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1. OSSZEFOGLALAS

Az allatokban enteralis fertézéseket okozo, feltételezetten zoonotikus virusok
kozil a Hepatitis E virus (HEV, Hepeviridae, Hepevirus nemzetség) emberekben okoz
klinikai tiinetekkel jard méjgyulladast. A vilag kiilonb6zé orszagaiban kimutatott
virus-valtozatok négy genocsoportba sorolhatok, melyek koziil a 3. és a 4. csoport
virusai embereket ¢s allatokat is fertdzni képesek. Genetikai €s jarvanytani vizsgalatok
mellett kisérleti fertézések is a HEV fajok kozotti terjedésének lehetoségét igazoltak. A
HEV-fertdzés allatokban tiinetmentes, a fobb rezervoar fajoknak a hazisertés mellett a
vaddisznd, illetve kiilonb6zd vadon €16 kérddzo fajok bizonyultak.

Kutatasaink célja a HEV magyarorszagi elterjedtségének felmérése, €és a hazai
torzsek genetikai jellemzése volt. A vizsgalatainkban hdzi és vadon €16 emlésok méaj-
¢s bélsar mintdibol mutattuk ki a virus nukleinsavat. A hazai virusok genetikai
jellemzése céljabdl torzsfa-rekonstrukcids vizsgalatokat végeztiink, és egy sertésbol
kimutatott HEV csaknem teljes genomszekvencidjat meghataroztuk és elemeztiik.

A 41 vizsgalt sertéstelepbdl 16-ban (39%) mutattuk ki a HEV jelenlétét. A 11-
16 hetes korcsoportu sertések kozott talaltuk a legmagasabb fertdzottségi aranyt (37%),
azonban a véghizd korcsoportban is talaltunk virustirité egyedeket (9%-ban). A
vizsgalt vaddisznok 9%-aban, a szarvasok 10%-aban ¢s az 6zek 22%-aban igazoltuk a
HEV-fertozottséget. A hazi kérdozokbdl, ragesalokbol é€s kisemlosokbol szarmazo
mintdk nem tartalmaztak HEV-nukleinsavat kimutathaté mennyiségben.

A Magyarorszagon, allati eredetli mintakbol kimutatott virusok a filogenetikai
vizsgalatok alapjan a HEV 3. genocsoport harom alcsoportjaba (3a, 3¢ és 3h) tartoztak;
a nukleotid-szekvencidk nagyfoku hasonldsagot mutattak mas orszagokban allatokbol
¢s emberekbdl kimutatott szekvencidkkal. A teljes genomszekvencia elemzésével
megallapitottuk, hogy genotipizalasra az elsd és a masodik nyitott leolvasasi keret
részleges nukleotid szekvencidi megbizhatoan hasznalhatok.

Vizsgalatainkkal elsdként bizonyitottuk a HEV széles kort hazai eléforduldsat
hazisertésben és kiilonb6z6 vadon €16 allatfajokban. Genetikai vizsgalataink az allati és
emberi eredetli torzsek kozeli rokonsagat tartak fel, amelyek alatdmasztjak a virus
zoonotikus jellegére utald korabbi elméleteket. Eredményeink felhivjak a figyelmet a

......

szolgalhatnak.



2. SUMMARY

Among potentially zoonotic viruses, that cause enteric infections in animals,
the Hepatitis E virus (HEV, Hepeviridae, Hepevirus genus) can be responsible for
clinically manifested acute hepatitis in humans. The virus-variants detected in several
countries are classified into 4 genotypes; viruses of the 3rd and 4th genotype can
infect both humans and animals. Besides genetic and epidemiological studies, the
zoonotic nature of the virus was proven by experimental infections. HEV infections
of animals remain subclinical. Besides domestic swine, wild boar and several deer
and roe deer species were found to be the main reservoir hosts of HEV.

The aim of our study was to survey the occurrence of HEV in Hungary, and
to genetically characterize the local viruses. The nucleic acid of the virus was
detected in liver and faecal samples of domestic and wild mammals. Phylogenetic
analyses were performed to infer the genetic relatedness of the detected viruses. The
nearly complete genome of one HEV of swine origin was also determined and
analyzed.

The presence of HEV nucleic acid was demonstrated in 16 (39%) of the
investigated 41 Hungarian swine farms. The highest incidence of HEV infection was
found among the eleven to sixteen weeks old pigs (37%), but HEV shedding was
also detected in the finishing group (9%). Samples from domestic cattle, as well as
from rodents collected at pig farms and in natural habitats, did not contain HEV
RNA of detectable level.

Phylogenetic investigations revealed that the hepatitis E viruses detected in
animals in Hungary belonged into three subgroups (3a, 3e, and 3h) of the 3™
genogroup of HEV. The nucleotide sequences showed high similarity to HEV
sequences of human and animal origin detected in other countries. The complete
genome sequence analysis indicated that partial nucleotide sequences of the 1% and
2" open reading frames were suitable regions for genotyping.

This study provides the first evidence of the widespread occurrence of HEV
in domestic swine populations and in different wild (game) mammals in Hungary.
The phylogenetic analyses indicated close genetic relationships between hepatitis E
viruses from human and animal origins, which further support the theories about the
zoonotic character of the virus. The results of the studies emphasize the food-hygiene

impact of HEV, and can serve as a basis of further epidemiological investigations.



