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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

pozitiv polaritasu

negativ polaritasi

aminosav (,,amino acid”)

hepatitisz B virus ,,e” (,,core” — kopeny) antigénje elleni ellenanyag
hepatitisz B virus ,,e” (,,early” — korai) antigénje elleni ellenanyag
hepatitisz B virus ,,S” (,,surface” — felszini) antigénje elleni ellenanyag
hepatitisz C virus elleni ellenanyag

akut limfoid leukémia

aszpartat transzaminaz (régebbi elnevezése: SGOT — szérum glutamat-oxalacetat
aminotranszferaz)

alanin transzamindz (régebbi elnevezése: SGPT — szérum glutamat-piruvat
aminotranszferaz)

Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat

duplaszalu (,,double stranded”)

dezoxiribonukleinsav

enteralis terjedési mod

etidium-bromid

»enzyme-linked immunosorbent assay” - szerologiai mddszeren alapulo teszt
gamma glutamil transzpeptidaz

hepatitisz A virus

hepatitisz B virus ,,¢” (,,core” — kdpeny) antigénje

hepatitisz B virus ,,e” (,,early” — korai) antigénje

hiper-immun gamma globulin

hepatitisz B virus ,,S” (,,surface” — felszini) antigénje

hepatitisz B virus

majsejtes rak (hepatocellularis karcinoma)

hepatitisz C virus

hepatitisz D virus

hepatitisz E virus

GB virus - C/hepatitisz G virus

interferon

G alosztalyt immunglobulin ellenanyag

M alosztalyt immunglobulin ellenanyag

kilobazis-par

nukleotid

Orszagos Epidemiologiai Kozpont

nyitott leolvasasi keret (,,open reading frame”)

Orszagos Vérellatd Szolgalat

polimeréz lancreakcid

parenteralis terjedési mod

ribonukleinsav

reverz transzkripcio és az azt kovetd polimeraz lancreakcid

SEN virus

1d. ALAT/ALT

1d. ASAT/AST

szkler6zis multiplex

szisztémads lupusz eritematozusz - idiilt, gyulladdsos kotdszoveti betegség
egyszalu (,,single stranded”)

Torque Teno virus



2. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A vilag legjelentdsebb népegészségligyi problémai kozé tartoznak a virusok altal okozott
majgyulladdsok (hepatitisz). Az Egészségiigyi Vilagszervezet, a WHO szerint csak a B tipust
hepatitisz virussal fertézottek szama milliardos nagysagrendiire tehetd, és évi kozel 3-400 millid
azoknak a friss fertézotteknek szdma, akik a betegség heveny szakasza utan idiilt majgyulladasban
szenvednek életiik végéig.

A hepatitisz korképpel Osszefiiggésbe hozott, majsejtekben szaporodd (hepatotrop) virusok
csoportja minden bizonnyal még nem teljes, hiszen felfedezésiik, azonositdsuk folyamatos. Még
alig tobb, mint 20 évvel ezel6ttig is nonA—nonC hepatitiszként emlitették az ismeretlen eredetli
majgyulladdsokat. Az elsddlegesen a majat megtdmado, hepatotrép virusokon tul egyéb
virusfertdzések is okozhatnak majgyulladast, itt azonban a maj érintettsége csak kisérdjelenség.
Ilyen koérokozok az egyes herpeszvirusok (pl. Epstein-Barr virus — HHV-4, cytomegalovirus —
HHV-5, huméan herpeszvirus-6, 7), sargasagot és vérzéses lazat okozo (icterohaemorrhagias)
virusok, az adenovirusok, enterovirusok egyes képviseldi, a r6zsahimlé vagy a kanyard virusa. A
90-es években azonositottdk az eleinte hepatotropnak gondolt, mara azonban mar lymphotrop
(fehérvérsejtekben szaporodd) virusként szamon tartott GBV-C virust, amelyet hepatitisz G
virusként is neveziink (GBV-C/HGV), valamint a Torque Teno virust (TTV).

A majgyulladast okozé virusok sem struktirdjukban, sem genetikailag, sem terjedési modjukban
nem egységes viruscsoport, az altaluk okozott korképek sulyossdgaban is alapvetd kiilonbségek
tapasztalhatok. Ismereteink ebben a témdban szinte napi szinten bdviilnek, ennek ellenére, még
napjainkban is vannak olyan majgyulladasban szenvedd betegek, akiknél a korokozot nem sikeriil
azonositani.

Az orszaghatarok kozel 20 évvel ezel6tti megnyilasaval, konnyebb atjarhatésagéval nem csak az
emberek véandorldsa indult meg, hanem 4&ltaluk a hordozott virusoké is. A migraciéval a
mikroorganizmusok eddig ismert foldrajzi eloszldsa elmosddottabba valik, wjabb és ujabb
teriileteken bukkanhatnak fel eddig ott nem jellemz6 kérokozok. Célul tztiik ki, hogy vizsgalataink
soran feltérképezziik a Magyarorszdgon eléforduld hepatitisz B és TT virusok genotipusait, amely
ismereteknek szerepe lehet a betegek kezelésében.

Ismeretes, hogy a hepatitisz B virus esetében egyes genetikai variansok kialakuldsanak hatasa
lehet a laboratoriumi diagndzis felallitasara (,,e” antigén-hidnyos virus-tipus), a terapia kimenetelére
(rezisztencia a virus ellenes szerekkel szemben, pl. lamivudin rezisztens mutans) vagy az elézdleg
elvégzett immunizici6 hatdsara (,,vakcinaszokevény” mutans). Tovabbi célunk volt, hogy
elvégezziik a HB virusok genotipusokon beliili finomabb vizsgalatat, kiilonds tekintettel a tomeges

immunizacié immunszelektiv hatasa révén kialakuld virusvariansokra, és a nemzetkozi



szakirodalomban — Carman munkacsoportja altal 1990-ben elséként — leirt ,,GI45R” (a 145-06s
aminosavpozicioban taldlhaté aminosavcsere: glicinrél — G, argininre — R) mutaciora és egyéb,
aminosav-szubsztiticids virusvaltozatok kimutatdsara, amelyek a vakcinécio ellenére is okozhatnak
fert6zéseket.

A Magyarorszagon el6forduld hepatitisz B genotipusok ¢és virusvariansok ismeretében
molekularis epidemiologiai vizsgalatokat végeztiink egy koérhazi jarvany betegei (onko-
hematologiai osztalyon kezeltek) kozott a betegek kozos forrasbol valod fertézddésének igazolasara
vagy kizérasara.

Vizsgaltuk tovabba a GBV-C/HGV, TT virusok eléfordulasat ugyanezen rizikdcsoportban
(onko-hematolégiai  osztdlyon kezelt betegek, akik alapbetegségiikbol adodoéan  vért,
vérkészitményeket gyakran kaphatnak), Osszehasonlitva az egészséges populdcioban mérhetd
prevalenciaval.

Vizsgaltuk a TT virusok eléforduldsat hazai sertéstelepeken tartott sertések mintaiban is, az
azonban egyelére nem tisztazott, hogy jelenthetnek-e egyaltalan veszélyt ezek a korokozok az
emberre, pl. enterdlis terjedési mdodon, a fertdzott allat husat elfogyasztva vagy allati eredetii
szervek emberbe torténd betiltetését (xenotranszplantacio) kovetden, tobbek kozott gasztroenteralis

korképek — majgyulladas — kivaltasaval.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. A majgyulladas (hepatitisz)

3.1.1. Torténet

A m4j gyulladdséra utald tiineteket, elsdsorban a sdrgasagot—még a betegség pontos
megnevezése nélkiil — mar Hippocrates (kb. 460-kb. 370, 6kori gorog orvos) leirta, de a betegség
fert6zo voltara utalo feltételezésekrdl szo616 feljegyzések csak a VIII. szazadbol ismertek. A XVII-
XIX. szazadokban zajlé hdboruk idején mind a hadseregben, mind a civil lakossagban nagy
tomegeket érintd jarvanyok zajlottak, melyek feltehetdleg viralis eredetliek voltak (hepatitisz A?).
Lurman irt le 1883-ban, Németorszagban, egy — hajogyari rakodémunkasok himld oltasat kovetd —
,sargasag-jarvanyt”, ami feltehetleg vagy az oltdanyag fertézottsége (emberi nyirokcsomdbol
izolalt, gyengitett korokozobdl késziilt oltdéanyag), vagy a hidnyos oltasi higiénia kovetkeztében
kialakult hepatitisz B, esetleg C jarvany lehetett. McDonald mar 1908-ban feltételezte, hogy a
»fertdz0 sargasadgot” virus okozza [McDonald, 1908]. Szintén feltehetéleg HBV vagy HCV Aéltal
okozott, sargalaz elleni immunizaciét kdvetd jarvany alakult ki Anglidban, az 1930-as évek végén
(az oltéanyagot emberi szérummal stabilizaltadk). Ezek az esetek iranyitottak a figyelmet a korokozo
vérrel vagy plazmaval is eléfordulo tovabbvitelének lehetdségére. Az 1940-es években mind német,
mind amerikai kutatok, orvosok jeleztek a II. vilaghdboriban mar széleskoriien végzett
vératomlesztéseket kovetd, jarvanyszertien kialakulé majgyulladés eseteket. A vérrel atvihetd virust
az enteralisan terjed6tol Hans Voegt 1942-ben, kétes etikdju (elmegydgyintézetben kezelteken és
koncentréacids taborok foglyain végzett) kisérletekben kiilonitette el [Voegt, 1942]. igy bizonyitotta,
hogy nincs keresztimmunitas a két virus kozott [Leyendecker, 1989]. MacCallum javaslatara 1947-
ben nevezték el az enteralisan terjedd virust hepatitisz A-nak vagy fert6z6 majgyulladas virusanak,
mig a vérrel is atvihetd virust hepatitisz B-nek (ahol a B betii a vér utjan torténd — ,,blood-borne” —
terjedésre utal), vagy szérum hepatitisznek.

Az 1976-ban Nobel-dijjal kitiintetett Baruch Samuel Blumberg (amerikai orvos, genetikus)
1965-ben, 1j korszakot nyitott a viruskutatas torténetében. Ekkor fedezte fel Ausztral bennsziilottek
vérében az ,,Ausztralia-antigén”-t (amely késébb a HBV felszini antigénjének — HBsAg—
bizonyult), majd ramutatott arra, hogy leukémiasok (politranszfundaltak) ¢s Down-korosok vérében
az ,,Ausztrélia-antigén” nagy koncentracioban talalhaté meg [Blumberg, 1967]. Kés6bbi kutatasai
soran patologiai Osszefliggést talalt az Ausztralia-antigén eléforduldsa és az elsddleges majrak
kozott [Blumberg, 1969]. Az Ausztralia-antigént Prince és Okochi mutatta ki (a vérrel atvihetd
hepatitiszvirus altal okozott majgyulladasban szenveddk vérébdl) 1968-ban [Prince, 1968], [Okochi,
1968], magat a komplett virust pedig Dane és munkatirsai 1970-ben (Ausztralia-antigénnel

Osszefiiggd-hepatitiszesek vérébol) [Dane, 1970]. Feinstone és munkatarsai 1973-ban azonositottak
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a fert6z6 majgyulladas (HAV) korokozojat [Feinstone, 1973], a hepatitisz D virust pedig Rizzetto
munkacsoportja fedezte fel 1977-ben [Rizzetto, 1977]. A hepatitisz E virust Balayan és munkatérsai
azonositottak 1983-ban [Balayan, 1983], a hepatitisz C virus felfedezése 1989-ig varatott magara
[Choo, 1989]. Ekkor mar kdrvonalazddott az is, hogy a virusos eredetli, parenterdlisan terjedd
fert6zések igen nagy hanyadéaért ez a virus a felelds. Az ezutan eltelt tiz éven beliil jabb harom
virust azonositottak: GBV-C [Simons, 1995] vagy més néven hepatitisz G virus [Linnen, 1996],
TTV [Nishizawa, 1997] és SENV [Primi, 2000]. A molekularis modszerek térhoditasaval ujabb
lehetdségek nyiltak a virusvadéaszok el6tt: napjainkban is ujabb és wjabb — klasszikus virologiai
modszerekkel nem, vagy csak igen koltségesen (pl. f6emlosok fertézésével) izolalhatd — korokozok
1étére deriil fény (pl. human bocavirus) [Allander, 2005], és varhatéan egyes ismeretlen eredetli

hepatitisz esetében is tisztdzodhat a betegséget kivalto korokozo.

3.1.2. Tiinetek, klinikai jellemzok

A virusok okozta majgyulladds az észrevétlen, vagy enyhe lefolydsu betegségtol a gyors,
gyakran sulyos, akar végzetes kimeneteli majelégtelenségig valtozhat, amely a kivaltd oktol
éppugy figg, mint a fertézott személy koratdl, és altalanos egészségi allapotatdl. A betegség
kezdetét jelzo altalanos tiinetek a rossz kozérzet, faradtsag, hanyinger, étvagytalansag, esetleg 1az.
Ritkédn — féleg HBV A4ltal eldidézett majgyulladds esetén — eléfordulhatnak iziileti fajdalmak,
csalankiiitéshez hasonlitd bortlinetek is. Az elsd tiinetek megjelenését koveté ~3-10 nap mulva
jelentkezd, majgyulladasra mar sokkal inkabb jellemzd tiinetek a jobb bordaiv alatti fajdalom, a bor,
¢s/vagy szemfehérje sargas szine, a vilagos széklet, sotétbarna vizelet. Ezzel egyidejiileg a
szérumban a maj karosodadsara utalo —a legnagyobb mennyiségben a majban el6fordulo —
transzamindz enzimek szintjében markdns, a normalis ¢élettani értékek tobbszordsét, akar
szazszorosat meghalado emelkedés mutatkozhat.

A fertdzés kovetkezményei lehetnek:

- a heveny formaban zajlo akut- vagy tartds, idilt gyulladdssal jard kronikus
mdjgyulladas,

- a gyors, rossz prognozisu, gyakran végzetes kimeneteli majgyulladas: fulminans
hepatitisz,

- klinikai tiinetek nélkiili — tiinetmentes — hordozoi allapot (foleg az élet korai szakaszan
szerzett fertézést kovetoen, de kialakulhat klinikai tiinetek nélkiil - szubklinikus
formaban - kordbban lezajlott fert6zést kovetden is),

- afolyamatosan fennall6 gyulladasos folyamat kovetkezményeként mdjzsugor (cirrdzis),

- primer majsejtes rak (hepatocellularis carcinoma — HCC), mely gyakran a méjzsugor, és

az ezt megeldzd kronikus gyulladésos folyamatok kovetkezménye.
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A virusos eredetli majgyulladasok nagy része 4-8 hét alatt magatdl gyogyul, a ldbadozas

1d6szaka azonban hénapokig vagy akar egy €vig is eltarthat.
3.1.3. A majgyulladas laboratoriumi diagnosztikaja

A madj Osszetett szerv, amelynek anyagcsere-, kivalaszto- és védekezd miikodései kolcsondsen
fiiggenek egymastol. Egyetlen egyszerli vizsgalat sem alkalmas a majmikodés altalanos
megitélésére, a vizsgalatok specificitasa €s szenzitivitasa korlatozott. Tobb sziirdvizsgalat egyiittes
alkalmazasédval azonban a mdj mikodésének zavara mar konnyebben felismerhetd, illetve az
elvégzett vizsgalatok eldsegithetik a klinikai tiinetek alapjan gyanitott betegség meghatarozasat,
valamint stlyossagdnak megallapitasat. A szérum enzimszintjének novekedését a miikddésiikben
megzavart majsejtek hipoxidja vagy pusztuldsa, valamint a fokozott sejtmembran permeabilitas
kovetkeztében a sejtekbdl a vérbe jutd enzimfehérjék eredményezik. A maj miikodésének zavarara
utalhat még a méjban termel6dd szérumfehérjék (a-, B-globulinok), alvadasi faktorok vagy az a-
foetoprotein szint valtozasa is. Az automatizaltan végzett vizsgalatok koziil a leghasznosabbak a
szérum bilirubin szintjének, az alkalikus foszfataz szintnek és a transzamindz enzimek szintjeinek
meghatarozasa.

A szérum bilirubin szintjének emelkedése oka lehet tobbek kozott az epekivalasztds, a maj
sargasagot (icterus) a majsejt-karosodas miatti anyagcsere-zavar okozza. Ennek soran elmarad a
zsiroldékony indirekt bilirubinnak vizoldékony (direkt) bilirubinna alakitasa (gliikuronsavval
torténd konjugacidja), amely igy mar iiriilne az epével, vagy a vizelettel (urobilirogén formajaban).
E folyamat hidnyaban azonban az epefesték a borben és/vagy a szemben szaporodik fel. A sargasag
koriilmények kozott a majbol, csontbol és terhesség idején a placentabdl szarmazik. Aktivitasa
jelentédsen ndé az epeképzddést akadalyozd folyamatokkal, illetve kisebb mértékben
majsejtkarosodds esetén. A vérben megjelend transzamindz enzimeknek (ASAT/AST,
ALAT/ALT és a y-GT/GGT) a vérben sem szubsztratjuk, sem funkciojuk nincs, megjelenésiik
egyértelmii indikdtora a majsejt-permeabilitds novekedésének, vagy a majsejt-pusztulds
fokozodéasanak.

Szerologiai markerek meghatarozasa:

A virusos eredetli majgyulladasok laboratériumi diagnosztikédjat nagymértékben megkdnnyiti a
kereskedelmi forgalomban kaphato, szeroldgiai modszeren alapulé ELISA (immunfehérjék vagy
koérokozd antigének mindségi/mennyiségi mérését lehetdvé tevd) diagnosztikus reagenskészletek
(kitek) alkalmazéasa. A klasszikus hepatitisz virusok esetében lehetdség van a fertdzés tényének

igazolasara az IgM/IgG alosztalya virus-ellenes antitestek (anti-HAV, anti-HBs, anti-HBc, anti-
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HBe, anti-HCV, anti-HDV, anti-HEV) és a virus replikacidja soran keletkezd antigének
kimutatasaval (pl. HBsAg, HBeAg). A markerek jelenléte egyes esetekben utalhat a fert6zés
stddiumara is. Elénye, hogy a vizsgélat gyorsan, olcson, viszonylag egyszeriien (automatizaltan)
kivitelezhetd, viszont a tiinetek megjelenésekor vett vérmintdban az ellenanyag kimutatdsa még
nem mindig ad megbizhatéan pontos eredményt, sokszor sziikség lehet a rekonvaleszcencia
szakaban vett vérminta vizsgalatara is.

Molekularis modszerek:

A virus genetikai Orokité-anyaganak kimutatdsa polimeraz lancreakcioval (PCR) a beteg
vizsgalati mintajabol (vérsavo, biopszias anyag, széklet, stb.) igazolja a virus jelenlétét. A PCR
kivitelezése specialis laboratoriumi kornyezeti feltételeket kovetel meg, a modszer viszonylag
hamar ad eredményt, 4am koltségeit tekintve kedvezdtlenebb a szerologiai vizsgalatoknal. A reakciod
soran két rovid, a korokozd genomjara specifikus, azzal komplementer oligonukleotid (,,primer”)
altal hatarolt genomszakaszt sokszorozunk meg, olyan mértékben, hogy keletkezett termék — pl. a
kettds spiralba interkalalodo festék segitségével — konnyen kimutathatova, lathatova valjek. A
primerek altal hatarolt génszakasz sikeres megsokszorozasa a virus genomjanak jelenlétét, azaz —
egyes esetektdl eltekintve — a virus aktudlis szaporodasat jelzi, a szerologiai eredményekkel torténd
Osszehasonlitdsa segitséget ad a diagnozis felallitaisaban. A megsokszorozott génszakasz
bazissorrendjének  pontos  meghatarozasaval = (DNS-szekvendlds) az egyes mutaciok
feltérképezhetdk, az ezeket hordoz6 virusok elterjedtsége nyomon kovethetd. A kapott
virusszekvencidk 0Osszehasonlitasaval filogenetikai analizis végezhetd, amely epidemiologiai
adatokkal kiegészitve segitséget nyujthat fert6zések lancolatdnak felderitésében és esetleg a

fert6zOforras azonositasaban is.

3.1.4. A megelozés lehetoségei
3.1.4.1. Specifikus védelem

(a) Aktiv immunizalas: szamos virusfertdzéssel — koztiilk harom hepatitiszt okozé virussal:
HAV-val, HBV-vel, HDV-vel szemben 4ll rendelkezésre véddoltas, amely a virus
immunogén antigénjét, vagy a teljes, de eldlt virust tartalmazza. (Specialis eset a HDV-
elleni immunizacid, mivel a HBV a HDV segitd — ,helper” — virusa, igy a HBV oltas
egyuttal a HDV fertdzés ellen is hatékony védelmet nyujt.) A véddoltast a virussal torténd
feltételezett talalkozast megel6zéen beadva, virusneutralizdld hatast ellenanyagok
képzddését valthatjuk ki az immunizalt személyeknél. A megfeleld id6pontokban beadott
teljes oltasi sorozatot kovetden védettség alakul ki, amely ismételt vagy emlékeztetd

oltasokkal — optimalis esetben — életre sz610.
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(b) Passziv immunizalas: a fertézést természetes uton kiallott emberek vérében magas
koncentracioban jelen levo ellenanyagok kinyerése €s tisztitott forméban valé alkalmazasa
— hiperimmun gamma globulin — a fertézésnek kitett személyeknél hatasos védelem lehet
olyan esetekben, amikor az aktiv immunizaldsra mar nincs elég id6. (Pl. HAV jarvany idején
azoknal az érintett személyeknél, akiknél a betegség tiinetei még nem alakultak ki vagy
HBV hordoz6 kismamak 1jsziilottjeinek passziv immunizaldsa sziiletéskor.) A passziv
immunizalas altal szerzett védelem csak egy atmeneti id6szakra — amig az ellenanyagok a
vérben keringve le nem bomlanak — elegendd, tovabbi fertézésnek kitett személyeknél az

aktiv immunizécio6 a valasztandd immunizalasi lehetdség.
3.1.4.2. Nem specifikus védelem

A hepatitiszt okozéd virusok egy részével szemben nincs hatdsos immunizalasi
lehetdség, igy a fertézésnek kitett személyek esetében nagy hangsulyt kell fektetni a
megeldzésre. A megel6zés nem specifikus modozatai, melyek Onalléan kevésbé,
kombinalva azonban viszonylag biztos védelmet nyujtanak a fertdzés elkeriilésére:

- a korokozo inaktivalasa
- a fert6zési lanc megszakitasa.

A megeldzésben egyfeldl részt vesznek az egészségiigyi hatésagok, oly modon, hogy
a fertdzésnek fokozottan kitett betegcsoportok (dializaltak, hemofiliasok, transzplantéltak)
védelmét biztositja a betegellatdé intézményekben. Ezek lehetnek a kezeléshez hasznalt
berendezések rendszeres ¢s hatékony szerekkel végzett fertStlenitése, a vér ¢és
vérkészitmények ellenérzése, a donorok sziirése. Része a nem specifikus védelemnek a
teleptiléseken a viziigyi, kdrnyezetvédelmi hatdsagok altal feliigyelt, megfeleld csatornazasi
¢s szennyvizelvezetési és kezelési rendszer kiépitése, a megfeleld0 mindségli ivoviz
biztositasa a lakossag szamara. Fontos védelmi tevékenység az arvizvédelem, hiszen arvizek
idején a szennyvizzel kontamindlodott ivoviz, vagy akér terméfoldek kiindulopontjai
lehetnek egy késoébbi, enterdlisan terjedd jarvanynak. Az élelmiszerbiztonsagi hatdsagok az
emberi fogyasztasra szant ¢lelmiszereket eldallito/forgalmazd iizemek ellendrzésével
elézhetik meg a nem megfeleld6 mindségli — akdr megbetegedést is okozd — élelmiszerek
fogyasztokhoz jutasat.

A megelozés masfell feladata maganak az egyénnek is, hiszen a jelenleg
rendelkezésre all6 informaciok alapjan szamos esetben elkeriilhetd a fert6zés:

- megfeleléen hdkezelt élelmiszer fogyasztasaval
- megfeleld személyi higiénia betartasaval

- intravénds/nem intravénas drogok hasznalatanak kertilésével
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- tetovalastol, testékszer viseléstol vald tartdzkodassal, illetve csak a megfeleld
higiénidji helyen (egyszer-hasznalatos eszkozokkel, gumikesztyliben dolgozé
személyzet altal) torténd tetovaltatassal, testékszer behelyezéssel

- szexpartnerek gyakori valtogatasanak keriilésével ¢s nem monogam parkapcsolatban

a szexualis egylittlét soran alkalmazott védekezéssel (gumi ovszer).
3.2. A majgyulladast okozé virusok rovid attekintése

Az elsédlegesen a majat megtamadd virusokat ,.klasszikus™ hepatitisz virusoknak nevezziik,
ebbe a csoportba soroljuk a hepatitisz A, B, C, D, E (HAV, HBV, HCV, HDV, HEV) virusokat.
Tovabbi, feltételezhetden, vagy bizonyitottan majgyulladast okozd virusok felfedezésével a
hepatitisz virusok csoportja tovabb bdviilt (Torque Teno virus/TTV, GBV-C/HGV, TTV-szerii
minivirus, SEN virus) €¢s minden bizonnyal még nem teljes.

