soran ez a reakcid gyenge, vagy ki sem
mutathatd. Szintén Osszefiigg a gydgyulassal a virus burokfehérjéi ellen nagy mennyiségben
termel6do neutralizalo ellenanyag.

A HBV-vel csecsemdkorban fertézodottek nagy része és a felnéttek koriilbeliil 5%-a is
kronikus  hordozova valik, ami részben a virus kiilonbozé fehérjéi altal kivaltott
immunmodulaciés hatasok kovetkezménye. HBV genomot tartalmazé transzgenikus
egerekben kimutattak, hogy a HBeAg, a HBsAg, illetve a tisztitott virionok is képesek gatolni
az intracelluldris antiviralis folyamatokat azaltal, hogy csokkentik a Toll-like receptor (TLR)
3 és 4 termelddését majsejtekben [Wu €s mtsai, 2009]. Kronikus virushordozokban mas TLR-
ok expresszidja is alacsonyabb szintet mutat, ami csokkent interferon-o. termelést okoz
példaul plazmacitoid dendritikus sejtekben [Liu és mtsai, 2008, Woltman és mtsai, 2011]. A
HBV-vel fertézott sejtek nagy feleslegben termelnek HBeAg-t és HBsAg-t. A nagy
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mennyiségli antigén folyamatos jelenléte gatolja a citotoxikus immunvalaszt, ahogy ezt mas
virusok esetén is megfigyelték mar [Wherry és mtsai, 2003]. A HBeAg jelentésen hozzajarul
a kronikus hordozas kialakitasahoz és fenntartdsahoz azaltal is, hogy hatasara csokken a

HBV-specifikus B-sejtek szama [Barnaba és mtsai, 1990].

2.1.1.7. Mutans HBV valtozatok

A hepatitis B virus replikacioja soran koztes termékként pregenomi RNS keletkezik. A
genom ebbdl egy reverz transzkripcios 1épés soran jon létre, amely miatt a virus mutacids
ratagja mas DNS virusokénal jelentGsen magasabb. A virust éré evolucios nyomas hatasara
(vakcina, antiviralis kezelés, a gazda immunvalasza) szamos virusvarians jott létre és terjedt
el. Ezek olyan mutaciokat hordoznak, amelyek a virus antigénszerkezetét, vagy egyes viralis
fehérjék miikodését modositjak, és ezaltal biztositjak a virus talélését. Az egy adott pontban
tortént baziscsere a leolvasasi keretek atfedése miatt tobb fehérje aminosavsorrendjét is
¢érintheti.

Precore/core promoter mutdnsok: a precore mutansok a HBeAg/anti-HBe szerokonverzio

soran jonnek létre. Egy baziscsere hatasara egy stop kodon keletkezik a precore régidoban, ami
miatt a HBeAg termelédése megsziinik. A core promoterben torténd aminosavceserék csokkent
HBeAg termelést okoznak, mikdzben a replikacio €s a patogenitas fokozodik [Kao, 2007].

Polimerdz variansok: a HBV fert6zés esetén alkalmazott nukleotid, illetve nukleozid
analogok gatoljak a replikaciot a késziild6 DNS-lanc terminacioja, vagy az enzim gatlasa altal.
A hosszan tart6 terapia soran kiilonféle rezisztens variansok megjelenését figyelték meg. Egy
mutans tobb szerre is rezisztens lehet (keresztrezisztencia).

Pre-S/S gén mutansok: az S antigén 124. és 147. aminosav pozicidja kozotti szakaszt ,,a”
determinansnak nevezik. Ez a régid a neutralizalo ellenanyagok kotddési helye, igy
megvaltozasa a preventiv vakcinacié hatékonysaganak csokkenését okozza. A megvaltozott
fehérje kimutatasara nem mindegyik szerologiai teszt alkalmas, igy ezek alnegativ eredményt
adhatnak [Carman, 1997]. Megvaltozott felszini antigént hordozo, un. ,,vakcinaszékevény”
(vaccine-escape) virusok megjelenésére a tomeges immunizacio megkezdését kovetd 1-2
¢évtizedben szamitani lehet.

X gén mutansok: a HBx génrdl atirddo, 154 aminosav hossza fehérje esetében aminosav
szubsztituciokat és inzerciot is leirtak mar, ¢és ezeket hepatocellularis carcinoma

kialakulasaval hoztak sszefiiggésbe [Choi és mtsai, 2009].
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2.1.1.8. Terapia

Hepatitis B virus elleni terapia elsédleges célja a virus kopiaszamanak jelentds
csokkentése, ami nagymértékben csokkenti a majbetegség progresszidjanak kockazatat, és a
gyogyszerrezisztencia kialakulasanak veszélyét. Ez idovel HBeAg/anti-HBe szero-
konverziohoz, majd ritkibban HBsAg/anti-HBs szerokonverzidhoz is vezethet [Tillmann,
2007].

A HBYV fert6zés kezelésére legtobb esetben pegildlt interferont (IFN) hasznilnak, de
tobbféle nukleozid, illetve nukleotid analég (NA) gyogyszer is rendelkezésre all. Annak
eldontéséhez, hogy melyik modszer alkalmazasa indokolt, a HBV fertézést jellemzd
szerologiai markerek (HBsAg, anti-HBc antitest, és a HBeAg vagy az anti-HBe antitest)
mellett tobbek kozott a virus kopiaszamat, az esetleges hepatitis D virus koinfekciot, a paciens
korat, mas betegségeit, és a maj allapotat is figyelembe kell venni. Az interferon terapia
hossza altalaban 1 év, amely alatt a 12. és a 24. hét végén meghatarozzak a virus kopiaszamat.
Amennyiben a virusszam nem csokken legalabb egy nagysagrenddel a terapia el6tt mért
kiindulasi értékhez képest, vagy a kezdeti csokkenés utan jbol megemelkedik, a terapia
sikertelen, é¢s a NA-k valamelyikével folytatjak a kezelést. Jelenleg Magyarorszagon négyféle
NA engedélyezett a HBV fertdzés kezelésére. Ezek akar a beteg élete végéig adhatok
onmagukban, vagy kombinacioban. A lamivudinnal vagy az adefovir dipivoxillal végzett
hossza tavi kezelés soran gyakran figyelték meg gyogyszerrezisztens virusmutansok
kialakulasat. Ilyenkor az addig alacsony virusszam hirtelen megemelkedik, és gyogyszervaltas
sziikséges. Az entecavir és a tenofovir esetében a rezisztencia megjelenése ritka, ezért
hatékonyabbnak tartjak Oket. fgy az eurépai szakmai protokoll ezeket ajanlja elsSként

valasztand6 szernek [OEP, 2010].

2.1.2. A hepatitis C virus

A hepatitis C virust 1989-ben azonositottak, mint az addig nonA-nonB hepatitisként
ismert megbetegedések f6 okozojat. A Flaviviridae viruscsalad Hepacivirus nemzetségébe

soroljak.

2.1.2.1. A HCV felépitése és fehérjéi
A hepatitis C virus virionjai gombszertiek, atmérdjik 55-65 nm. A nukleokapszid koriil
gazdasejt eredetli lipidmembran talalhatd, amelybe beleépiilnek a virus genomja altal kodolt

glikoproteinek.
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A HCV genomja egyszalu, pozitiv iranyultsagu RNS, hossza kériilbeliil 9,6 kilobazis (4.
abra). Jelenleg 6 genotipusat €s szamos szubtipusat kiilonitik el. A genotipusok nukleotid
szinten 30-35%-ban térnek el egymastol, a szubtipusok kozotti kiilonbség 20-25%. A genom
két végén nem transzlalodo régiok (UTR — untranslated region) talalhatok, kozottik pedig egy
hossza leolvasasi keret. Az 5° UTR nukleotidsorrendje erésen konzervalt, jellegzetes
masodlagos szerkezetli doménjei belsé riboszomakéotéhelyet alkotnak. A 3’ UTR szintén
konzervativ szekvenciakat tartalmaz, amelyeknek mind a transzlacioban, mind pedig a
replikacioban szerepet jatszanak. A leolvasasi keret koriilbeliil 3000 aminosav hosszisagl
polipeptidet kodol, amelybdl cellularis és viralis enzimek ko-, és poszttranszlacios

hasitasokkal hozzak létre a kiilonb6z6, mitkod6képes termékeket.

ﬂ|-::|£1||az}'r|maz| N3 ]-m]sl sA 58 iﬂTR
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4. abra. A hepatitis C virus genomszerkezete.

Forras: http://www.microbiologybytes.com

A leolvasasi keret 5” végén a strukturalis fehérjéket kodolo szakaszok talalhatok. Az 5°
UTR-hez legkdzelebb a core (C) helyezkedik el. A core protein egy RNS-koté fehérje, amely
a kapszidot ¢épiti fel. A core hidrofil N-terminalis doménje (D1) az RNS-k&tésben, illetve a
fehérje oligomerizacidjaban vesz részt, mig a hidrofob C-terminalisa (D2) segitségével
lipidcseppek felszinéhez kotodik. Ez a kapcsolat fontos lehet a virus replikacidja és a virionok
Osszeépiilése soran is. Jelentdsen gatolja a humoralis immunitas hatékonysagat azaltal, hogy a
keringésben a virus sejtmembranokhoz kotédve talalhato. A core-tol 3’ iranyban az E1 és E2
régio talalhato. Ez utobbi a virus burkaba beépiild, rendkiviil valtozékony glikoproteineket
kodolja. Az E2 glikoproteinben tobb hipervariabilis régiot (hypervariable region — HVR)
azonositottak. A 27 aminosav hosszit HVR1 egy ektodomén része, amelyre erds
immunszelekcid hat, ez okozza rendkiviili valtozékonysagat. Az E2 régiotél downstream
talalhatd szakaszrol irodik at a kisméretii, hidroféb p7 membranprotein, amely ioncsatornak
kialakitasaban jatszik szerepet.

A leolvasasi keret tovabbi részén a nem-strukturalis fehérjéket kodolo régiokat talaljuk.
Ezek koziil az NS2 egy cisztein proteaz (vagy autoproteaz), amely a poliproteint az NS2 és az
NS3 hataran hasitja el. Az NS3 N-terminalisa szerin protedz, C-terminalisa RNS helikaz
aktivitast mutat. Az NS4A az NS3 szerin proteaz kofaktora. Az NS4B valdsziniileg a HCV

replikacios komplex tamasztékaul szolgalo membranhalozat kialakitasaban jatszik szerepet.
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Az NS5A a replikacio soran az RNS megkotésére szolgal, és lehetséges, hogy ez a fehérje
felelds a virusok egy részében az interferon-rezisztenciaért is. Az NS5B régi6 a virus RNS-
fliged RNS-polimerazat kodolja. Az enzim a genomi RNS szalrél komplementer szalakat,
majd azokrol Gjabb pozitiv polaritasi masolatokat készit hibajavité mechanizmus nélkiil. A
core régiorol egy frameshift kovetkeztében egy masik, koériilbeliil 160 aminosav hosszl
protein is keletkezhet (ARFP - alternative reading frame protein), amelynek funkcidja ma még

nem ismert [Dubuisson, 2007].

2.1.2.2. Replikacio

A HCV a vérben szabadon, LDL-hez (low density lipoprotein), VLDL-hez (very low
density lipoprotein), vagy immunglobulinokhoz kotve kering. Célsejtjei elsGsorban a
hepatocitak, de megfertézhet limfocitdkat, makrofagokat, dendritikus sejteket és néhany mas
sejttipust is. Tobb receptora ismert: tobbek kozott a glilkozaminoglikdnok, az LDL-receptor, a
CDS8]1 (tetraspanin), a scavenger receptor B1 (SR-B1), a claudin-1, az occludin (tight junction
komponensek) valamint a DC-SIGN ¢és az L-SIGN nevi lektinek is. A virusrészecskék
clathrin-medialt endocitozissal jutnak be a célsejtbe. Az endoszomaban a pH lecsokken,
aminek kovetkeztében az endoszoma membranja fuzional a virus lipidburkaval, és a kapszid a

citoplazmaba kertil (5. ébra).

Endoplazmatikus
retikulum i
(+)RNA *
L, WO

5. abra. A hepatitis C virus életciklusa. Lépései: a) A virus kapcsolddasa a célsejthez és a bejutas a sejtbe. b)

3’ Membran-
halézat

Bejutas a citoplazmaba ¢és a dekapszidacio. ¢) IRES-medialt transzlacio és a poliprotein processzalasa. d) RNS

replikécio. e) Virionok dsszeallitasa. f) Virionok érése és kijutasa a sejtbdl [Moradpour és mtsai, 2007].
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A dekapszidacié mechanizmusa nem ismert. A transzlacié belsdé riboszoma-kotohely
(IRES) segitségével torténik. A képz6dd poliproteinbdl a szerkezeti fehérjéket a sejt az
endoplazmatikus retikulum szignal peptidaza és a szignalpeptid peptidaz szabaditja fel, a nem
szerkezeti fehérjéket pedig az NS2 és NS3-NS4A peptidazok. A HCV replikacidja egy
membrankdtott replikacios komplexben (,,membranous web”) zajlik, amit viralis fehérjék, a
replikalodd RNS és modosult, gazdasejt eredetli membranok alkotnak. Hasonld szerkezet
kialakulasat figyelték meg mas, pozitiv szala RNS genommal rendelkez6 virusok esetében is.
A szivacsszerli membranhalézat feltehet6en fizikai tamasztékként szolgal, kompartmentalizal,
valamint megkoti a replikacioban résztvevé komponenseket, és helyileg megnoveli
koncentraciojukat. Ezen kiviil védi a viralis RNS-t és a kétszalu replikacios intermediert a
gazdasejt védelmi mechanizmusaitol és az RNS interferenciatol.

A virus életciklusanak késoi 1épései kevéssé ismertek. A kész virionok a membranjukat az
endoplazmatikus retikulum lumenébe torténé bimbozassal kapjak meg, majd a sejtbol

szekrécid tjan tavoznak [Moradpour és mtsai, 2007].

2.1.2.3. Terjedés és megelézés

A tobbi Flaviviridae csaladba tartozoé virustdl eltéréen a HCV rezervoarja az ember, nincs
bizonyiték vektor-kozvetitette atvitelre. A hepatitis C virus alapvetden vérrel, ¢és
vérkészitményekkel terjed (vératomlesztés, szervatiiltetés, intravénas kabitoszerhasznalat,
invaziv orvosi beavatkozasok stb.). Kis mennyiségben kimutathato a virus a fert6zott emberek
nyalaban, spermajaban, vizeletében, ¢és izzadtsagaban is. El6fordul szexualis transzmisszio, de
ritkabban, mint a HBV vagy a HIV esetében. Monogam heteroszexualis parkapcsolat esetén
ritka a virusatvitel, és ezen esetek egy része is inkabb k6zos borotva vagy fogkefe-hasznalatra
vezethetd vissza. A promiszkuitas és a homoszexualitas szintén kockazati tényezok. Vertikalis
terjedést (anyarol a magzatra), valamint nem megfeleld sterilitast eszkozokkel végzett
testékszer-beiiltetéssel (piercinggel) és tetovalassal tortént virusatvitelt is leirtak mar. Az
esetek egy részében a fertdzés forrasa nem azonosithatod [Shepard és mtsai, 2005, Maheshwari
¢és mtsai, 2008, Henderson, 2003].

A virus valtozékonysdga miatt még nem sikeriilt aktiv védettséget el6idézd vakcinat
gyartani. Tovabbi probléma, hogy az alkalmazott peptidalapu, rekombinans glikoproteint
tartalmazo, ill. plazmid-DNS-re alapuld vakcindk immunogenitasa gyenge. Passziv oltdanyag
szintén nem létezik, a humoralis immunitas dnmagaban egyébként sem véd meg a hepatitis C

virusfert6zés ellen. A virus terjedésének megelozése elsésorban tehat a véradok sziirésével, a
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levett vérek inaktivalasaval, valamint az egészségiigyi intézményekben a higiénés

rendszabalyok betartasaval lehetséges.

2.1.2.4. Epidemiologia

Jelenleg a vilagon legalabb 170 millié kronikus virushordozé él, és évente 3-4 millié 0j
fertézés torténik. A HCV hordozas gyakorisaga és a hordozok koreloszlasa foldrajzi
eltéréseket mutat (6. abra). Az Egyesiilt Allamokban, Ausztraliaban, Dél-Eurépaban és
Japanban a HCV fert6zés prevalenciaja hasonlo (1,0-1,9%), a koreloszlas azonban eltér. Az
USA-ban és Ausztralidban a 30-50 éves korosztalyban a legmagasabb a hordozok aranya
(akar 4,3% is lehet), és az adatok arra utalnak, hogy a fertdzések tobbsége fiatal felndttkorban
tortént. Ugyanez mondhato el Nyugat-, és Eszak-Eur6pardl is, ahol azonban a prevalencia
alacsonyabb: 0,1-1,2%. Ezzel szemben D¢l-Eurdpaban, Japanban ¢és Kinaban a fertdzottek
tobbsége 50 évesnél iddsebb. A vildgon a legmagasabb prevalencia értéket Egyiptomban
mértek (23,7% szeroprevalencia), ahol a HCV hordozok gyakorisaga a korral fokozatosan nd,

de a prevalencia minden korosztalyban magas [Armstrong és mtsai, 2006, Alter, 2007].

W raovon magas

|

B Kezepes
Alacsony

2 q

6. abra. A kronikus hepatitis C virus hordozas foldrajzi eloszlasa
Forras: WHO Guide: Hepatitis C, 2002
(http://www.who.int/csr/disease/hepatitis/whocdscsrlyo2003/en/)

J Mincs adat

A HCV 6 genotipusa és szubtipusai jellegzetes foldrajzi eloszlast mutanak. A
leggyakoribb az 1b szubtipus, amely az egész vilagon eléfordul. Az la féleg Eszak-
Europaban és az USA-ban gyakori. A 2-es genotipus a Mediterran térségben és a Tavol-

Keleten jellemz6é. A 3-as elsésorban Indonézidban, illetve intravénas kabitoszerélvezokbol
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mutathatd ki, f6leg Eurépaban. A 4-es genotipus a Kozel-Keleten, az 5-0s Dél-Afrikaban, a 6-
os pedig Hong Kongban, Vietnamban és Ausztralidban elterjedt [Simmonds és mtsai, 2005].

A fejlett vilagban a HCV epidemiologiaja az elmult 15-20 évben jelentdsen megvaltozott. A
donorok sziirésének bevezetése Ota a vérrel, vérkészitményekkel, valamint szervatiiltetés
soran torténd virusatvitelek szama drasztikusan lecsokkent, igy ma a legtobb uj HCV fertdzés
intravénas droghasznalat kovetkezménye. Adatok szerint az 01j kabitoszerhasznalok 50-90%-a
fert6zodik meg 5 éven beliil, és sok orszagban a tlicsereprogramok sem tudtak javitani ezen.
A HCV terjedése az intravénas droghasznalok korében hatassal van a hordozok
koreloszlasara, mivel egyre tobb kozottik a fiatal. Ekozben a genotipusok elterjedése is
modosul, ahogy az intravénas droghasznalattal 6sszefiiggd genotipusok (1a, 3, 4) fokozatosan
felvaltjak az adott régioban korabban jellemzbéeket. Bar egyre szigorubba valnak az
egészségligyi ellatasban a higiénés rendszabalyok, még mindig veszélyeztetettnek szamitanak
az egészségligyi dolgozok ¢és az olyan kronikus betegek, akik sok invaziv beavatkozason
esnek at. A korhazi eredetti fertézések tobbnyire éppen a rendszabalyok be nem tartasa miatt,
pl. a kesztylihasznalat és csere hianyossagai, Ujrahasznalt tii/fecskendd és kontaminalodott
szerek, feliiletek, késziilékek miatt kovetkeznek be. Szdmos orszagban egyre nagyobb
problémat jelent az endémias teriiletekrdl érkezé bevandorlok, akik sokszor ritka

genotipusokat, szubtipusokat hurcolnak be magukkal [Esteban ¢s mtsai, 2008].

2.1.2.5. A betegség lefolydsa

Az akut hepatitis C fertézés az esetek koriilbelil 90%-aban tlinetmentesen zajlik.
Amennyiben jelentkeznek tiinetek, azok leggyakrabban a kovetkezok lehetnek:
faradékonysag, izomfajdalom, hdemelkedés, jobb bordaiv alatti fajdalom, hanyinger és
hanyas. Tovabbi jellegzetes tiinetek a sargasag, a széklet vilagos és a vizelet sotét szine. A
tiinetek a fert6zés utan 2-12 héttel alakulnak ki, és hetekig is tarthatnak. A maj karosodasat
jelzi, ha a vér ALT szintje megemelkedik. A HCV fertozottek 70-85%-a kronikus
virushordozdva valik, amit a 6 honap elteltével is kimutathato virémia jelez. A tinetekkel jard
akut fertézés esetén nagyobb az esély a virus spontan elimindcidjara. A kimenetel feltehet6en
a gazda genetikai hatterétdl, és a kialakulé immunvalasz jellegétdl fiigg. A HCV fulminans
hepatitist csak igen ritkan okoz [Maheshwari és mtsai, 2008].

A hepatitis C virus nem citopatogén, a fertézés soran a maj karosodasahoz a kialakulo
immunfolyamatok vezetnek. Az immunrendszer bizonyos mértékig kontroll alatt tartja a virus
replikaciojat, azonban a maj kronikus gyulladasa, a majsejtek apoptozis és nekrozis altali

folyamatos pusztulasa, valamint az ezt kisérd regeneracio és oxidativ stressz az évek soran
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fibrozishoz, majzsugorhoz, és hepatocellularis carcinomahoz vezethet. A kronikus hordozok
koriilbeliil 20%-aban 20-30 év alatt cirrhosis alakul ki, 1-5%-uk pedig idével majelégtelenség,
vagy majrak kovetkeztében meghal. A HCC szinte minden esetben cirrhosis talajan alakul ki.
HCV nem képes a gazdasejt genomjaba integralodni, tehat elsésorban kdzvetett moédon okoz
daganatot, bar egyes kisérleti eredmények arra mutatnak, hogy a HCV egyes fehérjéi, igy a
core, az NS3 és az NS5A onkogén hatastiak lehetnek [Sakamuro és mtsai, 1995]. A core
tobbek kozott reaktiv oxigéngyokok tultermelését okozza, és ezaltal oxidativ stresszt valt ki.
Ezt a hatast a kronikus gyulladas tovabb fokozza, ami végiil DNS-karosodashoz vezet. Az
oxidativ stressznek a steatosis (zsirmaj) kialakulasaban is jelentds szerepe van, ami a kronikus
HCV fert6zéssel jard igen gyakori korkép. In vitro vizsgalatok azt mutatjak, hogy a HCV core
proteinje a lipid metabolizmusban részt vevd egyes gének expresszidjat fokozza vagy
csokkenti, aminek kovetkeztében a majsejtekben nagy mennyiségben zsircseppek
halmozddnak fel. A jelenség fontos szerepet jatszhat a virus replikaciojaban, mivel a
lipideseppek raktarként szolgalnak a core protein szamara a virusrészecskék Osszeépiilése
soran [Koike K. 2007, Del Campo & Romero-Gomez, 2009].

A virus limfotrép tulajdonsdga miatt a kronikus HCV fert6zés szamos extrahepatikus
korkép megjelenését is okozhatja. A leggyakoribb ezek koziil a kevert cryoglobulinémia
(MC), amelybdl esetenként rosszindulati B-sejtes lymphoma alakulhat ki. Kronikus HCV-
fertdzottekben kialakulhatnak tovabba kiilonb6zé neurologiai elvaltozasok, 2-es tipusu

diabetes mellitus és pajzsmirigy miikodési zavarok is [Zignego és mtsai, 2007].

2.1.2.6. A HCV ellen kialakulo immunvalasz

A hepatitis C virus nagyon sikeres korokozd, még az egészséges immunrendszerii
fertdzottek igen nagy részében is perzisztens fertdzést okoz. Ez részben annak koszonhetd,
hogy rendkiviil valtozékony, részben pedig annak, hogy bar a genomja kicsi és kevés fehérjét
kodol, proteinjei segitségével szamos ponton képes beavatkozni az ellene iranyuld
immunvalaszba.