3. BEVEZETES

A kozegészségligy az emberek tarsallatokkal, haszonallatokkal és a
koryezettel valé  kapcsolata  révén  elvalaszthatatlanul — Osszefiigg az
allategészségiiggyel. Az utdbbi 10 évben az embereket érintd Uj betegségek 75%-
anak korokozoi allatoktol vagy allati eredetii termékektdl szarmaztak (Torres-Vélez
¢s Brown, 2004). Szamos ilyen betegség jarvanytani tulajdonsdgai révén globalis
veszélyt jelent. Minden fontosabb zoonotikus kérokozo altal eldidézett
megbetegedés, illetve a korokozdk tiinetmentes hordozasa megneheziti az allati
eredetli élelmiszerek biztonsagos eldallitasat, valamint az allatok és az allati eredetli

termékek nemzetkozi kereskedelmében is komoly akadalyt jelent.

A kilonféle kozegészségiligyi jelentdséggel bird allati korokozok egyre
gyakrabban foglalnak el eldkeld helyet a hazai média hiraddsaiban, olykor a hianyos
tajékoztatas, vagy veszélyességiik tilzott hangstilyozasa révén riadalmat keltve az
¢lelmiszer-biztonsagot egyre fontosabb szempontként kezeld fogyasztdkban (Banati,
2008). Az "Allatorvosi Kozegészségiigy" (Veterinary Public Health, VPH) az
Egészségiigyi  Viladgszervezet (World Health Organisation, WHO) 4ltal
meghatdrozott alapvetd feladatainak (a zoondzisok diagnosztizalasa, kutatdsa,
kontrollja, megeldzése ¢s felszdmolasa; az élelmiszer-biztonsag; orvosbioldgiai
kutatds; egészségligyi oktatas ¢&s ismeretterjesztés) megfeleld ellatdsa révén
megeldzhetdk és elkeriilhetok mind a tovabbi allati és emberi megbetegedések, mind
pedig a fogyasztok  tdjékozatlansdgdbol  (pontosabban  hidnyos  vagy

félretajékoztatasabol) adodo termeldi nyereségesokkenés.

A mar bizonyitottan zoonotikus és a feltételezhetéen zoonotikus kdérokozok
kozott szamos virust is taldlunk. Ezek egy része vektorok utjan, mas része az
¢lelmiszer-termeld allatokkal, testvaladékaikkal, hussal, tejjel valdé kozvetlen
érintkezéssel / fogyasztassal okozhatnak fertdzést emberekben. Az élelmiszerrel
terjedd korokozoknak nemcsak a mindennapi életben, hanem a bioterrorizmusban is
jelentdségiik lehet (Pappas et al., 2006). A zoonotikus €s az élelmiszerrel terjedd
korokozok illetve az altaluk okozott megbetegedések folyamatos vizsgalata soran 1j
¢s 1) informacidk latnak napvildgot. Bar a jellemzden izeltlabu vektorokkal terjedd
virusok is okozhatnak halmozott, élelmiszer-eredetli megbetegedéseket (pl. kullancs-
encephalitis virus nyers kecsketejben, Balogh ef al., 2009), élelmiszer-biztonsagi

szempontbol a legnagyobb jelentdsége az enteropathogén virusoknak van.



A genetikai hasonlésag alapjan rotavirusok és picobirnavirusok (Banyai et
al., 2005; 2008; 2009, Matthijnssens et al., 2008; Martella et al., 2010), illetve
calicivirusok (van der Poel ef al., 2000; Wang et al., 2005; Mattison et al., 2007)
esetében 1is feltételezik a virus zoonotikus jellegét. E virusok zoonotikus
potencialjanak felderitése jelenleg is folyamatban van, és nem kizart, hogy az allati
¢s emberi virusos megbetegedések, illetve az ugynevezett ,,ujabb és jbol felbukkano
betegségek” (“emerging and re-emerging infectious diseases”) korokozodinak
kutatdsai sordan uj zoonotikus mikrobadk létezésére, a korokozdok eddig nem ismert

zoonotikus tulajdonsagaira deriilhet fény.

Az EVENT projekt induldsakor mar rendelkezésre alltak olyan szakirodalmi
adatok, mely a projekt keretében vizsgalni kivant Hepatitis E virus (HEV)
zoonotikus tulajdonsagaira hivtdk fel a kutatok figyelmét. Meng ¢€s kutatdcsoportja
1998-ban kisérletes fertdzésekkel bizonyitotta a HEV fajok kozotti terjedésének
lehetdségét, 2002-ben kimutatta, hogy a sertésekkel gyakoribb kapcsolatban levo
emberekben (4llatorvosokban) az anti-HEV szeroprevalencia magasabb, mint a
sertésekkel ritkdbban érintkezd személyekben, illetve 2003-ban a virus zoonotikus
jellegének kockazatait a xenotranszplantacidval kapcsolatban is felvetette (Meng et
al., 1998; Meng et al.,, 2002; Meng, 2003). Ugyancsak az EVENT project
meghirdetésekor vizsgaltdk Japanban a HEV-fertdzott allatok nyers husanak
fogyasztasa kovetkeztében kialakuld emberi hepatitis E megbetegedéseket (Yazaki et
al., 2003; Tamada et al., 2004). Az EVENT program keretében a HEV europai
orszagokban valo elterjedtségének mértékének felderitésére iranyuld, illetve az
allatokban ¢és emberekben kimutatott virusok genetikai rokonsagat célz6 vizsgalatok
is indultak. E project részeként hazankban az emberi hepatitis E esetek vizsgalataval
megbizott human orvosi laboratérium (ANTSZ Dél-dunantuli Regionélis Intézete
Regionalis  Virologiai  Laboratorium,  Gasztroenteralis  Virusok  Nemzeti
Referencialaboratdriuma) mellett egy allatorvosi laboratorium (Szent Istvan Egyetem
Allatorvos-tudomanyi Kar, Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszék) is csatlakozott a
kutatdsokhoz abbol a célbdl, hogy a HEV élelmiszer-higiéniai szempontbol 1ényeges
hazai gazdasagi haszonallat- és vadallomanyokban valo jelenlétének vizsgalataval
minél tobb informdaciot gyljthessiink errdl a munkaegészségligyi €s élelmiszer-

biztonsagi kockazatot egyarant jelentd korokozordl.
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4. TRODALMI ATTEKINTES