A felsorolt virusok csoportositasa kizardlag az altaluk okozott, illetve feltételezetten okozott
korkép, ¢és azok tiineteinek hasonlésaga alapjan tortént, hiszen taxondmiailag kiilonb6zo
viruscsaladokba tartoznak, genetikailag sem egységesek: RNS ¢és DNS tartalmi virusok is
eléfordulnak kozottiik, és terjedési modjuk is alapvetden eltérd. A fertdzddés jellemzden kétféle
modon torténik:

- emésztérendszeren at torténd (enteralis) terjedési mod, amely elsésorban a virussal (HAV,
HEV, TTV) fertézott vizzel, élelmiszerrel (pl. szennyvizzel kontaminalodott ivoviz),
szennyvizzel kapcsolatba keriilt ¢lelmiszerekkel (pl. elégteleniil hokezelt tengeri kagylo), de
kontakt médon még a fertdzott vizzel megmosott, nem hdkezelt élelmiszerekkel is (pl.
gylimdlesok) atvihetd

- az emésztOrendszert kikeriild (parenteralis) terjedési mod, ebben az esetben a virusok
atvitele horizontalisan vérrel, vérkészitményekkel (vagy kontakt modon a vérrel
szennyezddott kozos haszndlati eszkozokkel), tovabba szexudlis Uton; mig vertikalisan
anyarol magzatra/ujsziilottre torténhet.

Terjedési modjuk alapjan egyes virusok egyidejiileg tobbféle atviteli lehetdséggel is

jellemezhetéek (pl. TTV, SENV — parenteralis/enteralis). Fontos megjegyezni, hogy az enteralis
terjedésti virusok a fert6zés kezdeti szakdban, a virémia idészakaban vérrel és testnedvekkel is

terjedhetnek.
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1. tablazat. A klasszikus, és az ujonnan felfedezett, feltehetden hepatitiszt okozé fontosabb virusok

jellemzoinek 6sszefoglalasa.

HGV TTV/
VIRUS elnevezés HAV HBV HCV HDV HEV (GBV-0O) SENV
még nincs | még nincs javasolt:
Picorna- csaladhoz csaladhoz Anello-
CSALAD viridae  |Hepadnaviridae| Flaviviridae sorolva sorolva | Flaviviridae | viridae
még nincs
) Orthohepadna- nemzetség-
NEMZETSEG Hepatovirus Virus Hepacivirus | Deltavirus | Hepevirus | hez sorolva | Anellovirus
VIRION
méret (& - nm) 27-32 42 40-60 36 27-34 ? 30-50
linearis, nem| cirkularis, linearis, nem linearis, nem |linearis, nem
szegmentalt, 3200 nt, szegmentalt, | cirkularis, |szegmentalt, | szegmentalt, | cirkularis,
7500 nt részlegesen 9600 nt, 1700 nt 7176 nt 9600 nt, [3600-3800 nt
genomjellemzdék ss(+)RNS, dsDNS, ss(+)RNS ss(-)RNS ss(+)RNS | ss(+)RNS ss(-)DNS
burok nincs van van van nincs van nincs
terjedési mod E PE PE PE E PE PE/E
KORKEP
fulminans hepatitisz ritka ritka igen ritka gyakori terhesek ? ?
koinfekcioban
~5-10 %
szuper-
infekcioban
kronikus hepatitisz nem ~5% ~70-85 % ~90 % nem ? ?
majsejtes karcinoma nem igen igen igen nem ? ?
IMMUNIZACIOS LEHETOSEGEK
jelenleg jelenleg jelenleg jelenleg jelenleg
passziv van van nincs nincs nincs nincs nincs
rekombinans jelenleg | rekombindns | jelenleg jelenleg jelenleg
aktiv elolt virus HBsAg nincs HBsAg nincs nincs nincs
3.2.1. Enteralisan terjedo hepatitisz virusok

A Picornaviridae csalad Hepatovirus nemzetségébe tartozo hepatitisz A virus (HAV) 27-32

nm atmérdjii burok nélkiili, kubikalis szimmetriaji virion, amely linedris, pozitiv polaritasu,

egyszalu RNS genomot tartalmaz. A HAV-replikdci6 dontden a majsejtekben zajlik. A HAV

fert6zés nem valik kronikussd virologiai értelemben, azaz szemben a hepatitisz B-, C-, D

virusokkal, tartosan fenndlld virusszaporodas és iirités (perzisztencia) nem marad vissza.

Lappangési ideje altaldban 10-50 nap, de ennél hosszabb is lehet. Az ellene termelddott 1gG

ellenanyagok tobbnyire az egész ¢élet folyaman kimutathatok a fertézést kdvetden, és életreszold

védettséget adnak az ujabb fertdzéssel szemben. A virus vildgszerte elterjedt, a jarvanyok flleg

rossz higiéniai viszonyok kozott (csatornazas hidnya, zart rendszerli ivoviz-ellatds hianya)

alakulnak ki. Sporadikus esetek eléfordulhatnak pl. szennyvizzel kontaminalddott tengervizben

tenyésztett és nem kelléen hokezelt vagy nyers kagyld fogyasztasat kovetéen. A kagylok oranként

5-10 liter tengervizet szlirnek keresztiil a testiikon, igy a virus koncentracidja a kagylo testében az 6t
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koriilvevd vizének akar 1000-szeresét is elérheti. A HAV-fert6zés elsdsorban a gyermekek és fiatal
felndttek betegsége: a Magyarorszagon 2000-ben végzett szeroepidemiologiai adatok alapjan a
virussal szemben mar csak az idésebb korosztaly védett, azok, akik még természetes uton alltak ki a
fertdzést, az életszinvonal emelkedésével egyiitt a fiatalabb korosztalyok — és ez az életkor egyre
emelkedik — tobbnyire fogékonyak a fertézésre. A csatorndzott €s zart ivoviz-halozattal ellatott
telepiilések szaméanak emelkedésével a fertézésveszEély ugyan egyre kisebb, ennek ellenére néha
nagyobb jarvanyok alakulnak ki pl. Istvandi 2006. [Epinfo, 2006] Nyirmihéalydi 2007. [Epinfo,
2007], Csehorszag 2008. [Castkova, 2009] vagy Lettorszag 2008. [Perevoscikovs, 2009].

A hepatitisz E virus (HEV) jelenleg taxondmiailag csaladba még nem besorolt (javaslat:
Hepeviridae) Hepevirus nemzetségbe tartozik. A virion 27-34 nm atmérdjl, burok nélkiili, pozitiv
egyszali RNS-t tartalmaz6 virus. Az emberi szervezetbe enterdlis uton jut be, elsdsorban
szennyezett vizzel, de egyre tobb bizonyiték van a zoonozis utjan (allatrol emberre) torténd terjedési
modra, mivel vadon é16 és haszonallatok is hordozzak a virust. A fert6zott allattal torténd kontaktus
(a fertézott allat nyuzasa, feldolgozasa kozben torténd sériilés), a fertdzott allat husanak
elfogyasztasa (pl. vaddisznohtisbol késziilt szalami) is okozhatnak megbetegedést. [Okamoto,
2007]. Lappangasi ideje ~40 nap. A fertézottek kb. 50 %-a betegszik meg. A HEV Aaltal okozott
betegség ugyan enyhe, altalaban kezelés nélkiil, spontan gyogyul, és nem valik kronikussa, viszont
terhes ndk fertézddésekor a halalozasi ardny a 20 %-ot is elérheti. A HAV-fertézéshez hasonloan
kronikus virushordozas nem marad fenn, és feltehetben az immunitas is tartdos. A HEV-fertozés
elsésorban Délkelet- és Kozép-Azsiaban, Kozép-Amerikaban, valamint Eszak-Afrikaban tekinthetd

endémiasnak.
3.2.2. Parenteralisan terjedé hepatitisz virusok

A hepatitisz B virus (HBV) a Hepadnaviridae csaldad Orthohepadnavirus nemzetségébe
tartozik, kiilonb6z6 emldsallatok hepatitisz B virusaval egyiitt. A virus igen ellenall6: beszaradva,
szobahdmérsékleten minimalisan 1 hétig fertézoképes marad. A HBV altal okozott majgyulladas
vilagszerte jelentds egészségligyi probléma [WHO, 2008]. A fertdzés elsddleges kovetkezményei
(tlinetmentes hordozo, akut-, kronikus-, fulminans hepatitisz, primer HCC, majzsugor) évente
milliés nagysdgrendben okozzdk a HBV-vel fert6z6dott emberek halalat. A virus elsddlegesen
vérrel, vérkészitményekkel, anyarél gyermekre és szexudlis Uton terjed. A veszélyeztetettek kozé
tartoznak az invaziv beavatkozast végzd egészségiigyi egységek dolgozdi (sziilészet, sebészet,
fogaszat, stb.), intravénas kabitoszer-hasznalok, a gyakran vératomlesztést kapok
(politranszfundaltak), miivese kezeltek (dializaltak), HBV pozitiv anyak gyermekei.

A Flaviviridae csalad Hepacivirus nemzetségébe tartozo hepatitisz C virus (HCV) ~40-60 nm

atmérojl, pozitiv polaritasu, egyszali RNS-genomot tartalmaz. Lappangasi ideje feltinden hosszu,
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elérheti a 60-120 napot is. A majsejtekben vald szaporodds kovetkezménye az akut hepatitisz,
amely klinikailag lehet hasonld6 a HAV és HBV okozta korképhez, sok esetben (~90-95 %-ban)
azonban a primer fertéz¢s teljesen tiinet nélkiil, szubklinikus formaban zajlik. Honapokkal, évekkel
az elsddleges fertdzést kovetden alakul ki a rossz progndzist, kronikus, perzisztens fert6zés, melyek
a HBV fert6zéshez hasonld kovetkezményekkel jarhat (majzsugor, majrak). A virus a tumoros
majsejtekbdl rendszerint kimutathato. A HCC betegek 13-76 %-anak anti-HCV ellenanyaga van. A
virus elsddlegesen vérrel, vérkészitményekkel, ritkdn szexualis uton terjed. A veszélyeztetettek
koz¢ tartoznak az invaziv beavatkozast végzd egészségiigyi egységek dolgozoi (sziilészet, sebészet,
fogaszat, stb.), intravénas kabitdszer-hasznalok, politranszfundaltak, dializaltak, HCV pozitiv anyak
gyermekei. Védooltas nincsen ellene, a donorok ¢és a vér illetve vérkészitmények szlirésével
jelentdsen csokkenthetd a transzfizio Utjan bekdvetkezd fertdzés veszélye. Terdpiaként alkalmazott
A kezelés csak az esetek 50-60 %-aban hatasos, és sajnos ez sem jelenti minden esetben a teljes
virus-eliminaciot, csak a kopiaszam atmeneti csokkenését.

A hepatitisz D virus (HDV, Delta 4gens) a besorolatlan Deltavirus nemzetség egyetlen tagja. A
virus csak az olyan majsejtekben képes szaporodni, amelyek egyidejliileg HBsAg-t expresszalnak.
Inkubacios ideje 2-12 hét. A koérlefolyas szempontjabdl 1ényeges kiilonbséget jelent, hogy egy mar
fennalldo HBV fert6zés talajan kovetkezik-e be a HDV-fert6zés (szuperinfekcid), vagy egyszerre
fertéz a két virus (koinfekcid). Az utdbbi altalaban jobb prognoézisu. A szuperinfekcid akut
lefolyasa esetén gyakori a fulminans hepatitisz. A virus vildgszerte elterjedt, de leggyakoribb a
mediterran térségben és egyes tropusi orszagokban.

A Flaviviridae csalad még egyik nemzetségéhez sem sorolt GB virus C vagy hepatitisz G
virus (GBV-C/HGV) pozitiv egyszali RNS-virus. Felfedezése — egymastol fiiggetleniil — két
kutatdcsoport altal tortént 1995-ben [Linnen, 1996; Simons, 1995]. Az elnevezések kiilonbozdsége
abbol ered, hogy az egyik kutatocsoport annak betegnek monogramjaval jelolte a korokozot (GB),
akinek mint4jabol a virust kimutattdk, mig a masik csoport hepatitisz G-nek nevezte el a virust,
mivel egy vératomlesztést kovetden kialakult (poszttranszfiziés) majgyulladasban szenvedd beteg
mint4jaban talaltdk meg. Ma is hasznaljdk mindkét elnevezést, bar Gjabb kutatasok bizonyitottak,
hogy a virus—bar ott is kimutathato —elsédlegesen nem a méjban szaporodik. A virus
el6fordulasa — vérrel, vérkészitménnyel, vagy szexualis Gton torténd atviteli modja miatt — magas az
intravénds drogosok, promiszkuitiv szexualis ¢letmdodiuak (homoszexualisok), vagy alapbetegségiik
révén gyakran vératdmlesztést, vérkészitményt kapok, dializaltak kozott. Az utobbi idében egyre
tobb eredmény tdmasztja ala, hogy a GBV-C/HGV koinfekcié kedvezden befolyasolja a HIV
pozitiv betegek allapotat [Hattori, 2007; Stapleton, 2004; Xiang 2008].
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A TT virust 1997-ben mutattak ki, szintén ismeretlen eredetli hepatitiszben szenvedd beteg
vérébol, elnevezése (TT) eleinte a beteg nevének kezddbetiiibol eredt. A virust el0szor a
parvovirusok kozé, jelenleg pedig az egyenlére még csak javasolt Anelloviridae csalad Anellovirus
nemzetségébe sorolndk be. A TTV valtozékony, szamos genotipust kiilonitettek el, melyeket
genocsoportokba soroltak [Peng, 2002]. Terjedésérdl bebizonyosodott, hogy nem csak
parenteralisan, hanem enteralisan is terjed [Okamoto, 1998]. A TTV fertézés egyediilallé a virusok
okozta enteralis fertézések kozott abbdl a szempontbol, hogy évekig is fennallhat. Bar ismeretlen
eredetli hepatitiszes betegekben gyakrabban kimutathaté a TT virus, mint mas egyénekben, mégis
bebizonyosodott, hogy a legtobb esetben nem a TT virus az oka a majgyulladasnak [Sugiyama,
2000]. Az 1-es genotipusrol viszont feltételezik, hogy tobb esetben poszttranszfizids hepatitiszt
okozott. Egyes esetekben a szervezet elimindlta a virust, mas esetekben hosszi éveken at ki lehetett

mutatni a virus DNS-ét a beteg szervezetében [Okamoto, 1999].

A 2000-ben felfedezett TTV szerti minivirus (TTMV) és SEN virusok (SENV-D és H)
szekvencia homologidja a TTV-vel a legnagyobb, de nem egyértelmii, hogy 10 virusrdl, vagy a TT

virus egyes genotipusair6l van-e sz6. Patogenitdsuk mdig nem tisztazott.

3.3. A hepatitisz B virus (HBV)
3.3.1. Epidemiologiai adatok

A virus vilagszerte elterjedt, két milliardra tehetd azok szama, akik fertézddtek a virussal, és
350 millié koriilire becsiilik a kronikus fertézottek (tiinetes vagy tlinetmentes virushordozok)
szamat. Mintegy 3,5 milliard ember ¢l HBV tekintetében endémids teriileteken (1. abra), foként a
fejlédd orszagokban. Ezen orszagokban évente mintegy 120 milli6 0jsziilétt van kitéve annak, hogy
HBYV hordozéva valjék. Hepatitisz B virusfertézés kovetkeztében vilagszerte évente koriilbelil 1-
1,5 milli6 ember hal meg. A kronikus virushordozok mintegy 25-30 %-a gyermekkorban
fert6zddik, minden 6t6dik méjkarosodasban, minden huszadik pedig majrak kovetkeztében hal meg.
Az Osszes HCC esetek tobb, mint felében a HBV szerepet jatszhat a kivalté okok kozott. Ez az
ismert, rakot potencidlisan kivaltdé tényezok kozott a — dohanyzast kovetden —a masodik vezetd

halalok.
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HEsAg prevalencia
=8 % - magas

W 27 % - kozepes
=2 % - alacsony

1. abra. A népesség HBsAg pozitivitasanak foldrajzi megoszlasa. [CDC, 2006]

Hazankban a HBV hordozas az atlagpopulacioban 2 % alatti [Takacs, 2009]. Rizikdcsoportok
az intravénas droghasznalok, egészségligyi dolgozok, fertézottek rokonai (hordozd anyak
ujsziilottjei, hordoz6d egyén hazastarsa), promiszkuitiv életmodot folytatok, dializéltak,
politranszfundaltak, nem kell6 higiénidval tetovaltak, testékszert (body-piercing) viselok. A
terjesztésben kizardlagos a vér, illetve a testnedvek (vizelet, hiivelyvaladék, sperma) szerepe.
Ezekben a virus koncentracidja rendkiviil magas lehet, igy az atvitel mar ezek minimalis
mennyiségével is lehetséges. A vératomlesztéssel és a vérkészitményekkel torténd infekciod veszélye
a fejlett orszagokban a donorok sziirdvizsgalatainak bevezetésével minimalisra csokkent. A virus
egyéb modon torténd tovabbvitelének megakadalyozasa leghatékonyabban a fiatalkoruak
szexualisan aktiv ¢életszakaszanak elérése elott elvégzett immunizalassal oldhatdo meg. A fejlodod
orszagokban a virus horizontalisan maig is elsésorban szexuélis modon, vertikalisan pedig fert6zott
anyarol gyermekére terjed. Nem ismeretlenek a szakirodalomban a nozokomialis jarvanyok sem:
szamos invaziv beavatkozast kovetéen (vese-dializis) [Kondili, 2006], (szivizom biopszia)
[Rosenheim, 2006] vagy korhazi osztalyon torténd fekvobeteg kezelés utan (pl. gyermek-onkologia)
[Dumpis, 2003] kialakul6 jarvanyrél tudunk.

3.3.2. A korokozo

A virus a Hepadnaviridae csaladon belil az Orthohepadnavirus nemzetségbe tartozik,
kiilonb6z6 emldsallatok és madarak (mormota, mokusfélék, kacsa, gém, stb.) hepatitisz B virusaval
egyiitt. A HBV 42 nm atmérdji, kubikalis szimmetriaja képlet. A komplett viriont Dane-
partikuldnak is nevezik. A virus rendelkezik reverz transzkriptdz (RNS-fliggd DNS polimeraz)
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enzimmel. A virion felszinét az un. feliileti (,,surface™) antigén (HBsAg), mig a virus kapszidjat a
fehérjetermészetti ,,core” antigén (HBcAg) alkotja. A kapszid belsejében talalhaté a cirkularis,
részlegesen duplaszalu, ~3200 bazispart tartalmazé DNS-genom. Ennek jellegzetessége, hogy egy
teljes negativ szalat és egy rovidebb pozitiv szdlat tartalmaz. A genomon négy, részben egymadst
atfedo leolvasasi keret (,,open reading frame” vagy ORF) kiilonithetd el, melyek hét proteint
kodolnak (preS1/preS2/S antigének, ,,C”, ,,e”, ,,X” antigén, ,,P” reverz transzkriptaz aktivitassal biro

polimeraz enzim).

pre-S2

pre-S1

HBYV genom

~32 kb
C

pre-C
Wt

X

2. ébra. A hepatitisz B virus genomjanak leolvasasi keretei.

Virusantigének:

HBs (feliileti, ,,surface”) antigén:

E fehérjéknek elsésorban a fertdzés elsd 1épésében, a majsejt felszini receptora és a virion
kozotti kotddésben van fontos szerepiik. Az akut HBV infekcid elsd, szeroldgiai modszerekkel
kimutathat6 fehérjéje, mely a fertézés 6. hetétdl 3 honapig mutathato ki. Az akut hepatitiszek 95 %-
aban jelen van. A fertdzddéstdl szamitott 6 honapon tuli jelenléte (perzisztaldsa) kronikus HBV
infekcio kialakulasat jelenti. A HBsAg szerokonverzidja — mely alatt az antigén eltiinését és az anti-
HBs ellenanyag megjelenését ¢értjilk —a virusszaporodds megsziinésének ¢és a betegség
gyogyulasanak a jele. Az anti-HBs ellenanyag életfogytig kimutathatd szeroldgiai mutatdja az
atvészelt fertdzésnek. Sikeres immunizalast kovetOen is kimutathatdé — ez esetben azonban mas
fehérjék nem mutathatok ki.

A ,preS1-preS2-S” gén kolinedrisan kodol egy 226 aminosavbol allo ,large” (L), egy 108
aminosav hosszusagu ,middle” (M) és egy 55 aminosav hosszisagu ,,small” (S) proteint. Ezek
onmagunkban nem fertéz6 komponensek. A majsejtek citoplazmajaban nagy feleslegben

termelddnek, innen keriilnek a beteg vérébe. Kimutathatdo vérben, nyirokban, anyatejben,
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spermaban, hiivelyvaladékban, de nyalban, konnyben is. Elektronmikroszképpal héaromféle
formaban mutathato ki (3. abra): a komplett virion burokfehérjéjeként valamint két kisebb, 18-22

nm atmérdjii gomb és tubularis részecskeként.

3. abra. A HBs antigén megjelenési formai elektronmikroszkoppal. (Foto: Linda M. Stannard)

HBc (kapszid, ,,core”) antigén:

Csak a majsejtekben mutathatd ki. A fertdzott sejt feliiletére keriilve celluldris immunvalaszt
indukal annak elpusztitdsdra. A vele szemben megjelend anti-HBc IgM ellenanyag biztos jele a
fertézésnek (akut fert6zés), am hidnya nem jelenti virusreplikacid megsziinését (kronikus fert6zés).
Az anti-HBc IgM akut hepatitiszben a HBsAg utdn megjelend els6 ellenanyag. Az anti-HBc IgG
ellenanyag — mind gyogyult majgyulladds utan, mind pedig idiilt betegségben — életfogytig
kimutathato.

HBe antigén:
hasitas utjan egy oldékony antigénvaridns, a HBeAg protein keletkezik. Extracellularisan cirkulal és
ezért a szerologiai diagnosztikdban a HBsAg mellett szintén konnyen mérhetd marker.
Kimutathatosaga akut és kronikus hepatitiszben egyarant fertézoképességet és virusreplikaciot
jelent. A HBsAg hordozokban a HBeAg negativitas/anti-HBe pozitivitas jo prognosztikai jel. Ez
alol kivétel, ha ,,pre-core mutans” virusa van a betegnek, ebben az esetben ugyanis a fehérjét kodold
génen eléforduld pontmutéacio kovetkeztében ez a fehérje nem jelenik meg.

HBx antigén:

Az X-génrdl atirodo HBxAg protein egy potencialis transzaktivator, melynek feltételezhetden a
karcinogenezisben lehet szerepe. A hepatocellularis karcinoma sejtjeiben az X-gént integralodva
megtalaltdk a gazdasejt kromoszomdjdban [Anzola, 2004]. A gazdasejt szabalyozdsanak

megvaltoztatasaban protein-protein kapcsolat jatszik szerepet [M. Brojnas, 2005].
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3.3.3. HBV: genotipusok — szerotipusok

Genotipusok: a HBV genotipusok (jelolésiik: A-I) jellegzetes foldrajzi eloszlast mutatnak
[Kramvis, 2005] (4. abra). A genotipusok azonositasa folymatos, a legutobb leirt, 9. (I) genotipust
2008-ban kozolték [Tran, 2008; Olinger, 2008] A genotipus-csoportokon beliil tobb, mint 20
szubgenotipust kiilonboztetiink meg. A genotipusokat a teljes genomszekvencia minimum 8 %-os,

vagy a feliileti fehérjét kodold régié6 minimum 4 %-os eltérése alapjan kiilonitik el.
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4. abra. A genotipusok foldrajzi eloszlasa. (A legutobb azonositott I genotipus —amelyet azsiai
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virushordozoknal irtak le- még nem szerepel az abran.)

Az egyes genotipusok altal okozott megbetegedések kozott klinikailag eltérések tapasztalhatok
[Mayerat, 1999; Kao, 2000; Orito, 2001; Chu, 2002b]: 6sszehasonlitva az egyes genotipusokat, igy
talaltdk, hogy
- a ,,D” genotipus okozta fert6zés kronikussa valdsa gyakoribb, mint az ,,A” esetében
[Girlanda, 2004]

- a,D” genotipust kisebb aranyban talaltdk HCC-ban szenvedd betegek HBV fert6zésének
hatterében, mint a ,,C” genotipust [Duong, 2004]

- a,,C” genotipust krénikusan hordozoknal magasabb ALAT/ALT szint volt mérhetd, mint a
szintén kronikus, de ,,A” genotipust hordozoknal [Vivekanandan, 2004]

- a,B” é ,C” genotipusokat dsszehasonlitva a ,,B” esetében hamarabb alakult ki az ,.e”

antigén elleni szerokonverzid, valamint alacsonyabb az el6fordulasa a ma4jzsugorban

szenvedokben [Chu, 2002].
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Szerotipusok: a szubtipus és a szerotipus szakkifejezéseket egymassal felcserélhetden
hasznaltak a virus feliileti, HBsAg antigénjének immunologiailag kiilonbozéként azonositott formai
(determinansai) leirasara. A molekularis modszerek térhoditasa kovetkeztében bevezetésre keriilt
genotipus, szubgenotipus elnevezésekkel vald Osszezavarodas elkeriilése, illetve az 0Osszhang
megteremtése végett a terminoldgidban a HBsAg antigén determindnsai definidldsanak
szinonimdjaként a szubtipus kifejezés helyett a ,szerotipus” vagy ,szerologiai szubtipus”
kifejezéseket ajanlatos hasznalni.

