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1. ABSZTRAKT

A hepatitis E virus (HEV) az emberben foként akut majgyulladast okozd patogén,
amely vilagszerte el6fordul. A HEV tobb genotipusa kozt vannak zoonotikus potenciallal
rendelkezdek is. Eddig ugy vélték, hogy ezekkel a genotipusokkal az emberek foként a sertés
¢s a vaddisznd révén fert6zOdnek. Azonban az esetszamok gyors ndvekedése a HEV
lehetOségét veti fel. A vilagjarvany alatt jelentdsen megnétt a kutya 6rokbefogadasok szama,
illetve a kutyatartds mindsége is megvaltozott, ami altal tobb lehetdség nyilik az allatok és
kiilonféle valadékaik, illetve az emberek kozotti érintkezésre. Szamos tanulmany vizsgalta
mar a kutyak szeropozitivitasat, melyek eltéré eredményekkel zarultak, viszont eddig még
nem talaltak bizonyitékot arra, hogy a kutyédk fertézési forréast jelentetnének az emberek
szdmara. Ez a szakdolgozat a kutyak szeropozitivitdsanak vizsgalata mellett arra is
megprobal bizonyitékot talalni, hogy tarsallataink képesek megfertézni az embert. A
kutatasunk soran 141 db szérumot és 45 db bélsarmintat gytijtottiink kiillonbozo egészségi
allapota kutyakbol. A vizsgalatok soran 1,42%-os szeroprevalenciat talaltunk, viszont a virus

bélsarral torténd iiriilését nem tudtuk bizonyitani.

Hepatitis E virus (HEV) is a worldwide pathogen that causes mainly acute hepatitis
in humans. HEV has several genotypes, some of which have zoonotic potential. Until now,
it was thought that people were mainly infected with these genotypes through pigs and wild
boar. However, the rapid increase in the number of cases suggests a change in the
epidemiology of HEV, raising the possibility of new reservoir species that have not yet been
identified. The number of dog adoptions has increased considerably during the pandemic,
and the quality of dog ownership changed, allowing more opportunities for contact between
animals and their various exudate and people. Several studies have investigated the
seropositivity of dogs with varying results, but no evidence has yet been found that dogs are
a source of infection for humans. In addition to examining the seropositivity of dogs, this
dissertation also attempts to find evidence that our companion animals can infect humans.
In our study, 141 serum samples and 45 faecal samples were collected from dogs of various
health conditions. The results showed a seroprevalence of 1.42%, but no evidence of virus

shedding in faeces.



2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

DNS dezoxiribonuclein acid dezoxiribonukleinsav

dNTP deoxynucleotide triphosphate dezoxiribonukleotid-trifoszfat

ELISA enzyme-linked enzimhez kapcsolt
immunosorbent assay immunoszorbens vizsgalat

HEV Hepatitis E virus Hepatitis E virus

ICTV International Committe on Nemzetkozi Virustaxondmiai
Taxonomy of Viruses Bizottsag

ORF open reading frame nyitott leolvasasi keret

PBS phosphate buffered saline fosztatsokkal pufferolt

fiziologias sdoldat

RNS ribonucleic acid ribonukleinsav

RT-PCR reverse transcription-polymerase  reverz transzkripcios polimeraz
chain reaction lancreakciod

Taq enzim thermostable DNA polymerase hdstabil DNS polimeraz enzim
enzyme

WHO World Health Organization Egészségligyi Vilagszervezet



3. BEVEZETES

A hepatitis E virus (HEV) vilagszerte el6forduld, az emberekben legtobbszor akut
majgyulladést okozo patogén. A vilag népességét tekintve koriilbeliil 939 millio HEV esettel
szamolhatunk [1]. Kiemelkedd kozegészségiigyi jelentdségét az adja, hogy a HEV az
egyetlen a hepatitis virusok (Hepatitis A, B, C és D) kozott, amelynek egyes genotipusai
rendelkeznek zoonotikus képességgel [2]. Az éallatrél emberre valod terjedésben az
emldsOkben eléforduld hepatitis E virusoknak van szerepe. Bar a f6 rezervoarnak a sertést
tartjak, nem elhanyagolhat6 a vaddisznok, szarvasok, nyulak és ragcsalok jelentdsége sem a
virus kozvetitésében. A fert6zott allatokkal vald érintkezés, a beldliik szarmazd nyers vagy
nem megfeleld hokezeléssel késziilt hustermékek, illetve a fert6zott allatok bélsaraval
kontaminalt élelmiszerek fogyasztdsa a HEV emberre valod terjedésének kockazatat
jelenthetik [3, 4]. Hazidllataink nagy részében, példaul kutydkban, macskikban ¢és
kérédzokben is bizonyitottdk mar a HEV fert6zottséget, viszont a virus emberre torténd
atvitelében a szerepilk nem olyan megalapozott, mint a sertéseknél. Ezen informacidk
birtokaban kimondhatjuk, hogy még nem all rendelkezésiinkre a virus 8sszes rezervoarjanak
ismerete, de érdemes fokozott figyelmet forditanunk a hazikedvencek és az emberek szoros
kapcsolatara [5], mert a jelenleg is novekvO esetszamokra nem adnak magyardzatot a
korabban emlitett fertdzési forrasok.

Napjainkban sokkal ritkdbban fordul eld, hogy generaciok éljenek egyiitt egy
haztartasban, viszont az emberek ettdl fliggetleniil igénylik a tarsasdgot, amit egyre
gyakrabban egy hazikedvenc biztosit a szdmukra. A fejlett orszdgokban a kisallattartok
széma egy folyamatosan névekvo tendenciat mutat mar régota, de a COVID-19 pandémia
alatt ez a novekedés ugrasszertivé valt. Magyarorszagon 2019-ben, a vilagjarvany kitorése
elétt 2.050.000 kutya volt nyilvantartva, ami azt jelenti, hogy minden harmadik héaztartas
volt kutyatartd. Ez a szdm 2022-re 2.800.000-re ndtt [6]. A kutyatartok szdménak a
novekedése mellett, az allatok tartasi koriilményeiben is jelentds valtozasok kovetkeztek be
az elmult években. A fentebb emlitett okok miatt, a kutyakat sokan mar csalddtagnak
tekintik, nem is kiskedvencnek, de gyakori az is, hogy fiatal parok gyerek helyett inkabb
kutyat tartanak. Ezek a gazddk gyakran egyiitt alszanak tarsallataikkal, illetve az sem ritka,
hogy a kutya az asztalndl eszik vagy tanyérbol, evoeszkozrdl kap falatokat a tulajdonos
ebédjébol. Egyre jobban terjed az a trend is, hogy foként 6lebeket csak bent tartanak a hazban

vagy lakasban, ami azt jelenti, hogy a vizeletet és a bélsarat is oda iiriti az 4llat. Mindemellett



a pandémia alatt gazddhoz keriilt nagy szdmu kutya jelentds része ismeretlen elééletd,
menhelyi allat volt, ami szintén jarvanytani aggalyokat vethet fel.

A kutyatartok szamaban tortént jelentdés emelkedés, az allattartds mindségében
bekdvetkezett valtozas és a jelenleg még magyarazat nélkiili HEV esetszam ndvekedés a
COVID-19 alatt a kutyara, mint esetleges rezervoar fajra tereli a figyelmet. A

szakdolgozatom is erre a felvetésre alapszik.



4. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

4.1 A hepatitis E virus felfedezése

Jelentés mérfoldkd volt a virusos majgyulladas kutatasi teriiletén a hepatitis E virus
felfedezése, amelyet eldszor egy indiai jarvany sordn ismertek fel. Az 1978-as kasmiri
sargasag jarvanyt, amely 52.000 icterusos beteget és 1700 halalesetet okozott, Dr.
Mohammad S Khuroo vizsgalta. A betegek foleg 15 és 45 év kozotti felndttek voltak,
akikben a virus egy onkorlatozo fert6zést okozott, kronikus hepatitis, cirrhosis €s vireamia
nélkiil. Figyelemre mélto volt viszont a terhesség €s a betegség kapcsolata. A megbetegedett
terhes ndknek sulyosabb tiinetei voltak, illetve sokuk belehalt a fertdzésbe. Emellett
megfigyelték azt is, hogy a virus képes a vertikalis terjedésre, atjut a placentan és igy magas
magzati, illetve sziiletés koriili haldlozast okozott [7]. A betegeket szeroldgiai vizsgalatok
ala vetették, de a hepatitis A-ra és hepatitis B-re érzékeny tesztek, egyik fertézést sem
igazoltak.[8]. Ezek alapjan azt feltételezték, hogy egy eddig ismeretlen, enteralisan terjedd
hepatitis virus okozza a jarvanyt, amit non-A non-B hepatitisnek (NANBH) nevezetek el [7].