4.1. A hepatitis E virus
4.1.1. Felfedezés

Az akut hepatitis egy enteralisan terjedd, am az addig ismert hepatitis A-tol
eltéré forméjanak l1étezését eldszor az 1980-as években irtak le, amikor az 1955-56-
os indiai hepatitis-jarvanybdl szarmazd emberi vérsavok vizsgalata soran olyan
mintdkat taldltak, melyeknél a hepatitis-A ¢€s hepatitis-B fert6zottség kizarhatd volt
(Krawczynski et al., 2000). A kérképre ekkor a ,,jarvanyos, enterdlis uton terjedd
nem-A, nem-B hepatitis” elnevezést hasznaltdk (,,epidemic/enterically transmitted

non A non B hepatitis”; Jameel, 1999; Worm et al., 2002).

A virust eloszor 1983-ban Balayan ¢s munkatarsai mutattdk ki
elektronmikroszkopos vizsgalattal (1. abra) egy Onkéntes székletébol, akit
mesterségesen fertdztek az enteralisan atvihetd non-A non-B hepatitisszel (Balayan
et al, 1983). A korokozonak a Hepatitis E virus (HEV) elnevezést adtak, utalva
annak endémids el6forduldsara, jarvanyos tulajdonsigara és enterdlis terjedésére

(endemic, epidemic, enterically transmitted; Jameel, 1999).

-

1. abra A HEV elektronmikroszkopos képe. Forras: Laboratory of Clinical
and Epidemiological Virology, Katholieke Universiteit Leuven, Belgium
http://www.kuleuven.ac.be/rega/mvr/pictures/HepatitisE-1.jpg (2005).
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4.1.2. Genomszerkezet

A HEV 32-34 nm atmérdjli, burok nélkiili, ikozaéder szimmetridju virus. A
kapszidban taldlhato, pozitiv iranyitottsagu, szimplaszala RNS genom 7,5 kb
hosszusdgu, harom nyitott leolvasasi keretet (open reading frame, ORF) kddol,
amelyek egymassal részleges atfedésben vannak (2. dbra). Az 5° véghez kozelebb, az
elsé kb. 30 nukleotidnyi nem kodold szakasz utan taldlhatdé a kb. 5100 bazis
hosszusaga ORF1, amely a ,nem strukturalis”, virusreplikdciohoz sziikséges
fehérjéket (5°-3° sorrendben: metil-transzferdzok, papain-szerli cisztein-protedz,
polyproline hinge-domén, adenosine-diphosphate (ADP) ribose binding protein,
RNS-helikaz, RNS-polimeraz) poliprotein forméjaban kodolja (Sehgal et al., 2006).
A kb. 2000 nukleotid hosszusagi ORF2 a kapszidproteint kodolja. A genom 3’
végén egy kb. 60 nt hosszisagi nem kodolod szakasz, valamint egy valtozatos
hossziisagu poli-A farok taldlhaté (Emerson €s Purcell, 2003). A mind az ORF]1,
mind az ORF2 leolvasasi keretekkel atfedésben 1évd, 366 nukleotid hosszusagu
ORF3 egy ismeretlen funkcidju fehérjét kodol, amely feltételezhetden a virion
Osszeépiilésében jatszik szerepet (Emerson és Purcell, 2003). Egyes vizsgalatok
szerint a genetikailag modositott, az ORF3 régiot nem tartalmazd virusmutansok is
képesek voltak in vitro fertézést okozni, és szaporodni szovettenyészeten (Emerson
et al., 2006), mas vizsgalatok szerint azonban az ORF3 kezdeti szakaszan kodolt
aminosavak némelyike feltétleniil sziikséges a fertézOképességhez (Huang et al.,
2007), illetve az ORF3 nélkiilozhetetlen az ijonnan képzddod virionok sejtekbdl valo

kiszabadulasahoz (Yamada et al., 2009b).

ORF1 ORF3 ORF2

(o] N

2. abra A HEV genomszerkezete. A kodolt fehérjék sorrendben: gpl, gp2:
metil-transzferazok, gp3: papain-szerl cisztein-protedz, gp4: polyproline hinge-
domén, gp5: ADP ribose binding protein, gp6: RNS-helikaz, gp7: RNS-polimeraz,
gp8: feltételezett kapszid protein, gp9: strukturalis fehérjék.
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A fentiekben ismertetett genomszerkezet a HEV 1-3. genocsoportjara
jellemz6, a 4. genocsoport esetében a nyitott leolvasasi keretek elhelyezkedése
némiképp eltérd: az ORF3 csak az ORF2-vel taladlhaté atfedésben (Wang ef al.,
2000).