A HBsAg immunolégiailag nem egységes antigén. Kezdetben a HBsAg heterogenitasara
alapozva 4 szerologiai szubtipust azonositottak: adw, adr, ayw ¢és ayr. A kozos antigén-determinanst
,»a” betlivel, az egymast kdlcsondsen kizard antigén determinansokat pedig ,,d”/,,y”, illetve ,,w”/,r”
betiikkel jeloljiikk. Az ,,a” antigén determindnsnak 2 allélje van, amit a Thr [T] vagy az lle [I]
hatdroz meg a 126-os aminosavpozicidban. Kés6bb megkiilonboztettek még egy ,,q”-val jelolt
aldeterminanst is. Jelenleg 9 szerotipust kiilonboztetnek meg: ayw1, ayw?2, ayw3, ayw4, ayr, adw?2,
adwq, adr, adrq-. Az altipus-megoszlast elsdsorban egy-egy foldrajzi helyre tekintik jellemzoének,
azonban ez nem olyan jellegzetes, mint a genotipusoknal, ezért molekularis epidemiologiai

kutatasokhoz inkédbb a molekuldris modszereken alapuld genotipus-meghatarozas hasznalando.
3.3.4. Replikaciés mechanizmus

Miutén a virus bejutott a majsejtbe, a HBV genetikai 6rokitdanyaga a sejtmagba kertl, és a
részlegesen kettdsszali DNS molekula kiegésziil. A DNS-r6l a sejt sajat polimerdzai mRNS-
masolatot és RNS-pregenomként funkciondld6 mRNS-t készitenek. A sejt citoplazmajaban
termelddnek meg a virus nem strukturalis (P, X fehérjék) és strukturalis (C, feliileti L, M, S)
fehérjéi. A pregenom, a virus-eredeti DNS-polimeraz, valamint véletlenszeri mennyiségi
nukleotid-trifoszfatok egy ujonnan késziilt kapszidba csomagoldodnak. A kapszidba épiilés soran
reverz transzkripcidval egy 10j, negativ polaritdsi DNS-szal késziil a pregenomrdl. A pregenom
enzimatikusan lebontdédik, majd a polimerdz hozzédkezd egy 1j, pozitiv polaritdisi DNS-szal
felépitéséhez, amelynek mintdjaul a negativ szalat haszndlja. Amint elfogynak a felhasznalhat6
nukleotidok, a pozitiv szal szintézise azonnal leall, ezért annak hossza viriononként valtozd. A virus
egy intracelluldris membranon (endoplazmatikus retikulum - ER) torténd athaladéssal (bimbdzas)
veszi fel a lipidtartalmi burkat, melybe el6zdleg beé¢kelddtek a feliileti (L, M, S) fehérjék. Ezt

kovetden a komplett virion elhagyja a majsejtet.
3.3.5. A HBYV Kklinikai jelentésége, laboratoriumi diagnosztika

Az akut B-hepatitisz klinikai képe nem kiilonbozik a tobbi virushepatitiszétdl. A lappangési id6
atlag 75 nap (30-140 nap). A korai, nem specifikus tiinetek: 14z, (sok)iziileti gyulladas,

immunpatolédgiai eredetli foltos-gobds borkilités gyakoriak. A sargasag (icterus) megjelenésével a
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rossz kozérzet, étvagytalansag inkabb rosszabbodik. A sargasdg 2-3 hétig, de néha honapokig
eltarthat. Az étvagy €s a kozérzet javulasa mar a labadozas kezdetét jelenti. Az icterusos szakaszban
a fogyas 2—-10 kg is lehet. A faradékonysag a legtovabb tarto tiinet. A virus nem citopatogén, emiatt
az aktivan foly6 virustermelédés ellenére hidnyozhatnak, vagy csak igen enyhe forméban
jelentkeznek a fert6zés jellegzetes klinikai tiinetei. Ez az esetek kb. 30 %-aban fordul el6
(szubklinikus forma), ennek kovetkeztében a fert6zodott személy sokszor nem is tud a fertézottsége
tényérdl. A majsejtek pusztuldsa a T-sejtes immunvalasz kdvetkezménye. A virus — neutralizalo
ellenanyag termelddést kivalto — feliileti fehérjéi, MHC-I molekulakkal egyiitt megjelennek a sejt
felszinén, és aktivaljak a citotoxikus (Tc) sejteket. Akut megbetegedésnél ez a folyamat a virus
eliminaciojat (szervezetbdl torténd kiiiriilését) és az ezzel szinte egyidejlileg megindulé majse;jt-
tomeg helyreallasat eredményezi [Ganem, 2004].

A felnéttkorban szerzett akut B-hepatitisz mintegy 5-10 %-ban fordul &t kronikussé, az
ujszilottkori friss fertézéseknek azonban tobb mint 90 %-a valik idiiltté, &m rendszerint nem jar
egyiitt a majgyulladas klinikai tiineteivel (tiinetmentes virushordozo). A kronikus B-hepatitisz
diagnézisa akkor mondhaté ki, ha a madjgyulladdsra utaldé biokémiai laborértékek ¢és a
virusreplikaciot jelzé virologiai markerek 6 honapnal tovabb mutathatok ki (5. ébra). A
diagnézishoz — a mediterran teriileteken, de hazankban is eléfordulo HBeAg negativitas miatt — a
virusszaporodas igazolasdra a HBV DNS kimutatasa (PCR) is sziikségessé valhat. Az évtizedekig
fennallo, idilt HBV fert6zés soran a folyamatosan pusztulé méjparenchima helyén hegesedés indul
meg, amely a méjlebenykék strukturajat fokozatosan atrendezi, és kialakul a majzsugor (cirrozis). A
mar zsugorodott, cirrotikus méjban a majrak kialakulasanak gyakorisaga 6-10 %. Gyakori (~16 %)
a majon kiviili koérfolyamat (extrahepatikus manifesztdcio) is, amelyet elsdsorban a folyamatos
antigén-inger (alland6 HBsAg termelddés) tart fenn, €s amely az antigén-antitest komplex kivaltotta
immunpatolégias folyamatok kdvetkezménye. Ezek elsésorban vesekarosodés (glomerulonefritisz),
izlileti fajdalom/gyulladas (arthralgia, arthritisz), izomfajdalom (myalgia) vagy kiilonféle
borelvaltozasok. Ezen folyamatok azonban mind az akut, mind idiilt majgyulladas esetén
megjelenhetnek [Cacoub, 2005].

A gyors lefolyast, rossz prognézisu fulminans hepatitisz kialakuldsa HBV fert6zésben ritka
(~1 %), kezelés nélkiil gyakran végzetes kimenetelli, és még komplex intenziv kezelés mellett is

~80 %-o0s a haldlozasi arany.
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5. dbra. A majgyulladés virologiai diagnosztikajaban hasznalt markerek €s azok értelmezése.

(a. - heveny, b. - idiilt majgyulladasra jellemz6 laboratoriumi eredmények)

3.3.6. Immunizalasi lehetéségek HBV fert6zés kivédésére

Aktiv immunizalds hepatitisz B ellen: az aktiv véddoltisban a virus felszini antigénje
(HBsAg) kertil beadasra, az ellene termel6dé ellenanyagok biztositjak a védettséget. Eleinte (a ’80-
as ¢években) a protektiv ellenanyagot indukalé antigént (HBsAg) tlinetmentes hordozok
plazm4jabol — plazmaferezis 1tjan — allitottdk eld. A HBsAg biztonsdgos eldallitasait mara
géntechnoldgiai eljarasok révén sikeriilt megoldani: a S. cerevisiae-ben — nagyiizemi koriillmények
kozott — termeltetett,  tisztitott  virus-antigén mind  fiziko-kémiai, mind immunologiai
vizsgalatokban, valamint a korabbi oltdéanyaggal tortént Osszehasonlitasban is alkalmasnak
bizonyult vakcinaként val6 felhaszndlésra.

Az aktiv immunizalas 3 oltasbol all, ennek rendje altaldban 0., 1., és 6. ho (gyorsitott eljarasban
0., 1., és 2. ho, ez esetben azonban a 12. hénapban ujabb, emlékeztetd adag sziikséges). Jelenlegi
ismereteink alapjan a vakcindcios védettség idotartamat legaldbb 10-15 évre lehet szdmitani, de
csak az oltott személyek folyamatos szeroldgiai monitorozasa alapjan lehet majd megmondani,
hogy sziikség lesz-e — és ha igen, mikor — emlékeztetd oltasra. A védettség szintjét a 10 IU/I anti-
HBs ellenanyag-szintben hataroztdk meg, e szint felett az egyén védettnek tekinthetd.

Az oltandok korét tobb tényezd hatarozza meg, leginkabb az adott populacidban vagy teriiletre
jellemzd HBsAg hordozas aranya, valamint az egyén veszélyeztetettségének mérve. A hazai
védooltasi rendben a hepatitisz B vakcinacié kdtelezo, illetve ajanlott oltasként szerepel. Kotelezé a
HBsAg hordozo6 anyak ujsziilottjeinek vakcinalasa, akiket 12 6ran beliil — a sziilés koriili sériilések,
illetve azok utjan torténd fertdzodés ellen — hiperimmun gamma-globulin (HBIG) adéasaval passziv
védelemben is kell részesiteni. Aktiv immunizalast kell kezdeni az esetben is, ha az anya HBV
fertdzottsége nem tisztazott. A védettséget az 1 és 6 honapos korban beadott 2. és 3. oltds teszi

teljessé. 1998-ban lett kotelezd — az aktiv szexualis élet megkezdése elbtt, a szexualis uton torténd
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fert6zodés kivédésére —a serdiilok (altalaban az altalanos iskoldk 8. osztdlyos tanuldinak) oltasa
[Budai, 1999; Csohan, 2008]. A jelenlegi tapasztalatok alapjan sziikségessé¢ valt ennek az oltasnak
az id6pontjat még korabbi életkorra athelyezni. Oltani kell a kozép- és fels6fokl, egészségiigyi
iskoldk elsé éves hallgatoit is. Ajanlott ¢és ingyenes az oltas a foglalkozasuknal fogva kiilonosen
veszélyeztetettek (egészségligyiek, mentdk, renddrok, tiizoltok) szamdara. Veszélyeztetettek az
epidemiologiai koriilményeik miatt veszélyben 1évok is: virushordozokkal szoros egyiittélésben €16
kontaktok, dializalt betegek, politranszfundaltak, vérkészitményt gyakran kapdk, pl. hemofilidsok,
stb. Ajanlott az oltds tovabba a magas fertdzottségli (endémids) teriiletre, fejlodd orszagokba
utazok, és ott huzamosabb 1d6t eltdltOk szamara, valamint azoknak is, életvezetésiik miatt
kiilonosen veszélyeztetettek.

Passziv immunizilas HBV fert6zés ellen: a passziv immunizalasra szolgalo HBIG
készitményt magas ellenanyagtartalmu savokbol (pl. aktiv immunizalasban részesiilt személyek
szérumabol) allitjak el6. A passziv védelem igénye akkor meriil fel, ha immunitdssal nem
rendelkezd egyén vérrel szennyezett eszkozzel sériill [Mihdly, 1995]. Egy tanulmany alapjan, a
sériilések kovetkeztében — amennyiben a kontaktszemély szerologiai statusza HBsAg és HBeAg
pozitiv volt a baleset id6pontjaban —22-31 %-ban klinikailag igazolhat6 méajgyulladas, 37-62 %-
ban csak szeroldgiailag igazolhato fert6zés 1épett fel. Ugyanez az arany 1-6 % és 23-37 % volt, ha a

kontaktszemély HBsAg pozitiv, de HBeAg negativ volt [CDC - MMWR, 2001].

3.3.7. A kezelés lehetoségei

A virusos majgyulladas —igy a B virus altal okozott hepatitisz — terdpidja antivirdlis ¢és
interferon kezelésen alapul. Az érvényes kezelési utmutatot és eldirdsokat a Gasztroenterologiai €s
Infektologiai Szakmai Kollégiumok altal megbizott szakmai bizottsag allitja dssze. A kezelésben
meghatarozo tényezok a beteg/tiinetmentes hordozo klinikai laboratériumi és viroldgiai eredményei,
amelyeket a kezelés soran folyamatosan monitoroznak, és a kezelést e valtozasok tiikrében
folytatjak [Szakmai kollégiumi ajanlas, 2008]

Interferon alfa (IFN-a): A kronikus B-hepatitisz kezelésében ma az alfa-interferonoké
(pegilalt/standard) a vezetd szerep. A hatékony kezelés soran a virusmentesség a fertdzott majsejtek
pusztulasa aran kovetkezik be, ezért majzsugor esetén, amikor a milkoddképes madjsejttomeg
egyébként is kicsi, stlyos majelégtelenség Iéphet fel. A kezelés hatasossagat nagymértékben
befolyasolja a terapiat megeldzd szérum-virustiter mértéke.

Nukleozidanalégok (pl. Lamivudin, Adefovir dipivoxil, Entecavir): A terapia célja a HBV
szaporodas gatlasa, a virus nukleinsav mennyiség alacsony szinten tartdsa. A DNS szintézisét
leallitjak, oly mdédon, hogy a sejtbe torténd bejutas és foszforilalodas utan, beépiilnek és terminaljak

a keletkez6é 1) DNS-lancot. Mgjatiiltetés esetén kivédheti az 0 szerv ujrafert6z0dését, és a gyors
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majzsugor kialakuldsat. A hosszu ideig tartd lamivudin kezelés soran lamivudin rezisztencia
(YMDD mutans) alakulhat ki, ami a betegség tovabbi progresszidjahoz vezethet.
Kombinalt terapidban (nukleozid analégok + interferon), szemben a monoterdpiaval,

hatasosabb eredmény érhet6 el.
3.3.8. HBYV virusvariansok / mutans virusok

Mas virusokhoz hasonldan kiilsé (antivirdlis terapia, immunizacio) €s belsé (gazdaszervezet
immunvalasza) szelekciés nyomasra a HBV DNS-ében is torténhet(nek) mutacid(k) [Locarnini,
2003]. A mutacio, tipusatol és helyétdl fliggden lehet a gén funkcidjaban valtozast nem okozo, un.
néma (,,silent”) pontmutacio, de jelentkezhet a keletkez6 fehérje szekvenciajaban, eredetitdl eltérd
aminosav beépiilését, ezaltal egy lehetségesen megvaltozott/hibas funkcioja fehérjét eredményezd
valtozasként (misszensz mutécio), vagy ,,stop” kodont kodold tripletként a fehérje kifejezddését
megakadalyoz6 (nonszensz) mutdcioként. A mutaciok komoly kdvetkezményekkel jarhatnak: az
aminosav csere kovetkeztében megvaltozhat az expresszalddott ,,uj fehérje” antigénszerkezete,
amelynek hatasa lehet a laboratoriumi diagnosztikara, terapiara vagy az immunizalas hatasara. Ha
az j triplet ,,stop”-kodonnak felel meg, az csonka, gyakran funkcidképtelen fehérje képzddéséhez —
¢s igy a terapidra adott valasz és a betegség kimenetelének megvaltozasahoz — vezethet.

Kijelenthetd, hogy a kutatdsok alapjan a virusmutansok eléfordulasi gyakorisaga minden
bizonnyal magasabb, mint ahogyan azt eddig feltételezték. Szakértok egy csoportja sziikségesnek
latnd egy kozponti adatbazis létrehozéasat, és egy olyan ,,nemzetkdzi vagy kozponti referencia
laboratérium” iizemeltetését, amely az egyes vérmintdkat egyidejiileg tobb kereskedelmi
forgalomban levd szeroldgiai kittel parhuzamosan vizsgélja, és ezzel nagyobb valdszinliséggel szliri
ki a diagnosztikai kitek hianyossagaibol adodo, eredmények kozotti eltéréseket [Gerlich, 2004].

A HBV genomja viszonylag stabilnak mondhat6, am, specidlis—RNS kozbeesd 1€pést
tartalmazo — replikacios ciklusa miatt, magasabb mutcios rata jellemzi (~10™ — 10™/nt/év), mint
altaldban a DNS virusokat (~10°/nt/év). A virus atfedé és kolinearisan kodolt leolvasasi keretei
miatt egyetlen pontmutacié is tobb gén megvaltozasat, és a rola késziilo fehérje funkcidjanak

karosodasat eredményezheti.
3.3.8.1. Pre-core/core gén mutans

A ,core” promoter vagy a ,,pre-core” régioban megjelend mutaciok a HBeAg mennyiségének
csOkkenését vagy teljes eltlinését okozzak. Leggyakrabban a ,pre-core” régi6 1896-0s
keletkez6 TAG - ,,stop” szignal) blokkolja a HBeAg szintézist. Ez a mutacié a vildgon mindentitt
eléfordul, de gyakorisaga kiilonb6z6. Legnagyobb szdmban, 40-80 %-os eléforduldssal a D

genotipusu virust hordozokban, tehat elsésorban a mediterran, dél-eurdpai teriileteken talalhatod
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meg. Az ,e” antigén hidnydnak egyik kovetkezménye lehet a szervezet immunvalaszanak
megvaltozasa [Brunetto, 1991]. Mivel ezt a virusvaridnst hordozé betegek a virusreplikaci6 idején
is HBeAg negativak, naluk a betegség lefolyasat csak a virus DNS és virusszerologiai markerek

(HBsAg, anti-HBs, anti-HBc IgM) monitorozéasaval lehet nyomonkdvetni [Barbera, 1994].
3.3.8.2. HBV polimeraz variansok

A reverz transzkriptdz aktivitast HBV DNS polimerdz a virus szaporoddsanak egyik
alkalmazott nukleozid analdég, a Lamivudin tdmadaspontja. Az YMDD (tirozin—metionin—
aszparaginsav—aszparaginsav) aminosav-mintazatot kodold génszakasz a virusellenes kezelés
kovetkeztében valtozik meg (rovid jeloléssel: M204V/I). A Lamivudin mellett tovabbi antiviralis
szerek alkalmazéasat kovetden is megfigyeltek rezisztencia kialakuldsat: pl. Adefovir dipivoxil
(N236T vagy A181V/T), Entecavir (S202G/1, T184G vagy M250V). A virusellenes kezelés nem
kozvetleniil valtja ki a mutdciot, hanem mint szelekcidos nyomas hat: csak az ezt tuléld virusok
(megvaltozott genetikai alloményu virusvaridnsok) képesek —a kezelés ellenére is—a tovabbi
replikdciora [Nijhuis, 2009].

Mivel a polimerdzt kodold gén részben atfed a feliileti fehérjét kodold génszakasszal, az itt
eléforduld aminosav-sorrendet befolyasold mutaciok kihatassal lehetnek a feliileti fehérje antigén-

szerkezetére is [Oon, 1999; Lok, 2000; Torresi, 2002].
3.3.8.3.PreS/S gén mutans virusok

A HBsAg ,,a” determinansat kodold génen belilli (vagy az ezzel atfeddé polimeraz génen
helyének megvaltozasahoz, ezzel a preventiv vakcinacid biztonsagossaganak ¢és hatékonysaganak,
csokkenéséhez vezethet. Oka, hogy az oltbanyagban talalhaté HBsAg ellen termel6dott ellenanyag
nem ismeri fel a muticio kovetkeztében eltérd szerkezeti HBsAg fehérjét. Ezeket a
virusvariansokat ,,vakcinaszokevény” (vaccine-escape) mutansoknak nevezziik. Amennyiben oltott
személy ilyen virussal ,.talalkozik”, az oltas kovetkeztében kialakult védettsége ellenére fertézddhet
hepatitisz B virussal. Félo, hogy az ,,vakcinaszokevény” virusvariansok egyre nagyobb teret
hoditanak és elobb-utobb dominans torzsekké valhatnak. Erre, matematikai modellszamitasok
alapjan, a populacio tomeges immunizaciojanak megkezdését kovetd 1-2 évtizeden beliil szamitani
lehet [Wilson, 2000].

A HBsAg epitopok nagy mértékli, térszerkezeti valtozasat leggyakrabban az ,,a” determindns
100-200. aminosav-pozicioi kozé esd fehérjeszekvencian forduld eld. A legjelentdsebb valtozasokat
a fehérje 137-145. aminosav-poziciok kozotti, 2. huroknak (,,/loop 2”) nevezett ciszteinben gazdag

tertiletére es6 aminosav-szubsztiticio(k) okozza(k) (6. abra).
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A fehérje alapvetden két hurokbdl all (,,loop1” és ,,loop 2”), melyeket a 107-138-as, 121-124-es, 137-149-es, 139-
147-es aminosav poziciokban talalhato ciszteinek k6zott kialakuld diszulfid-hidak stabilizalnak. A fehérje C-terminalis
végén két alfa-hélix talalhatd. A jeldlt 145-6s aminosav-pozicio az els6ként leirt, feliileti fehérje szerkezetét dontden

befolyasold aminosav-szubsztitiicio helye.

Ilyen hatasti mutaciot legelséként egy olasz kutatdcsoport irt le: a beteg mintdjadban taldlhato
eredményeképpen a 145-6s aminosav-pozicidban glicint kodolod triplet (GGA) arginint kodold
(CGA vagy AGA) tripletre valtozott (G145R). A mutaciora HBsAg hordozo édesanyak
gyermekeinek sziiletéskori rutin (aktiv és passziv) sikeres immunizacidja ellenére kialakulo6 HBsAg
pozitivitasa, és akut B-virus hepatitiszének kivizsgéaldsakor deriilt fény [Zanetti, 1988; Carman,
1990].

A HBV fert6zés tényének megallapitasara irdnyuld rutinszertien végzett szerologiai tesztek a
feliilleti antigén jelenlétének kimutatdsdn alapulnak (HBsAg ELISA kit). A mutans virusok
modosult fehérjéinek kimutatdsara azonban nem mindegyik teszt elég érzékeny [Mizuochi, 2005;
La’ulu, 2006]. Alnegativ szerologiai eredmény kiadasihoz vezethet, ha egy teszt nem képes
kimutatni a vérben keringdé HBsAg felszini fehérjét. Ez megnehezitheti a betegség felismerését,
valamint, komoly kdvetkezményekkel jarhat, pl. ha véradokat sziirnek vele [Weber, 2005; Coleman,
2006]. Huy és munkacsoportja szerint a ,,surface”’-mutansok gyakrabban fordulnak eld a B (25 %)
¢s a C (24,5 %) genotipusu virushordozok kozott [Huy, 2003], és szintén meglepden magas (28 %)
volt az el6fordulési ardny kordbban immunizalt, HBsAg és DNS pozitiv taiwani gyermekek kozott

[Hsu, 1999].
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3.3.8.4. X gén mutansok

A HBx génrdl atirodd, 154 aminosavat tartalmazo transzaktivator fehérje a HBV fertzés
patogenezisében jatszik szerepet. Szamos leirt mutdci6 talalhatd a kodold génszakaszon, melyek
némelyike (szubsztituciok a 118, 127, 135, 260, 264, 240, 257, 261, 279, 353, 357 aminosav-
poziciokban, illetve 6 aminosav inzercidja a 204-es aminosav-poziciondl) nagy szazalékban
(> 90 %) Osszefliggésbe hozhato(k) a HCC kialakulasaval [Chen GG, 2005]. Mindazonaltal meg
kell emliteni, hogy HCC-s betegek majbiopszias mintaibol ,,surface”-antigén mutans virusok is
kimutathatok voltak, amelyek eléforduldsa szintén Osszefliggésbe hozhato a HCC kialakulasaval

[Oon, 1999b].

3.4. Torque Teno virus (TTV)

Az 1990-es évek masodik felében, nem specifikus genom-amplifikacids technikaval egy addig
ismeretlen virusgenom eredetli szekvenciat azonositottak vératomlesztésen atesett, majgyulladas
klinikai képét mutatd beteg vérébol, akinél az addig ismert, majgyulladast okozo ,klasszikus
hepatitisz” virusok (A—E) egyikének koroki szerepét sem sikeriilt igazolni. A beteg
majgyulladdsanak kialakuldsat ezzel az ujonnan felismert viralis korokozoé jelenlétével magyaraztak
[Nishizawa, 1997]. A virust annak a betegnek monogramja alapjan (TT) nevezték el, akinek a
vérébol a korokozot eldszor kimutattdk. Késébb a roviditést a ,,vératomlesztéssel terjedd”
(transzfazidval transzmittalhatd/transzmisszal6do) elnevezés alapjan hasznaltdk — mivel az akkori
ismeretek szerint a virus leginkdbb vératomlesztés utjan terjedhet. Mara igazolddni latszik, hogy
nemcsak a parenterdlis, hanem az enteralis, valamint a cseppfertdzés is szerepet jatszik a virus
terjedésében. A virus elnevezése jelenleg Torque Teno virus (= vékony gylrll) — amely egyben a

virusgenom biokémiai felépitésére is utal [Hino, 2007].
3.4.1. Epidemiologiai adatok

A virus az egész vildgon eléfordul [Abe, 1999], eléforduldsa a nemzetkodzi (20-50 %) [Masia,
2001; Hino, 2007] és hazai (18,5 %) [Takéacs, 2003] adatok szerint meglepden magas az egészséges
populacidéban. Egyes kdzleményekben ~90 %-os prevalencia értékekrdl is beszamoltak [Huang,
2001]. Ismeretlen eredetli hepatitiszesek, tobbszordsen vératomlesztettek, hemodializaltak kozott ez
az arany magasabb (50-73 %) [Maggi, 1999]. A virust kimutattdk majbiopszids mintakbol
[Matsumoto, 1999], székletbdl [Okamoto, 1998], epébdl [Ukita, 1999], torokvaladékbol [Ishikawa,
1999], nyalbol [Naganuma, 2008], konnybdl, spermabdl, anyatejbdl [Ross, 1999]. A perinatalis
terjedési modra is van bizonyiték [Gerner, 2000], bar a csecsemdék TTV fertdzottsége gyakran mar a
kornyezetiikbdl ered, mivel a virus a koldokvérbdl nem minden esetben volt kimutathaté [Ohto,

2002].
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Emberen kiviil szdmos gazdaallatban valo el6forduldsardl tudunk: kimutattdk hazisertésben
[Okamoto, 2002; Bigarré, 2005], vaddisznoban [Martinez, 2006], de csirkében, kutydban, és
macskéban is [Okamoto, 2002].