A HCV fertézés I-es tipusu interferonok termelddését valtja ki, és a virus érzékeny is
rajuk. A replikacio soran keletkezd kétszalt RNS-t felismerik a patogén mintazatfelismerd
receptorok (Toll-like receptor 3, 4, RIG-1), és a jelatvitel eredményeképpen interferon o és
B termelédik. Ezek autokrin és parakrin hatasuak, és kiillonbozo effektor molekulak (példaul
protein kinaz R - PKR) keletkezését valtjak ki. A HCV NS3-NS4A proteaza és core fehérjéje
azonban specifikusan gatolni képes a patogén mintazatfelismerd receptorok (TLR-3, 4, RIG-

1) altal kivaltott jelatviteli folyamatok kiilonbozé 1épéseit, és igy csokkentik az IFN-termelést,
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¢és a keletkezett IFN-ok altal kifejtett antiviralis hatast. Az E2 és az NS5A fehérjék in vitro
gatoljak a PKR miikddését. A HCV E2 glikoproteinje ezen kiviil képes keresztkotni a
természetes Olésejtek felszinén talalhatdé CD81 molekulakat, ezaltal gatolva az NK-sejtek
dendritikus sejteket aktivalo képességét [Tai & Chung, 2009].

A hepatitis C virus elleni ellenanyagok szinte minden immunkompetens fertézott
személyben kialakulnak, de csak késon, altalaban 7-8 héttel (esetenként akar 6 honappal) a
fertézés utan jelennek meg, szerepiik az esetleges gyogyulasban pedig kérdéses, mivel
spontan viruseliminaciot ellenanyagvalasz hianyaban is leirtak mar [Post és mtsai, 2004]. Az
ellenanyagok f6 célpontja az E2 hipervariabilis régidja (HVRI), ahol azonban a
szerokonverzioval egyidében szamos mutacié bekovetkeztét figyelték meg. A HCV mutacios
rataja rendkiviil magas (10~/nukleotid/generécio), és replikacidja igen gyors (10" virion/nap).
Ennek kovetkeztében nagyszamu, kissé eltéré bazissorrendi ,,immunszékevény” varians
alakul ki, amelyek a kronikus hordozokban az ellenanyagok altal kivaltott evolucios nyomas
hatasara folyamatosan valtoznak. A HCV fert6zés kimenetelét a kutatasok szerint leginkabb a
cellularis immunvalasz hatékonysaga befolyasolja. A virus eliminalasdhoz erds, fenntartott,
multispecifikus CD4+ és CD8+ T-sejt valasz sziikséges, €s kiilondsen fontos ennek soran az
IFN-y termelé CD8+ T-sejtek szerepe. Szamos T-sejt epitopot irtak le, tobbségiik a nem-
szerkezeti fehérj¢ken taldlhatd. Ezek a B-sejt epitdpokhoz hasonléoan muticiok altal
megvaltozhatnak, azonban a valtozas korlatozottabb, mivel az itt bekdvetkezé mutaciok
gyakrabban jarnak egyiitt a viralis enzimek mitkodésének sériilésével.

A korabban lezajlott HCV fert6zés utdn megmaradt immunoldégiai memoria még
évtizedekig kimutathato. Egy esetleges ujrafert6zodéssel szemben sajnos nem nyujt védelmet,
a kronikussa valas valoszinliségét azonban jelentdsen csokkenti. A kialakult ellenanyagok
mennyisége id6ével csokken, 10-20 évvel késébb teljesen el is tlinhetnek a szérumbol

[Boonstra és mtsai, 2008, Lemon és mtsai, 2007].

2.1.2.7. Terapia

A legjobb eredmények kronikus C hepatitis kezelésében kombinalt pegilalt interferon o +
ribavirin terapiaval érhetok el, amely a HCV 1-es és 4-es genotipusa esetén koriilbeliil 40-
53%-ban, mas genotipusoknal 80-87%-ban sikeres. Magyarorszagon a kronikus hordozok
tobb mint 90%-a 1-es genotipussal fertézodott. A kezelés a hordozott genotipustdl és a
kiindulasi virusszamtol fiiggéen 16-48 hétig tarthat, de 72 hétre is meghosszabbithatd. A 3. és
6. honap letelte utan végzett kontroll vizsgalatokkal kovetik a virus kopiaszamanak valtozasat,

és a kezelést csak abban az esetben folytatjak, ha a beteg jol reagalt. A terapia igen toxikus,
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szamos mellékhatasat irtak le Ezek kozil leggyakoribb a faradékonysag, fejfajas, izom-, és
iziileti fajdalmak. Esetenként azonban kialakulhatnak olyan sulyos mellékhatasok is, amelyek
miatt a kezelést le kell allitani (pl. sulyos depresszio, kognitiv zavarok, vorosvérsejtszam

csokkenés, szivritmuszavar stb.). A kezelés befejeztével gyakran torténik relapszus.

2.2. Nem klasszikus hepatitis virusok
2.2.1. A hepatitis G virus / GB virus C

2.2.1.1. A hepatitis G virus/GB virus C felfedezése és rendszertana

A GBV-C — genomstrukturaja alapjan — a Flaviviridae csalad tagja, am az ide tartozo
harom nemzetség (Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus) egyikébe sem soroljak be.

A virust egymastol fliggetleniil fedezte fel két kutatocsoport 1995-ben. Deinhardt és
munkatarsai 1967-ben majmokat oltottak be egy akut hepatitisben szenvedd sebész
vérszérumaval. Az igy beoltott tamarinok mindegyike hepatitises lett. A korokozét GB-
agensnek nevezték el a sebész monogramja alapjan. A chicagdi Abbott Laboratories 1995-ben
kezdte wjra vizsgalni a GB-agenseket ismeretlen eredetli majgyulladasok hatterében levé
esetleges korokozokat keresve. A tamarinok szérumat vizsgalva kimutattak, hogy abban két
kiilonb6z6 RNS genom talalhatd, amelyek egymassal, valamint a hepatitis C-vel is
hasonlosagot mutattak. A két felfedezett RNS-virus a GB virus A, illetve B nevet kapta.
Kovetkez6 1épésként primereket terveztek a hepatitis C, a GBV-A és GBV-B homolog
szakaszara. Az igy kapott termék a vart nagysagl volt, de a bazissorrendje nem egyezett az
egyik ismert viruséval sem. Az G virus a GBV-C nevet kapta. A GBV-A és GBV-B
virusokrol késébb bebizonyosodott, hogy nem emberi, hanem tamarin virusok [Simons és
mtsai, 1995].

Az Abbott Laboratories vizsgélataival egy idében egy masik kutatocsoport, a Genlabs
Technologies, is felfedezett egy wj virust. Ok kronikus hepatitis C-ben szenvedd betegb8l
mutattak ki olyan RNS-szakaszt, ami sem a GB virusok, sem a HCV genomjaval nem
egyezett meg. Az Uj virust hepatitis G-nek nevezték el [Linnen és mtsai, 1996].

A két 0j virusrol bebizonyosodott, hogy valdjaban ugyanannak a virusnak két variansa, a
koztiik 1évo hasonlosag a nukleotid szinten 85%, az aminosav szinten pedig 95%. Ma mar a
GB virus C elnevezés hasznalatos, mivel idékozben bizonyitast nyert, hogy a virus nem

hepatotrop, majgyulladast nem okoz.

22



Jelenleg hat genotipust, a 2-es genotipuson beliil pedig tovabbi két alcsoportot
kiilonboztetnek meg (jeldlésiik: 1-6, az alcsoportoké 2a és 2b). A csoportok tobbnyire jol
jellemezhetSek foldrajzi eléfordulasukkal: az 1-es genotipus Nyugat-, és Kozép-Afrikara
jellemz6, a 2-es Eurépaban és Eszak Amerikaban, a 3-as Azsia északi részén és Japanban, a
4-es genotipus Délkelet Azsiaban, az 5-6s Dél-Afrikiban, a 6-0s pedig Indonéziaban és
Iranban fordul el6 [Tucker & Smuts, 2000, Muerhoff ¢s mtsai, 2006].

2010-ben Bangladeshben, gyiimdlcsevé denevérekbdl teljesen 0j, a GB virusokhoz
aminosav szinten 50%-os hasonlésagot mutatd virusgenomokat mutattak ki. A szekvencia-
elemzések alapjan az 0j virus, amelyet GBV-D-nek neveztek el, a GB virusok egy 6si agat
képviselheti [Epstein és mtsai, 2010].

A filogenetikai vizsgalatok alapjan a GBV-B-t a hepatitis C virus mellé, a Flaviviridae
csalad Hepacivirus genusaba soroltak 2005-ben [Theil, 2005]. A GBV-A, C és D egyelére a
viruscsaladon beliil besorolatlan, de egy a nemzetkdzi virustaxonomiai bizottsaghoz (ICTV -
International Committee on Taxonomy of Viruses) benyujtott 4 javaslat alapjan lehetséges,
hogy a késébbiekben szamukra egy 0j nemzetséget fognak létrehozni a Flaviviridae-n beliil

Pegivirus néven [Stapleton és mtsai, 2011]

2.2.1.2. A hepatitis G virus/GB virus C felépitése és fehérjéi

A GBV-C/HGYV virus — hasonléan a viruscsalad tobbi tagjahoz — pozitiv egyszalit RNS-t
tartalmaz. Genomstruktiraja nagymértékben hasonlit a HCV-éhez (7. abra). A genom ~9400
nukleotid hossztsagu, 5’ és 3’végein nem kodold (UTR) régioval. A genomrol egy ~2900
aminosavbol allo poliprotein keletkezik. A virus strukturalis fehérjéi (E1 és E2 burokfehérjék)
a genom 5’ végén, mig a replikaciohoz sziikséges nem-strukturalis a 3” végén kodoltak. A két
burokfehérje (E1 és E2) tartalmaz egy szignalszekvenciat, ami elGsegiti a gazdasejt
membranjaba valo belépést. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a gazdasejt szignal peptidaz

enzimje szabaditja fel 6ket a polipeptidlancbol.

: 7B B2 |Ns2 NS3 NS | NssA | NssB o
458 nt Tom
UTR l l l l l l l UTR
burokfehérjék  protedz proteaz/helikaz NS3 foszfo- RNS fiiggé
kofaktor protein RNS polimeraz

7. abra. A HGV/GBV-C genomszerkezete.
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Az El régidé elott van egy izolatumonként eltérd hossziisagh genomszakasz, aminek
hossza nem éri el a HCV vagy a GBV-B virusok altal kodolt core-gén hosszat, de lehetséges,
hogy a core-gén egy darabjat kodolja. Ez a bazikus fehérje a virus genomjanak
becsomagolasat segiti.

A nem szerkezeti fehérjéket kodold régioban talalhatd NS2 gén egy proteazt, az NS3
proteaz/helikaz enzimet, az NS4 az NS3 altal kodolt enzim kofaktorat, az NS5b pedig az
RNS-fiigg6-RNS-polimeraz enzimet kodolja.

2.2.1.3. Replikacio

A GBV-C/HGV szaporodasakor, mas pozitiv szala RNS genomot tartalmaz6 virusokhoz
hasonldan, egyszalu, negativ polaritast koztitermék keletkezik.

Kezdetben feltételezték, hogy a GBV-C hepatotrop, mivel majgyulladasban szenvedd
betegbdl mutattak ki eldszor. Késdbb azonban kideriilt, hogy a virus alapvetden limfotrop, az
els6 eredmények pedig, amelyek arra utaltak, hogy majsejtekben is szaporodik, miitermékek
lehettek. A majmintdkban detektalt replikacids intermedierek feltételezhetéen a m4j ereibdl

szarmaz6 fehérvérsejtekbol eredtek [Tucker és mtsai, 2000].

2.2.1.4. Terjedés és epidemiologia

A GBV-C a hepatitis C virushoz hasonldan elsésorban parenteralis uton terjed, de
szexualis, és perinatalis atvitelt is leirtak [Scallan és mtsai, 1998, Seifried és mtsai, 2004].

A GBV-C-vel tortént fert6zés az egészséges populacioban sem ritka. Az Egyesiilt
Allamokban énkéntes véradok vizsgélatakor a virushordozok aranyét 1-5%-nak talaltik, mig
ez az arany, a fejlodd orszagokban elérheti a 10-20%-ot is [Mphahlele, 1998].

A fertézésnek fokozottan kitett rizikdcsoportok a politranszfundaltak, hemodializaltak,
hemofiliasok, intravénas droghasznalok, promiszkuitiv szexualis életmodot folytatok. Egy
vizsgalat soran hemodializalt betegek kozott Németorszagban 19,6%-os prevalenciat mértek.
A virus E2 burokfehérjéje ellen termelt ellenanyagot a betegek 17,5%-abol sikeriilt kimutatni
[Hinrichsen és mtsai, 2002]. Egy Japanban, homoszexualisok kozott végzett felmérés soran az
eléfordulast 12,5%-nak talaltdk [Hattori, 2003]. Kiilondsen magas a virus prevalencidja
intravénas drogfogyasztok kozott. Az Egyesiilt Kiralysagban 29%-ot [Kennedy és mtsai,
1998], Gordgorszagban 32,1%-ot [Anastassopoulou és mtsai, 1998], Horvatorszagban 38,2%-

ot mértek [Trisler és mtsai, 1999].
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2.2.1.5. A fertézés lefolyasa

A kutatasok soran a GBV-A illetve B virusokrol bebizonyosodott, hogy majomvirusok, és
a GBV-B majgyulladast is okoz: A GBV-C-nek azonban nem bizonyitott a majbetegségekkel
val6 kapcsolata. Ma elterjedtebb az a vélemény, hogy ez a virus nem okoz hepatitist, nem
hepatotrop, elsésorban B és T-sejtekben szaporodik. A fertdzés valdsziniileg tiinetmentesen
zajlik. A virus a gazdaszervezetbdl tobbnyire 2 éven belill eliminalddik, de esetenként
évtizedeken at is perzisztalhat.

A GBV-C-fertézés gyakori HIV pozitiv betegekben, és tobb tanulmany soran is arra az
eredményre jutottak, hogy a GBV-C koinfekci6é kedvezd hatdssal van a betegek tulélésére
[Lefrére és mtsai, 1999]. Mas tanulmanyok azonban nem erdsitették meg ezt az dsszefliggést,
ezért a kérdés a mai napig nyitott. A GBV-C gyakran eltiinik a HIV pozitiv betegek
szervezetébdl, és ez a betegség hirtelen felgyorsuld progresszidjaval jar egyiitt. /n vitro
kisérletek is alatdmasztjak a két virus kozotti interferencia meglétét. A GBV-C-vel fertézott
PBMC-kben (peripheral blood mononuclear cells — periferialis vér mononuklearis sejtek)
csokkent HIV replikacio volt megfigyelhetd [Nattermann és mtsai, 2003]. Ennek hatterében a
CXCR4 ¢és CCRS kemokin receptorok csokkent expresszidja all, amiben a GBV-C NS5A
nem strukturalis fehérjéjének egy 30-80 aminosav hossziisagu szakasza jatszik szerepet

[Chang és mtsai, 2007].

2.2.2.6. A GBV-C ellen kialakulé immunvalasz

A GBV-C ellen kialakulé immunvalaszrol keveset tudunk. Az E2 burokfehérjével
szemben neutralizalé ellenanyagok termelddnek, amelyek megjelenésével egyidében a virus
tobbnyire eltiinik a vérbél. Az anti-E2 IgG ellenanyagok jelenléte a vérben tehat tobbnyire
korabban lezajlott fertézésre utal. Az E2 ellen termelddott antitestek keresztreagalnak a virus
kiilonb6zé genotipusaival [Lazdina és mtsai, 2000]. A perzisztald ellenanyagok megvédik a

szervezetet egy esetleges ujabb fertdzodéstol.

2.2.2. Az Anellovirusok

2.2.2.1. Az Anellovirusok felfedezése és rendszertana

Az elsé Anellovirust 1997-ben Japanban fedezték fel egy poszttranszfuizios hepatitisben
szenvedd beteg vérében [Nishizawa és mtsai, 1997). Azota kideriilt, hogy egy rendkiviili
diverzitast mutatd viruscsoport elso ismert képviseldjérol van sz6. Az Anelloviridae csaladba

a Torque Teno virusok (TTV) népes nemzetségeit soroljak. Mindkét elnevezés az egyszalu,
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negativ polaritast cirkularis DNS-genomjukra utal (latinul az anello gytiriit, a torque teno
vékony nyaklancot jelent), amelyhez hasonlot korabban csak allati virusok kozott ismertek. A
csaladba kilenc nemzetség tartozik, amelyek koziil az els¢ haromba (Alphatorquevirus,
Betatorquevirus, Gammatorquevirus) emberi virusok, a tovabbi genusokba (Deltatorquevirus,
Epsilontorquevirus, Etatorquevirus, lotatorquevirus, Thetatorquevirus, Zetatorquevirus) allati
virusok kertiltek.

Az 1997-ben felfedezett TT virusoknak azota mar kozel 40 genotipusat irtak le, amelyek
az Alphatorquevirus nemzetséget alkotjak. Genomjuk azonos szerkezetii, koriilbelil 3.8
kilobazis hosszil. A genotipusokat 5 genocsoportba soroljak. A genotipusok kozott tobb mint
30%, a genocsoportok kozott legalabb 50% a szekvenciabeli eltérés. Az elsdként leirt TA278
jelzést prototipus varians az 1. genocsoport tagja. Nagy-Britanniaban 2000-ben azonositottak
egy nagyon eltéré genotipust, amelyet PMV-nek neveztek el, és ami a TT virusok 2.
genocsoportjanak elsé ismert képviseldje lett. A 2000-ben felfedezett SEN virusok, amelyeket
sokaig kiilon viruscsoportként tartottak szamon, ma mar a TT virusok 3. genocsoportjat
alkotjak tovabbi TTV variansokkal egyiitt, mint a SANBAN (japanul az jelenti: harmadik),
vagy a TUSO1 [Hijikata és mtsai, 1999]. Szintén 2000-ben irtdk le a YONBAN (japanul a
jelentése: negyedik) genotipust, ami a 4. genocsoport prototipusa. Az 5. genocsoportba tartozo
virusokat eldszor 2002-ben talaltak meg csecsemdk vérében, szintén Japanban [Peng és mtsai,

2002].
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8 abra. A TTV, a TTMDV ¢és a TTMV prototipusanak genomszerkezete. A korok atmérdje a genomok

egymashoz viszonyitott méretét jelzi [Okamoto, 2009].

2000-ben egy nagyjabol 1 kilobazissal rovidebb, de azonos szerkezetli genommal
rendelkez6, és szekvencia-homologiat mutatd virus-valtozatot is talaltak. Ez a TTV-szerl
minivirus nevet kapta (TLMV, ujabban TTMV — Torque Teno minivirus). Eddig leirt

genotipusai alkotjak a Betatorquevirus nemzetséget. 2007-ben egy tovabbi rokon virus teljes
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szekvenciajat sikeriilt meghatarozni, aminek a genomja 3,2 kilobazis koriili volt, ezért Torque
Teno midivirusnak (TTMDV) nevezték el [Ninomiya és mtsai, 2007]. Két genotipusat a
Gammatorquevirus nemzetségbe soroljak (8. abra).

Szamos allatfajban is azonositottak Anellovirusokat, tobbek kozott csimpanzokban és
torpe csimpanzokban, nem emberszabasi majmokban, mokuscickanyokban (tupaia), és
haziallatokban (kutya, macska, sertés). Ezek a virusok az Anellovirusok jellegzetes genom-
szerkezetét mutatjak, genomjuk mérete és bazissorrendje azonban jelentésen eltér mindharom
emberi TTV speciesétdl.

Az Anellovirusokkal a legnagyobb mértékii hasonlosagot a Circoviridae viruscsalad
mutatja, ahova olyan allati korokozok tartoznak, mint a csirke anémia virus (CAV), és a sertés

circovirusok (PCV1-2).

2.2.2.2. Az Anellovirusok felépitése és fehérjéi

A legtobb kisérleti eredmény az Alphatorquevirus nemzetséggel (a tovabbiakban: TTV)
kapcsolatos, a tobbi csoportrol még viszonylag kevés informacio all rendelkezésre. Az
Anellovirusok virionjai burok nélkiiliek, kapszidjuk ikozahedralis. A TTV virionok atmérdje
30-32 nm, a Torque Teno miniviruséi valamivel kisebbek. A TT virusok genomja 3,8 kb
hosszt, ebbdl 2,4 kb nagyon valtozékony kodolo, 1,2 kb pedig viszonylag konzervativ nem
kodold régié (UTR — untranslated region). A nem kodolo régié egy GC-gazdag szakaszt,
promotert és transzkripcids enhancer elemeket tartalmaz. A kodolo szakaszon tobb egymassal
atfedd nyitott leolvasasi keretet (ORF — open reading frame) azonositottak. Koziiliik az ORF1
teszi ki a genom jelentds részét. A rovid ORF2 részleges atfedésben van az ORF1-gyel, de
mas leolvasasi keretben miikodik. A tobbi ORF a genomban egymastol tavolabb esd
szakaszokbol all, a roluk késziil6 mRNS hossza atiratokbol alternativ splicing soran
keletkezik. A TTMV és TTMDV genomja is hasonlo szerkezetet mutat, csak az egyes régiok,
kiilénosen az UTR hossza tér el.

Az Anellovirusok genomjardl harom mRNS atirodasat bizonyitottak. A transzkripcio egy
kozos promotertdl indul, és egy kozos poliadenilacids szignalnal ér véget, eltérd méretiik
alternativ splicing kovetkeztében alakul ki. A haromféle mRNS-rél kiilonbozd transzlacid
iniciacios helyek felhasznalasaval legalabb hatféle fehérje késziil [Qiu és mtsai, 2005]. A
fehérjék pontos funkcidja még nem ismert, mivel nem all rendelkezésre sem megfeleld
szovetkultura, sem allati modell az ilyen célu vizsgalatokhoz. Az ORF1 altal kodolt fehérje a

kiilonboz6 Anellovirus valtozatokban 628-783 aminosav hosszu lehet, és feltehetéen a virus
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valoszintileg foszfatdz aktivitassal rendelkezik. Az ORF3 ¢és ORF4 4ltal kodolt proteinek
kizarolag a sejtmagbol mutathatok ki, tehat valésziniileg a virusreplikdcioban és a viralis

fehérjék expressziojaban jatszanak szerepet.

2.2.2.3. Replikacio

A TT virusok sejttropizmusa széles korii. A TT virusok kétszalu replikacios intermedierét
és mRNS-eit szamos szervben és szovetben sikeriilt mar kimutatni, igy a tiidében, a periférias
vér mononuklearis sejtjeiben (PBMC — peripheral blood mononuclear cells), a csontvelGben, a
majban, nyirokcsomokban, a 1épben és a hasnyalmirigyben. Nagy mennyiségi TTV DNS
mutathato ki a nyalbol is. Nagy diverzitasuk miatt feltételezik, hogy a kiilonb6z6 genotipusok
tropizmusa eltéré lehet, de 6 replikacios helyei feltehetéen a limfoid sejtek, valamint a
majsejtek. Ahogy a kis DNS virusok altaldban, a TT virusok replikacidjukhoz a gazdasejt
enzimeit hasznaljak, a szekvencia-elemzések alapjan genomjuk polimerdz enzimet nem kodol.
Replikaciojuk modja még nem ismert, de feltételezik, hogy a Circovirusokhoz hasonldéan

,,g0rdiilé kor” (rolling circle) mechanizmussal szaporodnak [Kakkola és mtsai, 2009].

2.2.2.4. Terjedés

A gazdaszervezetben az Anellovirusok altalaban perzisztens fertézést okoznak, amely
éveken, sOt egész életen at tartd virémiaval jar, a fertdzés ezért konnyen atvihetd vérrel,
vérkészitményekkel. Széles korl elterjedtségiik miatt valoszinli azonban, hogy a legtobb
esetben a fertézés enteralis uton torténik. A virus a majbol az epébe iiriil, ez lehet a forrasa a
székletb6l kimutathatd virusrészecskéknek. A TTV DNS-ét megtalaltdk a szaj-, és orriireg
epithelialis sejtjeinek citoplazmajaban, sot, a virus kopiaszama itt magasabbnak bizonyult,
mint a szérumban. Ez alapjan lehetséges, hogy a szajiireg a TTV infekcio elsddleges helye.

A perinatalis transzmissziot is sikeriilt bizonyitani, a transzplacentalis atvitelre vonatkozo
eredmények viszont ellentmonddak. Szexualis Gton torténd fert6z6dés is lehetséges, de
jelentésége kicsi.

Az akutan vagy krénikusan fertézott egyének széklettel ¢és testfolyadékokkal torténd
nagymértékli virusiiritése miatt az Anellovirusokkal valo fertézédés és feliilfertézodés

valoszintileg igen gyakori. A fertézések egy része feltehetden tranziens.