Afganisztanban is beszamoltak NANBH kitorésr6l, ahol orosz katondk voltak
érintettek. Ennek a jarvanynak az epidemioldgiaja hasonlé volt a kasmiri¢hoz. Azért, hogy
valaszokat kapjon, Dr. Mihail S Balayan 6nkisérletbe kezdett, amelynek soran 9 beteg ember
székletkivonatat juttatta a szervezetébe szdjon at. A bevétel utan 36 nappal, emelkedett
majértékekkel és sargasaggal kisért stilyos, heveny hepatitis alakult ki nala, illetve a 28. napi
sz€kletmintdjabol mar virusszerli partikuldk (virus-like particules, VLP) voltak

kimutathat6ak elektronmikroszkoppal (1. abra) [7, 9].

1. abra: Székletmintabol szarmazo hepatitis E elektronmikroszkopos képe. Lathato a virion
(A) és az iires kapszid (B). (Forras: Purdy et al., (2022): ICTV Virus Taxonomy
Profile: Hepeviridae 2022, Journal of General Virology, (2022) 103:001778)
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A virust megprobaltdk kloénozni, de ez sokaig nem sikeriilt, mert nem allt
rendelkezésre elegendé VLP. Késobb, 1990-ben Reyes és munkatarsai részlegesen klonoztak
a virust [10], majd egy évvel késobb, 1991-ben Tam és munkatarsai a teljes HEV genomot
szekvenaltdk [11]. Ezaltal bizonyitottak, hogy a NANBH jarvanyok hatterében egy uj
hepatitis virus all, amelynek az enteralis Gton torténd terjedése miatt, a hepatitis E nevet

adtak [7].

4.2 A virus morfologiaja és replikacioja

A hepatitis E egy kis méretii, 32-42 nm atmérdjii, ikozaéder alaku, burok nélkiili
virus. Pozitiv, szimplaszali RNS genomja (2. abra) koriilbeliil 7,2 kilobazispar hosszusagu,
ami harom egymast fedd nyitott olvasasi keretet (open reading frame, ORF) tartalmaz,
nevezetesen az ORF1-et, az ORF2-t és az ORF3-at [12, 13]. Ez a harom ORF minden
genotipusban megtalalhato, viszont a HEV 1-es genotipusdban azonositottak egy 0j nyitott
olvasasi keretet, az ORF 1-be agyazodva, amit ORF4-nek neveztek el. Ugy gondoljak, hogy
a HEV t6bbi genotipusa nem kodolja az ORF4-et [14].

Az ORFI régid szerepe a nem strukturdlis fehérjék kodolasa, mint példaul az RNS-
fliggd RNS-polimeraz (RdRp), az RNS-helikaz vagy metil-transzferaz. Az ORF2 kodolja az
ellenanyagok célpontjaul szolgalé antigént, a kapszid fehérjéjét. Az ORF3 szerepe a
multifunkciondlis fehérjék, foszfoproteinek, ioncsatorndk kodolasa, melyeknek a virus
morfogenezisében, illetve a gazdasejtbdl valo kijutasaban van szerepiik [12, 13]. Ez utébbi
két régid egymassal atfedésben van, de az ORF1-gyel nincsenek. Az ORF4 fokozza az RdRp
aktivitasat, és igy a HEV replikaciojat [14].

Amikor a virus bejut a gazdasejtbe, az RdRp a teljes pozitiv, szimplaszali genomot,
negativva irja at. Ebbdl a negativ iranyultsagt genombdl ismét pozitiv, szimplaszali RNS-
ek képzddnek oly moédon, hogy kialakul egy teljes genomhosszisagu atirat, amely az
utddvirionokba kertil, és egy kisebb, szubgenomikos RNS is, amely pedig az ORF2 és ORF3
régiot foglalja magaba. A HEV kapszid fehérjéje, ami majd a sejtbdl torténd kijutasahoz
sziikséges, a szubgenomikus RNS-bdl fog transzlalodni, de ezen 1épések szdmos aspektusa
még ismeretlen szamunkra [15, 16].

Habar az ismereteink egyre bdviilnek a HEV replikaciojaval kapcsolatban, még
mindig nem ismert a teljes mechanizmusa, ami neheziti a megfeleld hatékonysagi terapiak

kifejlesztését.



iy ORF1 = ORF2 S

2. dbra: A HEV genomszerkezete (Forras: Jinyong Wang, Yu Wang, Baocheng Deng, 2022)

4.3 A virus taxonomiaja

Koréabban ugy gondoltdk, hogy a HEV hasonlit a hepatitis A virushoz (HAV), ezért
eldszor a Picornaviridae csalddba soroltak, viszont ahogy bdviiltek az ismereteink a HEV
morfoldgiajarol és genomszerkezetérol, kideriilt, hogy ez a besorolds nem allja meg a helyét.
Ezutan azt feltételezték, hogy a HEV a norovirusokhoz hasonlit és igy bekeriilt a
Caliciviridae csaladba, de kideriilt, hogy a calicivirusokhoz képest jelentOs
szekvenciakiilonbséggel rendelkezik, ezért ebbdl a csaladbal is kivették, majd besoroltak a
,hepatitis E-szeri virusok” kozé [7, 17]. A HEV taxondémidja 2021-ben jelentdsen
megvaltozott. Jelenleg a HEV a Hepeviridae csaladba tartozik, melyen beliil két alcsaladot
kiilonboztetiink meg [18]. A Parahepevirinae alcsaladban, azon beliil a Piscihepevirus
nemzetségben egy pisztrangokat fert6zo fajt kiilonboztetliink meg, a Piscihepevirus heenan-
t. Az Orthohepevirinae alcsaladon beliil tovabbi négy nemzettség van, a Paslahepevirus, az
Avihepevirus, a Rocahepevirus és a Chirohepevirus. A Paslahepevirus nemzetség tagja a
Paslahepevirus balayani, ami kordbban az Orthohepevirus A nevet viselte, illetve a
Paslahepevirus alci is. A Paslahepevirus balayani, nyolc genotipusbol all, melyek gazdafajai
egyes szarazfoldi emldsok és az ember. Az Avihepevirus nemzetség madarakat fert6zo
virusfajokat foglal magaba, mig a Rocahepevirus nemzetség tagjai patkanyokat,
vadaszgorényeket €s mezei egereket fertdznek. A Chirohepevirus nemzetségbe tartozo fajok

pedig a denevérekben fordulnak el6 [17-19]. A pontos taxondmiat az 1. tablazat szemlélteti.



1. tablazat: A hepatitis E taxonomiaja

magniiecur
Avihepevirus

egretti

eptesici denevérek
Chirohepevirus  rhinolophi patkosdenevér

desmodi denevérek
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4.4 A hepatitis E virus el6fordulasa

A HEV vilagszerte el6fordulo, évente koriilbeliil 20 milli6 megbetegedést okozd
patogén, melynek szamos faja koziil kiemelendé a Paslahepevirus balayani, és annak 8
genotipusa (HEV1-8) [20]. Ezen genotipusok foldrajzi el6fordulasai és gazdafajai is eltéroek
egymastol, de valamennyi zoonotikus potenciallal rendelkezik (5, 17].

A HEV f6ldrajzi el6forduldsat tekintve négy zonat kiilonboztetiink meg. Az
ugynevezett hiperendémids zonaba tartozik tobbek kozott India, Banglades, Pakisztan,
Burma, Indonézia, Thaifld, Kazahsztan, Eszak-, Kelet- és Nyugat-Afrika bizonyos teriiletei
¢s néhany észak-amerikai orszag, példaul Mexikd. Ezekben az orszdgokban a HEV-1 és
HEV-2 jarvanyokat okoznak [2, 7]. Az endémids zonakban jarvanyok nem fordulnak eld, de
sporadikus akut hepatitisszel taldlkozhatunk. Ide tartozik a Kozel-Kelet szdmos orszéaga,
illetve Délkelet-Azsia és Dél-Amerika egyes régidi. A jellegzetes mintazati zoénaba
Egyiptom tartozik, ahol a HEV-1 okoz megbetegedést fiatal korban, de a terhes ndk esetében
enyhe vagy tlinetmentes a fertdzés. A fejlett orszagok a sporadikus zénéaba tartoznak, ahol a
HEV-3 és a HEV-4 okozza a megbetegedéseket. Evente atlagosan 50-100 HEV esetet
jelentenek ezekbdl az orszagokbodl, de a szeroprevalenciai adatok alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a tényleges esetszam joval nagyobb. Ennek oka, hogy a fertdzés lehet
tiinetmentes, illetve eléfordulnak téves diagnoézisok [7]. A HEV genotipusainak foldrajzi

megjelenéseit a 3. abra mutatja be.