3.4.2. A korokozo

A TT virus — a jelenleg még csak javaslat formajaban 1étez6 — Anelloviridae csalad Anellovirus
nemzetségének tagja [Biagini, 2005, 2008]. Meghatarozott méretli poruson torténd
ultracentrifugaldssal végzett kisérletben a virion atmérdjét ~30-50 nm koriil hatdroztdk meg
[Mushahwar, 1999]. A vératomlesztés altali atvitel lehetdségébdl kovetkeztethetiink arra, hogy a
virus nem rendelkezik kiilsé lipidburokkal, mivel a vérkészitmények lipidburokkal rendelkez6
virusokat inaktivald szerei a TT virusra hatastalanok [Chen, 1999].

A TT virus egyszal, negativ polarizacidju, cirkularis DNS genomot tartalmaz, melynek hossza
genotipustol fliggéen valtozd, ~3,6-3,8 kilobazis. A genom kb. 2/3 része négy, részben atfedd
nyitott leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz [Mushahwar, 1999], amelyrdl egyes szerzok szerint 6
[Kakkola, 2008] mas kutatocsoport eredményei szerint 7 [Mueller, 2008] fehérje irodik at (7. abra).
Az ORF1 (770 aminosav) a kapszidfehérjét kodolja, az ORF2 (120 aminosav) pedig
feltételezhetden egy, a virusreplikacioban, valamint a gazdaszervezet immunvalaszédnak
befolyasolasaban, igy a TTV patogenitdsaban szerepet jatszd, nem strukturalis fehérjét kodol
[Zheng, 2007]. Az ORF3 (286 aminosav) valdsziniileg a transzkripcioban résztvevo,
nukleinsavkotd proteint kodol [Tanaka, 2001]. A fennmarad6 1/3 rész nem kodolo régio (UTR). A

virus replikdcids mechanizmusa — fertdzhetd sejtvonal hidnyédban — nem ismert.

UTR régi6

7. abra A TTV genomjanak felépitése.
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3.43. TTYV genotipusok

A TTV mind nukleotid-, mind fehérjeszekvencia szinten igen nagy diverzitdst mutat, ez
elsdsorban az RNS genomu virusok sajatja, de —eltéréen a tobbi DNS virustél —a TTV-re is
jellemz6. Az RNS virusok heterogenitdsanak biokémiai oka a RNS-dependens nukleinsav-
polimeraz enzimek masolasi pontatlansaga €s/vagy a hibajavitasi funkcio kiesése. A TTV esetében
tapasztalt heterogenitds egyik okaként a masolasi pontatlansagot tartjdk szamon, de felmeriilt egy
esetleges RNS intermedier szerepe is [Nishizawa, 1999]. A nagy genomi eltérésekre hivatkozva az
izolatumok egy részét néhany szerzé a TTV-tdl eltérd fajként kezeli (YONBAN, SANBAN, SENV
virusok), amit azonban a Nemzetkozi Virustaxonémiai Bizottsag (ICTV - International Comittee on
Taxonomy of Viruses) még nem erdsitett meg. A TT virusokat, a genomszekvencidjuk legalabb
30 %-os eltérése alapjan 6nalléo genotipusba, 15 %-os eltérése alapjan pedig egy genotipuson beliili
altipusba soroljak [Okamoto, 1999]. Jelenleg mar tobb, mint 40 genotipust ismerilink, amelyek 5
genocsoportba sorolhatok. [Peng, 2002; Biagini, 2005, 2008]. Az 1. genocsoportba az 1-6
szamozott genotipusok tartoznak, a 2. genocsoportba a 7, 8, 17, 22, 23 genotipusokat, a 3.
genocsoportba pedig 9-16, 18-20 genotipusokat soroltdk. A 4. és 5. genocsoportba tartozd

genotipusokat Peng és munkacsoportja kiilonitette el a tobbitdl.
3.4.4. A TTYV Kklinikai jelentosége, laboratoriumi diagnosztika

A magas prevalencia adatok inkabb egy, a ,,normal virusflora” tagjaként jelenlevé virusra
utalnak, melyeknek — mint &ltaldban az endoszimbiontdknak — pathogenitasi hajlama roppant
csekély €s nem, vagy csak szélsdséges koriilmények kézott okoznak megbetegedést [Bendinelli,
2001]. Alatamasztja ezt a feltételezést, hogy a mai napig nem sikeriilt tarsitani a Torque Teno virust
(kivéve a virus 1-es genotipusat) egyetlen, jol koriilirhato klinikai korformahoz sem, emiatt gyakran
nevezik a virust ,,arva virusnak” (,,orphan virus”). A TTV 1-es genotipusardl feltételezhetd, hogy
vératomlesztést kovetden majgyulladast valtott ki [Okamoto, 1999], Biagini és munkacsoportja
pedig orrnyalkahartya gyulladast irt le egy 0jsziilottnél TT virussal 6sszefiiggésben [2003].

Vizsgaltdk a TT virus eléfordulasat koinfekcioban hepatitisz C virusfertdzottek (betegek és
tiinetmentes hordozok) kozott. Kronikus HCV-sek kozott a TTV 40,25 %-ban fordult el6. Azoknal,
akik IFN kezelés hatdsdra meggyogyultak, az el6forduldsi ardny 20 %-ra csokkent. Tiinetmentes
HCV hordozokban a TTV 75,7 %-ban volt jelen. A TTV el6fordulasat azok kozott talaltak a
legalacsonyabbnak, akik IFN kezelést kovetden tartésan tlinetmentesek maradtak. Ezek alapjan
lehet arra kovetkeztetni, hogy a virus valdszinlileg IFN-érzékeny dgens [Par, 2004]. Kutatasok
folynak a TTV és egyes autoimmun folyamatok kivaltdsdnak kapcsolatarol [Sospedra, 2005].

Feltételezések szerint a TTV —a molekularis mimikri ,,alkalmazésaval” — szerepet jatszhat olyan
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betegségek kivaltasaban, mint pl. SM , az SLE vagy egyes bdrbetegségek [Blazsek, 2008]. A
folyamat soran a virus fehérjéinek (ORF1 N terminalis régidja) a gazdaszervezet sajat molekulaihoz
val6 hasonlatossdga miatt az immunrendszer tolerancidja megsziinik.

A TTV-hez nagyon hasonlé PCV-t (,,porcine circovirus” - sertés circovirus) allati kérokozoként
tartjak szamon: a sertéseck PMWS (postweaning multisystemic wasting syndrome — valasztott
malacok sokszervi elégtelensége ¢€s sorvadasa) betegségét okozza, amelyben stlyveszteség,
sorvadas mellett nyirokcsom6 érintettség, maj-, vese-, gyomor-, szivizom- ¢és tiidégyulladas is
felléphet [Meehan, 1998; Morozov, 1998].

A TTV fert6zés diagndzisanak felallitdsa napjainkig nehézségekbe iitkozik, melynek oka, hogy
nem ismerjiik a fert6zés célsejtjeit vagy szoveteit — annak ellenére, hogy molekuléaris moédszerekkel
a virus DNS-ét a szervezet szdmos szovetébdl kimutattdk mar. A molekularis modszerekkel torténd
kimutatds nehézségekbe iitkdzhet a virusgenom hipervariabilitdsa miatt. Kutatdsok folytak az
immunvalasz reakcidinak detektalasaval a fert6zés igazolasara: a fertdzést kovetden ,klasszikus”
immunvalaszt tapasztaltak, rovid ideig tartdé IgM ¢€s sokaig kimutathatdé IgG ellenanyagszinttel
[Tsuda, 1999 ¢és 2001]. Kakkola és munkatarsai 6 — baktériumban termeltetett — TT virus proteinnel
szemben vizsgaltak az immunvalaszt, amely mind a hat virusfehérjével szemben kimutathatd volt

[Kakkola, 2008].

3.5. GBV-C/hepatitisz G virus (GBV-C/HGYV)

A virus — genomstruktiraja alapjan — a Flaviviridae csaldd tagja, am az ide tartozé harom
nemzetség (Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus) egyikébe sem soroltdk még be.

A virusrol felhalmozott ismereteink elenyészdek, annak ellenére, hogy azonositasa mar 1995-
ben megtortént. A virust — klinikailag majgyulladasos betegbdl torténd izolaldsa miatt — a hepatitiszt
okozo virusok kozé soroltak [Simons, 1995; Linnen, 1996], mara azonban mar bizonyitast nyert,

hogy nem hepatotrdp dgens [Tucker, 2000].

3.5.1. Epidemiolégiai adatok

A virus parenteralisan, elsdsorban vérrel, vérkészitményekkel terjed, de szexudlisan is atvihetd.
Az Egyesiilt Allamokban onkéntes véradok vizsgilatakor a virushordozok aranyat 1-5 %-nak
talaltadk, mig ez az arany, a fejlédé orszagokban elérheti a 10-20 %-ot is [Mphahlele, 1998]. A
fertézésnek  fokozottan  kitett  rizikdcsoportok a  politranszfundaltak  (t6bbszdérosen
vératomlesztettek), hemodializaltak, hemofilidsok, intravénds droghasznalok, promiszkuitiv
szexudlis ¢életmodot folytatok. Japanban végzett felmérés szerint a homoszexudlisok kozott az
eloéfordulas 12,5 % [Hattori, 2003], magyarorszagi rizikdcsoportok (intravénas droghasznalok

¢és/vagy promiszkuitiv életmoduak) kozott 12 % volt [Dencs, 2007].
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3.5.2. A korokozo

A GBV-C/HGV virus —hasonléan a viruscsalad tobbi tagjdhoz — pozitiv egyszali RNS-t
tartalmaz. Genomstrukturaja nagymértékben hasonlit a HCV-éhez. A genom ~9400 nukleotid
hosszusagu, 5° és 3’végein nem kodolo (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 fehérjék (NS2 - protedz, NS3 - helikdz, NS5B RNS-
fliggd RNS polimeraz) a 3’ végén kodoltak (8. abra).

5 ,
7|l BT B2 |NS2 NS3 NS4 | NSsA | NssB |-
- 315 nt
UTR I ) I l l l | i
burokfehérjék  proteaz proteaz/helikaz NS3 foszfo- RNS fiiggé
kofaktor protein RNS polimeraz

8. dbra. A GBV-C/HGV genomstrukturdja.

Virus-tenyésztési kisérletekben 30 nappal az inokulacié utan mindkét felhasznalt sejtvonalon
(MT-2C — transzformalt human T-sejtvonal és PHSGH — human maéjsejtvonal) kimutathat6 volt a

virusszaporodas RT-PCR-rel [Ikeda, 1997].
3.5.3. GBV-C/HGY genotipusok

Jelenleg hat genotipust, a 2-es genotipuson beliil pedig tovabbi két alcsoportot kiilonboztetiink
meg (jelolésiik: 1-5, az alcsoportoké 2a és 2b) [Smith, 2000; Muerhoff, 2006]. A csoportok
tobbnyire jol jellemezhetéek foldrajzi eléforduldsukkal: az 1-es genotipus Nyugat és Kozép
Afrikara, mig az 5-6s Dél-Afrikara jellemzd, a 2-es Eurdpaban és Eszak Amerikaban, a 3-as Azsia
északi orszagaiban és Japanban, a 4-es genotipus Délkelet Azsidban, a 6-os pedig Indonéziaban és

Iranban fordul elé [Muerhoff, 1997, 2006].
3.54. A GBV-C/HGYV Kklinikai jelentésége, laboratoriumi diagnosztika

A kutatasok soran a GBV-A illetve B virusokrél bebizonyosodott, hogy majmokban okoz
majgyulladdst, a C tipus viszont emberben is [Karayiannis, 1995]. Végstadiumu
veseelégtelenségben szenvedd, dializalt betegek kozott végzett felmérésben (ahol a virus
eléfordulasi ardnya a dializis id6tartaméval, esetleges vératomlesztéssel €s vesetranszplantacioval
egyre magasabb) ugy talaltak, hogy habar nincs bizonyithaté 0sszefliggés a virus kimutathatésaga
és a betegség sulyosabba valasa kozott, a virus felbukkanidsa mindenképpen jo marker a vérrel
terjedd0 virusok monitorozasara. Megjelenése a betegellatd egységben jelzi a fokozott

ovintézkedések bevezetésének sziikségessét [Fabrizi, 1999]. Francia kutatok tettek emlitést a
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virussal talan Osszefiiggésbe hozhat6d tovabbi korformardl, egy beteg — vératomlesztést kovetden
kialakul6 — mellhartya- és szivburokgyulladasa (pleuropericarditis) kapcsan [Blanc, 2008].

Vizsgaltdk a virus — HIV és mas hepatitisz virusokkal — koinfekcidoban torténd eléfrodulasanak
hatasat a betegség lefolydsdra. Nem talaltak bizonyitékot stlyosabb betegség kialakuldsara HBV
¢s/vagy HCV hordoz6 betegek HGV koinfekcidjaval kapcsolatban, de a koinfekcid a fennalld
kronikus majbetegség lefolyasara kedvezétlen hatassal volt [Yang, 2006]. Erdekes modon a
hepatitisz C viruskdpiaszamanak csokkenését tapasztaltdk német HCV hordozokban GBV-C/HGV
koinfekcioban [Yan, 2000], de magyarorszagi vizsgéalatok ezt az eredményt nem tamasztottak ala:
sem a HGV RNS sem a TTV DNS jelenléte nem volt hatdssal a kronikus HCV fertézés lefolyasara
[Par, 2004]. Az utébbi idOben azonban egyre tobb eredmény tamasztja ald, hogy kedvezd hatdssal
van a virus el6fordulasa a HIV pozitiv betegek allapotara, a HIV replikaciojanak gatlasaval
[Lefrere, 1999; Tillmann, 2001; Williams, 2004; Hattori, 2007; Xiang, 2008].

A virusfertdzés laboratoriumi dignosztikéja vagy a korokozo molekularis modszerekkel torténd
kimutatasan (RT-PCR), vagy a virus burokfehérjéje (E2) ellen termelt neutralizalé hatasu
ellenanyag kimutatasan alapul [Hassoba, 1998]. A virus RNS kimutathatosaga és az ellenanyagok
megjelenése kozotti forditott arany arra utal, hogy az ellenanyagok megjelenése a virus szervezetbdl

torténo eliminacidjat eredményezi [Hassoba, 1997].
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. VIZSGALATI ANYAGOK

A vizsgalati mintakat (szérum minta) — a beérkezés utan szétosztva — a vizsgalatok elvégzéséig -

20°C-on tartottuk.
4.1.1. Hepatitisz B virus magyarorszagi genotipus-eloszlasanak meghatarozasa

A HBV magyarorszagon el6forduld genotipusainak meghatarozasdhoz az intézetbe el6zdleg
diagnosztikus célbol bekiildott vérmintak koziil valasztottunk ki huszonnégyet. A kivalasztas
feltételei csak a lakohely, illetve az elézetes HBsAg pozitiv eredmény voltak. A bekiildo altal
feltlintetett diagnozis a kivalasztott mintdk mindegyikénél a feltételezett akut vagy ismert kronikus
hepatitisz volt. A kivalasztott mintak szdrmazasi helyének foldrajzi megoszlasa a 9. dbran lathatd. A
mintakat a kivalasztas utan a ,,hun” roviditéssel és egy szdmmal jeldltiik (hun49, hun51-52, hun54-

59, hun62-66, hun72-76, hun78-80, hun82, hun84).
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9. abra. A HBV genotipizalasi kisérlethez felhasznalt mintak szarmazasi helye.

4.1.2. Nozokomialis jarvany molekularis epidemiologiai kivizsgalasa

Egy feltételezhetden korhazi (gyermek onko-hematoldgiai) osztalyon kialakult jarvanyban
érintettek mintdit (6sszesen 36 {0, akik koziil 29 beteg és 1 f6 korhazi személyzet mintaja keriilt
bekiildésre) vizsgaltuk. A jarvany epidemiologiai kivizsgalasat az illetékes ANTSz jarvanyiigyi
szakemberei az OEK Korhazi jarvanyligyi osztalyanak munkatarsaival kozosen végezték el. A
fertdzések szaméanak emelkedését (HBsAg pozitivitds megjelenése) 2001-ben, az elsd klinikai
tiineteket 2002 februarjdban észlelték, az utolsdé pozitiv sziirévizsgalati eredményre 2003
februarjaban deriilt fény. A mintakat 2001-2003 kozott gyujtotték. Harom beteg esetében tortént
két, egymastol egy év kiilonbséggel vett vérminta bekiildése: hun5, hun8, hunl3 (a HBV
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vizsgélatokat az els6 mintakbol végeztik el, csak HGV ¢és TTV vizsgalatokat végeztiink
parhuzamosan, mindkét vérmintabol). A bekiildétt mintak mindegyike elézdleg HBsAg pozitiv
szerologiai eredményt adott. A mintdkat ,,hun” réviditéssel és egy szammal jeloltiik (hunl-hun6,

hun8-hun18, hun23-hun27, hun29-hun35).
4.1.3. ,,Vakcinaszokevény” virusmutansok keresése Magyarorszagon

Eldzetes irodalmi adatok alapjan egyes genotipusu (,,B” ¢és ,,C”) HBV virushordozék kozott
magas (~25 %) a mutans virusok eléforduldsdnak aranya [Huy, 2003]. Vizsgalatainkhoz ezért
feltételezhetéen ,,B” és/vagy ,,C” genotipusu hepatitisz B virust hordozo, Magyarorszagon €16
személyeket kerestiink. Mivel az epidemioldgiai adatok alapjan a ,B” és ,,C” genotipusok
eléfordulasa nem jellemz0 az eurdpai populdciora, erre a célra az intézet (OEK) régios feladataként
végzett HBsAg terhessziirésre érkezd, anti-HBc pozitiv szerologiai eredményli vérmintdk koziil
valasztottunk ki 40, nem magyar leanykori (sziiletési) nevii kismama mint4jat. A kismamak
szlletési helyét (szdrmazasat) nem vettiik figyelembe. A kivalasztas egy tovabbi szempontja volt a
HBsAg pozitiv (19 minta) vagy negativ (21 minta) szerologiai eredmény. A mintakat ,,P” bettivel (P
— ,pregnant” — varandds) és egy szammal jeloltiik (P1-40). A kivalasztast egy meghatarozott
id6intervallumon beliil érkezett mintak kozil végeztiik el (2004-2006).

Szintén irodalmi adatok alapjan [Hino, 2001] olyan — sziiletésiikkor aktiv és passziv —
védooltasban részesiilt gyermekek vérmintait kerestiik, akik (a magyarorszagi gyakorlat alapjan 15
honapos korukban, a korabbi immunizalas hatasossaganak ellendrzésekor) HBsAg pozitivnak, vagy
HBsAg negativnak, de anti-HBc pozitivnak bizonyultak (és/vagy molekularis modszerekkel is
kimutathatd volt az éltaluk hordozott virus). Huszonnyolc minta koziil 12 bizonyult alkalmasnak
tovabbi molekularis vizsgalatok végzésére (9 esetben HBsAg pozitiv, 19 esetben pedig HBsAg
negativ eldzetes eredménnyel). A mintakat ,,V” bettivel (V — ,,vaccinated” — oltott) és egy szdmmal
jeloltik (V1-10, V22-26, V30-42). A kivalasztast egy meghatarozott iddintervallumon beliil
érkezett mintdk koziil végeztiik el (2004-2006).

A vizsgélat soran 9 magyar nevi, tiinetmentes hordozé vérmintdjat hasznaltunk kontrollként, a

mintakat ,,C” betlivel (C —,,control” — kontroll) és egy szammal jeloltiik (C1-C9).

4.1.4. Torque Teno virus el6fordulasa rizikocsoportokban; TTV molekularis

vizsgalatok

Az egészséges populacidban a TT virus magyarorszagi prevalenciaja 18,5 % [Takacs, 2003].
Kiilonféle betegcsoportokban valo eléfordulasukhoz 228, ismeretlen eredetii hepatitiszben szenvedd
beteg vérmintdjat, valamint a 30, kérhazi jarvanyban érintett onko-hematologiai osztalyrol érkezett

vérmintat vizsgaltuk meg. Meghataroztuk a TTV ismeretlen eredetli hepatitiszesekben eléforduld
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genotipusait is. Az ismeretlen eredetil hepatitiszben szenvedd betegek mintdit 1999-2001 kozott

gytijtottiik.
4.1.5. Torque Teno virus eléfordulasa hazai sertéstelepeken tartott sertésallomanyban

Magyarorszagi sertésneveldékbdl (farm F7-13, 10. dbra) szarmazo 82 sertés szEérummintdjat

vizsgaltuk TTV el6fordulasara. A mintékat 12 honapos iddintervallumban gytijtottiik be.
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10. abra TTV eléfordulasanak vizsgalatara kivakasztott sertéstelepek foldrajzi megoszlasa

(A sertéstelepek F betlivel — farm — és egy szammal jeldltek)

4.1.6. GBV-C/HGYV virus eléfordulasa kiillonb6zo rizikocsoportokban; molekularis

vizsgalatok

Az egészséges populacioban a GBV-C/HGV virus prevalenciaja molekularis modszerekkel
vizsgalva 8 % koriili [Takacs, 2002]. Kiilonféle betegcsoportokban vald eléfordulasukhoz 247,
ismeretlen eredetli hepatitiszben szenvedd beteg mintajat vizsgaltuk molekularis modszerrel (PCR).
A PCR-rel parhuzamosan 51 betegnél szeroldgiai modszerrel (ELISA a virus E2 burokfehérjéje
ellen termelt ellenanyag kimutatasara) is vizsgaltuk a mintakat.

Ebbol a betegesoportbdl (ismeretlen eredetli hepatitiszesek) néhany beteg (9) tovabbi
molekuléris vizsgalatat is elvégeztiik (szekvenalas).

Vizsgaltuk tovabba a 30, korhazi (onko-hematoldgiai osztdlyon zajlott) jarvanyban érintett

beteg mintajat.
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4.2. MODSZEREK

4.2.1. Szerologiai markerek

A szérummintdk szeroldgiai markereinek vizsgalatira a kovetkezd reagenskészleteket

hasznaltuk, a gyartok hasznalati utasitasa alapjan:

- HBsAg Hepanostika HBsAg UniForm II (Biomerieux)
- Anti HBc IgM HBc IgM ELISA (DiaPro)

- Anti HBc Ab Hepanostika anti-HBc UniForm (Biomerieux)
- HBe Ag/Ab HBe Ag/Ab ELISA (DiaPro)

- Anti-HAV Ab Bioelisa HAV (Biokit)

- Anti HDV Ab HDV Ab ELISA (DiaPro)

- Anti HCV IgG Bioelisa HCV (Biokit)

- GBV-C/HGV E2 Ab  Anti GBV-C Immunoassay (R and D Systems)
4.2.2. Nukleinsav kivonas

A szérummintakbdl eldzetes kezelés nélkiil, alapvetden kétféle mdédon vontunk ki nukleinsavat.

Fenol-kloroformos médszer: A mintak 160 pl-jét 395 pl lizis pufferben (25 mM EDTA; 0,2 M
Tris-HCL; pH: 7,5; 0,3 M NaCl; 2 % SDS), 4 ul, 20 mg/ml-es proteinaz-K (Sigma) jelenlétében
inkubaltuk 37°C-on egy 6ran at. Ezutdn fenolos (395 pl, Sigma) - kloroformos (160 pl, Merck)
extrahalassal eltavolitottuk a hidrofob sejtalkotokat. Az oldatrészeket centrifugalassal (15 min. 4°C)
kiilonitettiik el. A vizes fazisban oldott nukleinsavat izopropanolos (480 ul, -20 °C, Molar
Chemicals) precipitacioval csaptuk ki az oldatbol (inkubacio: -20°C-on, min. 12 Odran at),
centrifugaltuk (10 min. 4°C), majd 70 %-os etanolos (Molar Chemicals) mosas kovetkezett, mosas
utan eltavolitottuk az alkoholt, és a cs6 aljan pelletként talalhaté nukleinsavat szobahdn széritottuk.
A visszaoldas 8 ul RNaz-, DNaz-mentes nagy tisztasagu vizben tortént. Az igy kivont nukleinsav
2 ul-jét hasznaltuk fel a reverz transzkripcié vagy a polimeraz lacreakcid 1épéséhez [Sambrok,
1989].