2.2.2.5. Epidemiologia
A diagnosztikai modszerek fejlodésével fokozatosan deriilt fény az Anellovirusok
rendkiviili elterjedtségére. Ma mar elfogadott, hogy prevalenciajuk 90% koériili nem csak a

kiilonb6z6 vizsgalt betegesoportokban, hanem az egészséges lakossagban is. A pozitivitas
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Ujsziilottekben nagyon koran, mar néhany napos korban megjelenik, és egy éves korra eléri a
feln6tt lakossagra jellemzd atfertdzottség értéket. Megtigyelések szerint igen gyakoriak a
kétszeres és haromszoros koinfekciok a TTV-vel, a mini-, és midivirussal, valamint ezek
kiilonb6z6 genotipusai is jelen lehetnek egyszerre egy fertdzott személyben. A TTV
genocsoportok koziil az 1-es és a 3-as a leggyakoribb, a 2-es pedig viszonylag ritka [Maggi és
mtsai, 2006].

2.2.2.6. A fertézés lefolyasa

Az Anellovirusok korokozd képessége jelenleg vitatott. A legtobb fert6zés biztosan
tiinetmentesen zajlik, amit a virusok nagyon magas prevalenciaja is alatamaszt. Elterjedtségiik
és nagy valtozatossiguk megneheziti az esetleges Osszefiiggések bizonyitisat barmilyen
betegség kialakitasaval. A genotipusok kozotti nagy genetikai eltérés miatt az is lehetséges,
hogy egyes valtozatok képesek betegséget okozni, mig masok nem. Elképzelhetd, hogy a
betegség kialakitasahoz magas virustiter szilkséges, amit normalis koriilmények kozott a virus
nem ¢r el [Tokita és mtsai, 2002]. Mivel TT virust eldszor egy poszttranszfuizids hepatitisben
szenvedd betegbdl mutattak ki, és mivel a virus hepatotrép is, az elsé vizsgalatok a TTV
fertézés és a majgyulladas lehetséges Osszefliggéseire vonatkoztak. Ismeretlen eredetii
majbetegségben szenvedd gyerekek vizsgalatai példaul azt mutattdk, hogy a TTV l-es
genotipusa magasabb patogenitasu lehet a tobbi variansnal [Sugiyama és mtsai, 2000]. A
SENV-D és H néven leirt 12-es és 16-os genotipusokat poszttranszfizios hepatitissel hoztak
Osszefiiggésbe. Szamos olyan tanulmany is megjelent azonban, amely ezeket az eredményeket
nem tamasztja ala: ezek soran nem talaltak Osszefiiggést a majgyulladas semmilyen formaja,
vagy majfunkcios eltérések és a TT virus hordozas k6zo6tt [Umemura és mtsai, 2001].

Mivel a TTV a tiidészovetben is szaporodik, léguti megbetegedések kialakulasaban is
lehet szerepe. Egy vizsgalatban a TT virus kopiaszama jelentésen magasabb volt
bronchopneumonias gyerekekben, mint mas, enyhébb lefolyasu akut léguti betegségben
(ARD- acute respiratory disease) szenvedo tarsaikban [Okamura és mtsai, 2000].

Szédmos tanulmany foglalkozik a TT virusok esetleges onkogenitasaval. Arra jelenleg nincs
bizonyiték, hogy kozvetlen daganatkeltd hatdsuk lenne, tobb eredmény azonban arra utal,
hogy kozvetett modon hozzajarulhatnak rosszindulatu elvaltozasok kialakulasdhoz. Ennek
modja immunszuppresszid lehet, mivel tobb betegcsoportban is forditott aranyossagot
figyeltek meg a TTV titer és helper T-sejtek szama kozott. Egy magyar tanulmanyban
kimutattak, hogy human papillomavirussal és a TTV 1-es genocsoportjaval tortént koinfekcio

esetén szignifikansan rosszabb a gége laphamsejtes karcinomajaban szenvedd betegek
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progressziomentes tulélése, mint hogyha csak az egyik virus volt jelen [Szladek és mtsai,

2005].

2.2.2.7. A TTV ellen kialakulo immunvalasz

A genom nagy részét lefedé ORF1 feltehetéen a kapszidfehérjét kodolja, az ellene termelt
ellenanyagokat tobb kisérletben is sikeriilt kimutatni. A fehérje hidrofil szakaszokat tartalmaz,
amelyek antigén tulajdonsaguak lehetnek. Az ORF1 kozépsd szakaszan harom hipervariabilis
régiot azonositottak, amelyek alkalmasak lehetnek az immunvalasz kijatszasara. Az
ellenanyag-termelés kinetikajat vérkészitménnyel fert6z6dott személyek, és kisérletesen
fert6zott csimpanzok esetén vizsgaltak. Az ellenanyagok viszonylag késén alakultak ki. Az
IgM a fert6z8dés utan 10-21 héttel jelent meg, és 5-11 hétig volt kimutathato. Az IgG
osztalyu ellenanyagok az IgM utan tobb héttel jelentek meg, és a vizsgalat teljes ideje alatt,
akar tobb évig is perzisztaltak. Az ORF2 terméke elleni ellenanyagok szintén kimutathatok
[Tsuda és mtsai, 2001].

A detektalt ellenanyagok neutralizalo képességérél még nincs informdacio. A tobbszords
koinfekciok gyakorisaga arra utalhat, hogy az egyik Anellovirus ellen termelt ellenanyagok
jelenléte nem véd a mas varidnssal torténd feliilfert6zodéstol. Genetikailag kozelebb allo

valtozatok esetén azonban nem zarhato ki a keresztvédettség.

2.1.2.8. Sertés TT virusok

Az els6 sertés TT virust 2002-ben fedezték fel Japanban [Okamoto és mtsai, 2002].
Genomja 2,9 kb hosszt, és nem tartalmaz ORF4-et. A genom nukleotidszekvenciaja tobb
mint 50%-ban eltér az emberi és a tobbi allati TT virusétol, szerkezetében és a feltételezett
mRNS atiratok hosszaban mégis kozelebb all az Anellovirusokhoz, mint az allati
Circovirusokhoz.

A sertés TT virusok vilagszerte el6fordulnak sertésekben. Prevalencidjuk a foldrajzi
helytdl fiiggben 24 — 100% is lehet [McKeown és mtsai, 2004]. Eddig nem bizonyultak
patogénnek, azonban mds virusokkal koinfekcidban nem zarhatdo ki a szerepiik olyan
soktényezds betegségek eldidézésében, mint példaul a valasztott malacok Circovirus okozta
sorvadasa (PWMS - Post - weaning multisystemic wasting syndrome) [Kerakeinen és mtsai,
2006]. Ennek a biologiai jelentdésége még nem egyértelmii, azonban a sertés TT virusok
magas prevalencidja tovabbi kockazatot jelenthet xenotranszplantacio esetében az
immunszuppresszalt betegek szamara.

Az els6 szekvenciaadatok alapjan a sertés TT virusok két genocsoportjat kiilonitették el

(sTTV1 és sTTV2) [Okamoto ¢s mtsai, 2002, Niel és mtsai, 2005]. A kozottiik tapasztalt nagy
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genetikai tdvolsag miatt ma mar két kiilon speciesnek tekintik a két csoportot (TTSuV1 és
TTSuv2), amelyek koriilbeliil minddssze 55%-o0s homoldgiat mutatnak [Huang és mtsai,
2010]. Jelenleg 23 teljes genomszekvencia all rendelkezésre. Elemzésiik alapjan a TTSuV1-
en beliil 3 genotipust irtak le (la-c). A csoport rendkiviil nagy genetikai variabilitast mutat
(~30%). A TTSuV2-n beliili variabilitas alacsonyabb (~15%), a genotipusok pontos szama

azonban még nem egyértelmi (9. abra) [Cortey és mtsai, 2011].
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9. dbra. Az eddig ismert sertés TTV valtozatok filogenetikai kapcsolatai [Cortey és mtsai, 2011]

Elofordulasuk vizsgalatat az indokolja, hogy feltételezések szerint a sertésekben
eléforduld virusok —az allatok husat elfogyasztva, vagy egyéb, egészségiigyi felhasznalast

(pl. xenotranszplantacio) kovetden — veszélyt jelenthetnek az emberre.
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2.3. Molekularis jarvanyiigyi vizsgalatok

A parenteralis Gton terjedé virusok ma is vilagszerte okoznak korhazi jarvanyokat.
Egészségligyi beavatkozasokkal Osszefiiggésben tortént fertézodéseket sokféle jaro-, és
fekvébeteg osztalyon leirtak mar [CDC, 2003]. Leggyakrabban azonban kronikus betegek
érintettek, akik kezelésiik soran szamos invaziv beavatkozason esnek at. A leginkabb
veszélyeztetett betegcsoportok a kronikus dializaltak és az onkoldgiai betegek [Silini és mtsai,
2002, Dumpis és mtsai, 2003, Bracho és mtsai, 2005, Carneiro és mtsai, 2007, Mailliard és
mtsai, 2009]. A jarvanyok soran a fertézés tobbnyire betegrdl betegre terjed, egészségiigyi
dolgozok ritkan érintettek akar donorként, akar recipiensként, de erre is van példa. Esteban és
munkatarsai 1996-ban bizonyitottak, hogy egy HCV hordozé szivsebész 6 év alatt 222
betegébdl hatot fertdzott meg a virussal szivbillentyii-csere mutétek soran [Esteban és mtsai,
1996]. Sepkowitz onkologiai osztalyokon zajlott HCV jarvanyok vizsgalatanak tapasztalatait
foglalja 0ssze. Az eredmények azt mutatjak, hogy a HCV megtalalhato a hordozok nyalaban,
konnyében és mas valadékaiban, és a virus ezekkel a valadékokkal valo érintkezés utjan is
terjedhet. A jarvanyok tobbségében vizsgaltak azt is, hogy lehetett-e a virusforras az
egészségligyi dolgozok egyike, de ez minden esetben kizarhato volt [Sepkowitz, 2004].

A fertézések sokszor arra vezethet6k vissza, hogy az egészségiigyi dolgozok megszegik
az alapvetd higiénés rendszabalyokat, példaul Gjrahasznaljak az egyszerhasznalatos tiiket,
fecskenddket, vagy nem valtanak elég gyakran kesztyiit. Egy Belgiumban zajlott retrospektiv
vizsgalat soran 36 akut HBV fertdzés tlineteit mutatd beteg esetében kideriilt, hogy egyazon
haziorvoshoz jartak, aki mindannyiuknak injekciot adott be legalabb 3 hoénappal a
majgyulladas tiineteinek jelentkezése eldtt [Pourkarim és mtsai, 2009]. Mas esetekben az
intézményben uralkodd viszonyok, a tulzstfoltsag vagy az infekcidkontroll hidnyossagai
vezetnek a jarvany kitoréséhez. Egy Danidban zajlott HBV jarvany vizsgalata soran arra
kovetkeztettek a szakemberek, hogy a fertézéseket a nem megfelelé korhazi gyakorlat és a
koriilmények okoztdk. A zsufolt onkologiai osztalyon ugyanis a steril és nem steril
miiveleteket (mintavétel és preparalas, transzfuzios szerelékek Osszeallitasa) egyazon
helyiségben végeztek, igy példaul a hasznalt eszkozok, és a tobbadagos kiszerelést
gyogyszeres livegesék gyakran egymas mellé keriiltek az asztalon. A tiszta eszkozok vagy
készitmények kontaminacioja ezaltal konnyen bekovetkezhetett [Fisker és mtsai, 2006].

A nozokomialis jarvanyok felderitése soran egyre gyakrabban alkalmaznak molekularis
szintii analizist. A virusgenomok filogenetikai vizsgalata molekularis bizonyitékot

szolgaltathat a fert6zések kozOs eredetére, segithet azonositani (vagy éppen kizarni) a
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lehetséges fert6z6 forrast, és felderiteni az intézményben zajlott eseményeket, amelyek végiil
a jarvany kitoréséhez vezettek.

Az ilyen vizsgalat soran a kimutatott virusgenomok egy megfelelden valtozékony
szakaszanak nukleotidsorrendjét polimeraz lancreakcioval tortént felszaporitds utan
meghatarozzak. A kapott szekvencidkat egymassal, valamint megfeleld helyi és nemzetkozi
kontroll-szekvenciakkal hasonlitjak 0ssze, és filogenetikai fat készitenek. Az eddig a témaban
megjelent tanulmanyok a hepatitis B virus jarvany esetén a virusgenom legvaltozékonyabb
részét, vagyis a felszini (,,S”) antigént kodolo régié egy szakaszat, vagy pedig a teljes genom
szekvenciajat vizsgaltak [Echevarria és mtsai, 2005, Lin és mtsai, 2005, Pourkarim és mtsai,
2009]. Hepatitis C virussal tortént fertézések molekularis jarvanyiigyi vizsgalata soran
altalaban vagy a gyorsan evolvalodo elsé hipervariabilis régi6 (HVRI), vagy a
burokfehérjéket kodold E1 és E2 régio teljes vagy részleges nukleotidsorrendjét elemezték
(amely szintén tartalmazta a HVRI-et) [Izopet és mtsai, 1999; Silini és mtsai, 2002]. Az
adatok szerint a lassabban valtozd NS5B régié genotipizalasra és szubtipizalasra a
legalkalmasabb, de a virusszekvencidk rokonsaganak bizonyitdsahoz is elegendd
informacioval szolgalt [Laperche és mtsai, 2005, Carneiro és mtsai, 2007]. Az E2 HVRI1-et is
magaban foglaldé szakasza azonban pontosabb eredményt adott példaul abban az esetben,
amikor a fertéz6dés és a mintavétel kozott csak rovid id6 telt el [Bracho és mtsai, 2005]. Az
eredmények jobb statisztikai alatamaszthatosaga érdekében mindkét régio esetében javasoltak

minél hosszabb szakasz nukleotidsorrendjét figyelembe venni [Casino és mtsai, 1999].
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3. Célkitliizések

A virusos majgyulladas jelenleg a leggyakoribb majbetegség a vilagon. A hepatitis B és C
virusok okozta kronikus fertézések a majcirrhosisok kozel 60%-aért, a hepatocellularis
carcinomak majdnem 80%-aért feleldsek. Vilagszerte minden 40. haldleset hatterében

végstadiumt majbetegség all, amelyek tobbsége szintén virusos eredetii [Perz és mtsai, 2006].

3.1. Nem klasszikus hepatitis virusok prevalencidja és genotipusai

Magyarorszagon

A hepatitis A és B virussal tortént fertdzések kimutatasara szolgald diagnosztikumok az
1970-es években valtak széles korben elérhetévé. Elterjedésiikkel vilagossa valt, hogy mind
az enteralisan, mind pedig a parenteralisan atvitt virusos majgyulladasok kozott szamos olyan
eset akad, amelyért nem ez a két korokozo felel6s. Ezekre a megbetegedésekre a non A-B
hepatitis elnevezést hasznaltak. Husz évvel késobb, a molekularis technikak fejlodése tette
lehetdvé az enteralisan terjedd hepatitis E virus, illetve a parenteralis majgyulladasok jelentds
részét okozo hepatitis C virus azonositasat. Idével azonban kideriilt, hogy tovabbra is
eléfordulnak olyan megbetegedések, amelyek nem magyarazhatok a négy virus barmelyikével
tortént fertdzéssel (non A-E hepatitis), az esetek sulyossaga raadasul nagyon eltéré volt. Az
évek soran az ilyen megbetegedések egy része esetében a diagnosztikai modszerek fejlodése
tisztazta a korokot, igy kimutathatova valtak a hepatitis B kiilonboz6 S-antigén mutansai, és a
hepatitis C virus sokféle genotipusa és szubtipusa. A virusgenomok molekuldris modszerrel
végzett kimutatasa is egyre érzékenyebbé valt.
amelyek hatterének vizsgalata soran az 1990-es években tobb uj lehetséges korokozo virust
azonositottak. 1995-ben fedezték fel a hepatitis G virust, mas néven GB virus C-t, 1997-ben a
TT virust, 2000-ben pedig az azéta a TTV-k kozé sorolt SEN virust. Ezen virusok
diagnosztikajat Magyarorszagon az Orszagos Epidemiologiai Kozpont Virologiai Féosztalya
vezette be elsoként Dr. Takacs Maria vezetésével.

Munkank soran a célunk az volt, hogy felmérjik GBV-C elofordulasat egy egészséges
magyar populacioban, ¢és egy tObbszorésen hatranyos helyzetli személyekbdl allo

rizikocsoportban. A TT virusok 3-as genocsoportjanak prevalenciajat egészségiigyi dolgozok
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korében, a sertés TT virusokét pedig egy magyarorszagi sertéstelep malacaiban vizsgaltuk.

Mindegyik esetben a kimutatott virusok genotipusait is meghataroztuk.

3.2. Klasszikus hepatitis virusok okozta jarvanyok molekularis

vizsgalata

A hepatitis B és C virusok epidemiologidja a fejlett vilagban az elmult évtizedekben sokat
valtozott. A vérrel, vérkészitményekkel és szilard szervekkel torténd virusatvitel a donorok
szlirésének bevezetése Ota nagyon ritkava valt. A hepatitis B elleni hatékony és biztonsagos
vakcina kifejlesztése és az oltasi kampanyok még jobban visszaszoritottak az akut esetek
szamat. Mas virusatviteli utak keriiltek el6térbe, igy az intravénas kabitoszer-hasznalat, és a
HBV esetében a szexualis, és az intrafamiliaris transzmisszio. Vilagszerte eléfordulnak
tovabba korhazi hepatitis B és C jarvanyok, igy hazankban is. Ezek vizsgalata korabban csak
jarvanyiigyi modszerekkel tortént.

Célkitlizésiink az volt, hogy e két, elsdsorban vérrel terjedé virus esetében olyan,
molekularis szintll vizsgalati modszereket dolgozzunk ki és vezessiink be, amelyek korhazi
vagy intrafamilidris jarvanyok gyantja esetén molekularis bizonyitékot szolgaltathatnak a
fertézések kozos eredetére, vagy éppen kizarhatjak azt. A molekularis jarvanyiigyi
vizsgalatok tovabba nagyban segithetik az epidemiologiai vizsgalatot végz6 szakembereket az
események utolagos rekonstrudlasaban. Az eredmények segithetnek az infekcidkontroll
teriiletén 1j, bizonyiték-alapu protokollok felallitdsaban, amelyek segitségével megelézhetd

esetleges tovabbi jarvanyok kialakulasa.
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4. Anyagok és médszerek

4.1. Vizsgalati anyagok
A vizsgalatok megkezdéséig minden mintat -20°C-on taroltunk.

4.1.1. HGV/GBV-C vizsgalatok

Az egészségesek HGV/GBV-C sziirdvizsgalatahoz 124, hepatitis tiineteit nem mutatd
budapesti lakos vérsavo mintait hasznaltuk fel. A mintak levétele 1999-es év folyaman zajlott.
A vizsgalt személyek koziil 75 n, 49 férfi volt. Eletkoruk 0 és 65 év kézott valtozott.

A vizsgalt tobbszorosen hatranyos helyzetli csoport a Budapest IX. kertiletében, az Illatos
ut és a Gubacsi ut sarkan talalhato lakotelep (,,Dzsumbu;j”) lakoi koziil szarmazott. Tobbségiik
roma szarmazasu, munkanélkiili és drogfogyasztd. A prostiticio is gyakori a koriikben. A

megvizsgalt 75 vérmintat 2005. oktober 5-6-an vették egy sziirés alkalmaval.

4.1.2. Human TT virus vizsgalatok

A 3-as genotipus-csoportba tartozé TT virusok prevalencidjat és genotipusait egy
budapesti korhaz 185 egészségiigyi dolgozodjanak savomintaiban vizsgaltuk. A vizsgalt
személyek tobbsége nd volt (170/185), atlagéletkoruk 40,5 (22-70) év volt. Kontrollként 40
olyan egészséges személyt valasztottunk ki, akiknek a savomintija az Orszagos
Epidemiologiai Kozpont Virologiai Féosztalyara szlirdvizsgalat céljabol érkezett. Koziilik 24
né, 24 férfi volt. Atlagéletkoruk 36,2 (22-56) év volt. Minden vizsgalt személy negativ volt
anti-HIV 1/2 és anti-HCV ellenanyagokra. Egy egészségiigyi dolgozo volt HBsAg pozitiv.

Egy hepatitis tiineteket nem mutatd egészségiigyi dolgozo 15 év soran 1-3 évente vett,
Osszesen 9 mintdjaban vizsgaltuk a 3-as genocsoportba tartozd TT virusok jelenlétét. A
mintakat 1992-ben, 1993-ban, 1996-ban, 1998-ban, 2000-ben, 2001-ben, 2002-ben, 2005-ben,
¢és 2006-ban vették az anti- HBs titer és az anti-HCV statusz rutin monitorozasa céljabol. Ez
alatt az id6szak alatt a vizsgalt személy végig anti-HBs pozitiv és anti-HCV negativ maradt,

majgyulladas tiineteit nem mutatta.
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4.1.3. Sertés TT virus vizsgalatok

Egy magyarorszagi sertésneveldébdl szarmazé 44 malac kiilonb6z6 szerveiben (szérum,
maj és bél) vizsgaltuk sertés TT virusok jelenlétét. A mintak levétele két csoportban

(jelolésiik: BLC II és BLC VII-VIII) tortént, 12 honap eltéréssel.

4.1.4. Hepatitis B virus vizsgalatok

A csaladi halmozodas vizsgalatat két gyermek, valamint neveldanyjuk savomintajabol
végeztiik el. Mindharman HBsAg pozitivak voltak.

Egy magyarorszagi korhaz onkohematologiai osztalyarol 7 gyermek, valamint egyikiik
testvérének korabban mar HBsAg pozitivnak bizonyult savomintajat kaptuk meg molekularis

epidemioldgiai vizsgalat céljabol.

4.1.5. Hepatitis C virus vizsgalatok

Egy hemodializis kozpont 21 anti-HCV IgG pozitiv betegének savomintajabol is
molekularis epidemioldgiai vizsgalatot végeztiink. A vizsgalt 21 beteg kozil 4 évek ota
virushordozd volt, a tobbi beteg feltételezhetéen Gjonnan fertéz6dott. A filogenetikai
vizsgalathoz kontrollként 15 olyan HCV hordozd beteg mintajat hasznaltuk, akik
Magyarorszag kiillonboz6 teriileteirél szarmaztak.

Egy korhaz onkoldgiai osztalyarol 21 anti-HCV ellenanyagokra pozitiv beteg vérsavo
mintdjat kaptuk meg egy feltételezett nozokomialis jarvany molekularis kivizsgalasa céljabol.
Koziilik egy beteg az adatok szerint legalabb 1998 ota virushordozd volt, a tobbiek
anamnézisében nem szerepelt HCV fertdzés. A mintak levétele 2008 marciusa és novembere
kozott tortént. Minden beteg n6 volt, atlagéletkoruk 57,7 (27-76) év volt a mintavétel idején.
Kontrollként 40 olyan HCV hordozo beteg savomintajat valasztottuk ki, akik az orszag eltérd
tertileteirél szarmaztak, és fertézodésiik tudomasunk szerint fliggetlen volt az onkologiai

osztalyon zajlott jarvanytol.
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4.2. Nukleinsav kivonas

4.2.1. Sertés szovetmintak elokészitése

A malacokbol szarmazo bél-, és majmintakat steril homokkal eldorzsoltiik, 1,5 ml hideg
PBS (phosphate buffered saline) oldatban (pH 7,2) homogenizaltuk, majd lecentrifugaltuk. A

feliilliszobol azonnal elvégeztiik a fenol-kloroformos nukleinsav kivonast.

4.2.2. Fenol-kloroformos nukleinsav extrakcié vérsavobal

Valamennyi HGV/GBV-C ¢és TTV vizsgalat, valamint a csaladi HBV halmozodas
vizsgalata soran a mintakbol a nukleinsavakat fenol-kloroformos extrakcioval vontuk ki.
Ehhez a savd, vagy az elokészitett szovetminta 160 pl-jét 395 pl lizis pufferben (25 mM
EDTA; 0,2 M Tris-HCI; pH: 7,5; 0,3 M NaCl; 2 % SDS), 4 ul 20 mg/ml-es proteinaz-K
jelenlétében inkubaltuk 37°C-on egy 6ran at. Ezutan fenolos (395 pl) - kloroformos (160 ul)
extrahalassal eltavolitottuk a hidroféb Osszetevoket. A fazisokat centrifugalassal (15 min.
4°C) kiilonitettiik el. A vizes fazisban oldott nukleinsavat izopropanolos (480 pl, -20 °C)
precipitacioval csaptuk ki az oldatbol (inkubacio: -20°C-on, min. 12 éran at), centrifugaltuk
(10 min. 4°C), majd 70 %-os etanolos mosas kovetkezett, mosas utan eltavolitottuk az
alkoholt, és a cs6 aljan pelletként talalhatd nukleinsavat szobahdmérsékleten szaritottuk. A
visszaoldds 8 pl RN&z-, DNaz-mentes nagy tisztasagl vizben tortént. Az igy kivont
nukleinsav 2 pl-jét hasznaltuk fel a reverz transzkripcid vagy a polimeraz lancreakcio

lépéséhez.