4.1.3. Replikdcio

A HEV replikacids stratégidja pontosan még nem ismert, de valdszintileg a
Baltimore IV. csoportba tartoz6 virusok replikaciojaval modellezheté (Chandra et
egyértelmiien, hogy a koédolt poliprotein egy tobb funkciondlis doménnel rendelkezd
fehérjeként mikodik-e, vagy a transzlaciot kovetden tobb, kisebb fehérjére
darabolodik (Meng, 2010). A genom ORF2 és ORF3 régidirol a transzkripcid soran
egy bicisztronos szubgenomikus mRNS képzodik (Graff er al, 2006). A virus
szovettenyészetben vald szaporitdsa, melyhez kiilonleges koriilmények sziikségesek,
eddig speciadlis human hepatoma, tiidocarcinoma ¢s bélham-eredetli sejtvonalakon,
illetve foemlds (makakd, Rhesus-majom, afrikai zold majom) vese €s maj
sejtvonalakon sikeriilt (Tam et al., 1996 és 1997; Tanaka et al., 2007, Chandra ef al.,
2008b, Tanaka et al., 2009); az in vitro virusszaporitas, bonyolultsaga miatt, egyelore
nem gyakorlatias. A virus in situ kimutatasara irdnyuld nukleinsav hibridizacios
vizsgalatok egyértelmiivé teszik, hogy a virus a citoplazméaban szaporodik, a
replikacio az endoplazmatikus retikulum membranjan zajlik (Choi és Chae, 2004;
Rehman et al., 2008). In vivo, allatmodellben a virusreplikacié folyamatat és
lokalizaciojat is megfigyelték (Deus ef al., 2007; Bouwknegt et al., 2009; Lee et al.,
2009), a virusszaporodas pontos szervi lokalizacidjardl azonban mindezidaig csak
ellentmonddsos eredmények sziilettek. Egyes tanulmanyok szerint a virus
adszorpcidjaban valodsziniileg specifikus receptorok jatszanak szerepet, mivel a HEV
kifejezett affinitdst mutat a fejlodéstanilag bélhdm eredeti sejtekhez (Reuter &s
Szlics, 2004). Azonban a HEV genomjanak replikativ intermedier, antisense RNS-
széalara tervezett primerrel sikeriilt a virust kimutatni a majban, a gyomorban, a
vastag- és vékonybélben, a lépben és a nyirokcsomdkban, valamint a vesében is
(Williams et al., 2001). Az antisense genom jelenléte a lymphoid szervekben
ellentmond az entodermalis specifikus receptor-elméletnek. Ugyanigy azon vizsgalat

is ellentmondasos adatokat ko6zol, melyben az RT-PCR reakcido mellett in situ
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hibridizaciot is végeztek. Ennek soran ugyanis a bél szovettani vizsgalatakor csak a
lamina propria sejtjeiben taldltak nukleinsavat, a hamban nem. Nagy szdmban
talaltdk meg a virust viszont a nyirokcsomokban, a tonsilldban, valamint a 1épben,
mindhdrom helyen mononuklearis fehérvérsejtekben, lymphocytakban és
makrophagokban (Choi és Chae, 2004). Ez elvileg magyarazhaté volna a mjj
gyulladésos teriiletein 1évd aktivalt B-lymphocytdk és makrophagok vandorlasaval,
ugyanis ezek képesek phagocytosisra és antigén-prezentaciora. Ezek a sejtek
felvehetik azoknak a szétesett majsejteknek a maradvanyait, amelyekben éppen
virusreplikacio folyik. Emellett azonban a 1ép vizsgalata sordn a periarteriolaris
lymphoid hiivelyben is nagyszdmu pozitiv sejtet taldltak. A periarterioldris hiively a
T-lymphocytdk blasztos transzformaciojanak helye, amelyek nem képesek

phagocytosisra. Ez arra utal, hogy a virus képes bejutni a T-lymphocytakba, és az

0sztodo T-lymphoblastokban szaporodni.

A virus az eddigi vizsgalatok alapjan nem citopatogén, és mivel a tiinetek
megjelenésével egy idoben indul az ellenanyag-termelés, feltételezhetd, hogy a
klinikai elvaltozasok hatterében foként immunologiai folyamatok allnak (Reuter és

Sziics, 2004).

4.1.4. Taxonomia

A Hepatitis E virusok rendszertani helye egyelére bizonytalan.
Génszerkezetiik és morfologidjuk alapjan korabban a Caliciviridae csaladba soroltak
Oket (Cubitt ef al., 1995; Aggarwal ¢és Krawczynski, 2000), késobbi vizsgalatok a
togavirusokkal valo rokonsagukat igazoltdk (Worm et al., 2002). A Nemzetkozi
Virustaxondémiai Bizottsdg (International Commettee on Taxonomy of Viruses,
ICTV) kiilon csaladba (Hepeviridae) sorolta dket, ezen beliil a Hepevirus genusba a
Hepatitis E-szerli virusok kozé (Goens et al., 2004), majd a pozitiv irdnyitottsagu
szimplaszali RNS virusok nem besorolt Hepevirus genusaba tartozott (Fauquet et
al., 2005). Jelenleg a ,,rendbe nem besorolt virusok™ csoportjan beliil a Hepeviridae
csalad Hepevirus genusaba soroljak (ICTV, 2009). A virus részletesebb, genetikai
vizsgalatara azutdn adddott lehetdség, hogy 1990-ben a virusgenom teljes
nukleotidsorrendjét meghataroztak (Tam et al., 1991). Ezaltal nemcsak érzékenyebb

vizsgalati mddszerek alkalmazéasara nyilt mod a fert6zések kimutatdsaban, hanem a
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részletes és pontos, molekularis bioldgiai alapu jarvanytani nyomozas is lehetségessé

valt.