B HEV-1
@ HEV-2 7. ; . J
== HEV-3 N il 4
BN HEV-4 '

3. abra A hepatitis E genotipusainak foldrajzi el6fordulasa (Forras: Jinyong Wang, Yu
Wang, Baocheng Deng, 2022)
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4.5 Hepatitis E virus jarvanytana

A HEV-1 és a HEV-2-161 ugy vélik, hogy csak az embert képesek megbetegiteni, de
szamos tanulmany bizonyitja, hogy egyes féemldsok, példaul a rhesusmajmok (Macaca
mulatta), csimpanzok (Pan troglodytes), mékusmajmok (Saimiri sciureus) is fogékonyak a
fertézésre [5]. Ezen genotipusok foként horizontélis, fekal-oral iton terjed a szennyezett
ivovizek révén, de fert6zési forrast jelent még a kontaminalt, nem megfeleléen hokezelt vagy
nyers sertés-, illetve vadhuskészitmények fogyasztasa is. A jarvanyok altalaban arvizek vagy
heves es6zések utdn alakulnak ki, mert ilyenkor nagyobb eséllyel szennyezddnek az
ivovizek fekalidval, de a vizdramlasok csokkenése is megndveli a kontaminécio kockéazatat
[2, 3, 16]. A HEV vertikélisan is fert6z a placentan keresztiil, illetve vértranszfuzid Gtjan [2,
16]. A hiperendémids orszdgokban, a véradok esetén 7,8-45%-0s prevalenciat jelentettek,
ami jelentdsen noveli a HEV vérkészitménnyel torténd fertézésének kockazatat [21, 22].
Mas enteralisan terjedd korokozoktol eltéréen, a HEV emberrdl emberre terjedése ritka,
altaldban sulyosabb jarvanyok esetén, csaladtagok kozott fordul eld [2]. A HEV jarvanyok
lehetnek rovidek vagy hosszuak, akar egy évig elhtizododak is, de altaldban nagyméretiiek és
tobb ezer embert érintenek. A jarvanyok sulyossagat mutatja az is, hogy példaul 2005-ben
20 milli6 ember fert6z6dott meg, 3,4 millié esetet jelentettek, melybdl 70000 halélesettel
végzodott, illetve 3000 halvasziiletés is volt [7]. Egy tanulmany szerint, 2010-ben a teljes
évre vetitett incidencia 64/1000 ember volt ezekben az orszagokban [23]. A jarvanyokban
foleg 15-40 év kozotti fiatal felndttek érintettek, akik korében a fertézési arany 3-30%, mig
a gyermekek korében ez a szam csak 0,2-10%. Erdekes, hogy egy enterélis uton terjed6
korokozo esetén, amilyen a HEV is, arra szédmitandnk, hogy a gyerekek nagyobb
kockazatnak vannak kitéve, de altaldban naluk a virus szubklinikai fertézést okoz, mig a
fiatal felndttekben tapasztalhatunk sutlyos tlinetekkel jaré akut méjgyulladast, méjleéllast.
Emellett kifejezetten veszélyeztetettek a terhes nok, akik korében igen magas a fertdzési- €s
haldlozasi arany (akar 30-100%), illetve a vetélések szama [16, 24]. Ennek pontos okat még
maig kutatjak, de azt tudjuk, hogy nagyban befolyésolja a fertdzés kimenetelét a terhesség
alatt 1étrejovo szdmos hormonalis és immunoldgiai valtozas (folsavhiany, oxidativ stressz)
[20], illetve a szteroid hormonok szintje, ami eldsegitheti a HEV replikaciojat, valamint a
majsejtek megfeleld miukodését is gatolja, ezaltal fertdzés esetén hajlamosabbak lesznek a
terhes ndk a halalhoz vezetd majelégtelenségre, majleallasra [24].

A fejlett orszagokban jelen 1év6 zoonotikus HEV-3 és a HEV-4 genotipusok széles
gazdaspektrummal rendelkeznek. A HEV-3 sertést, vaddisznoét, szarvast, nyulat €s embert is

fertéz, mig a HEV-4 foként sertésben, vaddiszndban és emberben taldlhaté meg [12], de
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izolaltak mar tobbek kozott szarvasmarhdbol [25], szamarbdl [26], juhbdl, kecskébdl és
rhesus majombdl is [27]. Kiilonbdzd orszagokban eltérd szeroprevalenciaval (5% és 50%
kozott) fordul elé a virus, melynek okai, hogy sokszor nem nyilvanul meg klinikai
tiinetekben a megbetegedés, emellett ritkan kérnek HEV-re specifikus vizsgalatokat az
orvosok [7, 28]. A legmagasabb szeroprevalencidval rendelkezd orszagok Franciaorszag
(52,5%), Lengyelorszag (49,6%) és Hollandia (akar 31%). Vannak viszont olyan orszagok
is, ahol ezek a szamok nem érik el a 10%-ot, példaul Uj-Zéland (9,7%), Ausztralia (6%) és
frorszag (5,3%). Olaszorszagban tobb tanulmanyt is készitettek, melynek eredményei igen
nagy szorast mutattak (8,7-49%-os szeropozitivitds), aminek oka a kiillénb6z6 régiok eltérd
étkezési szokasai [1, 29]. Magyarorszagon, egy 2007-es felmérésben 10,5%-o0s
szeroprevalenciat mutattak ki [30]. Bar a kiillonb6zd orszdgokban eltérd esetszdmokat és
szeropozitivitast tapasztalhatunk, mindegyikiikre igaz, hogy az esetszamok évrdél évre
nének, aminek okat egyeldre nem talaljak. A HEV terjedhet akar fert6zott, nem megfelelden
hokezelt hussal és huskészitménnyel [5, 28], amit szamos tanulmany bizonyit.
Franciaorszagban és Ausztralidban sertéshisbol eredd megbetegedést irtak le [31, 32], mig
Spanyolorszagban vaddisznohus altal fertdzddtek emberek [33]. Emellett a transzfuzio is a
HEV fert6zés kockazataval jar, amit j6l mutat, hogy vizsgalatok szerint Svajcban a véradok
20,4%-a [34], Franciaorszagban az 56,1%-a volt szeropozitiv [35]. Azonban ezek a fert6zési
forrdsok még mindig nem magyardzzadk azt a nagy aranyu esetszdmnovekedést, amit az
utdbbi években tapasztalunk. Magyarorszagon 2021-ben 250 eset volt, de 2022-ben mar
333-ra nétt ez a szam [36]. 2023-ban 455 [37], 2024. 40. hetéig pedig mar 271 esetet
jelentettek [38]. A novekvd esetszdmok miatt egyre nagyobb figyelem fordul az allati
rezervoarok felé. Tobb kutatas foglalkozik a virus zoondtikus képességének felderitésével,
tobbek kozott vizsgaljak a kiilonbozd, folyamatos allati kontaktust igényld foglalkozasi
korokben megjelend fertézottséget is az emberekben. Ugy vélik, hogy foleg a sertéssel
kapcsolatba keriild személyek vannak kitéve a korokozonak, de a kutatasok kimutattak, hogy
nem csak Ok lehetnek veszélyeztetettek. Franciaorszdgban ¢és Neémetorszagban a
sertéstelepen dolgozoknal tapasztalhatd magas szeropozitivitds, de Portugalidban a
juhtenyésztoknél (29,3%) is magasabb szeropozitivitast tapasztaltak. Kindban még emellett
a szarvas- (40,2%) és nyérctenyésztoknél (31,8%) is kiemelkedd értékek voltak. A hentesek
és a vagohidi dolgozok korében is magasabb a HEV szeropozitivitas Németorszagban
(41,7%) és Portugalidban (29,7%) egyarant. Norvégidban és Ausztridban azt talaltak, hogy
a sertéssel foglalkozo allatorvosok kétszer nagyobb valosziniiséggel voltak szeropozitivak,

mint masok, viszont a kisallatokkal foglalkoz6 allatorvok esetén is magasabb volt a
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szeropozitivitds. Finnorszagban majdnem kétszer magasabb a szeroprevalencia az
allatorvosok korében (10,2%), ezen beliil is a kisallatokkal foglalkozok esetén a
legmagasabb (17,8%) [39]. Ezen informaciok arra biztatnak minket, hogy tovabbi
kutatasokat végezzilink a lehetséges rezervoar fajok utan és jobban feltérképezziik a virus

allat s ember kozotti terjedésének lehetdségeit.

4.6 Klinikai tiinetek

A HEV Kklinikai tiinetekben féleg a hiperendémias orszagokban nyilvanul meg. A
lappangasi ideje atlagosan 40 nap, de 2 héttdl 2 honapig is terjedhet ez az intervallum, amit
egy viraemia kdvet. Ez a viraemia a klinikai tiinetek megjelenésével, mint az enyhe 14z,
anorexia, hanyinger, hasmenés, hasi diszkomfort, sargasag és hepatomegalia, megsziinik. A
fertdzott emberekben foként akut majgyulladas, majelégtelenség alakul ki, amely stlyos
esetben fulminans hepatitist okozhat, és igy jelentdsen rontja a beteg progndzisat [3, 40]. A
HEV fert6zott terhes nok, foként a masodik és harmadik trimeszterben, fokozottan
veszélyeztetettek, igy esetiikben az akut majelégtelenség, a vetélések és a halalos kimenetelii
fertdzés esélye joval nagyobb [40]. Az ujsziilottekben is kialakulhat hepatitisz, valamint
hipoglikémia a vertikalis terjedés kovetkeztében [2, 3].