Oszlopos nukleinsav-tisztitasi moédszer: A mintdkbol a High Pure Viral Nucleic Acid
Purification Kit (Roche) kit hasznalataval tisztitottunk nukleinsavat, a gyart6 utasitdsa szerint. Az
igy kivont nukleinsav 5-10 pl-jét hasznaltuk fel a reverz transzkripci6d vagy a polimeraz lancreakcio

1épéséhez.
4.2.3. Reverz transzkripcio

A GBV-C/HGYV polimerdz lancreakcioval torténd kimutatasat megeléz6en a virus RNS cDNS-
s¢ valo atirasa reverz transzkripcioval (42°C, 15 min) tortént. A reakcidelegyet (20 ul/reakcio)

Applied Biosystems reagensek (DNaz—, RNaz—-mentes viz, 10x PCR Buffer II, 25 mM MgCl,,

39



dNTP készlet, RNaz inhibitor, reverz transzkriptdz enzim) haszndlataval allitottuk 6ssze, primerként
wrandom hexamert” hasznaltunk, és az eldzdleg fenolos-kloroformos tisztitasi modszerrel kivont

nukleinsav 2-2 pl-jét adtuk hozza.
4.2.4. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A sertés TTV kimutatasara végzett PCR soran egy szimpla, a HBV, human TTV, GBV-C/HGV
kimutatasdhoz két, egymast kovetd (un. fészkes - ,,nested”’) polimeraz lancreakcidban szaporitottuk
fel a primerek altal kozrefogott génszakaszt. A reakciok soran hasznalt primereket az Integrated

DNA Technologies Inc. (USA) szintetizalta.
4.2.4.1. PCR — human TTV kimutatasara

2. tablazat. A human TTV PCR reakcidk soran hasznalt primerek és a reakciok koriilményei:

human - TTV
kiilsé (—) ACAGACAGAGGAGAAGGCAACATG
. s me kiilsé (<) CTGGCATTTTACCATTTCCAAAGTT
primerek (5° - 3”) -
bels6 (—) GGCAACATGYTRTGGATAGACTGG
bels6 (<) CTGGCATTTTACCATTTCCAAAGTT
o 1. PCR 2. PCR
lépések ; Y - Y
°C min/sec | ismétlés °C min/sec | ismétlés
kezdd denaturacid 94 3:00 1x 94 3:00 1x
e w1, .| denaturdcid 94 0:30 94 0:30
reakcid koriilményei -
primer kapcsolodas 55 0:45 35x 58 0:30 25x
lanc meghosszabbitas 72 0:45 72 0:30
veégso lanc 72 7:00 Ix 72 7:00 Ix
meghosszabbitas

4.2.4.2. PCR —sertés TTV kimutatasara

3. tablazat. A sertés TTV PCR reakci6 soran hasznalt primerek és a reakcid koriilményei:

sertés — TTV
rimerek (5°-3%) (=) GGAGTCAAGGGGCCTATCGG
p (<) CCGGCGWATTTGGGGTGTGT
lépések - 1. PCR —
°C min/sec ismétlés
kezdd denaturacid 94 3:00 1x
.o .| denaturdcid 94 0:30
reakcio koriilményei -
primer kapcsolodas 55 0:45 35x
lanc meghosszabbitas 72 0:45
végso lanc 72 7:00 1x
meghosszabbitas
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4.2.4.3. PCR — HBV molekularis vizsgalatokhoz
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11. 4bra. A HBV molekularis vizsgalatokhoz hasznalt primerek genomon val6 helyzete.

4. tablazat. A HBV genotipizalas soran hasznalt PCR primerek és a reakciok koriilményei:

HBYV - genotipizalashoz

kiilsé (—) TCACCATATTCTTGGGAACAAGA
rimerek (5" - 37) kiilsé (<) CGAACCACTGAACAAATGGC

P bels6 (—) AATCCAGATTGGGACTTCAACC

bels6 (<) GAGGACAAACGGGCAACATAC
o 1. PCR 2. PCR
lépések . R - Y
°C min/sec | ismétlés °C min/sec | ismétlés
kezd6 denaturacio 94 3:00 1x 94 3:00 1x
1. .| denaturdcid 94 0:30 94 0:30

reakcid koriilményei -
primer kapcsolodas 55 0:30 40x 57 0:30 35x
lanc meghosszabbitas 72 0:30 72 0:30
végso lanc 72 7:00 Ix 72 7:00 Ix
meghosszabbitas
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5. tablazat. A vakcinaszokevény virusmutansok kimutatdsara hasznalt PCR primerek és a

reakciok koriilményei:

HBYV - S mutaciok feltérképezéséhez
kiilsé (—) TCACCATATTCTTGGGAACAAGA
rimerek (5” - 3°) kiils6é (<) CGAACCACTGAACAAATGGC
p bels6 (—) GTATGTTGCCCGTTTGTCCTC
bels6 («) GGCACTAGTAAACTGAGCCA
o 1. PCR 2. PCR
1épések X Y - Y
°C min/sec | ismétlés °C min/sec | ismétlés
kezdd denaturacid 94 3:00 1x 94 3:00 1x
1. .| denaturacio 94 0:30 94 0:30
reakcio koriilményei -
primer kapcsolodas 55 0:30 40x 54 0:30 30x
lanc meghosszabbitas 72 0:30 72 0:30
végso lanc 72 7:00 Ix 72 7:00 Ix
meghosszabbitas

4.2.4.4. PCR - GBV-C/HGYV kimutatasara

6. tablazat. A GBV-C/HGV PCR reakcidk soran hasznalt primerek és a reakciok koriilményei:

GBV-C/HGV
kiilsé (—) ACCGACACCTTAGATCCCCAGCCC
. s ms kiils (<) CTGATGTTGCTAGCCTGTGTGAGA
primerek (5’ - 3%) "
bels6 (—) CCTTACAGTCCTTATTGCTTCCTC
belsd («) CAGAACCATACAGCCTATTGTGAC
o 1. PCR 2. PCR
1épések ; Y X Y
°C min/sec | ismétlés °C min/sec | ismétlés
kezdd denaturécid 94 3:00 1x 94 3:00 1x
w1 .| denaturacid 94 0:30 94 0:30
reakcio koriilményei -
primer kapcsolddas 57 0:30 35x 56 0:30 30x
lanc meghosszabbitas 72 1:00 72 1:00
végso lanc 72 7:00 1x 72 7:00 1x
meghosszabbitas

4.2.5. Agaroz gél-elektroforézis

A polimeraz lancreakcié soran felszaporitott termékek (amplikonok) méretének
(molekulatomegének) ellendrzését agardz gél-elektroforézissel végeztiik. A keletkezett termékhez a
2 %-os agar6z-gélbe valdo bemérés elott 10 mg/ml-es EB 5 pul-jét adtuk (Sigma), a termék
molekulatdomegének megéllapitasahoz ismert molekulatomegli DNS-fragmentumokat tartalmazé

un. ,létra” 5 pl-jét hasznaltuk (Promega).
4.2.6. Klonozas

A TTV PCR termékek variabilitasa miatt az egyes amplikonok szekvencidja csak klonozas utani
szekvenalassal allapithato meg. A PCR termékeket a TOPO TA Cloning (Invitrogen) kit
hasznalataval pCR2.1 plazmidba ligaltuk, a klonozasi protokolt a gyartd utmutatdsa alapjan

végeztik.
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4.2.7. DNS —szekvenalas

Szekvenalas fluoreszcein jelolt primerrel, klonozast kovetden: a klonozott TTV PCR
termékeket az AutoRead Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech) hasznalataval
szekvenaltuk, primerként M13 Reverse primert hasznaltunk, a gyartd hasznalati utasitasait kovetve.

Az elektroforézis az A.L.F. DNA Sequencer berendezésen tortént.

Direkt szekvenalas fluoreszcein jelolt primerrel: a GBV-C/HGV PCR termékeket az
AutoRead Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech) hasznalataval szekvenaltuk, primerként
M13 Universal primert hasznéltunk, a hasznélati utasitdsokat kovetve. Az elektroforézis az A.L.F.

DNA Sequencer berendezésen tortént.

Ciklikus szekvenalas: a keletkezett PCR termékeket a Viogene PCR-M Clean up System
(Viogene) kittel tisztitottuk, a felhasznaldsi utmutaté szerint. A szekvendlds és elektroforézis

kivitelezése:
1. HBV genotipizalas esetében:

Felhasznalt reagenskészlet: ABI PRISM 3.1 BigDye Terminator kit (Perkin Elmer) , a

felhasznalasi utmutatd szerint.
Elektroforézis kivitelezése: ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer berendezésen
2. ,,Vakcinaszokevény” virusmutansok kereséséhez:

Felhasznalt reagenskészlet: DYEnamic ET (Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBACE DNA Analysis System), a felhasznalasi utmutat6 szerint.

Elektroforézis kivitelezése: MegaBACE 1000 DNA Analysis System (Amersham

Biosciences) berendezésen.
4.2.8. Szekvencia azonositas

A kapott szekvencia eredményeket a nemzetkdzi génbankban (EMBL/GenBank — Nucleotide
Sequence Database) talalhato szekvencidkhoz vald hasonlitassal ellendriztiik az NCBI (National
Center for Biotechnology Information) honlapjan talalhat6 BLAST [Basic Local Alignment Search

Tool] szoftverrel.
4.2.9. Nukleotid szekvencia illesztés

Az ellendrzott szekvencidkat a ,, Pole Bioinformatique Lyonnais” internetes oldaldn elérhetd
tobbszords illesztést végzo szoftverrel [Multiple alignment - ClustalW DNA sequences] illesztettiik

egymashoz.
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4.2.10. Fehérje forditas, aminosav szekvencia illesztés

Annak eldontésére, hogy a virus genetikai allomanyaban észlelt valtozdsok aminosav eltérésben
is (misszensz mutacid) megjelennek-e, illetve ily modon okozhat-e konformécidbeli valtozast az
altala kodolt fehérjében, a kapott szekvencidkat a ,, Baylor College of Medicine HGSC” internetes
oldaléan elérhetd, 6 leolvasasi keretben forditd szoftverrel aminosav szekvenciara fordittattuk [BCM
- 6 Frame Translation]. A megfeleld leolvasasi keretben kapott aminosav szekvenciakat a ,, Pole

>

Bioinformatique Lyonnais” internetes oldalan elérhetd tobbszords illesztést végzd szoftverrel
[Multiple alignment - ClustalW Protein sequences]| illesztettik egyméshoz ¢és a nemzetkozi

génbankban talalhato aminosav szekvenciakhoz.
4.2.11. Filogenetikai analizis

Az illesztett nukleotid-szekvencidkat prototipus szekvencia(k)hoz hasonlitottuk és filogenetikai
analizisnek vetettiik ala, a kovetkezé modokon:

- TTV esetében a filogenetikai analizist a v3.573c verzioszamiu PHYLIP programcsomaggal,
dnadist médszerrel, Kimura 2-paraméteres szubsztitucios modell alkalmazasaval végeztiik, a fa

- HBV esetében a filogenetikai analizist a MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
szoftver 3.1 verziojaval végeztik [Kumar, 2004], Neighbor Joining moddszerrel, Kimura 2-
ellendriztiik.

4.2.12. HBV Hibridizacios proba

A kapott genotipus eredmények ellendrzésére kereskedelmi forgalomban beszerezhetd,
hepatitisz B virusok genotipusdnak meghatarozasara alkalmas, hibridizacios elven alapul6 InnoLipa

(Innogenetics) kitet hasznaltunk, a felhasznalasi itmutatd szerint.
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5. EREDMENYEK ES AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

5.1. Hepatitisz B molekularis vizsgalatok

5.1.1. Genotipizalasi eredmények

Magyarorszagi hepatitisz B virus fertézottek vérmintait retrospektiv modon vizsgaltuk a virus
genotipus-eloszlasanak megallapitasara. A 24 kivalasztott vérminta koziil 10 (42 %) akut hepatitisz
B virusfertdzés, 14 (58 %) pedig kronikus B hepatitisz feltételezett diagnozisdval érkezett az
intézetbe. A vizsgalt betegek koziil 15 (63 %) férfi, 9 (37 %) nd volt. A mintak részletes szerologiai

¢s a PCR vizsgalatok eredményeit a 7. tablazat tartalmazza.

7. tablazat. Genotipizalashoz kivalasztott vizsgalati anyagok szerologiai eredményei (N.A. - nincs
adat)

HBsAg HBeAg HBeAb |aHBc (total)| aHBc IgM DNS vizsgalt mintak szama
pozitiv pozitiv negativ pozitiv negativ pozitiv 1
pozitiv negativ pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv 10
pozitiv negativ pozitiv pozitiv negativ pozitiv 8
negativ negativ pozitiv pozitiv negativ pozitiv 2
negativ N.A. N.A. pozitiv negativ pozitiv 1
pozitiv negativ pozitiv N.A. N.A. pozitiv 1
pozitiv N.A. N.A. N.A. N.A. pozitiv 1
Osszesen 24

A mintdk PCR vizsgalatat kovetden meghataroztuk a termékek pontos nukleotid-sorrendjét. A
szekvenalasi eredményeket kozzétettiik a nemzetkozi génbankban (EMBL/GenBank - Nucleotide
Sequence Database), AM040684-AM040705 hozzaférési szamokon.

A szekvendlds soran a feliileti fehérjét (,surface” antigént) kodolé ~1170 nukleotidnyi
génszakasz kb. felét, 650 nukleotidnyi szakaszt vizsgaltuk. A kapott eredményeket nemzetkdzi
publikacidkban szerepld, azonos génszakaszt vizsgald6 munkacsoportok szekvenalasi eredményeivel
hasonlitottuk Ossze, minden geno- vagy szubgenotipusbol 1-3 reprezentativ szekvencia
felhasznaldsaval, majd filogenetikai analizist végeztiink. Az analizis sordn nem iranyitott
szamitassal (,,unrooted”) torzsfat készitettiink (12. abra). Kiiltagként egy, az altalunk kapott
szekvencidkkal még Osszeilleszthetd, de attél nagyszami nukleotidban eltérd szekvenciat
valasztottunk: a gyapjas majmocska (Lagothrix poeppigii - ,,woolly monkey”) hepatitisz B virusat
(génbanki azonositészama: AF046996). A torzsfan a reprezentativ szekvencidkat génbanki
azonositoszamukkal, valamint — ahol annak jelentdsége volt — szarmazasi helytik feltiintetésével
jeloltiik:

- A genotipus

0 Al szubgenotipus: U87742 (Dél-Afrika); AY344111 (Brazilia), M57663 (Fiilop szk.)
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0 A2 szubgenotipus: Z35717 (Lengyelorszag), X70185 (Németorszag), V00866 (USA)
B genotipus: AB033555
C genotipus: AB033553
D genotipus
0 D1 szubgenotipus: AF121242 (Svédorszag)
0 D2 szubgenotipus: AY090453 (Svédorszag), X72702 (Németorszag)
0 D3 szubgenotipus: AJ344117 (Franciaorszag), AY233296 (Dél-Afrika)
0 D4 szubgenotipus: AB033558 (Japan)
E genotipus: X75664
F genotipus: AB036917
G genotipus: AF405706
H genotipus: AY090460
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hun 16

hun 8

hwm:ds 4,806,009 k05 17:::18:258,:265: 27,35
hun 2,3,13,15,29,32, 34

hun 12

hun 11

hun 14,30,31

hun 80, 82

hun 84

D2

57 °° hun 73
1 hun 52
X72702 Germ any
hun 66
55

hun 59

hun 49.74

hun 76

! AY090453 Sweden

AF121242 Sweden

hun 63 D1 E

- D3

AY233296 SouthAfrica

hun 72

47 AJ344117 France

X75664 -E

AF405706 -G

AB033553 -C

AY344111 Brazil

67

1

1

M 57663 Philippines Al
_— |
|

hun 78

Z35717 Poland

X70185 Germ any

ABO033555 -B

,—A B036917 -F
100 |—A Y090460 -H

AF046996 Woolly Monkey

12. abra. HBV filogenetikai torzsfa: a hepatitisz B virus magyarorszagi genotipusainak eléfordulasa
¢s a nozokomialis jarvany molekularis epidemiologiai vizsgalata. A gyokértelen (,,unrooted’)
torzsfa nem irdnyitott szamitassal késziilt, a filogenetikai fa bemutatasahoz kiiltagként a gyapjas

majmocska HBV virusanak szekvenciajat hasznaltuk.
(A sziirke arnyékolasban szereplé mintak a nozokomialis jarvanybol szarmaznak, az aldhuzott mintak a reprezentativ
szekvenciak; szaggatott vonallal bekeretezve az egyes szubgenotipus csoportokat jeldltiik.)
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A filogenetikai analizis soran kapott eredményeink hasonloak a kiilfoldi munkacsoportok altal,
nemzetkdzi publikacidkban kozoltekhez, ahol a virus genotipusainak eurdpai populacidban valod
feltérképezésekor az ,,A” és ,,D” genotipusok elsddleges eld6fordulasat emlitették [Arauz-Ruiz,
2002; Kidd-Ljunggren, 2002; Kurbanov, 2005; Olinger, 2008]. A vizsgalt magyarorszagi vérmintak
~21 %-a (5/24) ,,A”, ~79 %-a (19/24) ,.D” genotipustnak bizonyult. Nem taldltunk egyértelmii
szubgenotipusba sorolddast a ,,D” genotipuson beliil, azonban az ,,A” genotipus esetében a
magyarorszagi izolatumok a vart modon az ,,A2” szubgenotipus csoportba rendezddtek [Kurbanov,
2005; Sugauchi, 2004]. A szekvencidk kozott viszonylag nagy eltérés volt tapasztalhatd, ami a HBV

genetikai diverzitasanak bizonyitéka. A genotipusok foldrajzi eloszlasa a 13. abran lathato.

/r"‘\ﬁ.-/"\ .
’__i_f‘\/'m’ : . B
o S

13. dbra. A HBV genotipusainak magyarorszagi el6fordulasa.

A fekete pontok a ,,D”, az iires korok pedig az ,,A” genotipust (azon beliil ,,A2” szubgenotipushoz tartozd) mintak

foldrajzi eredetét jelolik.

5.1.2. Nozokomialis jarvany molekularis epidemioldgiai vizsgalatanak eredménye

A nozokomialis jarvany molekularis epidemioldgiai vizsgalatat megel6zéen a jarvanylgyi
hatosag (illetékes ANTSz jarvanyiigyi szakemberei) és az OEK Korhazi jarvanyiigyi osztalyanak
munkatérsai elvégezték az epidemiologiai adatok begylijtését, valamint elvégeztették a jarvanyban
érintett betegek, és a korhazi személyzet HBsAg szlirését. Az epidemiologiai vizsgalatok alapjan a
jarvanyban érintett gyermekek szdma: 36 6. Molekularis vizsgalatokra 29 beteg esetében keriilt sor.
A gyermekek atlagéletkora a vizsgalat idopontjaban 11 év volt, 55 %-uk fia (16/29). A személyzet
szlirésekor egy 6 bizonyult HBsAg pozitivnak (tlinetmentes hordozdi éallapot), aki azonban nem
vett részt a kozvetlen betegelldtdsban (adminisztratori munkakor). A tovabbi szerologiai és

molekularis vizsgalatok részleges eredménye (PCR) a 8. tdblazatban lathato.
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8. tablazat. A nozokomialis jarvanyban érintett 29 beteg és a korhazi dolgozd szerologiai

eredményeinek Osszesitése. (N.A. - nincs adat)

HBsAg HBeAg HBeAb |aHBc (total)| aHBc IgM DNS vizsgalt mintak szama
pozitiv pozitiv negativ pozitiv pozitiv pozitiv 10
pozitiv negativ pozitiv pozitiv negativ pozitiv 3
pozitiv pozitiv negativ N.A. pozitiv pozitiv 1
pozitiv pozitiv negativ negativ negativ pozitiv 3
pozitiv pozitiv negativ pozitiv negativ pozitiv 11
pozitiv N.A. N.A. pozitiv pozitiv pozitiv 1
pozitiv N.A. N.A. pozitiv negativ pozitiv
Osszesen: 30

A szdban forgd intézmény Gyermek Onko-hematologiai osztilyan egyidejiileg 18 fekvdbeteg
ellatasara volt lehetdség, évente ~500 beteg fordult meg az osztdlyon. Az osztalyra bekeriild
fekvObetegeket, a kezelési gyakorlat szerint bekeriilésiik idépontjaban altalaban sziirik HBsAg
jelenlétére. A hepatitisz B virussal torténd fertdzddés elsd jelére (HBsAg pozitiv eredmény -
elézdleg negativ) 2001. 4prilisatol figyeltek fel (hun28), majd az ezt kovetd sziirdvizsgalatok az
el6z6leg HBsAg negativ eredményti, HBsAg pozitivva valt betegek szdmanak emelkedését jelezte.
A fertézés kovetkeztében kialakulo, klinikai tiinetekkel jaré majgyulladast 2002. februarjaban
észlelték eldszor. Osszesen harom gyermek esetében alakult ki tiinetekkel jard hepatitisz, akik koziil
ketten elhaldloztak: egynél a fertézés fatalis kimenetelil volt (ettdl a gyermektdl mar nem is érkezett
minta az OEK-be), a masik (hunl) alapbetegségében hunyt el. Az utolsoként HBsAg pozitivként
kiszrt gyermek (hun27) fertdzédésére 2003. februarjaban deriilt fény. Ezek alapjan a jarvany
lezajlasanak id6tartama a 2001. janudarja és 2003. februarja kozotti idoszakra teheto.

Az itt kezelt, jarvanyban érintett gyermekek mindegyike sulyos alapbetegségben szenvedett,
melynek kezelése sordn invaziv beavatkozasok (miitét, biopszia, vératdmlesztés, vérkészitmény
adasa), és immunszuppressziv kezelés (citosztatikumok adésa, sugarkezelés) egyarant el6fordultak.
Az epidemiolodgiai adatok begylijtése soran nyilvanvaldva valt a jarvany kontakt terjedési modja. A
kozvetlen terjesztd tényesztok kizdrdsa megtortént:

- vér/vérkészitmény donorokat az OVSZ utdlag is ellendrizte,
- akezelések sordn mas €s mas sarzs-szamu, gyari vagy gyogyszertari készitésli infuziokat
alkalmaztak.

A molekularis epidemiologiai vizsgalat soran meghataroztuk az egyes betegek altal hordozott
virusok egy genomszakaszanak pontos nukleotidsorrendjét. A nukleotidsorrend vizsgalathoz a
ki, amely megegyezett a genotipizalashoz kivalasztott génszakasszal, és amely alkalmas a virus altal

okozott fertézések molekuldris epidemioldgiai kivizsgalasara [van Steenbergen, 2002]. A
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szekvenalaskor kapott eredményeinket kdzzétettiik a nemzetkdzi génbankban (EMBL/GenBank -
Nucleotide Sequence Database), AM040674-AM040683 hozzaférési szamokon.

A kapott szekvenalasi adatokat filogenetikai analizisnek vetettiik ala. Eredményeinket a 12.
abran talalhato filogenetikai torzsfan szemléltettiik, ahol a korhdzi jarvanybodl szdrmazd mintdk —
kivéve a hun24 és hun33 mintdkat —a ,,D” genotipusba, azon beliil pedig egyértelmien egy
csoportba (a filogenetikai torzsfa egy agéra) sorolddtak. A torzsfa egy dgan, azonos sorban szerepld
mintdk kozott egyaltalan nem lehetett eltérést kimutatni, és a vizsgalt 650 bazisparnyi génszakaszon
az emlitett azonos csoportba sorolédott mintak kozott tapasztalt legnagyobb eltérés sem volt tobb 7
nukleotidnal, ezek azonban megmutatkoztak aminosav eltérésben is. Eredményeink egyértelmiien
bizonyitjak, hogy —ismerve a magyarorszagi HBV fertézottek altal hordozott virusok kozotti
markans kiillonbségeket — az onko-hematologiai osztalyon lezajlott jarvanynak kozds forrasa volt.

A két kiilon sorolédott minta (hun24 és hun33) ,,A” genotipusunak bizonyult. A hun33 jelolési
minta az osztaly egyik dolgoz6jéé, aki azonban — adminisztrativ munkakorénél fogva —nem volt
kozvetlen kapcsolatban a betegekkel, a betegapolasban, betegellatasban nem vett részt. Az O
fertdzoforrasként vald kizarasat a filogenetikai analizis megerdsitette: a hun24 ¢és hun33
szekvencidk teljes bizonyossaggal (Bootstrap érték: 100) keriilt két eltéré csoportba.

Eredményiinket az aminosav szekvencia illesztési eredmények is alatdmasztottak (9. tablazat).