4.2.3. Nukleinsav kivonas szilika oszlopokon vérsavébol

A szilika oszlopokon torténd nukleinsav-kivonashoz két gyartd reagenskészleteit
alkalmaztuk: a HBV jarvany vizsgalatakor a Roche High Pure Viral Nucleic Acid Kitjét, a
HCV jarvanyok elemzése soran pedig a Qiagen QIAamp MinElute Virus Spin Kitjét
hasznaltuk a gyart6 utasitasai szerint. A virdlis nukleinsavakat a vizsgalati anyagok
(savominték, illetve a szovetmintak homogenizalasa ¢és a centrifugalasa utan nyert feliiliszok)
200 pl-ébol vontuk ki. A kapott nukleinsav oldatbol 8-10 pl-t hasznaltuk fel a reverz

transzkripciohoz vagy a polimeraz lancreakciokhoz.
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4.3. Reverz transzkripcio

4.3.1. A HGV/GBV-C vizsgalatok

A hepatitis G virus/GB virus C genomok detektalasakor a reverz transzkripciohoz a
kivont RNS 2 pl-ét hasznaltuk fel. A reakciot 20 ul végtérfogatban az Applied Biosystems
reagenseivel a kovetkez6képpen allitottuk 6ssze: 2 pl 10 x PCR puffer II (100 mM Tris-HCI,
pH 8.3, 500 mM KCI), 3 ul RNaz, DNaz mentes viz, 8 ul 10 mM dNTP, 1 pl murine
leukemia virus reverz transzkriptaz (50 U/ul), 1 pul RNaz inhibitor (20 U/ul), 1 pl 0.5 uM-os
random hexamer, 2 pl of 25 mM MgCl,. A reakciot 42°C-on végeztiik 15 percig, majd az

enzimet 99°C-on 5 perc alatt inaktivaltuk.

4.3.2. Hepatitis C virus vizsgalatok

A hepatitis C virus vizsgalatok sordn a reverz transzkripciét a Promega ImProm II
reagenskészletével végeztiik. A kivont RNS 7 pl-ét 1 ul 0,5 pg/pl random primerrel 5 percen
at 70°C-on inkubaltuk, majd azonnal jégre tettik. Az RNS-t ezutan 12 ul térfogat
reakcidelegyhez (4 pl 5 x reakcidpuffer, 3 pl 25 mM MgCl,, 1 pl 10 mM dNTP, 0,5 pl 40
U/ul ribonukledz inhibitor, 1 pl reverz transzkriptdz, 2,5 pul DNaz, RNaz mentes viz)
kevertiik, és az elegyet 5 percig 25°C-on tartottuk. A ¢cDNS szintézisét 42°C-on végeztiik 1

oran at, majd az enzimet 70°C-on 15 perc alatt inaktivaltuk.

4.4. Polimeraz lancreakcio

4.4.1. HGV/GBV-C vizsgalatok

specifikus nested PCR-t hasznaltunk [Khudyakov és mtsai, 1997]. A primerek szekvenciajat

¢és a reakciok koriilményeit az 1.a és 1.b tablazat mutatja:
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1.a tablazat. A HGV/GBV-C PCR reakci6 soran hasznalt primerek

P Primer . . . .
Lépés Jelilése Irany Primer nukleotidsorrendje
1. PCR HGYK8&77 Sense 5’- ACC GAC ACC TTA GAT CCC CAG CCC-3”
i HGYK874 | Antisense 5’- CTG ATG TTG CTA GCC TGT GTG AGA-3’
HGYK876 Sense 5°- biotin - CCT TAC AGT CCT TAT TGC TTC CTC-3’
2. PCR . 5’- GTA AAA CGA CGG CCA CAG AAC CAT ACA GCC TAT
HGYKI1183 | Antisense ,
TGT GC-3
1.b tablazat. A HGV/GBV-C PCR reakci6 koriilményei
1. PCR 2. PCR
Lépések Hémérséklet 1dé Ciklusok  Homérséklet 1dé Ciklusok
(°0) (min:sec) szdma (°C) (min:sec) szdma
Kezdeti denaturacio 94 3:00 1x 94 3:00 1x
Denaturacio 94 0:30 94 0:30
Primer kapcsoloédas 57 0:30 35x 56 0:30 30x
Lanchosszabbits 72 1:00 72 1:00
Végs6 lanchosszabbitas 72 7:00 1x 72 7:00 1x

A HGV/GBV-C genotipizalassal egybekotott, PCR-en alapuld detektalasat japan kutatok
dolgoztak ki [Naito & Abe, 2001]. Az 1-4 genotipusokat kimutatdé rendszerhez tipus-
univerzalis primerek. Az els6 kett§ alkotja az els6 PCR reakciohoz sziikséges kiilsé
primerpart, a HG2R pedig a masodik PCR-kor hasznalt bels6 primerpar antisense tagja.
Ehhez a primerhez terveztek négy genotipus-specifikus primert. Ezek olyan szakaszokhoz
késziiltek, melyek egy adott genotipuson beliil rendkiviil konzervativak, de mas
genotipusokkal viszonylag kis homologiat mutatnak, az univerzalis primerek pedig
olyanokhoz, melyek minden genotipusban nagyon hasonloak és konzervativak. A masodik
PCR reakciohoz kétféle keveréket készitettink. Az egyik a HG2R mellett a G38 (az 1.
genotipushoz) és a G41 (a 3. genotipushoz) jelzésii primereket tartalmazta, a masik pedig a
G35-6t (a 2. genotipushoz) és a G40-et (a 4. genotipushoz). A primerek ilyen elosztasa a
genotipus-specifikus primereknek a HG2R-t6l valo eltéré tavolsagan alapul. Az eltérd
tavolsagok eltér6 méretli termékekhez vezetnek, amelyek aztan a gélelektroforézis soran
szemmel is elkiilonithetok. A primerek szekvenciajat és a reakciok koriilményeit a 2.a és 2.b

tablazat mutatja:
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2.a tablazat. A HGV/GBV-C genotipizal6é PCR reakciok soran hasznalt primerek

Lépés ;;ZZ;’; Irdny ;(;r:t::;o:; " Primer nukleotidsorrendje

1. pcr |HHGL Sense Osszes 5’-GGT CGT AAA TCC CGG TCA CC-3”
HGIR Antisense Osszes 5’-CCC ACT GGT CCT TGT CAA CT-3’
G38 Sense 1 5’-TGT AAT AAG GAC CCG GCG MT-3’
G35 Sense 2 5’-GGG TCT TAA GAG AAG GTT AAG A-3’

2. PCR | G41 Sense 3 5°-TGG TCA AGG TCC CTC TG-3”
G40 Sense 4 5’-GGG TYA AGG CAC CTC TTA-3”
HG2R Antisense Osszes 5’-GGT CCA CGT CGC CCT TCA AT-3”

2.b tablazat. A HGV/GBV-C genotipizald PCR reakcid koriilményei

1. PCR 2. PCR
Lépések Homérséklet 1dé Ciklusok ~ Hdomérséklet 1dé Ciklusok
(°C) (min:sec) szdma (°C) (min:sec) szdma

Kezdeti denaturacio 94 3:00 1x 94 3:00 1x
Denaturacio 94 0:20 94 0:20

Primer kapcsolodas 55 0:20 40x 58 0:20 20x
Lanchosszabbits 72 0:30 72 0:30

Denaturacio 94 0:20

Primer kapcsolodas 60 0:20 20x
Lanchosszabbitds 72 0:30

Végs6 lanchosszabbitas 72 [ 7.00 | 1x 72 7:00 1x

4.4.2. TT virus vizsgalatok

A 3-as genocsoportba tartozé TT virusok kimutatasa soran haromféle nested polimeraz
lancreakciot alkalmaztunk. Az 1. PCR soran korabban k6z6lt primereket hasznaltuk (AI-1F és
AI-1R), amelyek minden ismert, a vizsgalt TTV 3. genotipus-csoportjaba sorolt virus
kimutatasara voltak alkalmasak. A 2. PCR soran haromféle primerpart hasznaltunk. Két
korabban kozolt primerpart kissé modositottunk. Ezek a 3-as genocsoportba sorolt SEN
virusok D és H genotipusanak detektalasara szolgaltak (D-1127F és D-1341R, valamint H-
1017F ¢és H-1134R). Egy harmadik primerpart (AI-2F és AI-2IR) a teljes genotipus-csoport
kimutatasara terveztiink. A primerek szekvencigjat és a reakciok koriilményeit a 3.a és 3.b

tablazat mutatja:

4.4.3. Sertés TT virus vizsgalatok

A sertésekben eldéforduld TT virusok kimutatdsahoz személyes kozlésbol szarmazo
primereket hasznaltunk [Bigarré és mtsai, 2006]. A primerek szekvencidjat és a reakcidk

koriilményeit a 4.a és 4.b tablazat mutatja.
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3.a tablazat. A human TTV PCR reakciok soran hasznalt primerek

Lépés ;;;;.’;Zﬁ Irdany glgt'z:‘izz:;tk Primer nukleotidsorrendje

1. PcR |ALLE Sense Osszes 5’-TWC YCM AAC GAC CAG CTA GAC CT-3’
AI-1R Antisense Osszes 5’-GTT TGT GGT GAG CAG AAC GGA-3’
D-1127F Sense SENV-D 5°-CCA CCC ATG AAA AAC ACA GAA C-3°
D-1341R Antisense SENV-D  |5°-GCA GTT GAC CGC AAA GTT ACA AGA G-3’

2 PCR H-1017F Sgnse SENV-H 5’-TAC TTT GGC TGC ACC TTC TG-3’
H-1134R Antisense SENV-H 5’-GTA GTA GRA ATG ATG GGT GAG TGT-3
AI-2F Sense Osszes 5’-AGC TAG ACC TGG YBA GAT ACA-3’
AI-2R Antisense Osszes 5’-TGW GDG TAC CAC TKR TCT TCA AA-3°

3.b tablazat. A human TTV PCR reakciok kériilményei

1. PCR 2. PCR
Lépések Hémérséklet 1dé Ciklusok  Hémérséklet 1dé Ciklusok
(°C) (min:sec) szama (°C) (min:sec) szama

Kezdeti denaturacid 95 3:00 1x 95 3:00 1x
Denaturacio 95 0:30 95 0:30

Primer kapcsolodas 56 0:45 40x 55/54/53* 0:45 35x
Lanchosszabbitas 72 0:45 72 0:45

Végso lanchosszabbitas 72 7:00 1x 72 7:00 1x

*A primerkapcsolodasi hémérsékletek sorrendje: D-1127F/D-1341R, H-1017F/H-1134R, és AI-2F/AI-2IR

4.a tablazat. A sertés TTV PCR reakcio soran hasznalt primerek

{’rimle r Irdany Ktmu'tatott Primer nukleotidsorrendje
Jelolése genotipusok
oGVB4034 Sense Osszes 5’-GGA GTC AAG GGG CCT ATC GG-3”
0oGVB403 Antisense Osszes 5°-CCG GCG WAT TTG GGG TGT GT-3”

4.b tablazat. A sertés TTV PCR reakcio koriilményei

Lépések Homérséklet 1dé Ciklusok
(°C) (min:sec) szama

Kezdeti denaturacid 95 3:00 Ix

Denaturacio 95 0:30

Primer kapcsolodas 56 0:45 40x

Lanchosszabbitas 72 0:45

Végsd lanchosszabbitas 72 7:00 1x

4.4.4. Hepatitis B virus vizsgalatok

A hepatitis B virusok kimutatasahoz, majd a szekvenalashoz ¢és a filogenetikai

vizsgalathoz nested PCR-t alkalmaztunk. A primerek a genom pre-S1/pre-S2/S régio egy-egy

szakaszat szaporitottak fel [Carman és mtsai, 1990, Naito és mtsai, 2001]. A kétféle reakcio

soran az els6 korben hasznalt primerek azonosak voltak. A primerek szekvenciajat az 5.a, a
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detektalasi reakcio koriilményeit az 5.b, a genotipizalashoz sziikséges PCR koériilményeit

pedig az 5.c tablazat mutatja:

S.a téblazat. A HBV PCR reakciok soran hasznalt primerek

Lépés ;;;g;;‘; Irany Primer nukleotidsorrendje
1. PCR Outerl Sqnse 5’- TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA-3°
Outer2 Antisense 5’- CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC 3’
Detektalas Inner1 Sense 5’- GTA TGT TGC CCG TTT GTC CTC-3”
2. PCR (459-668) Inner2 Antisense 5’- GGC ACT AGT AAA CTG AGC CA-3°
(pozicid) | Genotipizalas Innerl Sense 5’- AAT CCA GAT TGG GAC TTC AAC C-3°
(2935-459) Inner2 Antisense 5°- GAG GAC AAA CGG GCA ACA TAC-3”

5.b tablazat. A HBV detektalasi PCR reakcid koriilményei

1. PCR 2. PCR
Lépések Homérséklet 1dé Ciklusok  Hémérséklet 1dé Ciklusok
(°C) (min:sec) szdma (°C) (min:sec) szdma

Kezdeti denaturacio 94 3:00 1x 94 3:00 1x
Denaturacio 94 0:30 94 0:30

Primer kapcsolodas 55 0:30 40x 54 0:30 30x
Lanchosszabbits 72 0:30 72 0:30

Végs6 lanchosszabbitas 72 7:00 1x 72 7:00 1x

5.c tablazat. A HBV genotipizalasi PCR reakcio koriilményei

1. PCR 2. PCR
Lépések Hémérséklet 1dé Ciklusok  Hémérséklet 1dé Ciklusok
(°C) (min:sec) szdama (°C) (min:sec) szdma

Kezdeti denaturacid 94 3:00 1x 94 3:00 1x
Denaturacio 94 0:30 94 0:30

Primer kapcsolodas 55 0:30 40x 57 0:30 35x.
Lanchosszabbitas 72 0:30 72 0:30

Végs6 lanchosszabbitas 72 7:00 1x 72 7:00 1x

4.4.5. Hepatitis C virus vizsgalatok

A hemodializis kozpontban és az onkoldgiai osztalyon zajlott jarvanyok soran vizsgalt
betegek savomintaibol és a kontrollmintakbol nested polimeraz lancreakcioval mutattuk ki a
specifikus primerekkel lehetett detektalni [Khan és mtsai, 2004]. Filogenetikai vizsgalat
céljabol a valtozékonyabb NS5B régiora terveztiink primereket. Az onkologiai osztalyon
zajlott jarvany esetében az eredmények megerdsitése érdekében a burok glikoproteineket

kodold, rendkiviil variabilis E1/E2 régi6 egy 1026 bazis hosszu szakaszat is felszaporitottuk,
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korabban kozolt primerek segitségével [Ray ¢és mtsai, 2000]. A primerek tulajdonsagait és

nukleotidsorrendjét a 6.a tablazatban, a reakciok koriilményeit pedig a 6.b, 6.c, és 6.d

tablazatokban tiintettiik fel.

6.a tablazat. A HCV PCR reakciok soran hasznalt primerek

Régio Lépés Irdany Pozicio Primer nukleotidsorrendje
1. PCR Sense 43-68 5’-CCC TGT GAG GAA CTA CTG TCT TCA CG-3’
$UTR Antisense 348-322  |5’-TGC TCA TGG TGC ACG GTC TAC GAG ACC-3°
2 PCR Sense 78-103 5’-TCT AGC CAT GGC GTT AGT ATG AGT GT-3"
Antisense 313-288 | 5’-CAC TCG CAA GCA CCC TAT CAG GCA GT-3”
1. PCR Sgnse 8312-8332 | 5°-GGA GKC AAT YTA CCA ATG YTG TGA C-3
NS5B Antisense | 9220-9203 5’-GCC GSD ATT GGA GTG AGT TTR AG-3’
2 PCR S§nse 8622-8636 5’-ACG GAK GCT ATG ACY AGG-3’
Antisense | 9187-9171 5’-ACY GCC CAR TTR AAG AGG TA-3’
L PCR Sgnse 834-859 | 5°-GCA ACA GGG AAC CT TCCT GGT TGC TC-3’
E1/E2 Antisense | 2086-2064 5’-GGG CAG DBC ARR GTG TTG TTG CC-3”
2 PCR S(;nsc 843-868 5’-AAC CTT CCT GGT TGC TCT TTC TCT AT-3’
Antisense | 1868-1848 5’-GAA GCA ATA YAC YGG RCC ACA-3

6.b tablazat. A HCV UTR PCR reakcio korilményei

1. PCR 2. PCR
Lépések Hémeérséklet Idié Ciklusok | Homérséklet Idé Ciklusok
(°C) (min:sec) szdma (°C) (min:sec) szdma
Kezdeti denaturacio 95 3:00 1x 95 3:00 Ix
Denaturacid 95 0:45 95 0: 45
Primer kapcsolodas 60 0:45 35x 59 0: 45 30x
Lanchosszabbits 72 0:45 72 0:45
Végs6 lanchosszabbitas 72 7:00 1x 72 7:00 1x
6.c tablazat. A HCV NS5B PCR reakci6 koriilményei
1. PCR 2. PCR
Lépések Hémérséklet 1dé Ciklusok  Hémérséklet 1dé Ciklusok
(°C) (min:sec) szdma (°C) (min:sec) szdma
Kezdeti denaturacio 95 3:00 1x 95 3:00 1x
Denaturacid 95 0:40 95 0:40
Primer kapcsolodas 58 0:40 40x 57 0:40 35x
Lanchosszabbitds 72 1:00 72 1:00
Végsé lanchosszabbitéas 72 7:00 1x 72 7:00 1x
6.d tablazat. HCV E1/E2 PCR reakcio koriilményei
1. PCR 2. PCR
Lépések Hémérséklet 1dé Ciklusok  Hémérséklet 1dé Ciklusok
(°C) (min:sec) szdma (°C) (min:sec) szdama
Kezdeti denaturacid 95 3:00 1x 95 3:00 Ix
Denaturacio 95 0:30 95 0:30
Primer kapcsolodas 58 0:45 35x 59 0:45 30x
Lanchosszabbitas 72 1:00 72 1:00
Végso lanchosszabbitas 72 7:00 1x 72 7:00 1x
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4.5. Agarodz gélelektroforézis

A polimeraz lancreakcid soran felszaporitott termékek méretének ellenérzését agaroz gél-
elektroforézissel végeztiik. A keletkezett termékhez a 2%-os agardz-gélbe valo bemérés elétt
10 mg/ml-es etidium-bromid oldatot adtunk, a termék méretének megallapitdsdhoz ismert
méretll DNS-fragmentumokat tartalmazo un. ,,létra” 5 pl-jét hasznaltuk (100bp DNA ladder,
Promega, Madison, WI, USA).

4.6. Nukleotidsorrend meghatarozas

A polimeraz lancreakciok termékeit a genotipus-meghatarozasok soran vagy plazmid

vektorba torténd klonozas utan, vagy pedig kozvetleniil szekvenaltuk.

4.6.1. PCR termék klénozasa plazmid vektorba

A GBV-C esetében a genotipizald primerekkel végzett PCR termékeit, az egészségiigyi
dolgozokbol kimutatott TT virusok esetében az AI-2F ¢s AI-2R primerekkel végzett reakcio
termékeit, valamint a sertés TT virusokbodl kapott PCR termékeket plazmid vektorba tortént
klénozas utan szekvenaltuk. Ehhez az Invitrogen Corporation TOPO TA Cloning” kitjét
(Invitrogen, San Diego, CA) hasznaltuk a gyart6 leirasa szerint, kivéve azt, hogy a sertés TTV
PCR termékek klonozasa soran az agaroz gélbdl kivagott termék ligalasat 5 perc helyett egy
¢éjszakan at végeztiik a termék nagy mérete miatt.

A plazmid preparalast a HGV/GBV-C vizsgalatok esetében még fenol-kloroformos
eljarassal végeztik, késobb ezt felvaltotta az egyszerlibb és gyorsabb, szilika oszlopokon
torténd DNS extrakcid, amelyhez a Viogene Mini-M kitjét (Viogene, New Taipei City,

Taiwan) hasznaltuk a gyartd utasitasai alapjan.

4.6.2. Nukleotidsorrend-meghatarozas A.L.F. szekvenaloval

A PCR termékek kozvetlen szekvenalasahoz a termékeket a biotinilalt forward primernél
fogva streptavidines magneses gyongyokhoz kotve tisztitottuk, majd fluoreszceinnel jelolt
M13 Universal primer segitségével, az AutoRead Sequencing Kit (Amersham Pharmacia

Biotech) hasznalataval szekvenaltuk. A szekvenald primer a reverz primer végén talalhatd
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komplementeré¢hez kotédott az anelldcid soran. A nukleotidsorrendet egy A.L.F. DNA
Sequencer berendezés segitségével olvastuk le. A HGV/GBV-C genomok detektalasara
szolgalo PCR termékeit szekvenaltuk igy.

Plazmidba klonozott PCR termékek esetén a szekvenalasi reakciohoz primerként M3
Universal primert hasznaltunk. Ezzel a modszerrel a HGV/GBV-C genotipizalo primerekkel

felszaporitott, valtozékonyabb genomszakaszanak szekvenalasat végeztiik el.

4.6.3. Nukleotidsorrend-meghatarozas ABI PRISM Genetic Analyzer
késziiléken

A PCR termékeket a Viogene PCR-M kitjével (Viogene, New Taipei City, Taiwan)
tisztitottuk. A ciklikus szekvenalasi reakciéo ABI PRISM 3.1 BigDye Terminator kittel (Perkin
Elmer Foster. City, CA, USA), az elektroforézis pedig egy ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer berendezésen tortént. Egy csaladban tortént hepatitis B virus halmozdodas elemzése

soran alkalmaztuk ezt a késziiléket és eljarast.

4.6.4. Nukleotidsorrend-meghatarozas MegaBACE 1000 szekvenal6
késziiléken

A PCR termékeket a Viogene PCR-M Kkitjével tisztitottuk. A ciklikus szekvenalasi
reakciot a DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kittel (Amersham Biosciences
Biosciences, Little Chalfont Buckinghamshire, UK) végeztilk, majd termékeket etanolos
precipitacios modszerrel tisztitottuk a gyartd leirdsa szerint. A reakcidtermékeket egy
MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences) kapillaris szekvenaldé berendezésen
elektroforetizaltuk. Ezt az eljarast a kovetkez6 vizsgalatok soran alkalmaztuk: HGV/GBV-C
kimutatasa egy hatranyos helyzetli populacidban, human ¢és sertés TT virus vizsgalatok,

hepatitis B és C korhazi jarvanyok vizsgalata.

4.7. Szekvenciak elemzése és filogenetikai analizis

A filogenetikai vizsgalatok soran a nukleotidsorrend-vizsgalattal kapott, majd manualisan
ellendrzott és azonos hosszlisaglira levagott szekvenciakat tobbszords szekvencia-illesztd
programmal egymashoz illesztettiik. Erre az ingyenesen hozzaférheté MultAlin és Clustal W

programokat hasznaltuk [Corpet, 1988, Thompson és mtsai, 1994].
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HGV/GBV-C vizsgalatok: az egészséges magyar lakossagban tortént vizsgalat esetében
a Phylip programcsomaggal, a tobbszordsen hatranyos helyzetii személyek korében zajlott
felmérés soran pedig a MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) szoftver 2.1-es
verzidjaval készitettiink filogenetikai fat [Kumar és mtsai, 2001]. Mindkét fa a neighbor-
joining modszerrel, ¢és Kimura 2-paraméteres nukleotid-szubsztituciés modelljének
alkalmazasaval késziilt [Felsenstein, 1989].

Human TT virus vizsgalatok: a nukleotid-szekvencidkat aminosavsorrendre forditottuk,
¢és igy illesztettiik 0ssze a MultAlin szoftver segitségével. Ezutan a MEGA 4.0 verzidjaval
gyokértelen filogenetikai fat készitettiink neighbor-joining modszerrel, a p-distance evolucids
modellel [Tamura és mtsai, 2007]. A fa megbizhatdsagat 1000 ismétléses bootstrap analizissel
ellendriztiik.