A fejlett orszagokban megbetegedést okozé HEV-3 és HEV-4 valdsziniileg kisebb
patogenitassal rendelkeznek, igy altalaban szubklinikai fertézést, vagy egy hosszantarto
viraemiaval jaro, kronikus hepatitist okoznak. Ez utobbit f0ként immunhianyos betegek
esetén tapasztaltdk, mint példaul szervatiiltetésen atesetteknél vagy human
immundeficiencia virussal (HIV) fert6zotteknél. Ezeknek a betegeknek altaldban csak enyhe
tiineteik vannak, mint az étvagycsokkenés, fogyas, illetve a majgyulladast jelzé vérkép
értékek emelkedése, viszont 2-3 éven beliil a virus akdr majfibrozist, illetve méjcirrozist
okozhat [2, 3, 40]. Ezekben az orszdgokban a terhes nék kapcsan még csak HEV-3-mal
torténd megbetegedésrdl van informacionk, amely nem okozott heveny majelégtelenséget
az anyaban, illetve sziilészeti szovoidményekkel sem jart [2].

Bar a HEV egy hepatotrop virus, kimutattak, hogy képes extrahepatikus szovetekben
is szaporodni és elvaltozasokat okozni, ezaltal kialakithat tobbek kozott akut pancreatitist,
glomerulonephritist, autoimmun pajzsmirigygyulladast, illetve vérsejteket érintd
betegségeket. A vesében €s a gastrointestinalis traktusban torténd szaporodas révén, a virus
uriilhet a vizelettel és a széklettel is. A HEV képes az idegrendszerben is szaporodni €s

neuroldgiai tlineteket okozni, koriilbeliil a fertdzések 5%-aban. A fertdzeés kialakithat
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encephalitist, periférids vagy brachialis neuropatiat, Guillain-Barre-szindromat vagy Bell-
bénulast is [2, 4].

A HEV fert6zés kimenetelét és stlyossagat szamos tényezd befolyasolja, tobbek
kozott fligg a virus genotipusatol, a gazdaszervezet immunallapotatél és esetleges

tarsfertdzésektdl is.

4.7 Hepatitis E virus fertozés allatokban, a zoonodzis veszélye
A zoono6tikus HEV-3 és HEV-4 rezervoarjait mar az 1990-es évek ota kutatjak. Ennek
eredményeképpen az elmult évtizedekben szamos hézi-, és vadonéld allatbol kimutattak a

korokozot, de a rezervoar fajok listaja még mindig nem teljes [12, 41].

4.7.1 Hepatitis E sertésben és vaddisznoban

A HEV-3 és HEV-4 {6 rezervoarjainak a sertést és a vaddisznot tartjak, ezért szamos
kutatds iranyul a kozvetitdszerepilk pontos megismerésére. 1990-ben Baleyan ¢és
munkatarsai egy kisérlet keretein beliil sertéseket fertéztek meg humén HEV-3-mal igy
bizonyitva azok rezervoar szerepét. [5] Ezt kovetden, 1997-ben az Egyesiilt Allamokban
sertésekbol kimutattdk a sertéshepatitis E virust (sertés HEV), illetve a sertésallomanyok 3
hoénapos vagy annal idésebb egyedeiben nagy aranyu szeropozitivitast fedeztek fel. [42] A
sertés HEV nem csak az Egyesiilt Allamokban fordul eld, vilagszerte jelen van a legtobb
sertéstelepen. Bar a fertdzottség orszagonként és telepenként is eltérd, fontos, hogy a
gazdasagokban torekedjenek a virusterhelés csokkentésére. [43] Nehézséget jelent, hogy a
virussal természetesen fertdzott allatok nem mutatnak klinikai tiineteket, csak boncolas
soran felfedezhetd, hepatitisre utald elvaltozasokat, viszont a virus genomja 80%-0s
azonossagot mutat a HEV-vel, illetve reagal a HEV ellen képz6dd ellenanyagokkal [42]. A
virus ezen tulajdonsdgai is arra utalnak, hogy a virus atvitele gyakori sertések és emberek
kozott.

A virust foként szajon at veszik fel a sertések a korai életkorban, de érintkezés ttjan
is terjedhet a korokozot [43, 44]. Ezutan egy lappangasi id6szak kovetkezik, amely atlagosan
1-2 hétig tart, de ennek hosszat befolyasolja tobbek kozott a felvett virus mennyisége, illetve
esetleges egyéb betegségek, melyek terhelik az allat szervezetét. A maternalis immunitas
csokkenésével, a 2-3 honapos sertésekben viraemia alakul ki, melynek kovetkeztében
bélsarral és vizelettel elkezdik iiriteni a virust [43, 45]. Id6sebb allatokban a virusiirités

mértéke csokken az ellenanyagok megjelenésével, igy a vagohidra kertild allatokbol és allati
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termékekbdl a virus orokitdanyaga kisebb prevalencidval mutathatoé ki, de a his, ma4j,
maspastétom és egyéb maj alapu termékek 3-30%-aban megtalalhato a virus RNS-e. Ez
aggodalomra adhat okot élelmiszerbiztonsagi szempontbol [44].

Bar tudjuk, hogy a vaddisznok fontos szerepet toltenck be a HEV-3 és HEV-4
terjesztésében, mégis a kutatasok nagyrésze inkabb a hazi sertésekre irdnyul [46]. Azt
biztosan tudjuk, hogy a vaddisznok képesek megfertdzni a hazi sertéseket fekal-oral uton,
ha tartastechnoldgiai hiba miatt érintkezhetnek egymassal. [44] Emellett az ember szamara
is potencialis fertézési forrasok. Nem csak a rosszul hokezelt allati termékek
elfogyasztasaval, hanem kontaktus utjan is fert6zddhetiink vaddisznoktol. Valdszintileg ez
az oka annak, hogy magasabb ellenanyag szintet mértek vadaszok és erdészeti dolgozok

korében is [3, 46].

4.7.2 Hepatitis E szarvasokban

A szarvasok szerepe a virus terjesztésében nagyrészt ismeretlen, de annyi bizonyos,
hogy a vadhusok, koztik a szarvashiis fogyasztisa is szerepet jatszik az emberi
megbetegedésekben [28]. Felmérések alapjan ugyan a szarvasmajban kisebb
valdszinliséggel és mennyiségben talalhat6 virus RNS, mint a vaddisznomadjban, tehat nem
jelent akkora veszélyt a fogyasztasuk, mégis szamos emberi fertdzést tudnak 6sszekdtni
szarvashus fogyasztasaval [44]. Tobb olyan megbetegedésrdl is beszamoltak, amelyeket
nyers szarvashts fogyasztasaval hoztak 6sszefliggésbe [47]. Japanban vadhus okozta HEV
fertdzést eldszor 2003-ban irtak le, melyet sika szarvasbol késziilt, nyers hust tartalmazo
sushi okozott [5]. Aggodalomra ad okot az is, hogy tobb felmérés soran is magas
szeroprevalenciat mutattak ki kiilonboz6é szarvasfélékben. Mexikdéban a fehérfarku
szarvasok 62,7%-abdl, Japanban a yezo szarvasok 35%-4abol mutattak ki ellenanyagot [3].
Ezek az esetek és adatok arra figyelmeztetnek minket, hogy a nyers szarvashts fogyasztasa

nem veszélytelen.

4.7.3 Hepatitis E egyéb allatokban

A potencialis rezervoar fajok koziil a nyulak kiemelenddek, mert nem csak a fertdzés
kozvetitésében, hanem allatmodellként is fontos szerepet toltenek be, mert HEV-4 kisérleti
fertdz¢€s esetén, az embereknél is lathato, akut és kronikus hepatitisz jelei figyelhetéek meg
naluk [3, 48]. Nyulakbol a virust eldszor Kinaban mutattak ki, majd késdbb tovabbi 7 orszag
is detektalta a nyal HEV-et (tHEV), melyet a nukleotid szekvencidja alapjan a
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3. genotipushoz soroltak [48]. Az rHEV genomjat tekintve, a tobbi genotipust6l sem mutat
nagy eltérést, emiatt képes reakcioba 1épni sertések, patkanyok, emberek és madarak HEV
ellenanyagaval is. Mindemellett egy kisérlet soran sertéseket és foemlOsoket fertéztek
rHEV-el [48, 49], illetve azt is felfedezték, hogy képes replikalédni emberi sejtvonalakon
[50]. Ezen ismereteinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az rHEV magas zoondtikus
kockézattal rendelkezik.

A ragcsalok minden ember €letében jelen vannak, akar nagyvarosban, akar vidéken
jarunk, ezért fontos szerepiik lehet a HEV terjesztésében [12]. Ennek megfelelden tobb
orszagban vizsgaltak varosi és vidéki patkanyokat, melyek 44-90%-anal taléltak
szeropozitivitast [51]. Nemrég az Egyesiilt Allamokban kimutattak egy uj patkany HEV
torzset, melyet a 3. genotipusba soroltak [52]. Kordbban Németorszagban detektaltak HEV
patkanytorzset, melynek genomszekvencidja 59,9%-ban és 49,9%-ban azonos volt az
emberi, illetve a madar HEV torzsekkel. Az Gjonnan felfedezett patkdny HEV és a virus

genomjanak variabilitdsa zoon6tikus potencialt jelent [12].