5.1.3. Misszensz mutaciok a magyarorszagi A2 szubgenotipusu HBV izolatumok

feliileti fehérjét kodolo génszakaszan

A hun24 jelolésti beteget szintén az emlitett gyermek onko-hematologiai osztalyon kezelték, és
bar a hun33 jelolésti mintaval azonos geno- és szubgenotipusba (A — A2), de a torzsfanak két eltérd
agara rendezdédtek. A nukleotid szekvencidn talalhatd 12 ponton tapasztalt eltérés tobbsége (8/12) a
tobbszOrds aminosav szekvencia illesztés alapjan eltéré aminosav kifejezddésében is kimutathato

volt (9. tablazat).
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9. tablazat. Eltérések az ,,A” genotipus kiilonb6zd szubgenotipusai kozott, €s a magyarorszagi

»A2” szubgenotipusu szekvencidk dsszehasonlitdsa. (A szubgenotipusokra jellemzé aminosav szekvencidkat

rrer

szubgenotipust meghatarozo aminosav eltéréseket sziirke arnyékolassal, a magyarorszagi HBV izolatumokon tapasztalt

eltéréseket az adott poziciokban megjelend aminosav betlijelével jeldltiik, a gondolatjelek a csoport reprezentativ

szekvencidjaval valo azonossagot jelolik.)
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Az ,A” genotipusi szekvencidk kozotti eltérést tovabbi szubgenotipus reprezentativ

szekvenciakkal (az els6 filogenetikai analizis sordn — 1d. 12. &dbra — felhasznaltakon tal: AB116081

Japan, AF297625 Dél-Afrika, és M57663 Fiilop szigetek) illesztve még részletesebb filogenetikai

analizissel ellendriztiik (14. abra).
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57 [~ £35717 Poland
AB116081 Japan

X70185 Germany

V00866 USA

— hun24
— hun75 A2

hun78

hun54
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— hun56
hun33

hun55

| UB87742 South Africa

—L AF297625 South Africa

AY344111 Brazil
68 Al

ABO076678 Malaw i

M57663 Philippines

AB194952 Cameroon A3

AB036917 Venezuela (F)

0.02

14. abra. HBV — az ,,A2” szubgenotipuson beliili eloszlas. A gydkértelen (,,unrooted”) torzsfa nem
iranyitott szamitassal késziilt, a filogenetikai fa bemutatasadhoz kiiltagként az ,,F”” genotipusu (AB036917) human HBV

szekvenciat hasznaltuk.

A részletesebb torzsfan a hun24 és hun33 jeldlési szekvencidk szintén magas (99) Bootstrap
értékkel sorolodtak a fa két kiilon agara. Az ismertetett tények alapjan kizarhat6 a hun24-es beteg és
a hun33-as tiinetmentes hordozo6 ko6zos fertdzési forrasa, illetve kijelenthetd az is, hogy bizonyosan
nem egymast fertdzték meg a jarvany soran, sét: ez a két eset nem tartozik a nozokomidlis

jarvanyhoz.
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5.1.4. HBV: mutaciok feltérképezése a feliileti-antigént koédolé génszakaszon,

»vakcinaszokevény” virusvariansok keresése

Viarandoés kismamak mintainak vizsgalata: Magyarorszagon a 90-es évek elején vezették
be — eldszor csak Budapesten, par évvel késobb orszdgszerte —a terhes kismamdk hepatitisz B
szurését, a 16. terhességi héten (az alfa-foetoprotein sziiréssel egyidoben) levett vérmintabol. A
terhesszlirést minden, Magyarorszdgon gondozott terhességnél elvégzik. Vizsgélatainkhoz olyan
mintdkat kerestiink, amelyek esetében felmeriilhet a mutins virus eléforduldsanak lehetdsége,
irodalmi adatok alapjan elsddlegesen ,,B” és ,,C” genotipust virushordozok koézott [Huy, 2003].
Ismerve a magyarorszagi genotipus eloszlast (vizsgalataink alapjan az itt eléforduld genotipusok
foként az ,,A” és a ,,D”), erre leginkabb a nem Magyarorszagon sziiletett virushordozok kozott volt
es¢ly, emiatt a leanykori név alapjan vélasztottuk ki a vizsgalati alanyokat. A kivalasztas
elsddlegesen a szeroldgiai eredmény(ek) alapjan tortént:

- HBsAg pozitiv eredmény (feltehetéen nem ,,A” vagy ,,D” genotipusu virus altal okozott
fert6zés/hordozoi allapot)

- HBsAg negativ és antiHBc pozitiv eredmény (szintén feltehetéen nem ,,A” vagy ,,.D”
genotipusu virus altal okozott fertdzést kovetden), amely utalhat kordbbi, gyogyult
fert6zésre, de lehet a mutans feliileti fehérjét tartalmazo virus szerologiai bizonyitéka is,
ha a HBsAg kimutatdsara hasznalt teszt nem mutatja ki a virus feliileti antigénjét.

A vizsgalatra érkezé vérmintdk mindegyike a terhessziirés keretén beliil —kdvetve a
terhesgondozéaskor szokasos protokollt — érkezett az intézetbe, bekiilldéskor nem tettek emlitést
tiinetekrdl, csak a fennalld terhesség volt a vizsgalat indikacioja. Feltételezhetd tehat, hogy a
vizsgalatra bekiildott mintdk tlinetmentes virushordozé kismamdk mintai voltak. Vizsgélataink
soran nem talaltunk olyan virushordozoét, akinek HBsAg negativ, anti-HBc pozitiv és DNS pozitiv
lett volna a mintdja, tehat, akinél feltételezhetd lett volna, hogy az altala hordozott virus feliileti
fehérjéje — egy esetleges mutacio kovetkeztében — szerologiai kittel nem kimutathat6. A kivalasztott

mintak szerologiai és részleges molekularis eredményeit (PCR) a 10. tablazat tartalmazza.

10. tablazat. Terhessziirés keretén belill érkezett mintdk szeroldgiai és PCR vizsgalatainak

eredménye.
Vizsgalt
HBsAg | aHBc (total) DNS Megjegyzés mintak
szama
. . o virusreplikacio .. s
pozitiv pozitiv pozitiv Kimutathaté tiinetmentes hordozoi allapot 19
. o . . . S, korabban atvészelt fertdzés -
negativ pozitiv negativ  |nincs virusreplikacio . 21
gybgyult
Osszesen: 40
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Oltott gyermekek mintainak vizsgalata: a magyarorszagi gyakorlat szerint a terhességiik 16
hetében HBsAg jelenlétére sziirt és pozitivnak bizonyult kismamak gyermekeit sziiletéskor aktiv és
passziv immunizalasban részesitik. Az oltasi rend alapjan a gyermekeket 15 honapos korban ujra
kell vizsgalni HBsAg jelenlétére. A pozitive HBsAg eredmény alapjan kiszlrt gyermeket
hepatologiai gondozasba veszik.

Mivel a sziiletéskori immunizaciodt szerologiai kivizsgalas nem elézi meg, a 15 honapos korban
kapott pozitiv HBsAg eredmény alapjan nem lehet azt megallapitani, hogy:

- a gyermek mar magzati korban (intrauterin) fert6z6dott-e,

- a gyermek fert6z0dését sziiletéskor (perinatdlisan), vagy azt kovetden szerzett
,vakcinaszokevény” virusmutans okozta-e, amellyel szemben sem a passziv
immunizalas, sem az aktiv védooltas kovetkeztében termel6dott neutralizald

ellenanyagok nem védték meg.

Vizsgalatainkhoz a kivalasztas elsddlegesen a szeroldgiai eredmény(ek) alapjan tortént, mivel
olyan mintakat kerestiink, amelyek esetében felmeriilhet a mutans virus eléfordulasanak lehetdsége,
tehat:

- HBsAg pozitiv eredmény (immunizalds utan): fertdz6d¢s ellenanyag jelenlétében

- HBsAg negativ ¢és antiHBc pozitiv eredmény, amely utalhat korabbi, gyogyult
fert6zésre, de lehet a mutans feliileti fehérjét tartalmazo virus szerologiai bizonyitéka is,
ha a kimutatdsra hasznalt teszt nem mutatja ki a virus feliileti antigénjét.

Az OEK laboratoriumaba a sziiletéskor immunizalt kisgyermekek 15 hoénapos kori HBsAg
kontroll vizsgéalatra érkez0 vérmintdi koziil 28-at valasztottunk ki tovabbi molekularis
vizsgalatokra. A kivalasztott mintak szerologiai €s részleges molekuléris eredményeit (PCR) a 11.
tablazat tartalmazza. A mintdk mennyisége — kisgyermekekrdl 1évén sz — limitalt volt, emiatt a
vizsgélatokat gy terveztik meg, hogy a molekularis vizsgalatok elényt élveztek a szerologiai
vizsgalatok egy részével szemben: az anti-HBc vizsgalatot csak akkor végeztiik el, ha elegendd
mennyiségli minta allt rendelkezésre. Vizsgalataink soran 3 olyan virushordozot talaltunk (V8, V26,
V30), akinek HBsAg negativ, anti-HBc pozitiv és DNS pozitiv eredményii volt a mintaja, tehat,
akinél feltételezhetd, hogy az altala hordozott virus feliileti fehérjéje —egy esetleges mutacid
kovetkeztében — szerologiai kittel nem kimutathaté. Ennek az eredménynek egy masik lehetséges
magyardzata, hogy a vérben keringd HBsAg olyan kis mennyiségben (a kimutathatdsagi szint alatt),
¢s anti-HBs ellenanyaggal immunkomplexet képezve van jelen, ami szerologiai kittel vizsgalva

negativ eredményt ad.
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11. tablazat. A 15 hoénapos kisgyermekek kontroll HBsAg vizsgalatra érkezé vérmintajanak

eredményei (N.A. - nincs adat, a minta mennyisége nem volt elegendd a vizsgalat elvégzésére)

Vizsgalt
HBsAg | aHBc (total) DNS Megjegyzés mintak
szama
, . . . , A s feltételezhet6en perinatalis
negativ pozitiv negativ nincs virusreplikéciod P . 16
fert6zodés - gyogyult
negativ pozitiy pozitiy Virgsreplikécié mutans felszini fehérj e? (szerologiai 3
kimutathatd kittel nem kimutathato)
pozitiv pozitiv pozitiv virgsreplikécié virusreplikacié immunizalas 3
kimutathatd ellenére
., o virusreplikacio virusreplikacié immunizalas
pozitiv NA. pozitiv kimutathato ellenére 6
Osszesen: 28

Kontrollként vizsgalt mintak: Kontrollként Magyarorszag eltérd tajegységeirdl diagnosztikus
vizsgalatra beérkezett szérummintak koziil valasztottunk ki kilencet (a mintdk szdrmazasi helye:
Budapest, ¢és kornyéke: 5 minta; Esztergom, Szeged, Eger, Pécs: 1-1 minta).

Vizsgalataink soran megallapitottuk a pozitivnak bizonyult mintdk PCR termékeinek pontos

crer

szakaszat (,,a” determinanst kodolod régio) valasztottuk ki, amelynek megvaltozésa az irodalmi
adatok alapjan ,,vakcinaszokevény” virusmutans kialakuldsdhoz vezethet. A PCR-hez hasznalt
primerek virusgenomon talalhatdé helye a 11. abran lathato. A szekvenalaskor kapott
eredményeinket kozzétettiik a nemzetkozi génbankban (EMBL/GenBank - Nucleotide Sequence
Database), FM163129-FM 163168 hozzaférési szamokon. A kapott eredményeket nemzetkozi
publikaciokban szerepld szekvenalasi eredményekkel hasonlitottuk Ossze, majd filogenetikai
analizist végeztiink (15. abra). Az Osszehasonlitdishoz minden geno- vagy szubgenotipusbdl 1-1

reprezentativ szekvenciat hasznaltunk fel, és génbanki azonositoszdmukkal jeldltiik:
- A genotipus
0 Al szubgenotipus: U87742
0 A2 szubgenotipus: EU275289
- B genotipus: AB033555
- C genotipus: AB033553
- D genotipus:
0 D1 szubgenotipus: AF121242
0 D2 szubgenotipus: AY090453
0 D3 szubgenotipus: AY233296
0 D4 szubgenotipus: AB033558
- E genotipus: X75664
- F genotipus: AB036917
- G genotipus: AF160501
- H genotipus: AY090460
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P4
P13
P10
b B genotipus
P7
P15
P11
P23
P8
P3
— AF160501 G
us7742 A1
co
c5
— B V30 A (A2)
EU275289 A2 genotipus
Va9
Ci
AB0O33553 ¢
P6
_EPM
P16 C genotipus
P1
P27
P9
P12
ABO36917 F
- C2 F genotipus
AY 090460 H
X75664 E
V40
—I-— P26
P18
v3s
---------------- Va2
.
V8
c3
v7
5 AY 233296 D3
It AF121242 D1
{Ivas D genotipus

{— ABO33558 D4
V34

i

i

i

| —L— AY 090453 D2
V37

V2
Va1
C4

i
i
i
i

C8

AF046996 woolly monkey

15. abra.Varandés kismamak é€s oltott gyermekek HBV genotipizalsi eredményei. Az analizis
soran nem iranyitott szamitassal generaltuk a torzsfat (,,unrooted”), a fa bemutatasahoz kiiltagként a mar el6zdekben is

hasznalt a gyapjas majmocska hepatitisz B virusat hasznaltuk.
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A filogenetikai analizis alapjan tobbnyire megallapithatd volt az egyes mintak genotipusa. A
varandds kismamak szekvenalt mintdi 47 %-ban (9/19) ,,.B”, 37 %-ban (7/19) ,,C” genotipustinak
bizonyultak. A szekvenalt szakasz — feltehetdleg rovidsége miatt (~200 bp) — egyes esetekben nem
tette lehet6vé a genotipus egyértelmi meghatarozasat (P3, P18, P26, V40 jelii mintak). A P18, P26,
V40 mintdk esetében a torzsfan vald elhelyezkedés alapjan lehet kovetkeztetni a genotipusra
(feltehetdéen ,,D”). A kontrollként hasznalt 9 minta kozott ,,A” (3/9), ,,D” (5/9) és ,,F” (1/9)
genotipust azonositottunk. Az oltott gyermekek mintai kozott ,,A” (2/12) és ,,D” (9/12) genotipust
virust talaltunk. A mintdk nukleotid szekvencidja alapjan elemeztiik azok aminosavsorrend;jét is (a
leforditott szekvencia a kodolo régid altal meghatirozott 115-166 aminosavpozicidk kozotti
fehérjeszakaszt olelte fel), majd tobbszoros illesztést végeztiink. Az aminosav szekvencia illesztési
eredmények az 16. dbran lathatok. Az illesztéshez a filogenetikai torzsfan szerepld reprezentativ
szekvencidkon tul tovabbi, génbankban szerepld, geno- és szubgenotipusokat képviseld
szekvencidkat: DQ207798 (Németorszag), AB194952 (Kamerun), V00866 (USA), X72702
(Németorszag) is felhasznaltunk. Illesztettiik tovabba a kovetkezd — az adott szakaszon jellegzetes
mutacid(ka)t mutatd — szekvenciakat: AF013629 (Kina) — D144A, AF052576 (Kina) — M133V,
AJ003026 (Németorszag) — szamos mutacioval a vizsgalt szakaszon, pl. T115L, Q129P, G130R,
K141G, D144K, G145A; C147Y stb.; D10055 (Japan) — G145R.

Vizsgalataink lezarta utan, 2008-ban kozolték a — szekvencidja alapjan feltételezhetden legujabb
—,,I” genotipust (génbanki azonositészam: AB231908) [Tran, 2008]. A 16. dbran lathato illesztési
eredmény — az eldzdekben felsorolt reprezentativ szekvencidkon tul — mar ezt az Uj genotipust is
tartalmazza. Az illesztés soran hasznalt reprezentativ szekvencidk ,,I” genotipussal torténd
kiegészitése utdn a P3-as jelii minta (amelyet genotipusba besorolatlanként értékeltiink) az ,,I”
genotipus mellé¢ sorolodott. Nem kizart, hogy e minta egy hosszabb génszakaszanak vizsgélata

bebizonyithatnd ennek a - Tavol-Keleten kimutatott - genotipusnak magyarorszagi el6fordulasat is.
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aa 115

AF013629
g4z
¥3g9

Y30
AB194952
Yo866
AB033555
P2

P?

P11

P23

P15

P10

P8

pld

P4
Do207798

aal39-147

| 4 4 4 $ $ |
TTSTEPEHTETTPHuEHSHFPSEtETKPTHEHdTEIPIPSSHHFHHTLHEHHS
TTSTGPCKTCTTPAQGHSHFPSCLCTKPTOGHATCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTGPCETCTTPAQGHSHFPSCECTEPTOGHGTCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTGPCKTCTTPAOGHSHFPSCECTKEPTDGHLTCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTGPCRTCTTPAOGNSHFPSCECTKPTOGHATCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTGPCKTCTTPAQGHSKFPSCCCTEPTOGHGTCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTEPEHTETTPHEETSLFFSEtETHPTDEHgTEIFIPSSHHFHK?LHEHHS
TTSTGPCKTCTTPAOGTSHFPSCECTEPTOGHEATCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTEPEHTETTPHHETSHFPSEEETKPTDEHuTEIPIPSSHHFHHTLHEHHS
TTSTGPCETCTTPAQGTSHFPSCECTEPTOGHGTCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTGPCRTCTTPAOGTSHFPSCECTEPTOGHCTCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTGPCKTCTTPAHGTSHFPSCCCTKPTDGHATCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTGPCKTCTAPAQGTSHFPSCCCTEPTOGHGTCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTEPERTETTPHEETSHFFSEtETHPTDEHgTEIFIPSSHHF?K?LHEHHS
TTSTGSCKTCTTPAOGTSHFPSCECTEPTOGHATCIPIPSSHAFAKYLHEHAS
TTSTGPCKTCTTPADGTSAFPSCUCTRKPTOGHOTCIPIPSSHAFAKCLHEHAS
TTSTEPEHTETTPHEEHSH?PEEtETHPSDEH TCIPIPSSHAFAKYLHEHAS

|~ TAFT6030E FTIFGPERTC FTPROGNSHY PSCEETRPOBG TEiPTPSSHﬂFHHTtHEHHB‘I
ABZ231908_T TTSTGPCKTCTTPAQGHSHYPSCCCTKPSDGHATCIPIPSSHAFAKYLHEHAL

P3 TTSTGPCKTCTTPAQRNSTFPSCECTKPTDGHGTCIPIPSSHAFAKYLHEHAS |

b e RROBZ25EE = T4 HaP Bk T&T FRAGG TS R S &L (RK RS [MaH (hC LR TRE SHARARRL HEHAS =

AB033553
PG

P3

P12

P14

P16

Pl
010055
P27
®72702
W34
AB033558
AF121242
AY233236
w2

L

Y40

v3g

Va6

P18

P26
AT090453
LET

v2

wq1
AB036917
AY030460
H75664
g2
EU275283
AJ03026

TTSTGPCKTCTIPAQGTSHFPSCECTKPSDGHATCIPIPSSHAFAKFLUENAS
TTSTGPCKTCTIPADGTSHFPSCCCTRKPSDGHGTCIPIPSSHAFARFLHEHAS
TTSTEPEKTETIFHHETSHFFSEtETKPSDEHETEIFIFSSHHFHRFLHEHHS
TTSTGPCKTCTIPAOGTSHFPSCECTKPSOGHCTCIPIPSSHAFARFLHEHAS
TTSTEPEHTETIPHEETSHFPSEEETHPSDEHHTEIPIPSSHHFHRFLHEHHS
TTSTGPCKTCTTPADGTSHFPSCECTKPSDGHGTCIPIPSSHAFARFLHEHAS
LTSTGPCKTCTIPAQGTSHFPSCECTKPSOGHCTCIPIPSSHAFARFLHEHAS
TTSTGPCKTCTIPAOGTSHFPSCECTKPSDRHATCIPIPSSHAFARFLHEHAS
TTSTGPCKTCTIPADSTSHFPSCCCTKPSEGHGTCIPIPSSHAFARFLHEHAS
TTSAGPCRTCTTTAQGTSHYPSCECTKPSDGHC TCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCRTCTTTAOGTSHYPSCECTKPSDGHOTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCRTCHTTAOGTSHYPSCLCTKPSDGHOTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCRTCTTPAOGTSHYPSCEC TKPSDGHCTCIPIPSSHAFGKFLMEMAS
TTSTGPCRTCTTPAOGTSHYPSCECTKPSOGHCTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCRTCTTPARGTSHYPSCCCTKPSDGHOTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCRTCTTPADGTSHYPSCECTKPSDGHGTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCRTCTTPAQGTSHYPSCECTKPSDGHC TCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCRTCTTPARGTSHYPSCECTKPSDGHATCIPIPSSHAFGKFLUENAS
TTSTGPCRTCTTPADGTSHYPSCCCTKPSDGHGTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTEPERTETTFHHEISHYFEEtETHPSDEHgTEIFIFSSHHFEKFLHEHHS
TTSTGSCRTCTTPAOGTSHYPSCECTKPSOGHCTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTS?EPEHTETTT?HETSHTPSEEETHPSDEHHTEIPIPSSHHFEHFLHEHHS
TTSYGPCRTCTTTYOGTSHYPSCECTKPSDGHGTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSAGTCRTCTTTAQGTSHYPSCECTKPSOGHCTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSAGTCRTCTTTAOGTSHYPSCECTKPSDGHATCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCKTCTTLAQGTSHFPSCECSKPSDGHGTCIPIPSSHALGKYLHEHAS
TTSTGPCKTCTTLAOGTSHFPSCECTKPSDGHCTCIPIPSSHAFGKYLHEHAS
TTSTEPERTEHTLHEETSHFPSEEESKPSDEHdTEIPIPSSHHFEKFLHEHHS
TTSTGPCRTCTTPAOGTSHYSFCLCTKHSDGHOTCIPIPSSHAFGKFLHEHAS
TTSTGPCOTCTTPANGHSHFPSCECTKPXDRNG TCIPIPSSHAFAKNLHEGAS
LDSSTTSTTCTTPAPRTSHYPSCECTGPSKANYTCILIPSSHALGHFLHGHAS
|

e o o

16. dbra. HBV aminosavsorrend illesztési eredmények.

Az all6 téglalap szaggatott korvonalaval bekeretezve a HBsAg fehérje ,,a” determinansan talalhaté hidrofil huroknak
(,,Joop2” a neutralizalo ellenanyag kotdhely) aminosavsorrendje lathato. A fekvo téglalap szaggatott kdrvonalaval

kiemelve az egymas mellé rendez6dott P3 jelti minta és az Gjaonnan leirt ,,I” genotipus talalhato.
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A molekularis vizsgélatok soran a keresett G145R aminosavcserét egyik esetben sem, egyéb,
misszensz mutdciokat azonban talaltunk a vizsgalt génszakaszon. Egy-egy aminosavcserével jaro
nukleotid eltérést mutattunk ki a P1, 4, 8, 10, 13, 15, 18 és 26-0s, V34-es jelli mintak szekvencidjan.
Két-két szubsztituciot detektaltunk a P3, 27, és harmat-harmat a V2, 37, 41, és V42-es mintak
szekvenciajan. A ,,vakcinaszokevény” virusmutdnsok kialakulasa a feliileti fehérje ,,a”
determindnsan (aa 100-160) taldlhato hidrofil hurkon a 139—-147-es aminosav-poziciok kozé eso
szubsztitaciokkal hozhaté Osszefliggésbe, az emlitett szakaszokon taldlt aminosavcseréket (azon

beliil a hidrofil hurkon: P142H és D144E) a 17. abran tiintettiik fel.

17. d4bra. A HBsAg ,,a” determindnsan, valamint a hidrofil hurkon talalt, misszensz mutaciok

kovetkeztében kialakult aminosaveserék. A hidrofil hurok (,,loop2”) szaggatott vonallal kdrbekeritve lathato.

A jelzett aminosavcseréket eredményez6 nukleotidvaltozasok a 18. abran lathatok.
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18. abra. Aminosav szubsztiticiok a HBV ,,S” génszakaszan. A jelzett aminosavcsere felett a bal oldali
dobozban az eredeti aminosavat meghatarozo tripletet, jobb oldalon a talalt mutaciot / nukleotidvaltozast jeldltiik, amely
eredményeképpen a jelzett aminosavcsere bekovetkezett.
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5.2. TTV vizsgalatok eredményei
5.2.1. A TTYV el6fordulasa rizikocsoportokban

Ismeretlen eredetii hepatitiszben szenvedo betegek mintainak vizsgalata: a 228, ismeretlen
eredetll hepatitiszben szenvedd beteg mintajat megvizsgélva, 115 esetben (50,4 %) tudtuk kimutatni

a virus DNS-ét (19. abra).