Sertés TT virus vizsgalatok: A MEGA 3.1-es verzidjaval gyokértelen filogenetikai fat
készitettiink a neighbor-joining modszerrel, a Kimura 2-paraméteres nukleotid-szubsztiticids
modell hasznalataval [Kumar és mtsai, 2004]. A kapott csoportositas helyességét 1000
ismétléses bootstrap analizis segitségével ellendriztiik.

Hepatitis B virus vizsgalatok: a MEGA szoftver aktudlis legfrissebb verzidja
segitségeével készitettiink gyokeres filogenetikai fat a neighbor-joining modszerrel [Kumar és
mtsai, 2004, Tamura és mtsai, 2007]. Nukleotid szubsztiticiés modellnek Kimura 2-
bootstrap analizis segitségével ellendriztiik.

Hepatitis C virus vizsgalatok: a hemodializis kdzpontban zajlott jarvany elemzése soran
a MEGA 4.0-s verzidjaval gyokértelen filogenetikai fat készitettiink neighbor-joining
modszerrel, a Kimura 2-paraméteres modellel. Az onkoldgiai osztalyon zajlott jarvany
vizsgalatakor a szekvenciaadatokat legjobban megkdozelité nukleotid szubsztituciés modellt a
ModelTest és a PAUP* programok segitségével valasztotta ki a FindModel program [Posada
and Crandall, 1998, Swofford, 2002]. A filogenetikai fakat a maximum likelihood modszerrel
a PhyML 3.0 programmal készitettik [Guindon and Gascuel, 2003]. Az NS5B régié
vizsgalata soran az AY651061 szamu, 1c¢ szubtipusi HCV izolatum, az E2 régi6 elemzésekor
pedig az AF046866 szamu, 3a szubtipust szekvencia szolgalt kiilcsoportként. A filogenetikai
evolucids tavolsagokat a Kimura 2-paraméteres szubsztitiicids modell alkalmazasaval a

MEGA 4.0 szoftver segitségével szamitottuk ki [Tamura és mtsai, 2007].
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5. Eredmények

5.1. Nem klasszikus hepatitis virusok prevalencidja és genotipusai

Magyarorszagon

5.1.1. A HGV/GBV-C el6fordulasa és genotipusai Magyarorszagon

A GBV-C/HGV prevalenciajat eloszor az egészséges magyar lakossag korében mértiik

fel. A sziirGvizsgalathoz 124 egészséges (hepatitises tineteket nem mutat6) budapesti lakos

vérsavo mintait hasznaltuk fel, amelyek levétele az 1999-es év folyaman tortént. A mintakat a

felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

A vizsgdlt 124 savobol 10 (8,1%) bizonyult GBV-C/HGV RNS pozitivnak. A GBV-

C/HGV RNS-t tartalmazo6 mintak korcsoportonkénti szamat a 10. abra mutatja.
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10. abra. A GBV-C/HGV RNS pozitiv és negativ mintdk megoszlasa az egészséges magyar lakossag

kiilonb6z6 korcsoportjaiban
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Gyermekek kozott a GBV-C/HGV fert6zottség alacsony: 19 éves kor alatt csak egyetlen
pozitiv mintat taldltunk. A legmagasabb prevalenciat 40-49 éves kor kozott kaptuk (4/15). Az
50 év feletti lakosok mintdi mind negativak voltak. A virus prevalenciaja férfiakban és
nékben hasonlo volt: 4/49 és 6/75 (8,2% és 8,0%).

A 10 pozitiv mintabol nyert terméket ezutan tisztitottuk, ¢és kozvetlen modon
szekvenaltuk. A FASTA program segitségével Osszehasonlitottuk ket mas, korabban
publikalt szekvenciakkal, és megallapitottuk, hogy a kapott termék mindegyik esetben

A Naito és Abe altal kidolgozott, genotipizalassal egybekotott RT-PCR modszert 10,
korabban a masik modszerrel mar GBV-C-re pozitivnak bizonyult mintaval probaltuk ki.
Kozilik 7 mintabol a Mix B-vel kaptunk pozitiv eredményt. A termék mérete a 2-es
genotipusnak felelt meg. A masik 3 minta esetében nem volt lehetséges a genotipizalas ezzel a
modszerrel, egyik primerkombinacioval sem kaptunk pozitiv eredményt.

Az egyik, 2-es genotipusiiként azonositott terméket plazmidba klonoztuk, és négy klon
nukleotidsorrendjét meghataroztuk. A 4 klont a nemzetkdzi GenBankbol valasztott, ismert

genotipusu referencia-szekvencidkkal illesztettiik Ossze.

MY255 4

V148

VT120 4

V158 2

uisQ 3 0417/4
vz 3

JA17/5

17
0417/6
M71 3

GA56 1

11. abra. A Phylip programmal készitett gyokértelen filogenetikai fa. Az izolatumok azonositéi utan a
genotipusok szamat tiintettiik fel. A 0417/4, 0417/5, 0417/6 és 0417/7 jelii szekvenciak pedig a 2-es genotipusra

pozitivitast mutaté mintabol kapott klonok.
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Ezek hozzaférési szamai: 1-es genotipus: AB004509 (GA22), AB004511 (GAS6),
AB004515 (GA94); 2-es genotipus: AB013203 (VT58), AB013231 (TH24), AB013229
(CB8); 3-as genotipus: AB013192 (UI30), AB013193 (VT2), AB008342 (IM71); 4-es
genotipus: AB030438 (VT120), AB018667 (VT48), AB030435 (MY255). Gyokértelen
filogenetikai fat készitettiink neighbor-joining médszerrel (11. abra). A farél leolvashaté volt,
hogy az altalunk kapott szekvenciak valoban a 2-es genotipushoz alltak a legkdzelebb.

Egy tobbszorosen hatranyos helyzetli populacidban, a ,,.Dzsumbuj” nevii lakotelep
lakossaganak korében is felmértik a HGV/GBV-C prevalenciajat. A vizsgalat soran 75
személy vérmintajat vizsgaltuk, koziilik 9 (12%) bizonyult pozitivnak. A legtobb pozitiv
minta 21-40 éves kor kozott fordul el (12. abra). A férfiak és nék kozott mért prevalencia

szinte azonos volt annak ellenére, hogy a vizsgalt személyek jelentds része nd volt (59/75).
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12. abra. A GBV-C/HGV RNS pozitiv és negativ mintdk megoszlasa a hatranyos helyzetii rizikocsoport

kiilonboz6 korcsoportjaiban

A vizsgalat soran kapott 9 PCR termék nukleotidsorrendjét meghataroztuk, majd az
eredményt manualisan ellendriztilk. Ezutan filogenetikai vizsgalatot végeztiink a kimutatott
virusok genotipusainak és szubtipusainak meghatarozasara. Ehhez referencianak a nemzetkozi
GenBankbol ismert genotipusu szekvencidkat valasztottuk: 1l-es genotipus: U36380; 2a
szubtipus: U44402; 2b szubtipus: U63715; 3-as genotipus: D90601; 4-es genotipus:
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ABO018667. A készitendd gyokeres fahoz kiilcsoportként a csimpanz GBV-C virusat
(AF070476) hasznaltuk (13. abra).

[ Dzs26

Dzs41
U44402 2a

Dzs36

Dzs33
Dzs60

Dzs49
Dzs01

Dzs05
Dzs63

U63715 2b

D90601 3
AY949771 5
AB018667 4
U36380 1
AF070476 GBV-C troglodytes
ITI

13. abra. A hétranyos helyzetii rizikocsoportbol kimutatott HGV/GBV-C szekvencidk filogenetikai
vizsgalata. A vizsgalt csoportban detektalt virusgenomok jelolése ,,Dzs” és egy szam, a referenciaként hasznalt

szekvenciakat pedig hozzaférési azonositoikkal tintettiik fel.

Lathato, hogy minden altalunk kimutatott virus 2-es genotipusu volt. Koziilik 8 a 2a, egy

pedig a 2b szubtipussal mutatta a legkozelebbi rokonsagot.

5.1.2. TT virusok el6fordulasa és genotipusai egészségiigyi dolgozékban

A 3-as genocsoportba tartozd TT virusok el6fordulasat 185 egészségiigyi dolgozd
vérsavomintajaban vizsgaltuk. A szintén ebbe a genocsoportba tartozo SENV-D és SENV-H
prevalenciajat genotipus-specifikus PCR segitségével kiilon is meghataroztuk.

A 3-as genocsoportra specifikus primerekkel 130 (70,3%) savo esetén kaptunk pozitiv
eredményt. A SENV-D és a SENV-H prevalencidja egymashoz hasonlo volt (22,7% és
25,9%), 17 esetben kettds pozitivitast tapasztaltunk. A kontroll csoportban is az egészségiigyi

dolgozdokban mérthez hasonléan magas prevalenciat talaltunk a teljes genocsoportot (31/40,
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77,5%) és a SENV-H varianst (14/40, 35%) vizsgalva. A SENV-D genotipus pozitivitas

azonban jelentésen ritkabban fordult el6 a kontrollok kozott (3/40, 7,5%). Ez az eltérés

Fisher’s exact teszttel szignifikansnak is bizonyult (P=0,030).

A prevalencia a korral emelkedett, de mar a legfiatalabb korcsoportban is magas volt (7.

tablazat).

7. tablazat. A TT virus pozitiv mintak szdma korcsoportonként

. , 3-as genocsoport SENV-D pozitiv SENV-H pozitiv
Kor Mintdk szama pfzitiv (%5 “% )p “% )P
20-29 39 24 (61,5) 4(10,3) 10 (25,6)
30-39 50 32 (64) 9(18) 16 (32)
40-49 47 34(72,3) 12 (25,5) 10 (21,3)
50-59 41 32 (78) 13 (31,7) 9(22)
60+ 6 6 (100) 3(50) 3 (50)
Ismeretlen 2 2 (100) 1 (50) 0 (0)
Osszesen 185 130 (70,3) 42 (22,7) 48 (25,9)

Minden vizsgalt korhazi osztalyon gyakori volt a pozitivitds egy osztalyon pedig

(sziilészet) minden vizsgalt dolgozo vérében ki lehetett mutatni a virust (14. abra).

200

180

160

140

120

100

Mintak szama

80

60

40

20

Sebe-
szet

m

Labora-| Inten-
torium | ziv

Bel-
gyogya-
szat

Sziilé-
szet

Urolo-
gia

Reuma-| Fiil-omr-
toloégia | gége

Mental
higié-
nia

Neuro-
l6gia

a I B

Kontrol-
lok

Ossze-
sen

‘ Epozitiv | 22

46 13 7

5 8 6

130 31

‘lnegaliv 8

25 5 5

1 2 2

55 9
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Nem talaltunk 6sszefliggést a TTV pozitivitas és az egészségiigyben eltoltott id6 vagy a
végzettség kozott.

Azért, hogy megallapitsuk, a SENV-D-n és H-n kiviil milyen, a 3-as genocsoportba
tartozo virusok fordulnak eld a vizsgalt egészségiigyi dolgozokban, kivalasztottunk 10 mintat,
amelyek az AI-2F és AI-2R jeli primerekkel pozitiv eredményt adtak, a két genotipus-
specifikus primerparral azonban nem. A 256 bp hosszisagli termékeket plazmid vektorba
klonoztunk, és mintanként 6 klon nukleotidsorrendjét meghataroztuk. A klonok nukleotid
szekvenciait a GenBankban is elhelyeztilk, az FM881907-FM881966 hozzaférési szamok
alatt érhetok el. A szekvenalas soran bebizonyosodott, hogy mind a 10 minta a Torque Teno
viruscsaladhoz tartozé virusokat tartalmazott. A virus genomok kissé eltérd szekvenciaj
valtozatok, quasispeciesek formajaban voltak jelen. A nukleotid-sorrendbeli eltérések egy
része aminosavak szintjén is megjelent.

A kapott aminosav szekvencidkat referencia-szekvenciakkal illesztettik Ossze. Az
elemzéshez a nemzetk6zi GenBankbdl minden ismert human TTV genotipuscsoportbol
valogattunk izolatumokat: 1-es genotipuscsoport: AB017610 (TA278), AF122918 (JA2B) és
AY666122 (HEL32); 2-es genotipuscsoport: AF261761 (PMV), AB054648 (Kt-10F) és
AJ620212 (tth6); 3-as genotipuscsoport: AX025667 (SENV-A), AX025677 (SENV-B),
AX025718 (SENV-C), AX025730 (SENV-D), AX025761 (SENV-E), AX025822 (SENV-F),
AX025830 (SENV-G), AX025838 (SENV-H), AF247137 (TUPB), AB017613 (TUSO1),
AB025946 (SANBAN), AF348409 (TCHN-B), AB050448 (TYM9), AB060597 (SAa-01) és
AB060596 (Saf-09); 4-es genotipuscsoport: AB064598 (CT25F), AB038621 (yon-KC009) és
AB064600 (JTOSF); 5-0s genotipuscsoport: AB064605 (CT44F), AJ620231 (tth8) és
AY 026465 (LO1). A szekvenciak illesztése utan gyokértelen filogenetikai fat készitettiink (15.
abra). A kapott fan lathato, hogy minden kimutatott virusgenom valdban a TTV-k 3-as
genocsoportjaba tartozott, tehat primereink specifitasa megfeleld volt. Két minta (448 és 456)
két kilonbozO genotipust is tartalmazott. A klonok tobb mint fele a TUSOl és TUPB
izolatumokhoz all a legkozelebb genetikailag, amelyek a jelenlegi besorolas alapjan a Torque
Teno virus 16-os genotipusanak (TTV-16) felelnek meg. Négy kiilonb6z6 mintabol nyert 19
klon a SANBAN (TTV-19) ¢és a SENV-E szekvenciakkal allt legkozelebbi rokonsagban,
azonban tavolsaguk arra utalt, hogy nem azonos genotipusba tartoznak. A szekvencidkat a
BLAST program segitségével 0sszehasonlitottuk a GenBankban talalhaté szekvenciakkal, és
nem talaltuk 74%-osnal nagyobb hasonlosagot.

Egy egészségiigyi dolgozd 1992 és 2006 kozott vett 9 mintajaban vizsgaltuk a 3-as

genocsoportba sorolhatd TT virusok jelenlétét. A teljes genocsoport detektalasara alkalmas
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AI-2F és AI-2R primerekkel mind a 9 minta pozitiv eredményt adott. A termékeket plazmid
vektorba klonoztuk, és mintanként 3-8 (9sszesen 50) klon nukleotidsorrendjét meghataroztuk.
A szekvencidkat a nemzetk6zi GenBankba is elhelyeztik az FM881967-FM882016
hozzaférési szamok alatt. Elvégeztiik az 50 klon filogenetikai vizsgalatat az 5 genocsoportbol
valasztott reprezentativ szekvencidk segitségével (16. abra). Az évek soran legalabb 6
kiilonboz6 virustorzs volt kimutathatd, bar az 1998-ban vett mintat kivéve minden évben
egyazon virustorzshoz tartoztak a kimutatott szekvenciak. Egy SENV-C torzs 1992-t61 2000-
ig perzisztalt. Egy masik, amely az SAa-01 jelii izolatummal (TTV-24) mutatta a legkdzelebbi
rokonsagot, 1996-t01 2005-ig volt kimutathato.
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15. abra. A TTV hordozo egészségiigyi dolgozok mintaibol nyert, 3-as genocsoportba tartozé TTV
szekvenciak filogenetikai elemzése. A kapott szekvenciakat a kovetkezoképpen jeldltik: mintaszam/klon szama.

Az azonos aminosav-sorrendii klonokat vesszével elvalasztva tiintettiik fel.
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16. abra. A TTV hordozo egészségiigyi dolgozo kiilonboz6 idépontokban levett mintaibol nyert, 3-as
genocsoportba tartozo TTV szekvenciak filogenetikai elemzése. A kapott szekvencidkat a kovetkezoképpen
jeloltik: mintavétel éve/klon szama. Az azonos aminosav-sorrendii klonokat vesszével elvalasztva tiintettiik fel.
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5.1.3. Sertés TT virusok kimutatasa és genotipizalasa

A vizsgalt 44 malac koziil 32 (72,7%) savojaban sikeriilt kimutatni sertés TT virusok
jelenlétét. A malacok kozil 15-t6]1 majmintat, 22-t6] pedig bélmintat is vizsgaltunk. A
majmintak koziil 5, a bélmintak koziil pedig 4 tartalmazott virust. Két malac esetében mind a
maj, mind a bél pozitiv eredményt adott, kettd esetében csak a maj volt pozitiv, 8 esetében
pedig csak a savo, a vizsgalt tobbi szerv nem. Egyetlen olyan malacot talaltunk, amelynek
mindharom mintajabol kimutathatdo volt a sertés TTV (8. tablazat). Az ebbdl a harom
mintabol nyert PCR termékeket plazmidba klonoztuk, és tobb klon nukleotidsorrendjét
meghataroztuk. A szekvencidkat a nemzetkdzi GenBankban is elhelyeztiik az FM200045-52
hozzaférési szamok alatt. Ezekkel a szekvenciakkal és két, a GenBankbol kivalasztott
referencia izolatummal, amelyek a sertés TT virusok 1-es genotipuscsoportjadhoz tartoztak
(hozzaférési szamok: AB076001, AY823990), gyokértelen filogenetikai fat készitettiink (17.
abra). A malac savojabol és bélszovetébdl nyert szekvencidk genetikailag kozel alltak

egymashoz, valamint az AY 823990 jelii izolatumhoz.

8. tablazat. Huszonkét malac szerveibdl kapott PCR eredmények.

Malac jelolése Szérum Mdj Bél
BLC II/1 pozitiv n/a negativ
BLC 11/3 pozitiv n/a negativ
BLC 11/4 pozitiv n/a pozitiv
BLC II/5 pozitiv n/a negativ
BLCII/7 pozitiv n/a negativ
BLC I1/9 pozitiv n/a negativ
BLC 11/10 pozitiv n/a negativ
BLC /11 pozitiv negativ negativ

BLC VII/I negativ negativ negativ
BLC VII/2 negativ negativ negativ
BLC VII/3 negativ pozitiv negativ
BLC VII/4 negativ pozitiv pozitiv
BLC VII/5 negativ pozitiv pozitiv
BLC VII/6 negativ negativ negativ
BLC VII/7 negativ negativ negativ
BLC VII/8 negativ negativ negativ
BLC VII/9 negativ negativ negativ
BLC VII/10 negativ negativ negativ
BLC VIII/I negativ pozitiv negativ
BLC VIII/2 pozitiv negativ negativ
BLC VIII/3 pozitiv pozitiv pozitiv
BLC VIII/4 negativ negativ negativ

N/a: nincs adat.
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17. dbra. A BLC VIII/3 jelii malac harom kiilonb6z6 szervébdl nyert sertés TTV szekvencidk filogenetikai

vizsgalata. A szekvencidk jelolése: egy betii (S = serum/szérum, L = liver/mdj, I = intestine/bél) és a klon szama.

A malac majmintajabol nyert TTV klonok azonban nem mutattak kozeli rokonsagot a
masik két szervbol kimutatott virusokkal, és az AB076001 jeli izolatummal is csak 80%-os

homologiat mutattak.

5.2. Klasszikus hepatitis virusok okozta jarvanyok molekularis

vizsgalata

5.2.1. Hepatitis B jarvanyok molekularis vizsgalata

Egy intrafamiliaris hepatitis B virus halmozodas, és egy korhdz onko-hematoldgiai
osztalyan zajlott HBV fertdzések molekularis epidemioldgiai vizsgalatat végeztiik el.

A csaladi halmozodasban érintett nevelGanya és a gyermekek is PCR pozitivnak
bizonyultak hepatitis B virusra. A harom vizsgalt betegbdl nyert HBV szekvenciak teljesen
azonosak voltak a vizsgalt 650 bazis hosszi szakaszon. Ezutan filogenetikai analizist
végeztiink, amelyhez a GenBankbol a HBV A-H genotipusait képviseld szekvenciakat
valasztottunk. Ezek a kovetkezOk voltak: Al szubgenotipus: U87742, AY344111, M57663;
A2 szubgenotipus: Z35717, X70185, V00866; A3 szubgenotipus: AB194952; B genotipus:
ABO033555; C genotipus: AB033553; D1 szubgenotipus: AF121242; D2 szubgenotipus:
AY090453, X72702; D3 szubgenotipus: AJ344117, AY233296; D4 szubgenotipus:
ABO033558; E genotipus: X75664; F genotipus: AB036917; G genotipus: AF405706; H
genotipus: AY090460.
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hun 1,4,5,6,9,10,17, 18, 25, 26, 27, 35
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hun 80,82

hun 84

hun 73

hun 52

X72702 Germ any

hun 66

hun 59

hun 49.74

hun 76

AY090453 Sweden

hun 65
hun 64

AF121242 Sweden

AY233296 SouthAfrica
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AJ344117 Fran

r T T T AB033558 Japan D4 -
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AB194952 Cameroon

ra

M 57663 Philippines A1

UB7742 South Africa
hun 56

hun 55

hun 33

hun 24

hun 75 A2
hun 78

235717 Poland

i
i
i
i
i
hun 54 H
i
i
:
i
X70185 Germ any !

AF046996 Woolly Monkey

—
001

18. abra. A HBV csaladi halmozodas filogenetikai vizsgalata. A csaladi halmozodasbol nyert HBV
szekvenciakat (jellésiik: hun 19-21) piros kerettel emeltiik ki. A bootstrap értékek koziil csak a 30%-nal
magasabbakat tiintettiik fel. A fan sziirke hattérrel egy magyarorszagi korhazban korabban zajlott HBV jarvany

soran kapott szekvenciak szerepelnek.
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Kiilcsoportként a gyapjas majmocska (woolly monkey) hepatitis B  virusanak
szekvencidjat hasznaltuk (hozzaférési szam: AF046996) (18. abra). Mindharom altalunk
kimutatott virus a HBV D1 szubgenotipusaba volt sorolhato. A szekvencidk a GenBankban az
AMO040693 hozzaférési szam alatt szerepelnek.

A korhazi jarvany vizsgalata soran egy hazai korhaz onko-hematologiai osztalyan kezelt 7
gyermek, valamint egyikiik testvérének savomintajabol végeztiik el a viruskimutatast és a
filogenetikai vizsgalatot. A virusgenomokat a preS1/preS2/S régiora specifikus primerekkel
mutattuk ki. Mind a 8 mintaban kimutathat6 volt a hepatitis B virus. A tovabbi vizsgalatokhoz
meghataroztuk a PCR termékek nukleotidsorrendjét, és a kapott szekvenciakat a GenBankban
a kovetkez6 azonositd szamok alatt helyeztiik el: FR750340-42. A termékek 576 bp hossz
szakaszat hasznaltuk fel a filogenetikai analizis soran, amelyhez a nemzetkdzi GenBankbol
ismert genotipust izolatumokat valasztottunk. Ezek a kovetkezOk voltak: Al szubgenotipus:
U87742, AY344111, M57663; A2 szubgenotipus: Z35717, X70185, V00866, A3
szubgenotipus: AY344106; B genotipus: ABO033555; C genotipus: AB033553; DI
szubgenotipus: AF121242; D2 szubgenotipus: AY090453, X72702; D3 szubgenotipus:
AJ344117, AY233296; D4 szubgenotipus: AB033558; E genotipus: X75664; F genotipus:
AB036917; G genotipus: AF405706; H genotipus: AY090460; AD rekombinans genotipus:
AY230127; CD rekombinans genotipus: EU678603; BC rekombinans genotipus: GQ924672,
a korabbi jarvanybol szarmazé szekvencidk: AMO040674-AMO040705. Magyarorszag
kiilonboz6 teriileteirdl szarmazé 30 — a vizsgalt jarvanytol fiiggetlenil fert6z6dott —
virushordozé kontrollbeteg, valamint egy korabban (2002-2003 soran) lezajlott masik
nozokomialis jarvanybol 27 beteg mintajat vontuk be a vizsgalatba. Ezen szekvenciak
hozzaférési szamai a GenBankban: AM040674-AMO040705. A gyokeres fahoz kiilcsoportként
a gyapjas majmocska (woolly monkey) hepatitis B virusat (AF046996) hasznaltuk (19. abra).
A szekvenciak Osszeillesztése utan gyokeres filogenetikai fat készitettiink neighbor-joining
modszerrel. Ezen lathato, hogy a vizsgalt betegek virusai mind a D genotipusba tartoztak. A
gyermekek vérébol kimutatott virusok szekvenciai a vizsgalt szakaszon nagyon hasonloak
voltak. Kozilik 6 teljesen azonos volt, de a masik két szekvencia is csak 1, illetve 2
pozicidban tért el toliik.