4.7.4 Hepatitis E kutyakban és macskakban

A kutyak és a macskdk szerepét a HEV terjesztésében jelenleg még nem ismerjiik,
viszont egyre nagyobb figyelem irdnyul rajuk, mivel egyre tobb haztartasban élnek mar
csaladtagként. Egy 2020-as felmérés alapjan, Eurépdban nagyjabol 195 millié kutya és
macska €1, ami azt jelenti, hogy a haztartdsok 25%-a kutya- vagy macskatart6 [53]. Az
emelkedd 1étszam mellett viszont a tartasi kortilmények és célok is rohamosan valtoznak. A
legtobb allattartd igen szoros kapcsolatban ¢l kutydjaval vagy macskéjaval, mivel teljes
értékii csaladtagnak tekinti Oket [54]. A tl szoros ember-allat kapcsolat viszont kdnnyebb
terjedést biztosit szamos zoondtikus virusnak, baktériumnak, parazitanak és gombdanak [55].
Ezen korokozok széles palettajabol kiindulva érdemes foglalkozni a kutydk és macskdk HEV
kozvetitd szerepével. Az elmult évtizedekben egyre tobb orszagban kerestek bizonyitékokat
arra vonatkozoan, hogy ezek az allatok szerepet jatszanak a virus terjedésében. Els6ként
2001-ben, Indiaban tudtdk kimutatni kutydk szérummintéibol a HEV ellenanyagot [56]. Ezt
kovetden mas orszagokban is probalkoztak az ellenanyagkimutatassal, illetve néhany
esetben bélsarminta gyljtés is tortént, melyben a HEV orokitdanyagat keresték, hogy
bizonyitékot szolgaltassanak a kutyak és macskak esetleges rezervoar szerepére. A kutatasok

soran gytijtott mintakat, azok szamat €s az eredményeket a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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2. tablazat: A kiilonb6z6 orszagokban végzett HEV szeropozitivitas feltérképezése kutyak
¢és macskak koérében

Bélsar-
Kutya Macska
minta
Szérum- Pozitiv Szérum- Pozitiv
) ; Szazalék . . Szazalék
minta minta minta minta
(%) (%)
(db) (db) (db) (db)
India
44 10 22,7 NEM
(2001) [56]
Egyesiilt
Kiralysag 247 2 0,8% IGEN
(2015) [57]
Kina
4490 1641 36,55 NEM
(2017) [58]
Svaje
84 32 38 NEM
(2020) [59]
Hollandia
162 30 18,52 47 7 14,89 IGEN
(2020) [60]
Spanyol-
orszag 152 15 9,9 144 4 2,8 NEM
(2021) [53]
Német-
orszag 124 12 10 119 7 6 NEM
(2023) [61]
Lengyel-
orszag 82 0 0 90 0 0 NEM
(2023) [62]
Bulgiria
90 19 21,1 90 16 17,7 NEM

(2023) [63]
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A téblazat alapjan lathato, hogy az elmult par évben igen nagy hangsulyt kapott a
kutydk és a macskak HEV fert6zottségének vizsgalata. Valdszintileg ez a ndvekvd human
esetszamoknak koszonhetd. Mar 2020-ban is tobb kutatds irdnyult az ellenanyag
kimutatasara szérum mintakbol, de itt még csak kutyakbol szarmazo mintakat vizsgaltak. A
tavalyi évben Uijabb hdrom orszag probalta felmérni a szeroprevalenciat mar nem csak
kutyakban, hanem macskakban is.

A kiilonb6z0 orszagok eredményei kozott jelentOs eltérések vannak, de tobbek kdzott
a Kinaban és Svajcban tapasztalhato magas szeroprevalencia kutyak korében arra enged
kovetkeztetni, hogy szerepiik lehet a HEV terjesztésében. Mivel a szeropozitivitds dnagaban
még nem igazolja a kutydk rezervoar szerepét, ezért voltak probalkozasok a HEV
orokitéanyaganak kimutatasara bélsarmintakbodl. Az Egyesiilt Kirdlysagban végzett felmérés
soran 248, Hollandidban pedig 19 bélsarmintat vizsgaltak meg PCR segitségével, de
mindegyik negativ eredményt hozott [57, 60]. Az aktiv fertdzés kimutatasa nélkiil, jelenleg
nem bizonyitott a kutydk rezervoar szerepe, azonban az atlagosnal magasabb
szeropozitivitast tapasztalunk olyan emberek esetében, akik munkajuk vagy életviteliik miatt
tobbet érintkeznek kutydkkal.

A macskak korében is valtozatos szeropozitivitdst hoztak a kutatasok, illetve a
kutydkhoz hasonldéan naluk sem tudtak kimutatni a HEV orokitéanyagat, igy az aktiv
fertézést [58]. Bar nem tudjuk bizonyitani, hogy a kutyak, illetve a macskak szerepet

jatszanak a HEV kozvetitésében, nem is zarhatjuk ki 6ket a rezervoarok listajarol.
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5. CELKITUZES

A szakdolgozatom soran a kutyak szerepét kerestiik az emelkedé szamu HEV esetek
hatterében. Megprobaltuk kimutatni, hogy képesek-e a kutyak olyan mértékiit HEV firitésre,
ami miatt potencialis fertézési forrasként szolgalnanak a veliik érintkezé emberekre nézve.
Ehhez bélsarbol probaltuk PCR segitségével kimutatni a virust. Pozitiv viruskimutatés
esetén pedig szerettiikk volna izoldlni is a korokozot. Emellett ELISA-val szeroldgiai
vizsgalatokat is végeztiink, melyekhez szérum mintakat gytljtottiink ellenanyagkimutatas
céljabol. Magyarorszagon még nem tortént olyan felmérés, ami a kutyak szeroprevalenciajat
vizsgalta volna, annak ellenére, hogy a kutyak szdma, illetve a kutyatartds médja hazankban
is drasztikusan valtozik. Szerettiink volna olyan kutyat talalni, amely nem csak szeropozitiv,
hanem a fert6zés aktiv szakaszaban van, tehat virusiiritd is, ezért a mintagyiijtést majenzim
emelkedett, idiopatikus majgyulladdsban szenvedd kutydkbol is végeztiikk, nem csak

egészséges allatokbol. Mindamellett kutatasunk arra is iranyult, hogy informéciot nyerjiink

crer
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6. ANYAG ES MODSZER

6.1 Mintagytijtés

A kutatasunk soran az ellenanyagokat szérumbdl, a virust pedig bélsarbol probaltuk
kimutatni. Osszesen 141 db szérum minta érkezett be, amelyek koziil 45 darabhoz
bélsarminta is tarsult. Ezek nagyrészét kisallatrendelokben gytijtotték, de kaptunk mintat
taskas praxisbol, illetve az Allatorvostudomanyi Egyetem (ATE) Kisallatklinikajarol is.
Abbol a 45 mintabdl, amikor bélsar és szérum egyiittesen érkezett, 34 esetben az amino-
alanintranszferaz (ALT) legaldbb négyszeresére emelkedett az élettani értékhez képest
¢és/vagy az epesav 40 umol/l feletti volt. Illetve kizartdk a prehepatikus, heamolitikus
icterust, tehat idiopatikus mdjgyulladas allt fent. Emellé tovabbi 5 db szérum érkezett,
amelyek kovették ezt a protokollt. A tobbi minta egészséges vagy olyan kutyakbol
szarmazott, melyeknek nem volt majenzim és/vagy epesav érték emelkedése vagy csak
minimalis, és emellett mas betegség miatt keriiltek allatorvoshoz. (4. abra) A mintakat steril
vércsovekben, illetve az erre a célra gyartott bélsargyijté tégelyekben taroltak +4°C-on a
laborba érkezésig, ahol ezutan a bélsarmintak -80°C-os, a szérumok pedig -20°C-os

fagyasztoszekrénybe keriiletek a feldolgozasig.