70

60+
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o, 40+

30+

20+

10+

atlag populacié ismeretlen eredet( onko-haematologiai

hepatitiszes betegek osztalyon kezelt betegek

19. abra. A TTV el6fordulasa kiilonb6zo rizikocsoportokban.
(Az onko-hematoldgiai osztalyon kezelt betegek elsé alkalommal vett vérmintainak eredményét vettiik
figyelembe.)
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A betegek egy részénél (17/115) a kapott DNS fragmentumokat klonoztuk, majd az igy kapott
klénokbdl 26-ot szekvendltunk. A mintdk jelolésére a ,,T” betlit és egy utdna 4ll6 szdmot
hasznaltunk. Amennyiben a jel6lésben szerepelt egy tovabbi — kis ,,a”, ,,b”, vagy ,,c” — betll, az a
jelolt betegtdl szarmazo, eltérd klonokat kiilonboztette meg. A szekvenalaskor kapott
eredményeinket kozzétettiik a nemzetkdzi génbankban (EMBL/GenBank — Nucleotide Sequence
Database), AJ318994 — AJ319004 és AJ344416 — AJ344430 hozzaférési szamokon. A kapott
szekvenalasi adatokat filogenetikai analizisnek vetettiik ala. Eredményeinket a 20. dbran lathatod
filogenetikai torzsfan szemléltettiik, a szekvenciak Osszehasonlitdsahoz génbankban kozolt

reprezentativ szekvenciakat hasznaltunk:

- PT3: ABO017768
- TKBS555: ABO017773
- NAO004: ABO017771
- TS003: ABO017770
- TKBé6: ABO017774
- TA278: AB017610
- THEMI: ABO017776
-  THEM2: ABO017778
-  THEM3: ABO017779
- TFC3155: ABO17777
- TKM1: ABO17775
-  PMV: AF261761
- Kt-08F: AB054647
-  Kt10F AB054648
- TS4-I: AB021082

A filogenetikai fa bemutatdsdhoz kiiltagként a 14-es genotipusu TS4-1 TTV szekvenciat
hasznaltuk.
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20. abra. TTV filogenetikai torzsfa. Arnyékolds nélkiil jeloltik az 1-es genocsoportba, vildgossziirke

arny¢kolassal a 2-es, és sotétebb sziirke arnyékolassal a 3-as genocsoprtba tartozo szekvenciakat.
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Annak ellenére, hogy a primereink az irodalmi adatok alapjan az 1. genocsoportba tartoz6 TT
virusok kimutatasara voltak alkalmasak, mdas genocsoportba tartozd virusokat is talaltunk: az
ismeretlen eredetii hepatitiszben szenvedd betegek TT virus klonjai nagy tobbséggel (24/26) az 1-es
genocsoportba, mig 2 klon (a T06 beteg ,,a” és ,,d” jelii klonjai) a 2-es csoportba sorolodott.

A 222 nukleotidbdl all6 PCR termék a virus N22 fehérjéjét kodolod szakaszénak egy részét
olelte fel, amelyeket fehérjére forditas utan tobbszords illesztéssel elemeztiink (21. abra). Az
illesztéshez Osszehasonlitdsi alapul a filogenetikai torzsfan is szereplé PT3 reprezentativ

szekvenciat (AB017768) hasznaltuk.

1 10 20 30 40 50 B0 LU |

| + + + + + + + |
ABO17768 LTEDDSAYSKTAOSKCLIEHLPLHARYYGFKEYCSKEYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHNHPLRGYYPYSL
To1 LTKDDSOYSKTOSKCLIEHLPLHASYYGYKEYCSKYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TIPOLLOHHHPLRGYYPYSF
T03 LTEEDSOYSETOSKCLIEHMLPLHARYYGFKEYCSEYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHNHPLRGYYPYSF
Toda LTEEDSOYSKTAOSKCLIEHLPLHARYYGFKEYCSKYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
Todb LTKEDSOYSKTHSKCLIEHLPLHARYYGFKEYCSKYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
To2a LTEDDSAYSETSSECLIEHLPLHASYYGYKEYCSKYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHNHPLRGYYPYSE
T11 LTKDDSAYSKTSSKCLIEHLPLHASYYGYKEYCSKYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
T14 LTEHDSAYSKETSSKCLIEHLPLHASYYGYKEYCSEYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
T02b LTEHDSAYSKTSSKCLIEHLPLHASYYGYKEYCSKYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
Ti6 LTKDDSAYSKTSSKCLIEHLPHHASYYGYKEYCSKYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
T13 LTEDDSAYSKETSSKCLIEHMLPLHASYYGYKEYCSEYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHNHPLRGYYPYSL
T17 LTKDDSAYSKTSSKCLIEHLPLHARYYGYKEYCSKYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSI
T15 LTKDDSAYSKTSSKCLIEHLPLHARYYGYKEYCSKYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSH
T10 LIKDDSAYSKETHSKCLIEHMLPLHASYYGYKEYCSEYTGOTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHNHPLRGYYPYSF
Toeb LTIDDSAYSKTSSKCLIEHLPLHASYYGYKEYCSKYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
T9h LTIDDSAYSKETSSKCLIEHLPLHASYYGYKEYCSEYTGOTHIGHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
T20a LTEDDSTYSKTSSKCLIEHLPLHASYYGFKEYCSKYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSP
T20b LTEDDSTYSKTSSKCLIEHLPLHASYYGFKEYCSKY TGO THIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSL
T20c LTEDDSTSSETSSECLIEDLPLHASYYGFEEYCSKEYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHNHPLRGYYPYSL
To6e LTEDDSASSKTSSKCLIEHLLLHASYYGYKEYCSKYTGDTHIEHHCRCYIRSPY TYPOLLOHHHPLRGYYPYSF
TO5  WSKYDSYYLKTOSKCLIEDLPLHARYYGYAEYCSKATGDTHIEQHCRYYIRSPF THPOLYODHHHPLRGYYPYSI
T12 LSEEHHEYDENOSKCLYADLPLHAAARYGYLEFCSESTGOTHIHAHMARLLIRSPFTOPOLIYHTHPHEGFYPYSL
T19a LSKEHHAHYDEYQSKCLISDLPLHAARRYGYLEFCAKSTGDANIHHHARLLIRSPFTOPOLIYHTOPTEGFYPYSL
T19b LSKEHHEYDEYQSKECLISDLPLHAARYGYLEFCAKSTGDANIHHHARLLIRSPFTOPOLIVHTOPTEGFYPYSL
T9a LSKSDAITSEKOSKCAIFDLPLHASFFGYAEFCLOSTGDTAIAYHARYCYRCPY TEPOLLHHHHPSOGYYFYSY
Tosa CSKHDSOFIDTAGRLPIYDYPLYAAFLGYADYCKKYYHOPGIHKEYRITIOCPYTSPPLYDKDHTEHGFYPYDY
Toed CSONDSOFIDTAGRLPINDYPLYAAFLGYADYCKNESHEPGIHKEYRITIOCPYTSPPLYDEDHTERGSYPYDY

21. abra. TTV aminosavsorrend illesztési eredmények.

Egyazon betegtdl szarmazo kiilonb6zo klonokat vizsgalva azonos genocsoportba tartozd, tobb
genotipussal valo kevert fertdzddés bizonyitékait talaltuk a T02a és ,,b”, T04a és ,,b”, T20a, ,,b”, és
»C~ (2-es genotipusu virusvariansok); a T19a és ,b” jeli (l-es genotipusu virusvariansok)
mintadkban. A T09a ¢és ,,b” jelii mintakban kétféle genotipussal valo fert6zodést talaltunk: a TO9b
jelt klon a 2-es, a T09a jelt pedig 6-o0s genotipustinak bizonyult. Kiilonb6z6é genocsoportba tartozo
genotipussal valo fertézddésre utalt a T06-os jeli ,,a”, ,,b”, ,.c”, és ,,d” klonok vizsgalata: a TO6b és
,»C~ klonok az 1-es genocsoportba tartozd 2-es genotipusu virus, a TO6a és ,,d” jeliek a 2-es
genocsoportba tartozd 8-as genotipusi virus jelenlétét bizonyitottdk. A nukleotidsorrendben

tapasztalt eltérések azonban nem minden esetben okoztak aminosavsorrendbeli eltéréseket:
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Osszehasonlitva a TO3 és T04a valamint a T02a és T11 jelii mintak nukleotidsorrendjét, 5 (T03 vs.
T04a), illetve 8 (T02a vs. T11) nukleotid pozicidban tapasztaltunk eltérést, a leforditott aminosav
szekvencidk Osszehasonlitdsakor (22. abra) a két-két aminosavszekvenciat egyenként azonosnak

talaltuk.

T0=Z es TOda nuklectidsorrend:

1 10 20 30 di) LTl B o M4

I + + + + + + + I

T03 CTARCTARAGAAGACTCACAATACTCARAGACACAGAGCARGTGTCTCATAGAGARCCTGCCTCTGTGGGCCGE

TOoda CTRACTAARGARGACTCACAARTACTCAARGACACAGAGCARGTGTCTARTAGAGAARCCTGCCTCTGTGGGCCGT
Consensus CTARCTAARGAAGACTCACAATACTCARAGACACAGAGCARGTGTCTaATAGAGAACCTGCCTCTGTGGGLCGL

75 Bﬂ 94 104 114 124 134 144 148

I |

T03 ﬂETHTﬂEEEHTTEHHHEHHTﬂETEEﬂﬁEHHHETHHEHEEHEHEHEHHHEHTHEHHEHEHHETETHBHTETETTH

Toda AGTATACGGATTCARAGAATACTGCAGCARAGTARCAGGAGATACARACATAGAARCACARCTGTAGATGTGTTA
Consensus AGTATACGGAT TCARAGARTACTGCAGCARAGTARCAGGRGACACAAACATAGAARCACARCTGTAGATGTGTTA

143 158 lﬁB 1?3 1BB 1BB 203 213 222

| + |

T03 TEHEHﬂEEEEETHEHEHETHEEHEREETETIHEHEEHEHHEHHTEEEETEHEHEEHTHEETHEETTHTHEEITE

Toda TCAGARGCCCCTACACAGTACCACAGCTATTAGACCACARCAATCCCCTCAGAGGCTACGTACCTTATAGCTTT
Consensus TCAGARGCCCCTACACAGTACCACAGCTaTTAGACCACARCAATCCCCTCAGAGGaTACGTACCTTATAGCTT.

T0Z es TOda amminosavsarrend:

1 10 20 30 40 50 Eﬁ ?ﬁ ?4
t # + +
2T03 LTKEBﬁﬂTSKTHSKELIEHLFLHHH?YEFKEYESKUTEDTHIEHHERE?IHSPTTUPHLLﬂHHHPLREY?FYSF
T0da LTEEDSOYSKTOSKCLIENLPLMARYYGFKEYCSKYTGDTHIEHNCRCYIRSPY TVPOLLOHNNPLRGYYPYSF
Consensus LTKEDSOYSKTOSKCLIEHLPLHARYYGFKEYCSKYTGOTHIEHHCRCYIRSPYTYPOLLOHNNPLRGYYPYSF

T0Za éa T11 nuklestidserrend:

1 10 20 30 40 50 EB ?0 M

| + |

T02a ETHHETHHHEHTEHETEEEEETHETEHHHHHEHHETHEERHETETﬁTTHTﬂEHHHHEETEEEEETETEEEEETE

T11 CTARCTARRGATGACTCAGCCTACTCCARAACARGTAGCRAGTGTCTTATAGARARCCTGCCCCTGTGGGLCTC
Consensus CTAARCTARRGATGACTCaGCCTACTCaRRARCARGTAGCARGTGTCTTATAGARAACCTGCCCCTGTGGGCCTC

?5 B4 54 104 114 124 134 144 It'lﬂ

To2a HETHIHEEEﬂTHEHHHEHHTHETEEHEEHEEETHREHEEHEHEHEﬂHHEHIHEHHEHEHHETEEHEHTETETTH
T11 AGTATACGGATACARAGAATACTGCAGCARGGTARCAGGAGACACARACATAGAARCATARCTGCAGATGTGTTA
Consensus AGTATRCGGATACARAGARTACTGCAGCARGGTARCAGGAGACACARACATAGRACACARCTGCAGATGTGTTA

149 158 168 178 188 198 208 218 222

I + * * + + * + I

T02a TCAGARGCCCCTACACAGTACCACAGCTGT TAGACCACARCARTCCCCTCAGAGGCTACGTACCTTATAGCTTT

T11l TCAGARGCCCCTATACAGTACCACAATTATTAGRCCACARCARTCCCCTCAGRAGGATACGTACCTTATAGCTTC
Consensus TCAGARGCCCCTAcACAGTACCACAacTalTAGACCACARCARTCCCCTCAGRAGGaTACGTACCTTATAGCT T

TOZaes T aminezavierrend:

1 10 20 30 40 50 60 70 74
[ : ‘ ‘ ‘ ‘ |

T02a LTKDDSAYSKTSSKCLIENLPLHASVYGYKEYCSKVTGOTNIEHNCRCYIRSPYTVPQLLOHNNPLRGYVPYSF

T11 LTKDDSAYSKTSSKCLIENLPLHASYYGYKEYCSKYTGDTNIEHNCRCYIRSPY TYPOLLDHNNPLRGYVPYSF
Consensus  LTKDDSAYSKTSSKCLIENLPLHASYYGYKEYCSKYTGDTNIEHNCRCYIRSPYTYPOLLDHNNPLRGYVPYSF

22. 4bra. Ismeretlen eredetii hepatitiszes betegek TTV nukleotid- és aminosavsorrend illesztési

eredményei.
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Onko-hematoldgiai osztalyon kezelt betegek vérmintdinak vizsgalata: az onko-hematoldgiai
osztalyon kezeltek koziil 29 beteg mintajat vizsgaltuk PCR-rel TT virus el6fordulésara, 19 esetben
tapasztaltunk pozitivitast. Az atlagpopulacioban vald eléfordulasdhoz képest (18,5 %) [Takacs
2003], a TTV prevalencia érték itt joval magasabb volt (65,5 %) (19. abra). Magyarazhat6 ez a
magas el6fordulasi arany azzal, hogy a betegek — kezelésiik soran — gyakran kaptak vért- és/vagy
vérkészitményt (a donorokat véradaskor nem sziirik TTV eléfordulasara), de elképzelhetd az is,
hogy a nozokomialis jarvanynak egy olyan beteg volt a kiinduldpontja, aki TT virus pozitiv volt. A
nozokomialis jarvanytol kiilonallo beteg (hun24) mintdja szintén TTV pozitiv lett. Harom beteg
esetében tortént két, egymastol egy év kiilonbséggel vett vérminta TTV vizsgalata, ketténél nem
valtozott az el6z6 eredmény (2002: pozitiv - 2003: pozitiv) egy betegnél azonban (hun5), a 2002-
ben vett vérminta TTV pozitiv volt, de 2003-ban mar negativ. A kérdéses beteg akut limfoid
leukémiaban szenvedett, hepatitiszre utald tiinetei nem voltak, kezelésében vér, vérkészitmény
(vérlemezke) addsa, citosztatikus terdpia (immunszuppresszio), invaziv beavatkozasok
(nyirokcsomo, csontveld biopszia) egyarant szerepeltek. Nem tisztazott, hogy Osszefiigghetett-e a
gyermek TTV fert6zédése a nozokomidlis jarvannyal, illetve, hogy befolyasolhatta-e a kezelés a
virus eliminéciodjat a szervezetbdl?

Vizsgaltuk a nozokomidlis jarvany keretén beliil bekiildott, de a jarvannyal nem Osszefiiggd
korhazi dolgoz6 mintdjat is, aki negativ volt TT virusra.

5.2.2. A TTYV elofordulasa hazai sertésallomanyban

A magyarorszagi sertésneveldékbdl szarmazo 82 sertés szérummintdjat PCR-rel vizsgéaltuk
sertés TT virus el6forduldsara. A vizsgalt mintdk kozel egyharmada, 30 % (25/82) bizonyult
pozitivnak. A pozitiv mintak foldrajzi megoszlasa a 23. dbran lathatd. A vizsgalatba bevont 13 farm

koziil harmon egyaltalan nem talaltunk pozitiv egyedeket, bar ezekrdl a farmokrol csak kis szamu

(1, 1, 3 db) mintat vizsgaltunk.
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23. abra. TTV el6fordulasa sertéstelepeken tartott sertések kdzott. (A sertéstelepek F betiivel — farm —

¢és egy szammal jeldltek. A farm megjeldlése alatt az adott farmon talalt TTV pozitiv sertések szama talalhat6 az 6sszes

vizsgalt egyed szamahoz viszonyitva.)

5.3. GBV-C/HGY vizsgalatok eredményei
5.3.1. GBV-C/HGYV elé6fordulasa rizikocsoportokban

Ismeretlen eredetii hepatitiszben szenvedé betegek mintainak vizsgalata: a 247, ismeretlen
eredetli hepatitiszben szenvedd beteg mintdjat megvizsgalva, 36 esetben (14,6 %) tudtuk kimutatni
a virus RNS-ét (24. abra). A betegek egy részének (9/36) mintajat valasztottuk ki tovabbi
molekularis vizsgalatra: a kapott PCR termékeket szekvenaltuk, a mintakat ,,G” betiivel és egy
szammal jeloltiik (G1-9).

Onko-hematologiai osztalyon kezelt betegek vérmintainak vizsgalata: az onko-hematologiai
osztalyon kezeltek koziil 29 beteg vérmintajat vizsgaltuk PCR-rel GBV-C/HG virus el6fordulasara,
9 esetben kaptunk pozitiv eredményt. Ebben a betegcsoportban a GBV-C/HGV prevalenciaja
(14,6 %) kozel kétszerese volt az egészséges atlagpopulacioban mért eléfordulasnak (8 %) [Takéacs,
2002]. A magasabb arany ebben az esetben is nagy valoszinliséggel a betegek gyakori vér- és/vagy
vérkészitménnyel torténd kezelésével magyarazhatdo (24. abra). A nozokomialis jarvanytol
kiilonallo beteg (hun24) mintdja GBV-C/HGV pozitiv, az adminisztratoré pedig negativ lett. Harom
beteg esetében tortént két, egymastol egy év kiilonbséggel vett vérminta GBV-C/HGV vizsgalata,
egyiknél sem valtozott az el6z6 eredmény (2002: pozitiv - 2003: pozitiv).
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24. dbra. A HGV eldfordulésa kiilonb6zd rizikocsoportokban.

(Az onko-hematologiai osztalyon kezelt betegek els6 alkalommal vett vérmintainak eredményeit vettiik

figyelembe.)

5.3.2. GBV-C/HGYV anti-E2 ellenanyagvizsgalatok eredményei

Otvenegy, ismeretlen eredeti hepatitiszben szenvedd beteg mint4jat vizsgaltuk molekularis
modszerrel (PCR) valamint parhuzamosan szerologiai modszerrel (ELISA a virus E2 burokfehérjéje
ellen termelt ellenanyag kimutatdsira). Az 51 vizsgalt minta koziil 20 minta bizonyult
szeropozitivnak, de ezek egyikénél sem lehetett a virus RNS-ét kimutatni. Négy esetben lett pozitiv
a GBV-C/HGV PCR, ezek a mintdk azonban még nem tartalmaztak kimutathatd6 mennyiségii anti
E2 ellenanyagot (12. tadblazat). Huszonhét esetben nem tudtunk sem ellenanyagot, sem virus

nukleinsavat kimutatni.

12. tadbldzat. GBV-C/HGV anti-E2 ellenanyag ¢és RNS parhuzamos kimutatasara végzett
vizsgalatok.

a-E2 ellenanyag pozitiv a-E2 ellenanyag negativ Osszesen:
GBV-C/HGV RNS 0 4 4
pozitiv
GBV-C/HGV RNS 20 27 47
negativ
oOsszesen: 20 31 51

5.3.3. GBV-C/HGYV molekularis vizsgalatok eredményei

Kilenc beteg mintajat valasztottuk ki szekvenalasra. Egy beteg (G4) esetében nyomonkdvetéses
vizsgalatot végeztiink: a jelzett betegtdl 8 éves iddintervallumon beliil 6 alkalommal (1999, 2000,
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2001, 2003, 2005, 2006 években) kaptunk — minimum egy éves id6kozokben levéve — vérmintat. A
beteg heveny limfoblasztos leukémidban (ALL) szenvedett. Mintdjat egyéb viralis korokozokra
elézetesen vizsgaltak (HAV, HBV, HCV, EBV, CMV, VZV, TTV). A HGV kimutatdsa — és a
felsoroltakkal egyiitt csak ez — adott pozitiv eredményt.

A kivalasztott mintakat szekvenaltuk, és eredményeinket kozzétettiik a nemzetkdzi génbankban
(EMBL/GenBank - Nucleotide Sequence Database), AJ313318 — AJ313326 hozzaférési szamokon.
A mintdk a vizsgalt NS5, nem strukturalis (foszfoprotein) fehérjét kodold régio 354 nukleotidnyi

génszakaszan atlagosan 22 %-os eltérést mutattak (25. dbra).

1 10 20 30 40 50 B0

1 1

G1 AAGGTGCGCACTCCGCTTGAARTTGCAGGTTGGGTGCTTGGTGGGCAARTAARACTTACCTTT
G2 AAGGTGCGCACTCCGCTCGAARTTGCARGTTGGGTGCTTGGTGGGCAATGAACTTACCTTT
G6 AAGGTGCGCACTCCGCTTGAARTTGCAGGTTGGGTGCTTGGTGGGCAATGAACTTACCTTT
G3 AAGGTGCGCACTCCGCTTGAARTTGCAGGTTGGGTGCTTGGTGGEGCAATGAACTTACCTTT
G3 AAGGTGCGCACTCCGCTTGAARTTGCAGGTTGGGTGCTTGGTGEGCAATGAACTTACCTTT
G4 AAGGTGCGCACTCCGCTTGAARTTGCAGGTTGGGTGCTTGGTGEGCAATGAACTTACCTTT
G7 AAGGTGCGCACTCCGCTTGARTTGCAGGTTGGGTGCTTGGTGGGCAATGAACTTACCTTT
G2 AAGGTGCGCACTCCGCTTGAARTTGCAGGTTGGGTGCTTGGTGGGCAATGAACTTACCTTT
G5 AAGGTGCGCACTCCGCTCGAARTTGCAAGTTGGGTGCTTGGTGGGCAATGAACTTACCTTT
Consensus AAGGTGCGCACTCCGCTEGAATTGCAgGTTGGGTGCTTGGTGGGCAATEAACTTACCTTT

61 70 80 90 100 110 120

1 1

G1 GAATGTGACAAGTGTGAGGCTAGGCAARGAGACCTTGGCCTCCTTTTCCTACATTTGGTCT
G2 GAATGTGACAAGTGTGAGGCACGGCAGGAGACCTTGGCTTCCTTTTCCTACATTTGGTCT
G6 GAATGTGACAAGTGTGAGGCTAGGCARGAGACCTTGGCCTCCTTCTCCTACATCTGGTCT
G99 GAATGTGACAAGTGTGAGGCGAGGCAARGAGACCCTTGCATCCTTITTCCTACATATGGTCG
G3 GAATGTGACAAGTGTGAGGCCCGGCAARGAGACCTTGGCATCCTTICTCCTACATTTGGTCT
G4 GAATGTGACAAGTGTGAGGCARGGCAARGAGACCTTGGCTTCCTTICTCCTACATCTGGTCT
G7 GAATGTGACAAGTGTGAGGCACGGCARGAGACCTTGGCTTCCTTCTCCTACATATGGTCT
G2 GAATGTGACAAGTGTGAGGCACGGCARGAGACCTTGGCTTCCTTCTCCTACATATGGTCT
G5 GAATGTGACAAGTGTGAGGCTAGGCAAGAGACCTTGGCTTCCTTICTCCTACATTTGGTCT
Consensus GAATGTGACAAGTGTGAGGL . aGGCAaGAGACCETGCETCCTTeTCCTACATETGGTCE

121 130 140 150 160 170 180

1 1

G1 GGCGTGCCGCTGACTAGGGCGACACCGGCCAAARCAARACTCTCGTGAGGCGGGTCGGTTCC
G2 GGTGTGCCGCTGACTAGGGCCACGCCGGCTAAGCCACCCGTCGTARGGCCAGTGGGCTCC
G6 GGTGTGCCGCTGACTAGGGCCACACCGGCCAARCCCCCAGTGGTGAGGCCGGTTGECTCC
G9 GGAGTACCGCTGACTAGGGCCACGCCGGCCAAARCCTCCAGTGGTGAGGCCGGTGGGECTCC
G3 GGTGTGCCCCTGACGAGGGCCACCCCGGCTAAARCCACCTGTKGTGAGGCCGGTTGGGTCT
G4 GGTGTTCCACTGACTAGGGCCACACCGGCCAARCCCCCTGTGGTGAGGCCGGTGGGGTCT
67 GGGGTGCCGCTGACTAGAGCCACTCCGGCCAARCCARCAGTGGTGCGCCCGGTGGETTCT
G8 GGGGTGCCGCTGACTAGAGCCACTCCGGCCAARCCCCCAGTGGTGCGCCCGGTGGGTTCT
G5 GGCGTGCCGCTAACCAGGGCAACGCCGGCTAARCCCCCTGTGGTARGGCCGGTGGGGTCC
Consensus GG.GTgCCgCTgACLAGEGLcAC . COGGCcARaCe, cCegTeghTgabglegGTgGhG, TCe

181 190 200 210 220 230 240

1 1

G1 TTGTTGGTGGCCGACACCACARAGGTGTATGTTACCARCCCAGACAATGTGGGAAGGATG
G2 TTGTTGGTGGCCGACACTACCARGGTGTACGTCACCARCCCAGACAATGT TGGGAGGAGE
G6 TTATTGGTGGCCGACACTACCARAGTGTACGTTACCARCCCAGATAATGT TGGGAGGAGG
G3 TTGTTAGTGGCGGACACTACCARGGTGTACGTGACCARCCCGGACAATGT TGGGAGGAGE
G2 TTGTTAGTGGCCGACACCACCARAGGTGTATGTCACCARTCCAGACAATGTTGGGAGGAGE
G4 CTGTTGGTGGCTGATACARCCAAAGTGTATGTCACCAACCCGGACAATGT TGGGAGGAGA
G7 TTATTGGTGGCTGATACAACAARGGTGTATGTCACCARCCCAGACAATGTGGGTAGGAGG
GE TTATTGGTGGCTGATACAARCAAAGGTGTATGTCACCARCCCAGACAATGTGGGTAGGAGG
G5 CTGCTAGTGGCCGACACCACTARGGTGTATGTCACCARTCCAGACAATGTGGGGAGGAGA
Consensus LtTgbtTgGTGGLcGACAC ,ACCAAgGTGTALGTcACCAACCCaGAcAATGTLEGGgAGGAg e