A kiilonb6zé HEV  izolatumok genetikai taxondmiai viszonyainak
meghatarozasara szamos modszert alkalmaztak (Lu et al, 2006; Zhai et al., 2006;
Fan, 2009). Bar egy adott jarvanybodl izolalt torzs makakoé majmokban torténd
sorozatos passzaldsa sem eredményezett jelentds genetikai sodrédast (Arankalle et
al., 1999), egy meglehetdsen valtozékony genetikai allomannyal rendelkezd virusrol
van sz, igy az egyes genocsoportok ¢és azok alcsoportjai filogenetikai vizsgalattal is
elkiilonithetok egymastol (Lu er al., 2006). A strukturalis proteineket kodold régiok
genotipizalasa alapjan az emberi fertdzésekbol szarmazo HEV izolatumok 4 (1-4.)
genocsoportba, ezeken beliil 24 alcsoportba sorolhatok (Worm et al., 2002, Lu et al.,
2006). A genocsoportok a prototipus torzs izolalasi helye alapjan kaptak a neviiket (1.
tablazat).

I. tablazat A HEV izolatumok genocsoport szerinti besorolasa (Lu et al., 2006).

Genocsoport Alcsoport Izolatumok
I. Burma a-¢ Burma, Kina, India, Pakisztan, Nepal
I1. Mexiko a,b Mexiko, Namibia
I11. USA a-j Europai orszagok, Amerikai Egyesiilt
Allamok, Japan, Ausztralia, Uj-Z¢land,
Argentina

ember és allat eredet(l virusok is

IV. Kina a-g Kina, Japan, India

ember és allat eredet(l virusok is

Az 1. genocsoport, egy Burmaban (Myanmar) izolalt térzsrdl kapta a nevét,
¢s a Tavol-Keleten elterjedt virusokat tartalmaz (3. édbra). A 2. genocsoportot egy
Mexikoban izolalt torzsrél nevezték el, Mexikdban €s Afrika egyes vidékein elterjedt
virusokat sorolnak ide. E két genocsoport csak embereket fert6zo torzseket tartalmaz.
Egy az USA-ban izolalt torzsrdl elnevezett 3. genocsoportba az Egyesiilt
Allamokban, Argentindban, Japanban és Eurdpa orszdgaiban kimutatott virusok
nyertek besorolast. Az utolso, a 4., egy kinai izolatumroél elnevezett, a Tavol-Keleten

elterjedt virusokat tartalmazd genocsoport. Ez utdbbi kettObe tartoznak azok a
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virusok, melyek embert és sertést is fertdzni képesek. Az egyes genocsoportokba
sorolt emberi eredeti virusok egymashoz vald hasonldsiga a teljes nukleotid-
szekvenciat tekintve kb. 75%, de az aminosav-szekvenciaban mutatkozo kiilonbség
kisebb (84-93% hasonlosag). Az allatokban kimutatott virusok genetikai dllomanya
az azonos helyen kimutatott human térzsekéhez 91-100%-ban hasonlit (Worm et al.,

2002).

e = 3
PR o Lk
= e é/ e

0 Ly
Y o7

Human HEV Swine HEV
Ganotype 1 Genotype 3 B Genotype 3
Genotype 2 Genotype 4 i Genotype 4

3. abra A HEV kiilonb6z6 genocsoportjainak elterjedtsége. Emberi eredetii
virusok: sarga — 1. genocsoport; lila — 2. genocsoport; kék — 3. genocsoport; zold — 4.
genocsoport. Allati (sertés) eredetii virusok: sotétsziirke — 3. genocsoport; fehér
alapon pontozott — 4. genocsoport (Aggarwal ¢és Naik, 2009).

4.2. A hepatitis E mint betegség
4.2.1. A HEYV jarvanytana emberben

A hepatitis E jarvanytandban korabban ,,endémias” és ,nem endémids”
kategoériaba soroltdk azokat orszagokat, ahol az emberek HEV-fertdzottségét
kimutattak, illetve bejelentették (4. abra). Endémidsnak nyilvanitottak Délkelet- és
K(‘)Zép-Azsia (India, Kina, Nepal, Burma, Pakisztan), Kozép-Kelet, Afrika északi és
nyugati része (Egyiptom), Kozép- ¢€s Dél-Amerika (Mexiko, Kuba) elmaradott
kornyezeti higiénidju teriileteit (Anderson et al., 2002; Schlauder et al., 2003), ahol a

szeroprevelancia atlagosan 15%, és jellemz6 a betegség jarvanyos eléforduldsa. A
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hepatitis E jarvany lehet rovid, egy kitorési csuccsal, de lehet Osszetettebb is, amikor
akar tobb évig is eltart. Altaldban a lakossig 1-15%-at érinti, am az eddigi
legnagyobb, 1986-88 kozott Xinjingben, lezajlott jarvany sordn tobb, mint 200.000
ember betegedett meg (Favorov és Margolis, 1999). A betegség klinikai
megnyilvanulésa fiatal felnéttekben (15-40 €v) magasabb (3-30%), mig a 14 évnél
fiatalabb gyermekekben alacsonyabb (0,2-10%). A gyerekek kisebb érintettsége e
korcsoport kisebb fogékonysagara (Worm et al., 2002), vagy gyakoribb szubklinikai
fertozésére utalhat (Aggarwal és Krawczynski, 2000), esetleg a fertdzés fiatal
felnottek korében szexudlis uton vald terjedésével is magyardzhatd (Purcell és
Emerson, 2001). Egyes irodalmi adatok szerint a kiilonb6z6 genocsoportba tartozo
virusok kiilonb6z6é emberi korcsoport HEV-fert6zéseit okozzak: az 1. és 2.
genocsoport virusai foleg a fiatal feln6tt korosztaly korében okoznak fert6zést, mig a
3. és 4. genocsoport virusaival fertézott betegek atlagéletkora tobb, mint 50 év
(FitzSimons et al., 2010). A hepatitis E az "endémias” teriileteken a jarvanyos forma
mellett sporadikusan is eléfordul, ezekben az orszagokban a sporadikus akut viralis

hepatitisek 50-70%-4at a HEV okozza (Aggarwal és Krawczynski, 2000).