140
120
100
80
60
40
20
0 I
Rendelé  Rendels Taskds | Taskds ATE ATE
praxis praxis
Mijbeteg 39 0
Egyéb betegség 86 0
M Egészséges 0 10
Szérum + bélsar 34 5
Szérum 91 5 0
Szérum Szérum + bélsar M Egészséges Egyéb betegség Mijbeteg

4. abra: A kutyak egészségi allapota és a kapott mintak eredete.
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6.2 Mintafeldolgozas

6.2.1 Az RNS kivonasa a bélsarmintakbal

A bélsarmintakbol térténd nukleinsav kivondshoz a Zymo Research Quick-
DNA/RNA Viral Kit-et (Catalog Nos. D7020 & D7021) hasznaltunk a gyartd itmutatdjat
kovetve. Elsd 1épésben egy zoldborsonyi bélsarat attettiink egy eppendorf csdbe, amihez
hozzaadtunk 400 pl fizioldgias foszfatpuffert (PBS). Ezt vortex segitségével alaposan
elkevertiilk, amig homogén nem lett. Ezutan az elegyet 12000 g fordulatszamon, 30
masodpercig centrifugaltuk, hogy a szilard részeket leiilepitsiik. A keletkezett feliiluszobol
200 pl-t atpipettaztunk egy eppendorf csébe, majd ehhez hozzamértiink 100 ul DNA/RNA
Shield-et, melyet vortex-szel alaposan &sszekevertiik. Ehhez aztan hozzamértiink 400 pl
Viral DNA/RNA Buffer-t, majd ismét egy keverési fazis kovetkezett. Az igy keletkezett 600
pl mintat két részletben atmértiik egy szlirdvel rendelkez6 Zymo-Spin IIC-XL Column
csObe, amit pedig beletettiink egy gylijtécsébe. Ez kdvetéen 10000 g fordulatszdmon, 2
percig centrifugaltuk annak érdekében, a sziirére kitapadjon a nukleinsav. A nukleinsav
mentes folyadékot, ami a gyiijtdcsOben Osszegyllt, kiontottiik. A kovetkezd 1épésben a
szlrén 1év6 mintara 500 pl Viral Wash Buffer-t mértiink, majd Gjra 10000 g fordulatszamon,
30 masodpercig centrifugaltuk. A gyiijtdcsdbe keriilt folyadékot ismét kiontottiikk, majd a
folyamatot megismételtiik. Ezt kovetden 500 pl 97%-os etanolt pipettdztunk a sziirdre és az
elébbi fordulatszamon 1 percig centrifugaltuk. Az etanol teljes eltavolitasa érdekében
12000 g fordulatszamon tovabbi 1 perces centrifugéalas kovetkezett. Ezutan a gyiijtécsovet
eltavolitottuk és kidobtuk, a sziirével ellatott csdvet pedig steril eppendorf csébe helyeztiik
¢és ramértlink 50 pul DNaz/RNaz mentes, steril vizet. Ezt a 1épést egy ujabb 30 masodperces
centrifugalds kovette az elébbi fordulatszamon. A teljes folyamat 45 pl nukleinsavat

eredményezett, melyet -80 °C-on taroltunk a tovabbi felhasznalasig.

6.2.2 RT-PCR

A bélsarmintdk vizsgdlata sordn a virus kimutatdsdhoz reverz transzkripcios
polimeraz lancreakcidt (RT-PCR) alkalmaztunk. Ennek elsd 1épéseként, a mar kordbban
kivont RNS-t kellett komplementer DNS-re (cDNS) atirni. Erre a célra a Maxima H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kitet (ThermoFischer, katalogus szam: K1651) hasznaltuk a
gyartd utasitasai szerint. A rendelkeziinkre all6 komponensekbdl, elészor egy elegyet

készitettlink egy eppendorf csébe, melybdl késébb 15 pl-t kevertiink 5 pul RNS mintahoz.
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A reagensek hdérzékenysége miatt, a reagensek Osszemérését jégen végeztik el. A

reakcidelegy pontos dsszetételét 1 db mintdra nézve a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat: Az RNS atirashoz sziikséges reakcioelegy Osszetétele

Reagensek Mennyiség

RNS Sul

Random hexamer primer Il
10 mM dNTP Mix 1l
Nukleaz mentes viz 8 ul

5X RT Buff 4 ul

Maxima H Minus Enzyme Mix 1l
Osszesen 20 ul

A 200 pl térfogata PCR csovekben 1évé 5 ul RNS kivonatokhoz 15 pl reagens
keveréket adtunk, majd pipetta segitségével alaposan Osszekevertiik dket. A centrifugalast
kovetden a mintakat betettiikk a PCR gépbe, amely 10 percig 25 °C-on, utana pedig 30 percig
50 °C-on inkubalta azokat. Ezt kOvetéen a kapott cDNS-eket -20 °C-on taroltuk a
felhasznalasukig.

A kovetkezO 1épéshez a DreamTaq Green DNA polymerase enzimet €s a hozza
tartozo puftert (EP0713), illetve ANTP-t (R0182) hasznaltuk, melyekhez még hozzaadtunk
két, a SIGMA-céggel szintetizaltatott primert is (ORF2-F:
5’GACAGAATTRATTTCCTCGGCTGG 3 és ORF2-R:
S’CTTGTTCRTGYTGGTTRTCATAATC 3°). A reagenseket az elobbiekhez hasonloan
Osszekevertiik egy eppendorf csdbe, majd 48 pl-t pipettaztunk beldle a korabban eldallitott
2 ul cDNS-hez. A reakcioelegy pontos dsszetétele 1 db mintara nézve a 4. tablazatban

lathato.
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4. tablazat: A PCR-hez sziikséges reakcidelegy Osszetétele

Reagensek ‘ Mennyiség
c¢DNS 2 ul
10x-es higitasu DreamTaq puffer Sul
25 pM forward primer 1l
25 pM reverse primer 1wl
5 U/pl Taq enzim 0,2 pl
10 mM dNTP, 1wl
nukleazmentes, steril MQ-viz 48 ul-ig, a cDNS nélkiil
Osszesen 50 pl

A PCR-hez sziikséges pozitiv kontroll egy huméan minta volt, amit a Magyar
Honvédség Egészségiigyi Kozpont Honvédkorhazabol kaptunk. A negativ kontroll csak a
reagensek elegyét tartalmazta a cDNS nélkdil.

A PCR elvégzéséhez a Biometra TGradient gépet hasznaltuk. A folyamat soran
harom Iépés kovette egymast ciklikusan. Eldszor a kétszalo DNS szétvalasa, mas néven
denaturacidja tortént meg 95 °C-on. Ezt kovetden a folyamat 55 °C-on folytatodott, ahol a
primerek hozzatapadtak a veliik komplementer DNS-szalak szakaszaihoz. Az utolsd
lépésben 72 °C-on pedig a DNS szintézise tortént meg. A harom 1épés dsszesen 40-szer
ismétlodott, majd -20°C-ra torténé athelyezésig a gép +4°C-on tarolta a kész DMS
termékeket.

Az értékeléshez gélelektroforézist hasznaltunk, melyhez 2 m/m%-os agardz gélt
készitettiink. Ennek elkészitésé¢hez 40 ml TAE pufterhez (40mM Tris, 20 mM ecetsav, 1 mM
etilén-diamino-tetraecetsav) hozzamértink 8 g SeaKem LE Agarose port, amit az
Osszekeverés utan oldodasig hevitettiink. Ezt kdvetden kézmeleg hdmérsékletre hiitottiik
vissza, majd 2 ul GR Safe DNA I (Life Science Technologies) festéket tettiink bele, annak
érdekében, hogy késébb az UV fény alatt le tudjuk olvasni az eredményeket. Ezutan a
keveréket milanyag kadba ontottiik és 15 percig hiilni hagytuk. Amikor az agar6z gél kelléen
megdermedt, a zsebekbe pipettaztunk minden mintabol 10 pl-t, illetve minden sor elejére

keriilt egy negativ és pozitiv kontroll, valamint egy GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo
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Scientific, katalogus szdma: SMO0311) DNS I1étrabol 3 pl, ami a mintdk hosszanak
meghatdrozasahoz sziikséges. A mintdkat ezutdn 110V-on 20 percig futtattuk, majd UV

fénynél leolvastuk az eredményeket.

6.2.3 A szérum mintak elokészitése

A kutyakbol nyert szérumok egy része eppendorf csovekben, egy része pedig
vérvételi csovekben, centrifugalva érkezett. Az utobbi esetében, ha a szérum szeparalasa
megfeleld volt, akkor atpipettaztuk azt egy steril eppendorf cs6be. Ha viszont ugy itéltiik
meg, hogy nem megfelelé mértékii a szérum szeparacioja, akkor 3000-es fordulatszamon 4
percig centrifugaltuk a vérmintat és csak ezutdn mértiik 4t Oket a steril eppendorf csdbe. Ezt

kovetden a mintakat -20°C-on taroltuk.

6.2.4 ELISA

A szérumok ellenanyagszint méréséhez enzimhez kapcsolt immunoszorbens
vizsgalatot (ELISA) végeztiink. Ehhez az ID Screen® Hepatitis E Indirect Multi-species Kit-
et hasznaltuk a gyartd utasitdsainak megfeleloen. Elsé korben eldkészitettik a
Solution 20X) 1:20 ardnyban desztillalt vizzel kellett higitanunk. A folyamat soran dsszesen
hat mosast kell végrehajtani két részletben. Egy mosashoz 300 pl moso6folyadék sziikséges,
vagyis a 96 lyuku lemez esetén, a teljes folyamatra vetitve ez 172,8 ml-t jelent. Ennek

megfelelden, az esetleges veszteségekkel is szamolva, 200 ml moso6folyadékot kevertiink be

crer

crer

koncentratumot (Concentrated Conjugate 10X) 1:10 aranyban kevertiik a Dilution Buffer 3-
mal. Tehat 10 ml konjugatumhoz 1 ml koncentratumot és 9 ml Dilution Buffer 3-mat
kevertlink Ossze egy steril centrifugacsOben. A kikevert reagenseket a felhasznalasukig
félretettiik.