241 250 260 270 280 2930 300

1 1

G1 GTGGACAAGGTGACCTTTTGGCGTGCCCCTAGGGTTCATGACARATACCTCGTGGACTCT
G2 GTGGACAAGGTGACCTTCTGGCGCGCTCCTAGGGTTCACGACARRTACCTCGTGGATTCT
G6 GTGGACAGGGTGACCTTCTGGCGCGCTCCCAGGGTTCATGACARATATCTCGTGGACTCT
G39 GTGGACAAGGTAACCTTCTGGCGTTCCCCTAGGGTGCACGACARATTTCTCGTGGACTCT
G2 GTGGACAARGTGACCTTCTGGCGTCCCTCTAGGGTTCACGACARATATCTCGTGGACTCT
G4 GTTGACAAGGTAACCTTCTGGCGCGCCCCTAGGGTCCATGACARATATCTCGTGGATTCT
G7 GTCGACAAGGTAACCTTCTGGCGAGCTCCGAGAGTTCATGACAAARTTTCTCGTGGACTCT
G8 GTCGACAAGGTAACCTTCTGGCGAGCTCCGAGAGTTCATGACARATTTCTCGTGGACTCT
G5 GTAGACAAGGTGACCTTTTGGCGAGCTCCTAGAGTCCATGATARATTTCTCGTGGATTCT
Conzensus GTgGACAagGTgACCTTeTGGLG .. 2CbeCEAGEGTECALGACAAATaLCTCGTGGAETCT

301 310 320 330 340 350 354

1 1

G1 ATCGAGCGCGCCAAGAGGGCTGCTCAAGCCTCCCTARGCATGGGTTACACTTAT
G2 ATCGAGCGCGCTAAGAGGGCTGCTCAGGCCTGCCTAAGCATGGGTTACACTTAT
G6 ATCGAGCGTGCTAAGAGGGCAGCTCACGCCTGCCTAAGCATGGGTTACACTTAT
G2 ATCGAGCGCGCTAAGAGGGCTGCTCAAGCCTGCCTAARGCATGGGTTACACTTAT
G3 ATCGAGCGCGCTAAGAGAGCTGCTCAAGCCTGCCTAAGCATGGGTTACACTTAT
G4 ATCGAGCGCGCTAAGAGGGCTGCTCAAGCCTGCCTAAGCATGGGTTACACTTAT
G7 ATCGAGCGAGCTAAGAGGGCTGCTCACGCCTGCCTAAGCATGGGTTACACTTAT
G2 ATCGAGCGAGCTAAGAGGGCTGCTCAAGCCTGCCTAAGCATGGGTTACACTTAT
G5 ATTGAGCGAGCCAGGAGAGCAGCTCAAGCCTGCCTAAGCATGGGTTACACTTAT
Conzensus  ATcGAGCGeGCEAaGAGEGCEGCTCAAGCCTgCCTARGCATGGGTTACACTTAT

25. dbra. GBV-C/HGV nukleotidsorrend illesztési eredmények.
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Az eltéréseknek nem mindegyike bizonyult aminosavban is kifejezodd eltérésnek, hiszen
ugyanezen mintdk aminosavsorrend vizsgalata—a kodolt 118 aminosavnyi fehérjeszakasz
esetében — mindossze 12 pozicidban eredményezett aminosavban is megmutatkozo eltérést (26.
abra). A G4 jelii beteg esetében vett vérmintak nukleotidsorrend vizsgalata megegyeztek az elsd
(1999) vérminta szekvenalasi eredményével, azaz a virus genetikai allomanyanak ezen szakasza
nem valtozott az évek soran. (Emiatt a G4 jeli beteg mintdja esetében csak egy szekvenalasi

eredmény szerepel a génbankban — AJ313321 hozzaférési szamon.).

1 10 20 30 40 50 60

| t + t + + |

G1 KYRTPLELOYGCLYGHKLTFECDKCEARQETLASFSYTIHSGYPLTRATPAKATLYRRYGS
G2 KYRTPLELOYGCLYGHELTFECDKCERROETLASFSYTIHSGYPLTRATPAKPPYYRPYGS
G4  KYRTPLELOYGCLYGHELTFECDKCERRBETLASFSYTIHSGYPLTRATPAKPPYYRPYGS
G8 KYRTPLELOYGCLYGHELTFECDKCEARQETLASFSYIHSGYPLTRATPAKPPYYRPYGS
G9 KYRTPLELOY¥GCLVYGHELTFECDKCEARBETLASFSYIHSGYPLTRATPAKPPYYRPYGS
G5 KYRTPLELOYGCLYGHELTFECDKCEARQETLASFSYTHSGYPLTRATPAKPPYYRPYGS
G6 KYRTPLELOYGCLVYGHELTFECDKCERARBETLASFSYIHSGYPLTRATPAKPPYYRPYGS
G7  KYRTPLELOYGCLYGHELTFECDKCERRQETLASFSYTIHSGYPLTRATPAKPTYYRPYGS
G3 KYRTPLELOYGCLYGHELTFECDKCERROETLASFSYTIHSGYPLTRATPAKPPYYRPYGS
Consensus KYRTPLELOYGCLYGHeL TFECDKCERRAETLASFSYIHSGYPLTRATPAKppvYRpYGS

61 0 g0 90 100 110 118

| |

G1 LLYADTTEYYYTHPDNYGRHYDKYTFHRAPRYHDKYLYDSTERAKRARDASLSHGYTY
G2 LLYADTTEYYYTHPDHYGRRYDKYTFHRAPEYHDKYLYDSIERAKRAROACLSHGYTY
G4 LLYADTTKYYYTHPDHYGRRYDKYTFHRAPRYHDKYLYDSIERAKRARODACLSHGYTY
G8 LLYADTTEYYYTHPDHYGRRYDKYTFHRAPRYHDKFLYDSIERAKFARAACLSHGY TY
G9 LLYADTTKYYYTHPDHYGRRYDKYTFHRSPRYHDKFLYDSIERAKRAROACLSHGYTY
G5 LLYADTTEYYYTHPDHYGRRYDKYTFHRAPRYHDKFLYDSIERARFARAACLSHGY TY
G6 LLYADTTKYYYTHPDHYGRRYDRYTFHRAPEYHDKYLYDSIERAKRARHACLSHGYTY
G7 LLYADTTEYYYTHPDNYGRRYDKYTFHRAPRYHDKFLYDSTERAKRARHACLSHGYTY
G3 LLYADTTEYYYTHPDHYGRRYDKYTFHRPSEYHDKYLYDSIERAKRAROACLSHGYTY
Consensus  LLYADTTKYYYTHPDHYGRrYDKYTFHRapRYHDKXLYDSTERAKRARGACL SHGYTY

26. abra. GBV-C/HGV aminosavsorrend illesztési eredmények.
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6. OSSZEFOGLALAS

A molekularis modszerek térhoditdsa és rohamos fejlédése uj tavlatokat nyitott a korokozok,
azon beliil a virusok felfedezésében: az elmult két-harom évtizedben majdnem annyi hepatitisszel
Osszefiiggésbe hozott korokozot azonositottak, mint az ezt megel6z6 100 évben. Mig nem egészen 3
évtizede az ismeretlen, feltehetden virdlis eredetli hepatitiszeket ,,nonA-nonB” hepatitisz
virusokként emlitettek, méra ez az elnevezés —a tények ismeretében — leginkabb ,,nonAd-nonG -
ként hasznalatos.

Munkédnk soran célunk volt, hogy feltérképezziik a hepatitisz B virus magyarorszagi
genotipusait, ¢és molekularis vizsgalatokkal igazoljuk egy korhazi (nozokomidlis) jarvany
hepatitisszel 0sszefiiggésbe hozott GBV-C/HGV és TTV virusok, ¢és ha igen, milyen gyakorisaggal
mutathatok ki rizikdcsoportba tartozd betegek (ismeretlen eredetli majgyulladasban szenvedok;
tobbszordsen vératomlesztettek, vérkészitmény(eke)t gyakran kapok) mintdiban. Vizsgaltuk egy
bizonyos genetikai varians  (,,vakcinaszokevény” mutdns) el6forduldsat feltételezhetd
rizikocsoportokban — B és C genotipust virushordozokban, ahol a mutaciok eléfordulasat elézetesen
magasabb aranyunak talaltak — ¢€s, tekintettel a tomeges immunizacié6 immunszelektiv hatasara,
kialakulasuk lehetdségét — sziiletéskor aktivan, passzivan immunizalt kisgyermekekben —, mivel
ezek a vakcinaszokevény virusok a vakcinacio ellenére is okozhatnak fertézéseket. Elvégeztiik a TT
virus eléfordulasanak vizsgalatat hazai sertéstelepeken tartott sertésallomanyban, mivel egyre tobb
érv szol amellett, hogy a sertésekben eléforduld virusok —az allatok huséat elfogyasztva, vagy
egyeb, egészségiigyi felhasznalast (pl. xenotranszplantacid) kovetden — veszélyt jelenthetnek az
emberre.

A munka soran elért uj eredmények:

1. Hepatitisz B virus magyarorszagi genotipus-eloszlasanak meghatarozdasa: A
genotipusok eléfordulasara iranyuld vizsgalatainkhoz kivalasztottunk 24, foldrajzilag
eltérdé helyrdl szarmaz6 akut/kronikus (HBsAg pozitiv) virushordozoét, akiknek virusait
molekularis moddszerekkel (polimerdz lancreakciot kovetd szekvendlds) vizsgaltuk.
Leggyakrabban a ,,D” genotipus fordult el6 19/24 (79 %), de 5 beteg mintajaban (21 %)
»A” genotipusi virust talaltunk [Szomor, 2007]. Az eredményeket génbanki
szekvencidkhoz torténd hasonlitassal ¢és az azt kovetd filogenetikai analizissel kaptuk, és
hibridizacidval erdsitettiik meg. Eredményeink megfelelnek a kordbban kozolt, kozép-
¢és kelet-europai orszagokban kimutatott genotipus eloszlasnak. A hepatitisz B virus

molekularis szintii vizsgalatdhoz a virus genomnak a feliileti antigént meghatarozo
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2.

szakaszat valasztottuk ki, amely viszonylagos variabilitdsdnal fogva egyuttal
molekularis epidemiologiai analizisre is alkalmas.
Nozokomidlis jarvany molekularis epidemiologiai kivizsgaldasa: Egy koérhazi osztalyon
kezelt betegek kozott tisztazatlan okokbol hirtelen megugrott a hepatitisz B
virushordozok (HBsAg pozitivakkd valtak) szama. A betegek és korhazi dolgozok
szerologiai szlirését kovetden 30 HBsAg pozitiv minta molekularis vizsgalatat végeztiik
el, a kozos forrasbol valo fertézddésiik igazolasara vagy kizdrasara. A vizsgalatokat a
betegek altal hordozott virusok elézdleg emlitett génszakaszanak analizisével végeztiik
el. A széban forgd korhazi osztilyon (gyermek onkohematoldgia) kezelt betegek
gyakran kaptak vératomlesztést, illetve kezelésiik soran mitétek, invaziv beavatkozasok
(pl. biopszia) gyakran eléfordultak. Vizsgalataink alapjan a korhazi jarvanynak kozos
forrdsa volt: a filogenetikai analizis eredménye alapjan a korhazi mintak egy csoportba
sorolodtak, egyértelmiien kiillonvalva a Magyarorszag eltéré foldrajzi helyeirdl szarmazé
mintaktoél [Szomor, 2007]. A jarvany kiindulopontja feltehetden az adott osztilyon
fekvobetegként apolt egyik beteg volt, akinek vérmintdjaval kontaminaldédhatott eszkoz,
feliilet stb. A filogenetikai analizis arra nem ad valaszt, hogy ki lehetett az a beteg, akitdl
a tobbiek fertézodhettek, €s arra sem, hogy vajon milyen modon tortént a fert6zodés. Az
epidemiologiai kivizsgalas eredményeképpen feltételezhetd, hogy a jarvany kialakulasa
higiéniai hidnyossagokra ¢s az osztaly tulzsufoltsdgara vezethetd vissza, melyek
kikiiszobolése (egyszer-hasznélatos eszk6zok szigorh bevezetése az invaziv
beavatkozasok ¢és a kezelések soran, kéz- és feliiletfertStlenitések gyakorisaganak
emelése, az agyszdm csokkentése az osztalyon, virusfertdzottek izolalt apolési
lehetdségének kialakitasa) utan ujabb fert6zések mar nem valtak ismertté.

., Vakcinaszokevény” virusmutansok keresése Magyarorszagon: Béar a HBV elleni

vakcinacié sikeresnek mondhato, a korokozod specidlis replikacidjanak kovetkeztében

spontan, vagy mar kisebb immunszelekcids hatasra is konnyen létrejohet egy, a

szelekcios nyomast kikeriild virusvaltozat (,,vakcinaszokevény” virusmutansok

kialakuladsa), ez esetben az oltast kovetden kialakult védettség ellenére is létrejohet a

fertdzés. ,,Vakcinaszokevény” virusmutansok keresésére két csoport mintdinak

vizsgalatat végeztiik el:

- nem magyar sziiletési nevii varandds ndk (40), akik szeroldgiai eredményeik alapjan
kordabban — feltehetden tobbnyire ,,.B” és ,,C” genotipusu virussal — fertézdédtek,
koziliik 19 kismama mintaja bizonyult alkalmasnak tovabbi molekularis vizsgélatra.
A mintdk kicsit tobb, mint felében (10/19 - 52 %) taldltunk valamilyen aminosav

polimorfizmust a felilleti antigén 115-166. aminosav pozicioi kozé esod
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fehérjeszakaszan, és csak egy esetben (P27) a virusmutansok kialakulasaban
kulcsfontossagunak tartott hidrofil hurkon (a 139-147. aminosav pozicidok kézé eséd
fehérjeszakaszon)

- sziiletéskor aktiv és passziv immunizalasban részesiilt csecsemdk (28), akik
esetében az immunizalas altal kivaltott szelekcidos nyomas hatasara kialakulhatott a
keresett virusvarians. A 28 mintdbol csak 12 bizonyult tovabbi molekularis
vizsgalatra alkalmasnak, ezek koziil 5 esetben (42 %) mutattunk ki olyan virust,
ahol az emlitett szakaszokon aminosav csere talalhatd, és ezek koziil csak egy
esetében esett ez a szubsztitucio a hidrofil hurokra (V42). Sajnos nem volt lehetdség
a talalt virusvariansok oltas ellenére vald fert6zOképességének bizonyitasara, nem
allt moédunkban a mutdciot hordozé kismamak ujsziilottjeinek, vagy 15 honapos
korban vett vérmintainak vizsgalatara.

Az éltalunk taldlt aminosav szubsztiticids eltérések egyik vizsgalt csoportban sem

érintették a szakirodalomban konzervativként szamon tartott 107 és138-as, 121 és 124-

es, 137 és 149-es, 139 ¢és 47-es (cisztein—cisztein) aminosav poziciokat, amelyek —a

koztik kialakuld kén-hidakkal — a feliileti fehérje stabilitdsat biztositjak. A talalt

aminosav szubsztiticids eltérések tobbségét — eredményeinket ezaltal is alatdmasztva —
mar mas kutatocsoportok is publikaltdk, ezen tulmenden néhany, eddig még nem

publikalt szubsztitucidés kiilonbséget is sikeriilt kimutatnunk [Szomor, 2008].

Kovetkeztetésként osszegezheté, hogy feladataink vannak a virus elterjedtségének

kontrollalasaban:

a szerologiailag ellentmonddsos eredményeket molekularis vizsgalatokkal ala

kell tamasztani,

az esetlegesen eléforduld nozokomidlis jarvanyokat molekuléris epidemiologiai

modon is ki kell vizsgélni

- tovabbi teendé az eredmények folyamatos publikaldsa is, hiszen ilyen mdédon
érhetd el, hogy a tudomanyos eredmények alapjan a szeroldgiai reagenskészletet
gyartd cégek egységesen érzékenyithessék a teszteket.

- amennyiben a ,,vakcinaszokevény” varians virusok eléforduldsa a populacioban

elér egy bizonyos szintet (ennek pontos megallapitdsa a jarvanyligyi kdzpontok

— pl. a CDC — feladata lesz) sziikségessé véalhat a vakcinaban alkalmazott

rekombinans fehérje-variaciok kibdvitése, ezaltal a vakcina tobbféle

virusvarianssal szemben nytjthat majd védelmet. Ezt, a CDC-ben, 2009. jinius

4-5. kozott tartott, ,, Drug-resistant and Vaccine-escape Hepatitis B Virus
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Mutants: Emergence and Surveillance ’cimmel megtartott szimpdziumon

hallottak alapjan, jelenleg még nem tartjak sziikségesnek.

4. Torque Teno virus (TTV) elofordulasa rizikocsoportokban, TTV molekularis vizsgalatok

a. Ismeretlen eredetii hepatitiszesek vizsgalata: 228 ismeretlen eredetli hepatitiszes

beteg mintajat vizsgaltuk, a virus DNS-ét 115 esetben (50,4%) tudtuk kimutatni.
Tizenhét beteg esetében végeztiink tovabbi molekularis vizsgélatokat: a kapott PCR
termékeket klonoztuk, majd az igy kapott 26 klont szekvenaltuk. Mivel a TTV
valtozékony, egy egyénben egyidejiileg tobb kiilonb6zd szekvencidju TT virus is
jelen lehet, amit eredményeink is tiikroztek: mind a 26 klon eltérd szekvencidju virus
jelenlétét bizonyitotta, melyek nagy tobbséggel (24/26) az 1-es genocsoportba, mig
két klon a 2-es genocsoportba tartozott. Ugyanazon betegek esetében mind azonos,
mind pedig kiilonboz0 genocsoportokba tartozd, tobb genotipussal vald
fertézodésekre is talaltunk bizonyitékot. A virusok nukleotidsorrendjében talalt
eltérések nem minden esetben fejezddtek ki aminosavsorrendbeli valtozasban
[Takacs, 2003].

Onko-hematologiai osztalyon kezelt betegek vermintainak vizsgdlata: Az emlitett
koérhazi osztalyon kezelt 29 beteg mintajat vizsgaltuk TT virus eléforduldsara. A 29

mintabol 19 bizonyult pozitivnak (65,5%).

Osszehasonlitva az 4tlag magyarorszagi népességgel, a TTV esetében mindkét vizsgalt

csoportban joval magasabb virushordozdsi ardnyt talaltunk: 18,5 % (egészséges

populacid) vs. 50,4 % (ismeretlen eredetli hepatitiszesek) és 65,5 % (onko-hematologiai

osztalyon kezeltek). Kijelenthetd, hogy minden bizonnyal szerepet jatszik e két vizsgalt

rizikocsoport magas TTV prevalencia értékeiben a vér (testnedvek) utjan torténd

terjedési mod. Hasonld rizikdcsoportok vizsgalatdnal szintén magas prevalencia

értekeket kaptak mas kutatdcsoportok is, de —a TTV 1-es genotipusatol eltekintve — nem

egyértelmiien bizonyitott a kapcsolat a magas eléfordulési arany és barmilyen klinikai

koérforma kozott.

Torque Teno virus elofordulasa hazai sertéstelepeken tartott sertésallomanyban: A
TT virus el6fordulasara végzett vizsgalatokhoz 13 hazai sertéstelepet valasztottunk
ki. A vizsgalatokba bevont farmok 77 %-a4n (10/13) tartott allatallomanyban
eléfordult a virus. Az Osszesen vizsgalt 82 sertés 30 %-a (25 egyed) bizonyult
pozitivnak. A vizsgéalatok soran elsdként mutattunk ki hazai sertésekbdl TT virust

[Takacs, 2008].

5. GBV-C/HGV virus vizsgalatok
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a. Ismeretlen eredetii hepatitiszesek molekularis vizsgalata: 247, ismeretlen eredetli
hepatitiszben szenvedd beteg mintdjat vizsgaltuk GBV-C/HGYV jelenlétére, a betegek
mintainak 14,6 %-aban taldltunk kimutathaté virus RNS-t (36/247). Kilenc beteg
esetében végeztiink tovabbi molekularis vizsgéalatokat (szekvenalds), egy beteg
esetében pedig éveken at tartd nyomonkdvetéses vizsgalatot. A kérdéses beteg
nyomonkovetéses vizsgalata soran a virusgenom vizsgalt szakaszan az évek soran
nem tapasztaltunk valtozast [Takacs, 2002].

b. Onko-hematologiai osztalyon kezelt betegek vérmintainak vizsgalata: 29 onko-
hematologiai beteg mintdjat vizsgaltunk GBV-C/HGV eléfordulasara, 9 beteg
mintdja bizonyult pozitivnak (31 %). Osszehasonlitva az atlag magyarorszagi
népességgel, a GBV-C/HGV esetében szintén mindkét vizsgalt csoportban magasabb
virushordozasi aranyt talaltunk: 8 % (egészséges populacio) vs. 14,6 % (ismeretlen
eredetli hepatitiszesek) és 31 % (onko-hematoldgiai osztalyon kezeltek).

c. GBV-C/HGV virus ellenanyag vizsgalatok: Az ismeretlen eredetii hepatitiszben
szenvedd betegek mintai kozil 51-et vizsgaltuk molekularis modszerrel (PCR)
valamint parhuzamosan szeroldgiai modszerrel (ELISA a virus E2 burokfehérjéje
ellen termelt ellenanyag kimutatdsara). Szeropozitivitdst 39 %-uknal (20/51)
talaltunk, de a szeropozitivak mintaiban egy esetben sem lehetett a virus RNS-ét
kimutatni. Négy esetben lett pozitiv a GBV-C/HGV PCR, ezek a mintdk azonban
feltehetden még nem tartalmaztak kimutathatdé mennyiségli anti E2 ellenanyagot.
Huszonhét esetben nem tudtunk sem ellenanyagot, sem virus nukleinsavat kimutatni

[Takacs, 2002].
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Dolgozatom egyik legfontosabb részének tekintem a koOszOnetnyilvanitast, hiszen igy
fejezhetem ki hdlamat mindazoknak, akik barmilyen moédon hozzajarultak ahhoz, hogy ez a
dolgozat elkésziilhessen.

Szeretnék tehat kdszonetet mondani dr. Berencsi Gyorgynek, aki felnyitotta szememet a
virologia tudomanyanak szépsége irdnt, és aki lenyligozott széleslatokoriiségével és mély tudasaval,
de ugyanigy halas vagyok témavezetémnek, dr. Takdcs Marianak, aki remek Otleteivel, gyakorlati
tanacsaival tevékenyen iranyitotta munkamat, terapias célzatu dicsérd szavaival pedig batoritott és
eldmozditotta a néha meg-megakadd munkavégzést. Koszonet illeti dr. Mardz Annat, aki egyetemi
mikrobiologiai képzésemtdl fogva tdmogatdsaval és segitdkészségével hozzdjarult a dolgozat
elkésziiléséhez. Koszondm Telerovszky Valéria végtelen tiirelmét és segitségét az adminisztrativ
teendOk és szervezés utvesztdjében nyujtott timogatasaért.

Koszondm a Virologiai foosztaly minden munkatarsanak segitségét, akik mind szakmai,
mind emberi tdmogatast nyujtottak, ¢és tehermentesitésem érdekében siirlin  atvallaltak
feladataimbol. Koszonettel tartozom dr. Rusvai Erzsébetnek, akitdl sokat tanultam a hepatitisz
laboratoriumi diagnosztikajarol. Koszonom Dencs Agi segitségét is, akivel sokszor mar a munkaidd
végeztén tul, hosszu o6rdkon at —konnyezO szemmel — egyeztettiik a szekvenalasi és illesztési
eredményeket, €s akiben nemcsak jo munkatarsat kaptam, hanem baratot is talaltam. K&szoném
Kerékgyartoné Zalka Cecilia és Kunosné Végh Maria odaadd és pontos asszisztensi munkajat.
Halas vagyok azért is, hogy Cili — asszisztensi teenddin til — szeretettel istapolt tobbek kozott oly
moédon, hogy felhivta figyelmemet az étkezések fontossagara, mikor ugy tint, végleg
beletemetkeztem a képernyon latottakba...

Végiil, de egyaltalan nem utolsdésorban koszondm a csalddom, mindenekeldtt férjem és
legjobb bardtom: Andras batoritd szeretetét és tiirelmét, aki —midta fejszémet (tollamat?,
billentylizetemet?) belevagtam a PhD megszerzésének kemény fajaba — sokszor hamarabb ért haza,
mint én, €s zagolodas nélkiil végezte el azokat a teenddket, amiket bizony nekem kellett volna... és
itt kdszondm meg Marci és Réka engedelmességét is, amivel a munkavégzés és dolgozatiras ideje
alatt megkonnyitették anyai feladataimat. Koszonettel tartozom sziileimnek is, hogy biztak bennem,
¢s a hattérben tamogattak, barmikor, barmiben csak kellett, és akik csodas példaképeim a becsiiletes

munkavégzésben.
(fondo 1:9/6)
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