A jarvanyok foldrajzi behataroltsdga valoszinlileg csak az utobbi iddben
alakult ki, a XVIII-XIX. szizadban még Eurépaban és az Egyesiilt Allamokban is
elofordultak a hepatitis E-hez hasonldé epidemioldgiai vonasokkal rendelkezo
jarvanyok (Aggarwal és Krawczynski, 2000). A mai fejlett orszdgokban, melyeket
,hem endémias”-nak tekintenek, a hepatitis E szorvanyosan fordul eld. Az esetek
tobbségében ,,importalt” fertézésrol van szo, azaz ,,endémids” teriiletrdl hazatérok
betegednek meg (Clemente-Cesares et al., 2003). Leirtak mar azonban olyan emberi
fertdzéseket is, amikor a beteg nem jart ,,endémids” teriileten (Takahashi et al., 2002;
Malcolm et al., 2007). Ezekben az esetekben a kdrokozo az adott (,,nem endémias™)
tertiletrdl, esetleg a rezervoarként szerepld allatokbol szarmazhatott (Yazaki et al,

2003; Widdowson et al., 2003; Wichmann et al., 2008).

A sporadikus megbetegedések mellett a kordbban ,nem endémids’-nak
nyilvanitott orszagokban is (Spanyolorszag, Olaszorszag, Gorogorszag, Anglia,
Hollandia, Ausztria, USA, Japan Ausztralia és Uj-Zéland) 0,4-3,3% -os (Baltimore
kornyékén 20%!) szeropozitivitdst mutattak ki, ezért az utdbbi években
megkérdojelezodott az ,,endémias” és ,,nem endémids” kifejezések hasznalatanak

helyessége (Williams et al, 2001). Az uj kategorizalas szerint a korabban
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»endémias” kategoriaba sorolt teriileteket ,,hiperendémids” régioknak nevezik, mig a
HEV rezervoar fajokban valé allando jelenléte miatt a korabban ,,nem endémias”
orszagokat soroljak ,,endémids” kategoriaba (Teo, 2010). Ezek a kifejezések
nemcsak érzékeltetik a két régid kozotti jarvanytani kiilonbséget, de egyértelmiibbé
teszik, hogy a HEV a fejlett orszagokban is folyamatosan jelen van, annak ellenére,

hogy a betegség klinikai formdja, a jobb higiénids koriilmények miatt, sporadikusan

fordul csak el6.

Atlantic
Ocean

Incdian
Ocean

- Hiperendémias
] Endémias

1 7:} Nem vizsgalt / nem jelentett

4. abra A hepatitis E el6forduldsa a vilagon. Sotétbarna teriiletek:
hiperendémias (korabban endémids) orszagok; vildgosbarna teriiletek: endémias
(kordbban nem endémids) orszagok; vilagos teriiletek: a HEV endémias eléfordulésat
még nem bizonyitottak. Forras: Centers for Disease Control and Prevention
(http://www.cdc.gov/hepatitissHEV/HEVfaq.htm#sectionl (2010. 03. 23.)),
modositva.

A hepatitis E mint human betegség, tulajdonképpen heveny hepatitis
(majgyulladas) szindroma, mely tlineteiben hasonlit a hepatitis A-hoz. A fertdzés
atvitelében a fecal-oral terjedési ut jatssza a fOszerepet. A legtobb jarvanyndl a
széklettel kontaminalt ivoviz terjeszti a virust. Az ivoviz kontamindcioja gyakran
kiados esdzések, aradasok utan kovetkezik be (Bile et al., 1994, Aggarwal és
Krawczynski, 2000). A virus valoszintileg atvihetd élelmiszerrel; a rizikocsoportba
tartozik a fertdzott nyers hus (sertés, vaddiszno, 6z) és kiillondsen a nem kellden

hokezelt sertésmdj (Tei et al., 2003 és 2004; Yazaki et al., 2003; Takahashi et al.,
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2004; Reuter et al., 2006; Dalton et al., 2008). A HEV nem csak a fertézott, allati
eredetli élelmiszer fogyasztdsa, hanem a fertézott anyaggal vagy allatokkal

kapcsolatos munkavégzés esetén is veszélyt jelenthet (Pina et al., 2000; Wu et al.,

2002; Jary, 2005; Olsen ef al., 20006).