Az els6 1épésben 190 pl Dilution Buffer 2-t mértiink minden lyukba. Ezt kovetéen
az Al, A2, valamint a B1 és B2 lyukakba 10 pl negativ kontroll mintat mértiink, majd
ugyanennyi pozitiv kontroll mintat pipettaztunk a C1, C2, valamint a D1 és D2 cellakba is.

Az Osszes tobbi lyukba pedig parhuzamosan kimértiink 10-10 pl szérum mintét.

25



Ezt kovetéen szobahdémérsékleten 45 + 4 perc inkubacid kovetkezett, melyhez a
tesztet lefedtiik. Az idd letelte utan a lyukakban 1évo folyadékot kiontottiik és haromszor
atmostuk azokat a kordbban eldallitott mosooldattal. Egy mosas alkalmaval 300 pl
mosofolyadékot pipettaztunk egy lyukba, amit utana kiontottiik. Ezt a folyamatot ismételtiik
meg a sziikséges szamban. Az utolsé adag moséfolyadék kiontése utan 100 pl konjugatumot
mértiink a lyukakba, majd ismét lefedtiik a lemezt és inkubaltuk 30 + 3 percig. Ezt kovetden
ismét egy mosasi fazis kovetkezet, melyet az eldbb leirt modon végeztiink el. A kdvetkezd
1épésben 100 pl Substrate Solution-t adtunk a mintdkhoz, majd lefedve a tesztet, ismét
inkubdltuk azt 15 + 2 percig. Végezetiil pedig a folyamat ledllitasahoz, 100 pl Stop Solution-
t mértiink minden lyukba. Az eredmények értékeléséhez abszorbancia mérést végeztiink 450
nm-es hulldmhosszon.

A kapott értékekbdl szdmolasokat végeztiink. Eldszor ellendriztik a tesztek
érvényességét az alabbi képlet alapjan: net OD = ODeven well — ODodd well, tehat ugyanazon
minta jobb oldali oszlopban lathato értékét ki kell vonni a bal oldali értékbdl. Ennek az
eredménynek a pozitiv kontroll esetén nagyobbnak kell lennie 0,350-nél. Ezt kdvetden a
pozitiv és negativ kontroll értékét is 6ssze kell hasonlitani, melyhez a kdvetkezd képletet
hasznaltuk: net ODpc / |net ODnc|. Tehat az el6z6 képlet alapjan a net OD értéket kiszamitjuk
mind a pozitiv, mind a negativ kontroll esetén, majd a pozitiv kontroll értékét elosztjuk a
negativ kontroll értékének abszolutértékével. Ennek eredményeképpen 3,5-nél nagyobb
szamot kell, hogy kapjunk. Végezetiil pedig minden minta S/P% értékét ki kell szamolni,
mert ez adja meg, hogy az adott minta negativ, kétes vagy pozitiv. Az S/P%-ot az alabbi
képlet alapjan szamoljuk: net ODsample / net ODpc X 100, vagyis minden minta net OD értékét
kiszamoljuk a legels6ként ismertetett képlet alapjan, majd ezt elosztjuk a pozitiv kontroll net
OD értékével, végiil pedig megszorozzuk szazzal. Az értékelést az 5. tablazat alapjan
végeztik.

5. tablazat: Az ELISA értékelésére szolgalo tablazat

S/P% < 60% negativ
60% < S/P% <70% kétes
S/P% =70% pozitiv
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7. EREDMENYEK

A kutatasunkhoz 6sszesen 141 db szérum és 45 db bélsarminta gytlt 6ssze. A mintak
nagy része budapesti rendelokbdl (125 db szérum, 34 db bélsar) érkezett, kisebb része pedig
budapesti taskas praxisbol (10 db szérum, 5 db bélsar), illetve az Allatorvostudomanyi
Egyetem Kisallatklinikdjardl (6 db szérum, 6 db bélsar) érkezett. Bar a rendeldk a févarosban
talalhatoak, ennek ellenére egyes mintak vidéki kutyaktol szarmaztak.

A PCR vizsgalatot a 45 bélsarmintabol egyszerre végeztiik el, melyek eredménye
minden esetben negativ lett, tehdt nem tudtuk kimutatni a virus 6rokitdanyagat.

Ezzel szemben a szerologiai vizsgalat eredményesnek bizonyult. A 141 szérum minta
ELISA eredménye az alabbiak szerint alakult: 2 db pozitiv, 1 db kétes és 138 db negativ. A
két pozitiv szérumhoz ugyan nem érkezett bélsdrminta, de annyit tudunk ezekrdl a kutyéakrol,
hogy nem volt diagnosztizalt mdjat érintd betegségiik, de mind a ketten daganatos
megbetegedésben szenvedtek, €és a mintavételt kovetd héten elhullottak. Szerettiink volna
utélagosan bélsarmintat gytjteni toliik, de sajnos erre mar nem volt lehetdségilink. A kétes
eredményt mutat6 allat esetében volt bélsarminta is, melynek a PCR eredménye korabban
mar ismertetve lett. A két pozitiv mintat tartalmaz6 lemez optikai denzitas (OD) értékeit a 6.

tablazat mutatja be.

6. tablazat: Az ELISA lemez OD értékei, melyben kék szinnel a negativ kontroll, pirossal a pozitiv
kontroll van jeldlve, illetve félkovérrel, alahuzva lathatéak a pozitiv mintak.

0,0851 00859 0,1074 0,1146 0,1209 0,1216  0,1000  0,1833  0,1453  0,1539  0,1054  0,1089
0,1263 09224 0,2478 04350 0,18064 0,1936  0,1448 0,1719 0,1293  0,1314 0,1049  0,1003
0,1384  0,1444 0,1789 0,2786 0,0872  0,1264 0,1023  0,0964 0,1222  0,1325 0,1698  0,1519
0,0995 0,1291 0,1175 03583 0,1810 0,1832  0,1172 1,2103 0,0645 0,2419 0,0748  0,0696
0,1285 0,1645 02010 0,2144 0,1052 0,1207 0,2560 0,3324 0,1262 0,1304 0,0967  0,1447
0,1441  0,1232  0,6821 0,7881 00,1133  0,1931 0,1287 0,0941 0,1779 0,1874  0,1727  0,1379
0,1022  0,0839 0,1149 0,1341  0,1597 0,1648 0,1031  0,0878 0,0833  0,0663 0,0993  0,0892

0,1115  0,1255 0,2452 03775 0,1361 0,1356  0,1107 1,2882 0,1550 0,1479 0,1722  0,1591

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
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Bér a mintaszdm elenyészd, mégis pozitiv eredménnyel zérult a vizsgalat, tehat
érdemes lehet a késobbiekben hangstulyt fektetni a magyarorszagi kutyak
szeroprevalenciajanak feltérképezésére. Az altalunk gyiijtott mintak alapjan azt mondhatjuk,
hogy 1,42%-o0s a szeroprevalencia a kutydk korében. Mindamellett, hogy ez a szam elég
alacsony, egy nagyobb mintaszamu vizsgalat sordn valoszintlileg néne ez az érték, foleg ha
még tobb majenzim és/vagy epesav emelkedést mutatd, idiopatikus majgyulladasban

szenvedo kutya mintajat vizsgalnak. Az eredményeket az 5. abra foglalja 6ssze.

Beisar |
szérum | N

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Szérum Bélsar
M Negativ 138 45
Kétes 1
M Pozitiv 2

H Negativ Kétes M Pozitiv

5. abra: A PCR és ELISA vizsgalatok eredményei
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8. MEGBESZELES

Az elmult években szamos fejlett orszagban tapasztalhato a hepatitis E virus okozta
emberi megbetegedések szamanak, illetve a szeroprevalencia mértékének névekedése [29].
Annak ellenére, hogy sokszor nem diagnosztizaljak a megbetegedést, igy nem is jelentik [7],
mégis jol lathato esetszam novekedés tapasztalhato Magyarorszagon is. 2023-ban 455 esetet
jelentettek [37], mig az el6z6 évben csak 333-at [36]. Ez majdnem 1,5-szeres novekedést
jelent. Kozegészségiigyi szempontbol nem elhanyagolando, hogy a fejlett orszagokban a
HEV-3 ¢s HEV-4 vannak jelen, melyek zoonotikus potenciallal birnak. Mindkét genotipust
szamos allatfajbol kimutattdk mar, de f6 rezervoarnak a sertést tartjak [12]. Annak ellenére,
hogy Eurdpaban csokkend tendenciat mutat a sertéstartas, illetve a sertéshus termelés- és
fogyasztas, tehat a potencidlis rezervoarral valo érintkezés, az esetszamok folyamatosan
nének [64].