A 8 szekvencia nemcsak egymassal, hanem egy korabban, 2002-2003-ban zajlott masik
HBYV jarvanybol nyert 25 szekvencidval is kozeli rokonsagot mutatott. A szekvencidk a fan
egy csoportot alkottak, amely egy kozos aggal kapcsolddott a fa tobbi részéhez. Barmely két
szekvencia kozott nem talaltunk hat nukleotidnal tobb eltérést. A két jarvanybol nyert

nukleotidsorrendek kozott atlagosan mindossze 3 bazis eltérés volt.
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o A 2009-es jarvanyban érintett
betegek virusszekvenciai

« A korabban zajlott jarvanybol
szarmazo szekvenciak

o Hazai és nemzetkozi kontrollok
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100 H
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19. abra. Az onkohematologiai osztalyon zajlott hepatisi B jarvanybol nyert HBV szekvenciak filogenetikai

vizsgalata. A 2009-ben zajlott jarvanybol szarmaz6 mintékat pirossal (MB1-8), a korabbi jarvanybol kapottakat

kékkel jeloltik. A hun24 és hun33 jelii betegek virusai a korabbi vizsgalat soran az akkor zajlott jarvanytol mar

fiiggetlennek bizonyultak.
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5.2.2. Nozokomialis hepatitis C jarvanyok molekularis jarvanyiigyi
vizsgalata

Két hepatitis C virus halmozodas vizsgalatat végeztik el, hogy megallapitsuk, a
fertdzések az egészségligyi ellatassal osszefiiggésben torténtek-e.

A dializis kozpont 21 anti-HCV IgG ellenanyagokra pozitiv betegébdl kiséreltiik meg a
hepatitis C virus genomok kimutatasat. A paciensek koziil 4 évek ota ismerten virushordozd
volt. A 21 beteg savomintajabol szilikaoszlopos modszerrel kivontuk a nukleinsavakat, majd
reverz transzkripcid utan nested polimeraz lancreakciot végeztink az S5’UTR régidra
specifikus primerekkel. A mintak koziil 15 bizonyult pozitivnak ezekkel a primerekkel,
koztiik a 4 évek 6ta virushordozo péaciens mintdja is. Igy a filogenetikai vizsgalatot a 11
feltételezheten ujonnan ferté6zodott és a 4 ismert virushordozo beteg virusaival végeztiik el.
Célunk az volt, hogy kideritsiik, kdzds volt-e a fertézések eredete, és hogy a HCV-t évek ota
hordoz6 betegek egyike lehetett-e a kozos fertdzo forras. Mivel az 5S’UTR régio molekularis
jarvanyiigyi vizsgalatra nem alkalmas (tul konzervativ), az elemzés soran a virusgenom
végeztink az NS5B régiora specifikus primerekkel, majd meghataroztuk a termékek
nukleotidsorrendjét. Az elemzéshez kontrollként 15 magyarorszagi HCV hordozo beteg
mintajat hasznaltuk. Ezek hozzaférési szamai a GenBankban: FN666642, FN666644,
FN666646-FN666649, FN666654, FN666656, FN666659-FN666662, FN666667-FN666669.
A nemzetkozi GenBankbol 32 tovabbi referencia izolatumot is bevontunk a vizsgalatba. Ezek
hozzaférési szamai az adatbazisban: la szubtipus: EU256055, EU255995, EU256025,
EU256005, EU256095, EU362877, EU256105, EU255985, EU256015, EU255965,
EU255975, EU255963, EU256035; 1b szubtipus: EUI155382, EF032894, AF165054,
EU081479, EUI155362, EU155372, EF608783, EU256102, EF608855, EU256062,
AB049093, AB435162, AY587844, EF407483, EU256083, EU256092, EU256082,
EU155332, EU255962. Az 500 bazis hosszusagu szakaszok osszeillesztése utan gyokértelen
filogenetikai fat készitettiink (20. bra).

Az NS5B régiora specifikus PCR-rel pozitivnak bizonyult 15 betegbdl és a 15
magyarorszagi kontrollbetegbdl nyert szekvencidk mellett a nemzetkdzi GenBankbdl 32
ismert (la és 1b) szubtipust hepatitis C virus izolatumot hasznaltunk a molekularis

jarvanyiigyi vizsgalathoz.
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20. abra. A dializis kozpontban zajlott jarvanybol nyert hepatitis C virus szekvencidk filogenetikai
vizsgalata. A dializalt betegek mintait P betlivel és egy szammal jeldltik (P1-15). A felteheten ujonnan

fert6z6dott betegek mintait pirossal, az ismert virushordozo paciensekét zolddel, a hazai kontrollbetegeket

k7

EF032894
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AB049093
AB435162
P5
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k9
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P7
k10
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k11
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k13

k14
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kékkel tuntettiik fel (k1-15).
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Mind a 15 dializalt beteg virusa 1b szubtipustnak bizonyult. A feltételezhetéen ujonnan
fertézodott betegek virusai genetikailag kozel alltak egymashoz, egy statisztikailag is jol
alatamasztott (bootstrap érték: 99) csoportot alkottak a fan, amely k6zos aggal kapcsolodott a
fa tobbi részéhez. Ez az eredmény kozos eredetet valosziniisiti. A négy ismert virushordozo
mintajabol nyert szekvenciak koziill harom (PS5, P7 és P10) nem mutatott genetikai
rokonsagot, a fa mas again helyezkedtek el, a jarvanytol fiiggetlen kontrollszekvencidkhoz
hasonlo tavolsagban. A P12 jelli virushordozo betegbdl kapott nukleotidsorrend azonban az
ujonnan fert6zodott betegek virusaival k6zos agra keriilt. A fan igy kialakult csoporton beliil a
12 szekvencia atlagos genetikai tavolsaga minddssze 2% volt.

Az onkologiai osztalyrol 21 anti-HCV pozitiv beteg savomintajaban vizsgaltuk a HCV
RNS-ének jelenlétét a genom konzervativ 5’UTR régidjara specifikus nested PCR-rel. A
feltételezhetGen frissen fert6z6dott betegek mintai koziil 12-bdl sikeriilt kimutatni a viralis
RNS-t. Az évek ota ismerten HCV pozitiv paciens (p8 jelt) is RNS pozitiv volt, ezért
lehetséges fert6z6 forrasnak volt tekinthetd. A 13 RNS pozitiv beteg adatai a 9. tablazatban
lathatok.

9. tablazat. A HCV RNS pozitiv onkologiai betegek adatai

Beteg ;| Elsé ALT szint | Els6 anti-HCV |  HCV . P
azonosito Kor | Alapbetegség emelkedés pozitivitds | genotipus Tovabbi informdcick
P1 57 Emlérak 2007. oktober [2007. november la
P2 53 Emlérak 2008. aprilis 2008. majus la
P3 70 Emlorak 2007. junius 2008. januar la
P4 70 Emlérak 2008. februar |2008. augusztus la
P5 58 Emlérak 2007. december | 2008. junius la
P6 67 Emlérak 2007. oktober 2008. majus la
P7 56 Emlérak 2008. augusztus | 2008. jinius la
P8 76 Hodgkin 1998. oktdber 1998. o}ftobere b Lege}labb 1998’0ta
lymphoma elott virushordozd
Emelkedett ALT szint 2003-
P9 | 65 | Petefészekrik | 2007.oktéber |2007. december| 1a | 02 de ant-HCV negativ. A
majfunkcio hirtelen romlasa
2007-ben
Kronikus eosinophil
P10 55 Emlérak 2008. januar 2008. januar la leukaemia alakult ki a terdpia
8. hetében
P11 51 Vastagbel 2007. november | 2007. december la
adenocarcinoma
P12 57 | Hugyholyagrak | 2008. januar 2008. junius la
P13 49 Emlérak 2005. 2008. augusztus la
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21. abra. Az onkologiai osztaly betegeibdl kimutatott hepatitis C virusok NS5B régidibol nyert nukleotid
szekvenciak filogenetikai vizsgalata. A maximum likelihood fan a GenBankbol 30 db la és 1b szubtipusat HCV
izolatum, és 31 db fiiggetlen eredetii magyarorszagi virusszekvencia szerepel a vizsgalt betegcsoport virusai
mellett. Az onkologian kezelt betegekbdl kapott szekvenciakat vastag betiivel tiintettiik fel (p1-13). A hazai
kontrollok jelolése ,.c” és egy sorszam. Két beteg (p3 €s p11) esetében a vizsgalt genomszakasz

nukleotisorrend;jét két idépontban is meghataroztuk (T1 és T2).
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Az RNS pozitiv betegekbdl kimutatott virusok genomjanak NS5B régidjabol
genotipizalas és filogenetikai vizsgalat céljabol egy 500 bazis hosszu szakasz bazissorrendjét
hataroztuk meg. A filogenetikai elemzéshez a 13 RNS pozitiv beteg virusa mellett 31
magyarorszagi kontrollt, és a GenBankbol szarmazo la, illetve 1b szubtipusi HCV
szekvencidkat hasznaltunk fel. Az onkologiai betegek virusszekvencidit a GenBankban az
FN666627-FN666641, a magyarorszagi kontrollokét az FN666642-FN666672 hozzaférési
szamok alatt helyeztiik el. A GenBankbodl kivalaszott izolatumok hozzaférési szamai a
kovetkezok voltak: 1a izolatumok: EU677253, AJ278830, EF032898, EU155378, FJ205869,
EU255968, FI182001, EU256005, EU256035, EU362877, AF511948, AF511949, D10749,
EU255975, EF407444. 1b izolatumok: AY587844, AB435162, EF407483, AF165054,
AB049093, EF032894, EUI155362, AJ132997, AF483269, AJ000009, AY460204,
AF207768, AB080299, ABO016785, AJ238799. A gyokeres fat a GTR (general time
reversible) nukleotid szubsztituciés modell alapjan készitettiik (gamma shape paraméter:
0,397, invarians helyek aranya: 0,265), mivel a ModelTest program szerint ez a modell irta le
legpontosabban a bevitt szekvenciaadatokat. Kiilcsoportként az AY651061 szami, lc
szubtipust HCV izolatum szolgalt (21. abra). A farol leolvashatd, hogy a 12 ujonnan
fert6zodott beteg virusa la szubtipust volt, az ismert hordozoé azonban 1b, tehat nem lehetett
a fert6zések forrasa. A 12 01j beteg virusai két csoportot alkottak a fan. Az egyik csoportba 10
szekvencia keriilt (1. csoport), amelyek koziil csak egy tért el a tobbitdl tobb mint 3 nukleotid
pozicidban, 5 pedig teljesen azonos volt (10. tablazat). A masik két 01j beteg virusa egy kiilén
agra kertilt (2. csoport), 3 nukleotid pozicioban tértek el egymastol, és mindharom aminosav
cserét is okozott. A két csoport kozotti atlagos evolucios tavolsag értéke 0,021 volt. Az 1. és
2. csoport egy koOzos aggal csatlakozott a fa tobbi részéhez 98%-os statisztikai
alatamasztottsag mellett, ami a szekvenciak valoszinii rokonsagara utalt.

Annak érdekében, hogy kideritsilk, hogy a genom egy gyorsabban evolvalodo
szakaszanak elemzése is megerésiti-e ezt a csoportositast, a joval variabilisabb E1/E2 régiora
specifikus primerekkel is PCR-t végeztink. A felszaporitott szakasz az elsd hipervariabilis
régiot is magaban foglalta. Ez a PCR csak 12 beteg esetében adott pozitiv eredményt, az 1.
szaml beteg mintdjabol nem kaptunk terméket. A kapott termékek nukleotidsorrendjét
meghataroztuk és a Genbankban az FN667677-FN667690 hozzaférési szamok alatt helyeztiik

el.
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10. tablazat. Szekvencia-eltérések az NS5B régio vizsgalt szakaszan

soportok
tt

" Nukleotidok szintje Aminosavak szintje
scekvencidk Varidbilis poziciok | Eltérd poiciok dtlagos|  Atlagos genetikai Eltérd poziciok dtlagos )
sudma szdma (SEM) tavolsig (SEM) szdma (SEM) p-distance (SEM)

1. csoporton beliil 9 1,636 (0,535) 0,003 (0,001) 4 0.727(0354) 0,004 (0,002)

2. csoporton beliil 3 3,000 (1.717) 0,006 (0.003) 3 3.000 (1.687) 0,018 (0.010)
1. és 2. csoportok kozott 19 10455 (2.913) 0,021 (0,006) 7 1,864 (0.870) 0,011 (0,005)

Azonos szublipusi 06/ 159 23,792 (2.518)/ 0,050 (0.006) / 18753 3392(0872)/ 0,021 (0,005) /
kontrollok kiszott (1a/1b) 31,245 (2.489) 0,067 (0,006) ; 5029 (0.857) 0.031(0,005)
1a szubtipusi kontrollok

¢ 12 28,670 (3,632) 0,061 (0,008) 2 5,643 (1,867) 0,034 (0,011)

11. tablazat. Szekvencia-eltérések az E1/E2 régio vizsgalt szakaszan

kozott

4 Nukleotidok szintje Aminosavak szintje
szekvencidk Varidabilis poziciék Eltéré poziciok Atlagos genetikai Varidbilis pozicick Eltéré poziciok distance (SEM)
szdma dtlagos szdma (SEM) tavolsdg (SEM) szdma dtlagos szama (SEM) P
1. csoporton beliil 13 2.836 (0,805) 0,003 (0,001) 8 1,600 (0,569) 0,005 (0,002)
Az 1. csoport és a 3-as
szimi beteg kozdtt 53 43,591 (6,529) 0,049 (0,007) 25 21,000 (3,977) 0,070 (0,014)
Azonos szubtipusi 326 /471 97,419 (4,815) / 0,115 (0,006) / 927162 34,267 (3,439) / 0,111 (0,011)/
kontrollok kozott (1a/1b) 118,640 (5.465) 0,147 (0,008) 43,480 (3,764) 0,161 (0.014)
la szubtipusu kontrollok
és az 1-2. csoportok 349 103,359 (6,426) 0,123 (0,009) 104 41,979 (4,737) 0,137 (0,015)




Csak a 81 bazis hosszli els6 hipervariabilis régiot (HVR1) tekintve az 1. és 2. csoport nem
mutatott nagyobb hasonlosagot egymassal, mint barmely két egymastdl fiiggetlen eredetii

HCV izolatum szekvencidja: aminosav szinten 12-15 pozicidban is eltérés mutatkozott (22.

abra).

pl3

p3 T2

p3_T1

la AJ278830
la AF511948
la EU256035
la _FJ205869
la_D10749
la EF407444
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22. abra. Az onkologian kezelt betegekbdl nyert hepatitis C virusok és a GenBankbol valasztott 1a

szubtipusi HCV izolatumok aminosav-sorrendjének t6bbszoros illesztése a HVRI régioiban. A legfeliil lathato

szekvenciatol eltérd poziciok fekete hattérrel lathatok.

A teljes meghatarozott szekvencia (887-1813 nukleotid poziciok) alapjan késziilt

filogenetikai fa azonban nagyon hasonlé az NS5B régi¢ alapjan késziilt fahoz (23. abra).
Készitéséhez a nemzetkozi kontrollok mellett 18 magyarorszagi  kontrollbeteg
FN667708 azonositdo szamok alatt. Kiilcsoportként az AF046866 szami, 3a szubtipusi
szekvencia szolgalt. Ismét a GTR modell irta le legpontosabban az adatokat (gamma shape

paraméter: 0,597, invarians helyek aranya: 0,266).
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23. abra. Az onkologiai osztaly betegeibdl kimutatott hepatitis C virusok E1/E2 régioibol nyert nukleotid
szekvenciak filogenetikai vizsgélata. A fan a GenBankbol 30 db la és 1b szubtipusu HCV izolatum, és 18 db
fiiggetlen eredetii magyarorszagi virusszekvencia szerepel a vizsgalt betegcsoport virusai mellett. Az onkologian
kezelt betegekbdl kapott szekvencidkat vastag betiivel tiintettiik fel (p2—13). A hazai kontrollok jeldlése ,,c” és
egy sorszam. Két beteg (p3 és p11) esetében a vizsgalt genomszakasz nukleotisorrendjét két idopontban is

meghataroztuk (T1 és T2).
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A 8. szamu beteg szekvencidja ismét az 1b szubtipusu virusok kozé sorolodott. Az
onkologiai osztaly betegeibdl kimutatott la szubtipusii virusok is a korabbival azonos
csoportositasban jelentek meg a fan. A bootstrap analizis is aldtdmasztotta a csoportok
létezését. Az E1/E2 régiora vonatkozo evolicios tavolsagokat a 11. tablazatban tiintettiik fel.

Az 1. csoportba sorolt szekvenciak genetikailag igen kozel alltak egymashoz, atlagos
tavolsaguk minddssze 0,003 volt. Tizenharom nukleotid pozicioban jelentkezett variabilitas,
koziiliik 5 a HVR1-en beliil. A baziscserék az E1 proteinben 3 (3/192, 1,56%), a HVR1-ben 4
(4/27, 14,81%), a rovid E2 szakaszon belill pedig tovabbi 1 (1/80, 1,25%) aminosav
szubsztitucidt okoztak. Az atlagos evolicios tavolsag az 1. és a 2. csoport kozott 0,049 volt
nukleotid szinten, joval alacsonyabb, mint az egymastol fiiggetlen, de azonos szubtipust
szekvenciak atlagos tavolsaga (1a szubtipus esetén: 0,115).

A 3. és 11. szamu betegektdl 3 honap elteltével ujabb mintat kaptunk és megismételtiik a
viruskimutatast és a szekvenalast mindkét genomrégioban. A fakon az eltéré idépontokbol
szarmaz6 mintadk T1 és T2 jeloléssel szerepelnek. Az NS5B régioban 3 honap alatt nem
tortént valtozas, a burokfehérjét kodold szakaszon viszont 2, illetve 3 baziscsere volt
megfigyelhetd. Ezek 1-1 aminosav-cseréhez vezettek a két betegbdl kimutatott virusokban.

Vizsgalatainkhoz fiiggetlen kontrollként 40 magyarorszagi HCV hordozé betegbdl nyert
virusszekvencia szolgalt. Egyuttal ezek a mintdk a Magyarorszagon eléfordulé HCV
genotipusok eloszlasardl is informacioval szolgaltak. A 40 kimutatott virusbol 38 (95%) az 1-
es genotipusba tartozott. Koziiliik csak egy volt la szubtipust, a tobbi az 1b szubtipusba
sorolodott. Két hordozé esetében a virus csak az 5’UTR-re specifikus PCR-rel volt
kimutathato, ezért genotipusukat ennek a terméknek a bazissorrendje alapjan hataroztuk meg.
Ez a szakasz szubtipizalasra nem alkalmas, igy annyit lehetett megallapitani, hogy a két virus
3-as, illetve 4-es genotipust volt. A 6 helyi kontroll, amelyek az orszag dél-keleti részébdl, a

korhaz 150 km-es korzetébdl szarmaztak mind 1b szubtipustak voltak.
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6. Megbeszélés

6.1. Nem klasszikus hepatitis virusok prevalencidja és genotipusai

Magyarorszagon

6.1.1. A HGV/GBV-C el6fordulasa és genotipusai Magyarorszagon

Vizsgalataink célja a néhany éve felfedezett GB virus C/hepatitis G virus
prevalenciajanak felmérése volt Magyarorszag egészséges lakosainak és egy tobbszordsen
hatranyos helyzetii csoportnak a korében.

A vizsgalt 124 kiilonb6z6 kort, egészséges budapesti lakos vérsavo mintabol 10-et
talaltuk pozitivnak GBV-C/HGV RNS-re. Az igy kapott 8,1%-os prevalencia viszonylag
magasnak szamit mas eurdpai orszagok hasonld adataihoz képest, de nem kiugrd érték. Az
adatok Osszehasonlitasa azonban nem konnyl, mert az egy orszagban kapott eredmények
jelentds eltéréseket mutatnak vizsgalatonként, valdsziniileg azért, mert a kutatok eltéré primer
szetteket alkalmaztak, és ezek érzékenysége kiilonbozhet.

A GBV-C/HGV RNS-re pozitiv mintdk szamat korcsoportonként vizsgalva
megfigyelhetd volt, hogy a gyerekek kozott a GBV-C/HGV fertdzottség alacsony: 19 éves kor
alatt csak egyetlen pozitiv mintat talaltunk. A legmagasabb prevalenciat 40-49 éves kor kozott
kaptuk (4/15). Az 50 év feletti lakosok mintai mind negativak voltak. Ez egyrészt annak lehet
koszonhetd, hogy a mintak szama viszonylag alacsony volt ebben a korcsoportban. A masik
lehetséges magyarazat szerint a prevalencia értékek eltérése a virus szexualis Gton torténd
terjedésére vezethetd vissza. A pozitiv mintak szama a szexualisan legaktivabb csoportokban
volt a legmagasabb, idésebbekben viszont alacsony, mivel a friss fertézés naluk mar ritka, a
korabban bekertilt virus pedig feltehetden mar eliminalodott a szervezetiikbél. Eredményeink
egybeesnek mas kutatocsoportoknak az irodalomban korabban megjelent megfigyeléseivel,
amelyek szintén a szexualis transzmisszio jelentdségére mutattak ra [Lampe és mtsai, 1998].
Gyermekekben a GBV-C/HGV el6fordulasat alacsonynak talaltuk. A GBV-C/HGV
prevalenciajaban férfiak és nék kozott jelentds kiilonbséget nem tapasztaltunk, ami szintén
megfelel az irodalomban korabban kozolteknek.

A GBV-C/HGYV prevalencidja hepatitises betegekben joval magasabb, mint az egészséges

lakosokban. A Magyarorszagon, hepatitisben szenvedd betegek kozott végzett sziirdvizsgalat
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17,5%-o0s prevalenciat mutatott ki, ami tobb mint kétszerese az altalunk, egészségesek kozott
mértnek [Takécs és mtsai, 2002]. Altalaban ehhez hasonld, vagy ennél is nagyobb
kiilonbségekrdl szamolnak be a témaban eddig megjelent publikaciok. Abe és munkatarsai
akut, valamint kronikus hepatitisben, tovabba cirrhosisban és hepatocellularis carcinomaban
szenvedo betegekben vizsgaltak a HGV/GBV-C jelenlétét, és a betegek 6,8%-abol mutattak ki
a virust. Kiilonosen gyakorinak talaltak a koinfekciot HBV-vel (8,9%) és HCV-vel (66,7%).
Az egészséges kontrollcsoportban a HGV hordozok aranya mindossze 1,4% volt [Abe és
mtsai, 1997]. Nakatsuji és kollégai nem talaltak szignifikans eltérést a HGV prevalenciajaban
akut, illetve kronikus non-A-non-E hepatitises betegek és véradok csoportjai kozott. A
koinfekciot HBV-vel és a HCV azonban 6k is gyakorinak talaltak (5-15, illetve 10-15%)
[Nakatsuji és mtsai, 1996]. Ezek az eredmények latszolag a GBV-C és a majgyulladas kozotti
Osszefiiggésre utalnak, mivel azonban azoéta kideriilt, hogy a virus replikacios helye nem a
maj, valosziniibbnek latszik, hogy a virusos majgyulladassal megfigyelt kapcsolat valojaban
csak a klasszikus hepatitis virusokkal, a HBV-vel és a HCV-vel koz0s parenteralis terjedési
modd kovetkezménye.

A ,.Dzsumbuj” lakosaitol vett 75 savomintabol 9 (12%) bizonyult pozitivnak a
HGV/GBV-C RNS-ére, ami masfélszerese az egészséges lakossagban mértnek. Az intravénas
droghasznalok korében zajlott kiilfoldi vizsgalatok ennél magasabb értékeket mutattak
[Kennedy és mtsai, 1998, Anastassopoulou ¢és mtsai, 1998, Trisler és mtsai, 1999]. Az
Osszehasonlitds azonban nem egészen helytalld, mivel az altalunk vizsgalt csoportnak csak
egy része volt intravénas droghasznalo (28%). A GBV-C prevalenciajaban itt sem talaltunk
eltérést a nemek kozott, és a pozitiv mintak korcsoportonkénti eloszlasa is az egészségesek
kozott tapasztalthoz volt hasonlo.