A kozvetlen emberrdl emberre terjedés valdszintisége nagyon kicsi. A
hozzéatartozok kozott a hepatitis E madasodlagos eléforduldsa csupan 0,7-2,2%
(hepatitis A esetén ez 50-75%). Ezeket az eseteket valoszinlileg nem az emberr6l
emberre terjedés, hanem a kozos forrasbol vald fertézodés okozza (Aggarwal és
Krawczynski, 2000). A nosocomialis terjedés lehetdsége a viraemids szakasz
rovidsége miatt meglehetdsen kicsi, de az egészségiigyben dolgozok fertdzodését
mar tobbszor is leirtdk (Aggarwal és Krawczynski, 2000, Worm et al., 2002).
Ugyancsak bizonyitottdk a hepatitis E fertdzés atvitelét transzfuzioval (Matsubayasi
et al., 2004 és 2008). Elméletileg a transzplantacid és a xenotranszplantacio is szdba
jOhet a fertdzés atvitelében (Meng, 2003; Tanaka et al., 2004; Haagsma et al., 2009;
Pischke et al., 2009). Vertikalis terjedés akkor kovetkezik be, ha az anya a terhesség
harmadik trimeszterében fert6zodik (Worm et al., 2002). Felmeriil a szexualis uton
torténd és intravénds droghasznalattal kapcsolatos atvitel lehetdsége is, tekintettel
arra, hogy elsOsorban fiatal felndttkorban tapasztalhaté a fertézodések szamanak
emelkedése. Egy olasz tanulmany szerint a homoszexudlis férfiak 20%-a, mig az
intravénas drogot hasznalok 3%-a szeropozitiv (Montella et al., 1994; Aggarwal és

Krawczynski, 2000).

4.2.2. Klinikai jellemzok

A hepatitis E fertdzés megjelenése a fertdzd dozis nagysaganak
figgvényében a tlinetmentes lefolyastdl a sulyos, esetenként haldlos kimenetell
majgyulladasig terjedhet (Reuter €s Sziics, 2004). A fertdzEs csak nagyon ritkan, az
esetek 0,2-4%-ban vezet halalhoz (Worm et al., 2002). Kivételt képeznek ez alol a
harmadik trimeszterben fert6zodoé terhes ndk, valoszinlileg az endotoxin-medialt
korképekkel szembeni fokozott érzékenységiik miatt, mivel a hepatitis E fertdzés
alatt a mdj endotoxin-semlegesitd képessége jelentdsen csokken. A haldlozasi rata itt

elérheti a 25%-ot is (Aggarwal és Krawczynski, 2000).
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A tiinetekkel jard fert6zés esetén a klinikai kép alapvetden a heveny hepatitis
A fertézéshez hasonldo (Reuter és Szlics, 2004). A fert6zést kovetd 2-9 hetes
lappangasi 1d6 soran, a tiinetek megjelenése eldtt alakul ki a viraemia (5. abra). A
virus nukleinsavat a székletbdl a viraemia ideje alatt, €s azt kovetden még kb. 2 hétig
lehet kimutatni (Dalton ef al., 2008). Az 1-10 napig tartd bevezetd szakaszban
influenzaszeri tiinetek, ldz, étvagytalansdg, hanyinger, hanyas, hasi fajdalom,
agyagszinii széklet, hasmenés, sotét vizelet ¢és atmeneti kilitések jelentkeznek
(Aggarwal és Krawczynski, 2000). A vérben a majenzim-szint névekedés csucsa (2
hetes lappangasi iddvel szdmolva) a fertézést kovetd 6. héten tapasztalhatd, majd a
vér majenzim-szintje a 10. hétre normalizalédik (Dalton et al., 2008). A hepatitis E
fertozések legnagyobb része a Dbevezetd szakasz utdn feloldodik, vagy
aszimptomatikus marad (anicteric hepatitis) (Worm et al., 2002). A hepatitis E
cholestatikus formajaban azonban a bevezetd szakasz utan sargasag alakul ki, tovabb
sotétedik a vizelet, és vildgosabb lesz a széklet (Aggarwal és Krawczynski, 2000).
Fizikalis vizsgalattal a maj enyhe megnagyobbodisa ¢€s nyomasérzékenysége
allapithatd meg. A 1ép megnagyobbodasa 10-15%-ban fordul eld (Reuter és Sziics,
2004).

Replikacio

Viraemia

Hisztopatologiai véltozasok

Tunetek

IeG

Virusiirités
a székletben

| | I
0 10 20 30 40 50 60 3 6 12 24
nap h(’)nap

5. abra A hepatitis E lefolyasa emberekben (Jameel ez al., 1999; Dalton et al., 2008).
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A betegség altaldban akut jellegli, 1-4 hét alatt lezajlik, néhany esetben
azonban a klinikai tiineteket mutaté szakasz elnyujtottan jelentkezik. A cholestasisos
hepatitis ezen elnyujtott formajara a perzisztald sargasag és feltlind viszketés
jellemz6 (Aggarwal és Krawczynski, 2000). A progndzis jo, a sargasag 2-6 honap
mulva magatol megsziinik.

Irodalmi adatok szerint, a betegség egy rendkiviil sulyos, gyors lefolyasu,
hirtelen allapotromlassal jaro, Un. ,,fulminans” hepatitis formaban is megjelenhet. Ez
a korforma inkabb a 4. genocsoport virusaira, ¢s elvétve a 3. genocsoportba tartozo
virusokra jellemz6. A betegség e formdjanak kialakulasat osszefiiggésbe hozzak a
fertozést okozo virus genetikai sajatossagaival, mely szerint bizonyos nukleotid
pozicidkban fellépd nukleotid szubsztitucidk a betegség fulminans formajaban, mig e
szubsztitliciok hidnya az enyhébb lefolyasu heveny, vagy a fulmindns formanal
lassabban kialakuld ,,sulyos heveny” (,severe acute”) hepatitis formdjaban

manifesztalddik (Inoue ef al., 2006a és 2009).

Az eddigi ismeretek alapjan a hepatitis E heveny megbetegedés (Aggarwal és
Krawczynski, 2000), kronikus formdja csak specidlis esetekben fordul eld. A
hepatitis A-hoz hasonldan, kronikus, kompenzalt méajbetegségben szenvedd betegek
hepatitis E-feliilfertézése heveny dekompenzaciés problémakhoz, sulyosabb
esetekben akar haldlhoz is vezethet (Ramachandran ef al., 2004). Hosszu ideig
fennall6 HEV-fertézést szerv-transzplantaciot kovetden, az immunszuppresszids

kezelésen atesett recipiens betegeknél figyeltek meg (Meng, 2010).