A sertések mellett fontos szerepet jatszanak a HEV kdzvetitésében a vaddisznok,
szarvasok, nyulak, illetve a patkanyok is. Tobb olyan esetet is jelentettek, melyek soran nyers
vaddisznd- vagy szarvashus okozott emberben megbetegedést [46, 47]. Mindemellett
kimutattdk, hogy a szeroprevalencia magasabb az erdészeti dolgozok €s a vadaszok korében
is [46]. A nyulak is potencialis fert6zési forrast jelenthetnek, mert a bel6liik kimutatott rtHEV
szoros rokonsagban all az emberi HEV-vel [48]. Hasonlo6 a helyzet a patkanyok esetén is,
amelyek HEV virusdnak genomja ugyan kisebb hasonldsdgot mutat az emberi HEV-hez
képest, de ugyanakkor sokkal nagyobb az esély arra, hogy ragcsalokkal érintkezziink a
mindennapok soran, lakhelytdl fiiggetleniil [12]. Bar a felsorolt allatfajok mindegyike fontos
kozvetitdje lehet a HEV-nek, szerepiiket csak ritkan tudjuk bizonyitani, igy nem
magyarazzak az esetszamok ilyen mértekli novekedését.

Az emberek ¢életében egyre fontosabb szerepet toltenek be a kutyak és a macskak. A
legtobb tulajdonos csalddtagként tekintenek hdzikedvencére, amivel egyilitt jar az is, hogy
megosztjdk velilk az otthonukat, az alvohelyiiket és az ételiikket is [54], ami komoly
jarvanytani kérdéseket vet fel. Mindemellett az egy haztartdsra jutd allatok szédma is
folyamatosan novekszik. Ez a tendencia Magyarorszagon is megfigyelhetd, ahol harom év
leforgasa alatt 750.000-rel nétt a nyilvantartott kutydk szama [6]. Nem véletlen, hogy a
kutydk HEV szeroprevalencidjanak feltérképezésére mar szamos orszagban volt
kezdeményezés. Az adatokat Osszevetve lathatjuk, hogy az emberek ¢és a kutydk

szeropozitivitasa kozott osszefliggés figyelhetd meg. Kindban a kutyak korében 36,5%-at
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szeroprevalenciat taldltak [58], mig emberek korében ez a szdm 23,17% [65]. Indiaban
22,7%-0s szeropozitivitds figyeltek meg a kutydk kdrében [56], mig az emberek esetén ez
15% [66]. Hollandidban az emberek akar 31%-a [29], mig a kutyak 18,52%-a rendelkezik
ellenanyaggal [60]. Ezek alapjan a kutyak esetleges kozvetitd szerepét nem hagyhatjuk
figyelmen kiviil.

Tobb orszagban probalkoztak mar virus kimutatassal kutydk bélsarmintaibol,
mindeddig sikerteleniil. ezért kutatdsunk soran, igyekeztiink olyan mintdkat gytjteni,
melyeknek emelkedettek voltak a majenzim, illetve epesav értékei. Bar szakirodalmi adatok
nem allnak rendelkezésiinkre, hogy a fert6zés milyen elvaltozasokat okoz kutyakban,
feltételeztiik, hogy hepatotrdp virusrol 1évén szo6, ilyen kritérium mellett nagyobb sikerrel
jarhatunk. A 45 mintdbdl 34 olyan kutydbdl szdrmazott, melyek megfeleltek a kiszabott
feltételeknek, ennek ellenére virust nem tudtunk detektdlni. Az eredményeink, illetve a
szakirodalmi adatok alapjan, a bélsarbol vald viruskimutatds valdszintileg sokkal nehezebb
feladat, mint azt gondoljuk.

Mas orszdgok kutatdsai alapjan azt mondhatjuk, hogy kutydk korében az
ellenanyagok jelenléte nem ritka. Ezt aldtdmasztja az is, hogy még az altalunk végzett
alacsony mintaszami ELISA-val torténd vizsgalat esetén is talaltunk pozitiv mintat. A 141
db szérumbdl 2 esetében kaptunk pozitiv eredményt, melybdl 1,42%-os szeroprevalenciara
kovetkeztetiink. Ez Osszefligg egy 2007-es magyarorszagi felméréssel, mely szerint az
emberek 10,5%-a szeropozitiv [30]. Valdszintisithetéen atfogd, orszagszintli felmérések
esetén mindkét szam novekedést mutatna.

A pontosabb szeroprevalencia meghatirozasahoz, az allatorvosok 0sszefogéasaval
torténd, orszag szintii felmérésre lenne sziikség. Erdemes lenne méjprobléméakkal kiizdé
kutydkbol szérumot és bélsarat venni nagy mintaszamban, hogy nagyobb esélyiink legyen
detektalni a virust. Mindemellett az egészséges vagy mas betegségben szenvedd allatoktol
gyljtott szérumok is segitenek a felmérésben, illetve a bélsarminta gylijtése esetilkben sem
elhanyagolando, mert a HEV fejlett orszagokban jelen 1évo genotipusai sokszor tiinetmentes
fertdzést okoznak. Tekintve, hogy eddig tobb virus kimutatési kisérlet is sikertelen volt, az
orvosokkal torténd dsszefogassal, érdemes lehet olyan emberek kutyait vizsgalni, akik HEV-
vel fertézottek. Mindazonaltal eléfordulhat, hogy a virus bélsarbol torténd kimutatasa majd
csak laboratoriumi fert6zés soran lesz megvalosithatd, de mindenképpen foglalkoznunk kell

a kutyak vizsgalataval és potencialis rezervoarként kell rajuk tekinteniink.
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9. OSSZEFOGLALAS

A hepatitis E virus (HEV) a Hepeviridae csalddba, azon beliil az Orthohepevirinae
alcsaladba tartozd, emberi megbetegedésért felelds korokozo. Szamos genotipusa kozil, a
Paslahepevirus balayani 8 genotipusa emldsoket, koztilk az embert fertézi. A HEV-1 és
HEV-2 a fejl6dd orszagokban fordulnak eld, ahol fekal-oral fert6zés révén jut be az emberi
szervezetbe. A fejlett orszdgokban, az altaldban nem megfelelden hdokezelt élelmiszerrel
terjed6 HEV-3 és HEV-4 vannak jelen, melyek képesek allatrol emberre atterjedni. Ez a négy
genotipus foként akut majgyulladast okoz emberekben, de az 1-es és 2-es genotipus esetében
magas halalozasi arany tapasztalhatd terhes néknél as immunszupresszalt egyéneknél. A
zoondtikus HEV-3 és HEV-4 {6 rezervoarjanak a sertést tartjak, de kimutattdk mar a virust
vaddiszndbol, szarvasbol, nyulbdl és ragesalokbol is.

Az elmult években a HEV A4ltali megbetegedések szadma ndvekszik, viszont a
potencidlisan fertdzési forrasként szolgald élelmiszereken végzett vizsgalatok nem
magyarazzak a nagy esetszamot. Ennek kovetkeztében szamos kutatds iranyult arra, hogy
feltérképezzék a HEV eddig még ismeretlen rezervoar fajait. Az ember kozvetlen
kornyezetében €16 kutyak ekkor meriiltek fel, mint lehetséges kozvetitok.

A kutatdsunk soran kutyak bélsarabol probaltuk kimutatni a HEV orokitéanyagat
PCR vizsgalat segitségével. Ehhez 45 db mintat gylijtottiink rendelokbdl, taskas praxisbol
és az Allatorvostudomanyi Egyetem Kisallatklinikajarol, melyekbdl végiil nem sikeriilt
detektalni a virus RNS-ét, annak ellenére, hogy mdjproblémakkal kiizd6 kutyaktdl is
szarmaztak mintak. Bar a kutydk bélsarral torténd virus {liritését nem tudtuk igazolni,
azonban 141 szérum mintat is gyijtottiink, melyeket ELISA segitségével vizsgaltunk, és
amelyek koziil 2 pozitivnak bizonyult. Ez 1,42%-0s szeroprevalencianak szamit.

Az eredmények alapjan a késdbbiekben érdemes lenne olyan kutatadsba kezdeni, mely
soran az orszdg minden pontjardl érkezne nagyszaml szérum és bélsdrminta. A
szeroprevalencia meghatarozasahoz akar randomizalt médon is lehetne mintédkat venni, mig
a virus bélsarbol torténd kimutatasdhoz inkabb majproblémakkal kiizdd kutydk vizsgalata
lenne célravezetd. Annyi bizonyos, hogy egyre szorosabb kapcsolat alakul ki a kutyak és az
emberek kozott, aminek révén a kutyarol emberre terjedd, zoonotikus koérokozok szdma
egyre nd. Ebbdl kifolyolag a tovabbiakban is foglalkoznunk kell a kutydk hepatitis E virus

terjedésében betoltott szerepével.
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