A vizsgalataink soran kimutatott HGV/GBV-C virusok genotipusat genotipizald
primerek, valamint nukleotidsorrend-meghatarozas segitségével allapitottuk meg. Minden
vizsgalt virus 2-es genotipustinak bizonyult. Ez megfelel az irodalomi adatoknak, ugyanis az
eddig megjelent tanulmanyok szerint szinte kizarolag ez a tipus fordul elé Eurdépaban. Harom
minta esetében a genotipizald primerekkel negativ eredményt kaptunk. Lehetséges, hogy ezek
a genomok olyan pontmutdcidkat tartalmaztak, melyek miatt egyik primerrel sem mutathatok
ki, de lehetséges, hogy a primerek kisebb érzékenysége okozta a téves negativ eredményeket.
A mintak tobbszori felolvasztasa soran a virus érzékeny RNS-e jelentds részben toredezhetett,
vagy lebomolhatott. Bar a primerek az azota azonositott 5-0s és 6-0s genotipus kimutatasara

nem alkalmasak, nem val6szinil, hogy ezek okoztdk volna a téves negativ eredményeket,
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mivel ezek az eddigi adatok alapjan Afrikaban és Délkelet Azsidban fordulnak elé [Tucker &
Smuts, 2000, Muerhoff és mtsai, 2006].

A, Dzsumbuj” lakossagabol kimutatott HGV/GBV-C szekvenciak filogenetikai
elemzése alapjan az izolatumaink némelyike genetikailag igen kozel allt egymashoz (a Dzs26
és Dzs41, valamint a Dzs01, Dzs05 és Dzs49 jelii izolatumok) ami alapjan lehetségesnek
tiinik, hogy a fertdzések eredete kozos. A virusatvitel modja lehet szexualis, vertikalis, vagy
akar az intravénas drogfogyasztas soran tortént kozos tithasznalat, azonban ezt a megfeleld

adatok hianyaban nem tudtuk bizonyitani.

6.1.2. TT virusok el6fordulasa és genotipusai egészségiigyi dolgozékban

Munkank soran egy magyarorszagi korhaz 185 egészségiigyi dolgozojanak vérében
vizsgaltuk a 3-as genocsoportba tartozo TT virusok jelenlétét. Kiilon is megvizsgaltuk két
genotipussal, a SENV-D-vel és a SENV-H-val tortént fertézések gyakorisagat, mivel a
szakirodalom szerint ezek Osszefiiggésbe hozhatok ismeretlen eredetii majgyulladasos
megbetegedésekkel. Kontrollként 40 egészséges személy savomintajat valasztottuk ki.

Vizsgalatunk azt mutatta, hogy a TT virusok e genocsoportja rendkiviil gyakori mind az
egészséges lakossagban, mind a rizikocsoportnak szamitd egészségiigyi dolgozokban. A
prevalencia korral emelkedett, ¢s ez a tendencia a SENV-D esetében volt a legfeltinébb. A
fertézések gyakorisaga nem mutatott szignifikdns Osszefiiggést a dolgozok munkakorével.
Nem volt jelentds eltérés a prevalencidban a korhazi osztalyok kozott sem, annak ellenére,
hogy az egyes részlegeken eltért a fertézés kockazata, illetve a lehetséges virusatviteli mod.

Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a TT virusok 3-as genotipusaval tortént
fertézodés természetes és gyakori jelenség a magyar lakossagban, és az esetek nagy részében
feltételezhetoen nem fligg Ossze az egészségiigyben végzett munkaval. Egy korabbi vizsgalat
sem talalta jelentds kockazati tényezének az egészségiigyben végzett munkat a TTV fertdzés
szempontjabol [Nagano és mtsai, 1999]

A PCR termékek nukleotidsorrendjének meghatarozasaval és filogenetikai vizsgalattal
sikeriilt besorolnunk a genotipizald primerekkel nem azonosithatd virusgenomokat: minden
vizsgalt virus a 3-as genotipus csoportba sorolodott. Ezaltal primereink specifitasarol is
meggydzOdtiink. A vizsgalt mintak koziil 4-bol olyan szekvenciakat mutattunk ki, amelyek
nem mutattak kozeli rokonsagot egyetlen, a nemzetkdzi GenBankban kozolt izolatummal

sem. Genetikailag a legkozelebb a SANBAN, illetve a SENV-E genotipusokhoz alltak,
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tavolsaguk azonban arra utalt, hogy masik, eddig le nem irt genotipust képviselnek. Pontos
azonositasukhoz azonban hosszabb genomszakasz vizsgalatara lenne sziikség.

Egy hepatitis tiineteit nem mutaté, de TT virust hordozo egészségiigyi dolgozéban
vizsgaltuk a virusgenomok nukleotidsorrendjének valtozasait. A 9 savominta levétele 1992 és
2006 kozott tortént. Mindegyik minta pozitivnak bizonyult a TTV 3-as genocsoportjara
specifikus primerekkel. A filogenetikai elemzésbdl kideriilt, hogy az évek soran legalabb 6
kiilonb6z6, de a keresett genocsoportba tartozd virustdrzs volt kimutathatd a vizsgalt
személyben. Ezek egyike 1992-t6l legalabb 2000-ig perzisztalt, egy masik pedig az 1996-ban
¢és a 2005-ben vett mintaban is jelen volt. A két varians azonban nem volt kimutathat6 az elsé
¢és az utolso detektalas vett 6sszes mintaban, felteheten a vizsgalt klonok kis szama vagy a
virustorzsek titerének ingadozasa miatt. A virustiter ingadozasa mas virustorzsekkel torténd
feliilfert6z6dés kovetkezménye lehet, ami feltehetden gyakori jelenség, és tobbnyire tranziens.
A mas genotipusokkal bekovetkezé feliilfert6z6dés az irodalmi adatok alapjan az addig
hordozott virustorzsek titerének és aranyanak hirtelen megvaltozasat okozhatja [Maggi és
mtsai, 2005]. A 3-as genocsoportba tartoz6 torzsekkel torténd szuperinfekciok atmeneti
jellege miatt lehetségesnek tlinik, hogy az egészséges szervezetben perzisztalo torzsek ellen
termel6dott  ellenanyagok kereszt-védelmet biztositanak az azonos csoportba tartozo
variansokkal szemben. Ennek bizonyitdsara sajnos jelenleg még nem allnak rendelkezésre a
sziikséges reagensek. A periférids vér mononuklearis sejtjei rezervoarként szolgalhatnak a
virus szamara, igy ha egyes variansok iddlegesen el is tiinnek a szérumbol, késébb ujra
megjelenhetnek, amikor a specifikus ellenanyagok titere csokken [Okamoto és mtsai, 2000].
Megfelel6 specificitassal rendelkez6 szerologiai tesztek segitségével elkiilonitheték lennének
a friss és a kronikus fert6zések, ezen kiviil kimutathatova valnanak a korabban lezajlott

infekciok is. Ilyen reagenskészletek azonban ma még nincsenek kereskedelmi forgalomban.

6.1.3. Sertés TT virusok kimutatasa és genotipizalasa

A sertés TT virusok kimutatasat 44 malacbol kiséreltik meg. A vizsgalatokhoz savo-,
maj-, valamint bélmintakat hasznaltunk. A vizsgalt malacokban gyakori volt sertés TTV
virémia. A virus a malacok egy részének majaban és belében is kimutathato volt, de a
fertézéshez kothet6 klinikai tiineteket egyik allat sem mutatott. Egy malac (jelolése BLC
VIII/3) esetében mindharom szervben detektalhatdo volt a sertés TTV. A kapott PCR
termékekbdl nukelotidsorrend-vizsgéalatot és filogenetikai elemzést végeztiink. A szérumbol

¢és a belbdl nyert virusszekvencidk nagyon hasonldak voltak. A majbol kimutatott virusgenom
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azonban jelentdsen eltért ezektél, a malacban tehat legalabb két virustdrzs perzisztalt
egyszerre. Emberben is leirtak mar olyan kevert fertdzéseket, ahol a kiilonb6z6 szervekben
eltéré TTV genotipus dominalt [Okamoto és mtsai, 2001]. Ennek hatterében az allhat, hogy az
egyes genotipusok evolucidjuk soran mas és mas szovettipushoz adaptalodtak. Vizsgalataink
idején még csak 3 sertés TTV genom teljes szekvencidja volt elérhetd, ezek kozil ketté a
sTTVI1-es genocsoportjaba tartozott (AY82990 és AB076001), bar jelentds szekvenciabeli
eltérés volt kozottik. A harmadik a sSTTV2-es genocsoportot képviselte és genetikailag olyan
tavol allt az altalunk kapott, illetve a fent emlitett két masik izolatumtol, hogy nem vontuk
bele a filogenetikai vizsgalatba.

A filogenetikai farol leolvashatd volt, hogy a malac szérumabol és belébdl kapott
virusszekvenciak az AY82990 jelii izolatummal alltak kozeli rokonsagban, a majbol nyert
szekvenciak azonban jelentdsen eltértek mindkét referencia-izolatumtol. Feltételeztiik tehat,
hogy egy 10j genocsoportrol lehet sz6. Ennek megerésitése azonban tovabbi vizsgalatokat
igényelt volna. Az azdta publikalasra keriilt szekvenciaadatok és a Corey és mtsai altal
javasolt taxonémia alapjan az Osszes altalunk kimutatott nukleotidsorrend a TTSuVl1-es
speciesbe tartozik [Cortey és mtsai, 2011]. Ma mar azt is tudjuk, hogy a malac vérébdl és
beleibdl kimutatott virusok az AY82990 izolatummal egyiitt az 1b genotipusba, a majbol
detektalt varians pedig a szerzok altal ijonnan felallitott 1c genotipusba sorolhat6 be, amelyet
azota mar Kinaban is megtalaltak sertésekben. A fan szintén szerepld AB076001 izolatum az

la genotipust képviseli.

6.2. Klasszikus hepatitis virusok okozta jarvanyok molekularis

vizsgalata

6.2.1. Hepatitis B jarvanyok molekularis vizsgalata

Munkank soran két hepatitis B virus halmozddast vizsgaltunk molekularis technikakkal.
Az egyik esetben intrafamiliaris halmozodasrol volt szo: két gyermek és o6rokbefogaddjuk
mintajat kaptuk meg vizsgalatra. A masik esetben a fert6zédések egy korhdz gyermek onko-
hematoldgiai osztalyan torténtek.

Két gyermek és neveléanyjuk savomintdjaban vizsgaltuk a hepatitis B virus jelenlétét,
majd azt vizsgaltuk, hogy a kimutatott virusok genetikailag kozeli rokonsagban allnak-e. A

vizsgéalat sziikségessége akkor meriilt fel, amikor néhany honappal a gyermekek
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orokbefogadasat kovetéen a neveldanyanal akut virusos majgyulladas tiinetei jelentkeztek. A
szerologiai vizsgalat megerdsitette, hogy friss fertézésrél van szo. A filogenetikai vizsgéalat
soran azt talaltuk, hogy mindharom kimutatott virusgenom a HBV DI szubgenotipusaba
tartozott. A vizsgalt szakaszon a virusok genomjanak nukleotidsorrendje teljesen azonos volt,
ami alapjan igen valoszinii a kozos eredet. A jarvanyiigyi vizsgalat soran kideriilt, hogy a két
gyermek vér szerinti édesanyja tiinetmentes virushordozo volt. Sziiletésiik utan a gyermekek a
hazai protokollnak megfelelen aktiv és passziv immunizalasban részesiiltek, azonban ennek
ellenére virushordozokka valtak, majd az adoptalas utan a fert6zés sajnos a nevel6anyara is
tovabbterjedt.

Egy magyarorszagi korhaz gyermek onko-hematoldgiai osztalyan 2009-ben kezdtek
nozokomialis HBV jarvanyra gyanakodni, miutan az egyik kezelt gyermek négy
csaladtagjanal akut hepatitis B virus fert6zést diagnosztizaltak. Az osztaly betegei koziil egy
sem mutatta akut hepatitis tiineteit, 7 beteg esetében azonban emelkedett majenzim szinteket
és HBsAg pozitivitast talaltak. A fert6zések feltehetéen 2008 juniusa és 2009 novembere
kozott torténtek. A HBsAg pozitiv 7 beteg tobbsége akut limfoid leukémia miatt keriilt az
osztalyra, egyikiiknél agydaganat volt az elsédleges diagnozis. Mindegyikiik t6bbszoér kapott
veért és vérkészitményeket, és szamos mas invaziv beavatkozason is atestek a kezelések soran.
A regionalis tisztiféorvos kezdeményezte a filogenetikai vizsgalatot, amelybe a HBsAg
pozitiv betegeket és egyikiik testvérét vontuk be.

Az onko-hematologiai osztalyon kezelt 7 betegbdl, és egyikilk testvérébdl kimutatott
hepatitis B virusok szoros genetikai rokonsagot mutattak a filogenetikai analizis soran, igy
feltételezhetd, hogy eredetilk kozos, valoban nozokomialis jarvany zajlott az osztalyon.
Meglepé modon a kapott szekvencidk hasonlé mértékii rokonsagot mutattak egy korabbi,
2002-2003 soran, egy masik korhaz hasonld osztalyan zajlott HBV jarvany mintaival is.
Ennek a jarvanynak is laboratoriumunkban zajlott a molekularis vizsgalata, és eredményeit
egy korabbi publikacioban kozz¢é is tettiik [Szomor és mtsai, 2007]. A jarvanyiigyi vizsgalat
kideritette, hogy a két korhaz onko-hematologiai osztalyai évek ota kooperaltak és a
csontvelé-atiiltetésre varo betegek gyakran mindkét korhazban megfordultak. gy tehat
el6fordulhatott, hogy a masodik jarvany soran vizsgalt HBsAg pozitiv gyermekek egyike
valdjaban a korabbi jarvany soran fert6zédott meg, de az eset akkor nem kertilt felismerésre.

A regionalis ANTSZ és az Orszagos Epidemiologiai Kozpont Kérhdzi Jarvanyiigyi
Osztalyanak vizsgalata hidnyossagokat tart fel a korhazban az infekciokontroll teriiletén, és
feltételezhetd, hogy ezek egyiittese idézte elé a jarvany kialakulasat. Az osztalyra keriild

betegeket nem sziirték rendszeresen HBsAg-re, és ha mégis megtortént a vizsgalat, az
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eredményt az azt kiado laboratérium nem mindig interpretalta helyesen. A kérhazban nem allt
rendelkezésre bizonyiték-alapt szakmai protokoll sem a betegek HBV elleni immunizélasa,
sem pedig sztirésiik tekintetében. Ezen kiviil, a virussal fert6zott és nem fertézott gyermekek
részére egy koOzos jatszohelyiség volt kialakitva, kozos jatékokkal, amelyek konnyen
kontaminalodhattak a kornyezeti hatasokkal szemben nagyon ellenalld virussal. A virusatvitel
kockazatat jelentdsen novelte két tényezd. Egyrészt a beteg gyermekek egy részének szajaban
a terapia mellékhatasaként fekélyek alakultak ki (stomatitis aphtosa), masrészt mivel a
betegek immunszupprimalt allapotban voltak, a szervezetiikbe jutott virus titere a vériikben
rendkiviil magas értéket ért el.

Az onkoldgiai osztalyon lezajlott HBV halmozodast elsé alkalommal a 70-es években, az
Egyesiilt Allamokban irtak le. A jarvany 8 egészségiigyi dolgozot érintett. A fertézések
forrasa a feltételezések szerint az egyik beteg lehetett [Wands és mtsai, 1974]. Dumpis és
munkatarsai szintén egy gyermek onkologiai osztalyon zajlott jarvanyt vizsgaltak molekularis
technikaval. Az osztalyon 1996 és 2000 kozott szamos beteg fert6z6dott meg hepatitis B
és/vagy hepatitis C virussal. A filogenetikai vizsgalat a fertézések tobbségében bizonyitotta a
kozos eredetet, a jarvanyligyi vizsgalat azonban nem tudott egyértelmiien rdmutatni a
virusatvitel pontos modjara. Azt azonban valdsziniisitették a szerzék, hogy a jarvany
hatterében az allt, hogy osztaly dolgozdinak egy része nem tartotta be a kézhigiéne

gyakorlatanak alapvet6 szabalyait [Dumpis és mtsai, 2003].

6.2.2. Nozokomialis hepatitis C jarvanyok molekularis jarvanyiigyi
vizsgalata

Két, Magyarorszagon zajlott nozokomialis hepatitis C virus halmozédas molekularis
jarvanytigyi vizsgalatat végeztiik el. Az egyik halmozodas egy dializiskdzpont, a masik egy
korhaz onkologiai osztalyanak betegeit érintette.

Egy magyarorszagi hemodializis koézpontban 2008 januarjaban két beteg havonta
esedékes majfunkcios vizsgalata emelkedett értékeket mutatott, ezért elvégezték a betegek
HBYV ¢és HCV sziirését. Mindkét beteg pozitivnak bizonyult anti-HCV ellenanyagokra. Jilius
kozepéig Osszesen 17 dializalt beteg esetében tapasztaltak szerokonverziot. Koziilik 14 beteg
korabban mind HBV, mind HCV markerekre negativ, harom pedig ismert HBV hordozo volt.

A 17 beteg koziil 14-et rendszeresen ebben a dializis centrumban kezeltek, harmat
azonban egy kisebb, szatellita allomason. Ezen a szatellita allomason 2007. november 15-én

vizellatasi gondok adodtak, ezért 6 beteget a centrumba vittek at kezelésre, és dializisiiket ott
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vegeztek el. Két kiilonbozd helyiségben 3-3 beteg kezelése tortént meg, ¢és az egyik
helyiségben kezelt 3 beteg megfertéz6datt, a masik 3 nem. Igy a jarvanyiigyi szakemberek a
fertézések pontos helyét és idejét is megallapithattak.

A 17, feltételezhetéen ujonnan fertdz6dott beteg savomintajabol megkiséreltiik a HCV
RNS kimutatasat, és 11 esetben pozitiv eredményt kaptunk. Rajtuk kiviil harom olyan, szintén
a centrumban kezelt betegbdl is kimutattuk a virust, akik ismert HCV hordozok voltak (PS5,
P7, és P10). Feltételeztiik, hogy egyikilk virusa lehetett a fertézések forrasa. A szekvenalas és
a filogenetikai vizsgalat azt mutatta, hogy a 11 Gjonnan fert6z6dott beteg virusa genetikailag
nagyon kozel all egymashoz, tehat valoban kozos lehetett az eredetiik. A harom ismert
hordozobol kimutatott HCV genomok nem mutattak kozeli rokonsagot a halmozodasbol
szarmazd szekvenciakkal. Az analizisbe bevont, kiilonboz6 eredetii kontrollok és a
GenBankbol szarmazé szekvencidk kozott hasonld tavolsagok voltak megfigyelhetdek, ez
alapjan a harom beteg fert6z0dése egymastol és a halmozodastol is fiiggetlennek tiint.

A jarvanytgyi szakemberek ezutan egy tovabbi beteget azonositottak, aki a kérdéses
napon kezelésben részesiilt a kdzpontban és ismerten HCV hordozo volt: Ez a paciens
azonban még a jarvany felismerése eldtt elhunyt. Mivel sikeriilt téle korabban vett savomintat
talalni egy laboratoriumban, megkisérelhettiik a viruskimutatast és a filogenetikai vizsgalatot
(P12). A mintabol sikertilt virust kimutatnunk, és a szekvenciaelemzést is elvégeztikk. A P12
jeli beteg mintajabol nyert virusszekvencia az elemzés soran az Ujonnan fert6zddott
paciensek virusaival kdzds csoportba sorolodott. Ez alapjan valoszintisithetd, hogy ez a beteg
volt a jarvany kiindulépontja.

A masik jarvany egy magyarorszagi korhaz onkologiai osztalyan zajlott. Itt 2008 els6
honapjaiban az osztaly tobb betege is emelkedett majenzimszint mellett anti-HCV
ellenanyagokra pozitivnak bizonyult, ezért felmeriilt, hogy a fertézések nozokomialis
eredetiick lehetnek. Az esetleges korhazi jarvany felderitésére molekularis epidemiologiai
vizsgalatot végeztiink. Az onkologiai osztalyon évente igen nagyszamu beteg fordult meg.
Sziirésiik hepatitis B és C virus markerekre nem volt rutinszerli, azonban a betegek
rendszeresen atestek vérvizsgalatokon (tobbek ko6zott majfunkcios vizsgalaton is) a
citosztatikus terapia mellékhatasainak kontrollalasa céljabol. Magas majfunkcios érték esetén
tovabbi teszteket végeztek. 2008 elsé honapjaiban jelentdsen megndtt azon betegek szama,
akik emelkedett ALT szintet mutattak. A jelenség hatterének vizsgalata soran tobbek kozott a
betegek HCV ¢és HBV sziirését is elvégezték. Oktoberig Osszesen 45 beteg anti-HCV
vizsgalata tortént meg, koziilik 21 bizonyult pozitivnak. Husz beteg anamnézisében nem

szerepelt hepatitis C virus fertdzés, egy beteg azonban évek Ota ismert a virushordozo volt.
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A 21 anti-HCV pozitiv beteg savomintajabol kiséreltikk meg a viralis RNS kimutatasat, a
genotipizalast és a filogenetikai analizist. Tizenharom minta bizonyult HCV RNS pozitivnak,
koztiik az évek ota ismerten virushordozé beteg (p8). A genotipizalds azt mutatta, hogy a
frissen fert6z8dott betegek virusai la szubtipusuak voltak, mig a p8 jelii betegé 1b. Ez altal
kizarhato, hogy ez a beteg lett volna a kozos fert6zé forras. Az NS5B régio elemzése soran
kideriilt, hogy 10 beteg virusa nagyon kozeli rokonsagban all egymassal (1. csoport), és
nagyon valdszini, hogy eredetiik k6zos. A két masik ujonnan fert6z6dott beteg virusa szintén
nagyon kozel allt egymashoz (2. csoport), de elkiiloniilt a masik 10 szekvenciatol. Ez a
tavolsag azonban kisebb volt az egymastodl fiiggetlen eredetii szekvenciak kozott atlagosan
megfigyelheténél. A 12 szekvencia egy monofiletikus csoportot alkotott a filogenetikai fan,
amit a statisztikai analizis is megerdsitett. Ez arra utalt, hogy kozottilk kapcsolat lehet. A
GenBankbol szarmazé kontrollok azt is megmutattak, hogy az NS5B régioban egymastol
fiiggetlen izolatumok kozott is eléfordulhat viszonylag kis genetikai tavolsag, azonban ezek a
szekvenciak nem alkotnak monofiletikus csoportot (pl. az FJ182001 és az EU255975 jeli
izolatumok). Mivel az NS5B evolucidja viszonylag lasst, a vizsgalatot a burokfehérjéket
kodolo, és a HVR1-et is tartalmaz6 valtozékony szakasz alapjan megismételtiik. Ezzel a PCR-
rel az egyik Ujonnan fert6z6dott beteg mintdja negativ eredményt adott, aminek az oka a
primerkotd szakaszokon bekovetkezett mutacio, vagy a modszer alacsonyabb érzékenysége
lehetett. Az eredmények azonban hasonléak voltak az NS5B régio analizisével kapottakhoz és
meger0sitették egy tavolabbi ko6zos 6s létezését. A rovid és gyorsan valtozo6 HVRI
bazissorrendje alatamasztotta az 1. csoport létezését, de a 2. csoportba tartozo szekvenciak
mar nem mutattak nagyobb hasonlésagot az 1. csoporthoz, mint a kontrollszekvenciakhoz.

Megfigyeléseink egyik lehetséges magyarazata, hogy a kozos fert6z6 forras egy, a virust
hosszu ideje hordozo beteg, akinek a vére egy rendkiviil diverz viruspopulaciot tartalmazott.
A recipiensek szervezetébe jutott kis mennyiségii inokulum a variansoknak valdszintileg csak
egy kis rész¢ét tartalmazta. A megfert6z6dott betegekben mas és mas varians valt dominanssa,
majd a fert6zéstél a mintavételig eltelt honapokban tovabb evolvaldodott. Ez a folyamat a
HCV quasispeciesek szelektiv transzmissziojanak példaja, amit el8szor csimpanzokban
figyeltek meg. A kisérlet soran harom csimpanzot fertéztek meg egyazon HCV tartalmu
plazmabdl szarmazo inokulumokkal. Két allatban a plazméban jelen levé quasispeciesek
koziil a leggyakoribb varians valt dominanssa, a harmadik allatban azonban egy ritka valtozat
[Hijikata és mtsai, 1995; Sugitani & Shikata, 1998]. A HCV variansok szelektiv atvitelét
emberben is leirtdk mar. Egy tliszarasos baleset utan a donorban ritkdnak szamité varians

mutatta a legnagyobb genetikai hasonlosagot a recipiensbdl kimutatott virusokhoz [Saito és
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mtsai, 2004]. Egy hemodializis kozpontban lezajlott jarvany soran két Gjonnan fert6z6dott
beteg virusanak szekvencidja a virusdonorbol kimutathatd virusvaridnsok egy kis
csoportjahoz allt a legkdzelebb [Bracho és mtsai, 2005]. Egy hepatitis C virust hordozé
szivsebész tobb paciensét is megfertézte a beavatkozasok soran. A recipiensekbdl nyert
virusszekvenciak a sebészbdl kimutathato kiilonb6z6 variansok egyikével vagy masikaval
alltak kozelebbi rokonsagban [Esteban és mtsai,1996]. Perinatalis fertdzés soran is egy vagy
néhany quasispecies jut at a csecsemdbe [Manzin és mtsai, 2000].

Az onkologiai osztalyon tortént fertdzések kozos forrasa egy HCV hordozd paciens
(esetleg egészségligyi dolgozo) lehetett, akit a helyszini jarvanyiigyi vizsgalat soran nem
sikertilt azonositani, igy a filogenetikai analizisben sem szerepel. Ez a beteg a szeroldgiai
HCV sziirésben sem vett részt vagy azért, mert majenzimszintje normalis volt, vagy
id6kozben meggyogyult, esetleg elhalalozott. Hasonld okok miatt tobb mas, szintén a
korhazban fert6zodott beteg is kimaradhatott a filogenetikai vizsgalatbol. Sajnos nem allt
rendelkezésre elegend6 jarvanyiigyi adat ahhoz, hogy felderitsiik a fertézések sorrendjét.

Egy masik lehetséges magyardzat is létezik arra, hogy miért tiinik tavolabbinak a
kapcsolat az 1. és a 2. csoport virusai kdzott. A kozottiik kimutathatdo homoldgia hatterében az
is lehet, hogy egyazon populaciobol szarmaznak, és egy tavolabbi k6zos 6st6l szarmaznak.
Ennek a lehetéségnek a vizsgalatira 40 olyan magyarorszagi HCV hordozé virusanak
jarvannyal. A 40 virushordozobol 6 a korhaz 150 km-es korzetén beliil lakott, igy helyi
kontrollnak tekinthetd. A genotipizalas azt mutatta, hogy Magyarorszagon az 1b szubtipus
dominans (92,5%), ehhez hasonld eredményeket kozoltek korabban Gervain és munkatarsai
[Gervain és mtsai, 2003] is. Mindossze egyetlen 1a szubtipusu virust talaltunk, ez azonban az
orszag nyugati felérél szarmazott és nukleotidsorrendje sem mutatott rokonsagot az
onkologiai betegek virusaival. Ezek az eredmények nem erdsitik meg azt az eshetdséget, hogy
az onkologiai osztalyon parhuzamosan két la szubtipusi HCV valtozat okozott volna
nozokomialis fertézéseket.

Molekularis modszerekkel mindkét halmozddas esetében bizonyitékot talaltunk arra,
hogy a fertézések az egészségiigyi ellatassal Osszefliggésben kovetkezhettek be. A kronikus
betegek kezelése soran mindkét intézményben gyakoriak voltak az invaziv beavatkozasok,
amelyek novelték a vérrel terjedd fertdzések kockazatat. Az infekciok feltehetdéen kozos
eredetiick voltak, a kozos forrast azonban csak a dializis kozpont betegei kozott sikertilt
azonositanunk. A virusatvitel pontos méodjanak felderitése viszont egyik esetben sem tortént

meg. A dializalt betegek esetében a kozos terjesztd tényezd az antikoagulans (heparin) és a
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higitashoz hasznalt fiziologias so6oldat lehetett, mivel azonos palackokat hasznaltak azokban a
helyiségekben, ahol a fertdzédések bekovetkeztek. Amennyiben a miiszak végén még maradt
a megbontott oldatokbol, hiitve taroltdk, és masnap felhasznaltdk. Az onkoldgiai osztalyon
lehetséges, hogy a jarvany kialakulasa tobbadagos kiszerelésti készitmények vagy infuzios
szerelékek befert6zddésére volt visszavezethetd. A fert6zések felismerése utan szigora
infekciokontroll intézkedések keriiltek bevezetésre, amelyek betartasat rendszeresen
ellendrizték is. Ezek utan egyik intézményben sem deriilt fény Gjabb fert6zésekre.

Az elmult években tobb hasonldé molekularis jarvanyligyi vizsgalat zajlott vilagszerte.
Francia kutatok egy dializiskozpontban tortént HCV jarvanyt elemeztek, amely soran 9 honap
alatt 22 beteg fert6z8dott meg. A jarvany kitoréséhez feltételezhetéen a kesztyiicsere és a
kézfertStlenités hianyossagai, valamint az eszk6zok nem megfeleld sterilizalasa vezethetett
[Savey és mtsai, 2005]. Silini és munkatarsai egy hematologiai osztaly 13 ujonnan bekeriilt
betegének anti-HCV szerokonverziojat tanulmanyoztak. Kizartak egy esetleges HCV hordozo
egészségligyi dolgozo és a vérkészitmények szerepét a jarvany kialakulasaban. A fertézés
betegrdl betegre terjedt, és a fertdzések hatterében tobbadagos kiszerelésii gydgyszeres
ampullak kontamindcidja allhatott [Silini és mtsai, 2002]. Mailliard egy sok beteget érintd
jarvanyt elemzett, amely szintén egy onkologiai osztalyon zajlott. Itt egy 3a szubtipusu virus
terjedt. Azt talalta, hogy a fertézések egy kozos forrastdl indultak, és a virus betegrdl betegre
terjedt [Mailliard és mtsai, 2009].

A molekularis modszerek elterjedtek a hepatitis C virus jarvanyok vizsgalataban. Mindkét
jarvany vizsgalata soran az NS5B régio nukleotidsorrendjének analizise a betegekbodl
kimutatott virusszekvenciak helyes csoportositasahoz vezetett, amit a bootstrap analizis is
alatamasztott. Az onkologiai betegek esetében a csoportok 1étezését a burokfehérjéket kodold
régio egy hosszabb szakaszanak vizsgalata is megerdsitette. Ez alapjan ugy tinik, hogy az
NS5B  régiobol szarmazod megfelelé hossziusaga szekvenciak (legalabb 500 bazis)
meghatarozasa elegendd, hogy bebizonyitsuk, vagy kizarjuk virusizolatumok rokonsagat,
ahogy ezt egy korabbi tanulmanyunk soran is tapasztaltuk [Dencs és mtsai, 2009b]. A
modszer tovabbi elénye, hogy a téves negativ eredmények esélye kisebb, mint a variabilisabb
E1/E2 régio esetén, mivel ritkdbban torténnek pontmutaciok a primerkdtd szakaszokon. A
filogenetikai elemzések soran gyakran vizsgalt révid HVRI1 szintén alkalmas lehet abban az
esetben, ha a fert6zések ota csak rovid id6 telt el. Jelen esetben azonban ennek a régionak a

vizsgalata nem adott megfeleld eredményt.

81



7. Uj tudomanyos eredmények

A virologidban a molekularis eljarasok elterjedése és gyors fejlddése szamos uj virus
felfedezését, €s uj tipust vizsgalatok elvégzését tette lehetévé. Munkank sordn perzisztens
fertézést okozo klasszikus és nem klasszikus hepatitis virusokat vizsgaltunk molekularis
modszerekkel.

A nem klasszikus (,,ijonnan felfedezett”), és majgyulladassal Osszefliggésbe hozott
virusok esetében a virusok detektalasa, hazai prevalencidjanak felmérése volt az elsddleges
célunk, valamint a kimutatott variansok azonositdsa, genotipizalasa. A klasszikus hepatitis
virusok ko6zé sorolt hepatitis B-vel és C-vel kapcsolatos munkank soran egészségiigyi
cllatassal kapcsolatos jarvanyok, valamint egy csaladon beliil lezajlott halmozddas kapcsan
olyan, hazankban korabban nem alkalmazott molekularis jarvanyligyi modszereket
kiséreltink meg kidolgozni, amelyek segitségével molekularis adatokkal bizonyithatjuk a
fert6zések Osszefiiggését, illetve felderithetjiik forrasukat.

A munka soran elért 4j eredmények:

1. Meghataroztuk a HGV/GBV-C hordozas gyakorisagat és elofordulé genotipusat
Magyarorszagon: Vizsgalataink sordn egészséges budapesti lakosok, ¢és a
,Dzsumbuj” lakotelepen €16, tobbszorosen hatranyos helyzeti  személyek
savomintajaban vizsgaltuk meg a HGV/GBV-C jelenlétét. Az egészséges lakossagban
a virus prevalenciaja 8,1%-nak bizonyult, a rizikdcsoportban ennek masfélszeresét
kaptuk. Eredményeink hasonléak a mas eurdpai orszagokban mért értékekhez.
Mindkét csoportban megfigyelheté volt, hogy a virushordozas a szexualisan
legaktivabb korcsoportokban volt a gyakoribb. A kimutatott virusok 2-es genotipusuak
voltak, ami dominans genotipusnak szamit Eurdpaban. [Takacs és mtsai, 2002, Dencs
& Sebestyén, 2007].

2. Megallapitottuk a human TT virusok prevalencidjait és azonositottuk
genotipusait egészségiigyi dolgozokban: Egy hazai korhaz dolgozoinak, kontrollként
pedig egészséges személyeknek a vérmintaiban mértilk fel a TT virusok 3-as
genocsoportjanak gyakorisagat. Mindkét csoportban rendkiviil gyakori volt a
virushordozok aranya. A prevalencia a korral emelkedett, de mar a legfiatalabb
korcsoportban is magas volt. A kimutatott virusok egy részének a genotipusat is
meghataroztuk, és tobb, mar ismert varians mellett egy olyat is talaltunk, amely
valészintileg egy eddig ismeretlen genotipust képvisel. Egy TTV hordozd

egészségligyl dolgozo tobb év alatt levett mintaibol tobbféle, a 3-as genocsoportba
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tartozo varianst sikeriilt kimutatni. Egyes virusgenomok tobb ¢év elteltével is
kimutathatok voltak. Gyakorinak tiintek az atmeneti feliilfert6zédések a vizsgalt
genocsoportba tartozo kiilonbozo genotipusokkal [Dencs és mtsai, 2009a].

3. Sertés TT virusokat mutattunk ki egy hazai sertéstelepen tartott malacok
szerveibol és genotipizalast végeziink: A vizsgalt malacok tobbsége egy vagy tobb
szervében is hordozta a sertés TT virust. Egy malac esetében mindharom mintaban
sikertilt virust detektalni. A malac majabol TTSuV lc genotipusi virust mutattunk ki,

mig a vérébol és a belébdl TTSuV 1b-t [Takacs és mtsai, 2008].

A nem klasszikus hepatitis virusokkal és a human TT virusokkal rokon sertés TTV-vel
végzett vizsgalataink soran hazankban elséként felmértiik prevalencidjukat kiilonb6z6

populaciokban, és informaciot nyertiink az eléforduld genotipusokrol is.

4. Elvégeztiik két hepatitis B halmozodas molekularis jarvanyiigyi vizsgalatat: Egy
csaladi  halmozodas soran megallapitottuk a két gyermek és neveldanyjuk
savomintaibol kimutathatd hepatitis B virusok genetikai rokonsagat [Szomor ¢és mtsai,
2002].

Molekularis bizonyitékot talaltunk egy magyarorszagi korhaz onko-hematologiai
osztalyan kezelt gyermekek és egyikiik testvérének vérmintaibol detektalhato hepatitis
B virusok kozos eredetére. A kimutatott virusok azonban nem csak egymassal, hanem
egy évekkel korabban, egy masik korhazban zajlott nozokomialis jarvanybol szarmazo
virusokkal is kozeli rokonsdgot mutattak, ezaltal sikeriilt fényt deriteniink a két

halmozddas kozotti dsszefliggésre is [Dencs és mtsai, 2011b].

5. Molekularis jarvanyiigyi eljarast dolgoztunk ki alkalmaztunk két nozokomialis
hepatitis C jarvany esetében: Egy hemodializis kozpont betegei kozott meriilt fel a
HCV jarvany gyanuja, és a szerologiai vizsgalatok alapjan érintett betegek koziil 11-
bol sikeriilt is kimutatnunk a virus genomjat. A filogenetikai elemzés segitségével
kimutattuk, hogy a fertézések valoban kozos eredetiiek voltak. Azt is sikerdilt
megallapitanunk, hogy a kozpont ismert HCV hordozé betegeinek virusai koziil
melyik lehetett a fertdzések forrasa (kozlés alatt).

Egy hazai korhaz onkologiai osztalyan kezelt 21 anti-HCV pozitiv betege koziil 13-bol
mutattunk ki hepatitis C virust. Husz beteg anamnézisében nem szerepelt korabbi
HCV fert6zés, egy azonban évek ota ismerten virushordozo volt. A virusgenomok
filogenetikai vizsgalata mind az NS5B, mind pedig az E1/E2 régidban a 12 Gjonnan

fert6z6dott beteg virusainak genetikai rokonsagat mutatta. A betegek virusai az la
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szubtipusba sorolodtak. Az ismert HCV hordozé virusa azonban az 1b szubtipusba
tartozott, ami alapjan kizarhato, hogy ez a beteg lett volna a fert6zések kiindulopontja.
A kozos fert6zo forrast tehat ennek a jarvanynak az esetében nem sikertilt azonositani.
A filogenetikai vizsgalatok soran kontrollként alkalmazott virushordozé betegek
virusainak genotipizalasa alapjan a HCV genotipusainak egymashoz viszonyitott
gyakorisagardl is képet kaptunk Magyarorszagon. A leggyakoribb az 1-es genotipus
volt (95%). Csak egyetlen la szubtipusi virust azonositottunk, a tobbi 1b-nek
bizonyult. Két tovabbi beteg 3-as, illetve 4-es genotipusu virussal fert6zodott [Dencs

és mtsai, 201 1a].

A hepatitis B és C virusokkal végzett vizsgalatainkat Osszegezve elmondhato, hogy
nozokomialis jarvanyok gyantja esetén sikerrel alkalmaztunk molekularis jarvanytgyi
modszereket a fert6zések kozos eredetének bizonyitasara vagy kizarasara. Megtalaltuk
azokat a megfeleld valtozatossagli és hosszisagi genomszakaszokat, amelyeket sajat
tervezésli vagy korabban kozolt PCR primerek segitségével amplifikalva, majd
megszekvenalva nemcsak genotipizalhatjuk, vagy szubtipizalhatjuk a kimutatott
virusokat, hanem a megfelel6 kontrollok és referencia szekvenciak segitségével genetikai
rokonsagi fokukrol is képet kaphatunk. Amennyiben a késGbbiekben ujabb jarvany
kovetkezik be, rovid idén beliil eredményekkel szolgalhat a vizsgalat, ami hozzajarulhat

akar tovabbi fertézodések megeldzéséhez is.
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8. Osszefoglalas

Munkam soran perzisztens fertézést okozd klasszikus és nem klasszikus hepatitis
virusokat vizsgaltam molekularis modszerekkel. A hepatitis virusoknak rendszertanilag eltéré
virusokat neveziink, amelyek k6zos jellemzdje, hogy hepatotropok.

A nem klasszikus, de perzisztens fertézést okozni képes virusok koziil a HGV/GBV-C-
vel ¢és a TT virusok két csoportjaval, a human TT virusok 3-as genocsoportjaval, valamint a
sertéseket fertézé TTSuV virusokkal foglalkoztunk. Célunk hazai prevalenciajuk felmérése,
¢és a hazankban elterjedt genotipusaik azonositasa volt. A HGV/GBV-C fertézés gyakorisagat
az egészséges lakossagban, valamint egy tobbszordsen hatranyos helyzetli rizikdcsoportban
vizsgaltuk. Az egészséges lakosokban mért érték kissé magasabb, de hasonlé volt mas europai
orszagokban kapott eredményekhez. A rizikocsoportban ennél masfélszer magasabb értéket
kaptunk. A kimutatott HGV/GBV-C genotipizasa azt mutatta, hogy Magyarorszagon az egész
Eurdopaban dominansnak szamito 2-es genotipus fordul el jellemzden [Takacs és mtsai, 2002,
Dencs & Sebestyén, 2007]. A human TT virusok 3-as genocsoportjanak eldfordulasat
egészségligyi dolgozokban vizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy az ezen virusokkal tortént
fert6z6dés gyakori, de valdsziniileg nem fiigg Ossze az egészségiigyben végzett munkaval.
Egy tiinetmentes TTV hordozo 15 év soran levett vérmintait vizsgalva arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a 3-as genocsoportba tartozo virusok évekig perzisztalhatnak, és gyakori
jelenség lehet az Gjabb €s Gjabb genotipusokkal vald atmeneti feliilfert6zodés [Dencs és mtsai,
2009a]. A sertés TT virusokat egy hazai sertéstelepen tartott malacok szerveiben kiséreltiik
meg kimutatni. A malacok tobbsége TTV hordozénak bizonyult. Az egyik malac harom
szervében detektalt virusokat genotipizaltuk is, és azt talaltuk, hogy a majbol kimutatott virus
a vérben ¢és a bélben talalttol eltéré genotipusu volt [Takacs és mtsai, 2008].

A klasszikus hepatitis virusok kozé a hepatitis A-E virusokat soroljak, koziiliikk a hepatitis
B ¢és C virusokkal foglalkoztunk. E két virus egészségiigyi jelentdsége vilagszerte rendkiviil
nagy. A vérrel és vérkészitményekkel torténd akut fertézodések a fejlett vilagban mar igen
ritkak, és olyan terjedési modok keriiltek el6térbe, mint az intravénas droghasznalat és az
egészségligyi ellatassal Osszefiiggd virusatvitel. A hepatitis B és C virusokkal végzett
munkam soran egy csaladon beliil lezajlott, illetve harom nozokomialis jarvanyt vizsgaltunk
molekularis modszerekkel, hogy bizonyitsuk vagy kizarjuk a fertézések kozos eredetét, és ha
lehetséges, azonositsuk forrasukat. Az intrafamilidris halmozdodas esetén sikertilt

megallapitani, hogy a neveléanya HBV fert6zésének forrasa a sziiletésiik 6ta virushordozo
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gyerekek egyike lehetett [Szomor és mtsai, 2007]. Kimutattuk egy gyermek onkohematologiai
osztalyon tortént HBV fertézések kozos eredetét, és dsszefliggésiiket egy évekkel korabban,
egy masik korhazban zajlott hasonld jarvannyal [Dencs és mtsai, 2011b]. Egy hemodializis
kozpont hepatitis C virussal ujonnan fertdz6dott betegei esetében molekularis bizonyitékot
talaltunk a fertézések eredetére. A kozpont évek ota HCV hordozd betegei kozott
azonositottuk a jarvany forrasat is. Egy onkologiai osztaly betegeinek HCV fertézése is k6zos

eredetiinek bizonyult, de a fert6z6 forrast nem sikeriilt azonositani [Dencs és mtsai, 201 1a].
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9. Summary

In the course of my work I used molecular methods to study classic and newly discovered
hepatitis viruses that cause persistent infections. Hepatitis viruses are a diverse group of
infectious agents, which are primarily hepatotropic.

During this work we studied three groups of recently discovered viruses that have been
suspected to cause hepatitis: HGV/GBV-C virus, human TT viruses, and TTSuV viruses,
which infect pigs. Our aim was to determine the incidence of these viruses and to identify
their dominant genotypes in different groups of the Hungarian population. The prevalence of
HGV/GBV-C infections was measured in the healthy Hungarian population and in a multirisk
group. The prevalence in the healthy subjects was similar, though slightly higher than in other
European countries. Infection with HGV/GBV-C was 50% more frequent in the multirisk
group. Genotype 2 was found to be the most common variant in Hungary, similarly to other
countries in Europe [Takacs et al., 2002, Dencs & Sebestyén, 2007]. Prevalence of viruses
belonging to genogroup 3 of human TT viruses was measured in serum samples of health care
workers. Infection with these viruses was very common in the study group, but the observed
prevalence was probably independent of profession. Group 3 TT viruses were also detected in
serum samples collected over a period of 15 years from a symptomless health care worker.
Some strains were found to persist for years. Transient superinfections with other genotypes
seemed to occur frequently [Dencs et al., 2009a]. Molecular methods were used to detect
swine TTV genomes in different organs of weaned pigs. Most of the pigs were shown to carry
TTSuV in one or more of their organs. Genotyping of the viruses detected in three organs of
one pig showed that the virus detected in the liver belonged to a different genotype than the
ones found in the blood and intestinal samples [Takacs et al., 2008].

Hepatitis A to E viruses are sometimes called classic hepatitis viruses, of which we
studied hepatitis B and C viruses. Infections with these viruses have great public health
significance worldwide. The number of new infections from blood and blood products have
become rare in the developed world. Other transmission routes, such as intravenous drug iuse
and health care associated transmission have become the leading causes of viral spread.
During our work with hepatitis B and C we investigated an intrafamilial outbreak and three
outbreaks associated with health care. Our aims were to provide molecular evidence for the
common origin of the infections and also tried to indentify their source, if possible. In case of

the intrafamilial HBV outbreak it was shown that the source of the foster mother’s infection
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was one of the adopted children, both of whom had been infected perinatally by their natural
mother [Szomor et al., 2007]. Phylogenetic analysis showed that nosocomial transmission of
HBYV occurred at the pediatric onco-haematology unit. An additional link was found between
this outbreak and another one that occured several years earlier at another hospital [Dencs et
al., 2011b]. Using molecular methods it was confirmed that the HCV infections of the patients
of a haemodialysis unit were from a common origin. The source patient could also be
identified among the long term HCV carriers treated at the unit [Dencs et al., 2009b]. The
HCV infections of the patients of an oncology ward were also shown to be nosocomial, but

the common source of these infections was not found [Dencs et al., 201 1a].
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Koszonetnyilvanitas

Elsésorban koszonetet szeretnék mondani Dr. Takacs Marianak, aki nemcsak a doktori,
hanem a diplomamunkdm sordn is témavezetdm volt. Felkarolt, amikor mindjart a munkam
legelején ,.elarvultam”. Nemcsak rengeteg elméleti tudast adott nekem, hanem a labormunka
alapjait is tdle tanultam. FOnokként pedig nagy erdéfeszitések aran lehetdvé teszi, hogy a
Féosztalyon mindig folyjon kutatomunka.

Koszoném Dr. Berencsi Gyorgynek, hogy érdekes és jo hangulata eldadasaival
megszerettette velem a virologiat, és hogy az évek soran barmikor barmilyen szakmai
kérdéssel batran fordulhattam hozza.

Koszonom Dr. Erdei Annanak, hogy lehetové tette, hogy részt vegyek az Immunoldgia
doktori programban.

Halas vagyok Dr. Szomor Katalinnak a rengeteg kozos munkaért, az értékes tanacsokért
és még értékesebb baratsagaért, ami a legnehezebb id6kben kiilondsen sokat jelentett.
Szeretném megkdszonni Dr. Kis Zoltannak a sokszor sietds ebédek és kavék mellett folytatott
szakmai konzultaciokat, és hogy megtanitott banni a LightCyclerrel.

Koszonom Kerékgyartoné Zalka Cecilianak, Kulcsar Katalinnak, Kunosné Végh
Marianak és Dubszki Zsoltné Erzsinek, hogy mindig precizen és lelkiismeretesen végeztek el
minden munkat a rutin feladatokon tal is, akar PCR-r61, akar klonozasrol, akar szekvenalasrol
volt sz6. Koszonettel tartozom Dr. Barcsay Erzsébetnek és Dr. Rusvai Erzsébetnek, amiért
tandcsaikkal sokat segitettek a munkamban. Koszonom Tresé Balintnak és Hettmann
Andreanak, hogy a munka az irodaban gordiilékenyen és jo hangulatban folyhatott. Andinak
kiilon koszonom a segitséget a kisérletek elvégzésében.

Végiil csaladomnak szeretnék koszonetet mondani. Koszondm sziileim szeretetét és
tamogatasat, és hogy mellettem alltak és segitettek mindig mindenben, amiben csak tudtak.
Koszonom férjemnek, Péternek a tiirelmét, amikor a dolgozatiras sokszor az éjszakaba nyult,
és figyelmességét, hogy annyiszor felajanlotta, hogy vigyaz Emmara, hogy nyugodtan
irhassak, vagy éppen egy kicsit kikapcsolodjak. Szeretném megkoszonni Emmacskanak is, ha
6 még nem is érti, csak azt, hogy itt van, és annyi 6romot és felejthetetlen élményt nytjt nap

mint nap.
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