4.2.3. Korszovettan

Az esetek kb. felében a hepatitis E fertézés cholestaticus forméja alakul ki.
Erre az epepangds ¢és a parenchymasejtek mirigyszerii transzformacidja jellemzo,
mig a hepatocytdk degenerativ elvaltozasai kevésbé kifejezettek (Aggarwal és
Krawczynski, 2000). Az esetek masik felében a koros folyamatok megnyilvanulasa
az egyéb acut viralis hepatitisek megjelenéséhez hasonlit. A hepatocytdk ballonizalo
elfajulasa, focalis vagy teljes necrosisa, acidophil testek figyelhetok meg. Mindkét
esetben gyulladasos infiltradtum sziiri be a lobolust, mely féleg macrophagokat és
lymphocytdkat tartalmaz (6. 4abra). A cholestasisos formdnal ezen feliil

polymorphonuclearis sejtek is megfigyelhetok (Aggarwal és Krawczynski, 2000). A
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koérlefolyasbol kovetkezd eltérések mellett a kiillonbozd virusok okozta fertdzések is
kiilonb6z6 kérszovettani elvaltozasokat okozhatnak. Egy, az Egyesiilt Kirdlysagban
végzett tanulmany szerint, melyben az Egyesiilt Kirdlysagban és tavol-keleti utazas
soran megfert6z0dott angol betegek majbioptatumat vizsgaltdk, az adott foldrajzi
teriileten eldforduld virusok okozta fert6zés kdrszovettani képe eltér a mas foldrajzi
tertiletr6l (Téavol-Keletrdl) importalt fertézés mikroszkopikus elvaltozasaitol
(Malcolm et al., 2007). A korszovettani elvaltozasok a majban 3-6 honap mulva

rendezddnek (Reuter és Sziics, 2004).
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6. abra HEV-okozta hepatitis korszovettani képe emberben (haematoxilin-
eosin festés); a: a periportalis hepatocytak ballonizalo elfajulasa, és a lymphocytas-
gyulladésos beszlirddés; b: abnormalis epeerek, lymphocytak a kdrosodott
epitheliumban (Malcolm et al., 2007).

4.2.4. Laboratoriumi diagnozis

Az emberi megbetegedés felderitésében a tiinetek és jarvanytani adatok
(endémias teriiletre valod utazds, nyers hus fogyasztdsa, rezervoar allatokkal, azok
bélsaraval vagy nyers huséaval vald érintkezés) mellett a laboratoriumi vizsgalatok
jelentenek segitséget. A hepatitis E fertdzés soran a maj parenchymajanak kiilonb6zo
foku kérosodéasa kovetkezik be, amit a majenzimek és a bilirubin plazmaszintjének
emelkedése jelez. A cholestaticus forma esetén a bilirubin kimutathato a vizeletbdl
i1s. Az alanin aminotranszferaz (ALT) és az aszpartat aminotranszferaz (AST) a
majsejtek, mig a gamma-glutamil transzpeptidaz (GGT) és az alkalikus-foszfataz-
szint emelkedése az epecsatornak érintettségét jelzi. A betegség elmuldsa utan 6

héttel allnak vissza a normal értékek (Aggarwal és Krawczynski, 2000).
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A mijenzimek és a bilirubin plazmaszintjének emelkedésén tul a virus
indirekt vagy direkt kimutatdsa is szoba johet. A hepatitis E ellen specifikus IgM és
IgG ellenanyagok termelddnek. Az IgM, melynek szintje a tiinetek megjelenésével
azonos idoben kezd novekedni a vérben, a fertézést kovetden néhany honapon beliil
eltlinik, mig az IgG évekig kimutathatd a vérbol (Dalton et al., 2008). Ezért az IgM
pozitivitas a fertdzes akut szakaszara utal, mig az IgG pozitiv eredmény alapjan nem
hatarozhaté meg a betegség stadiuma. Leirtak azonban olyan eseteket is, mikor a
betegség akut stddiumaban csak az IgG volt jelen (Worm et al., 2002). Az
immunoldgiai vizsgalatokhoz kereskedelmi forgalomban kaphatdo ELISA-kiteket
hasznalnak, az ELISA-vizsgélatok eredményét pedig immunoblot (Western blot)
modszerrel erdsitik meg (Waar et al., 2005, Haagsman et a/, 2007; Herremans et al.,
2007), mivel autoimmun hepatitis és rheumatologiai betegségek esetén ELISA
modszerrel téves pozitiv IgM eredmények sziilethetnek (Reuter és Sziics, 2004). A
virusnak egy szerotipusa van (Mushahwar, 2008), egyes vizsgalatok szerint azonban
a szerologiai vizsgalatok megbizhatosdga kérdéses, mivel a jelenleg kereskedelmi
fogalomban kaphaté szeroldgiai kitek az 1. és 2. genocsoportra jellemz6 antigénekre
specifikusak, mig érzékenységiik az Eurdpaban elterjedt, 3. genocsoportba tartozd
virusok antigénjei ellen termelt ellenanyagokkal szemben alacsonyabb (Herremans et
al., 2007). A virus-nukleinsav reverz transzkripcidt kovetd polimerdz lancreakcioval
(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) a szérumbol kizardlag a
viraemia idején, a székletbdl és az epébdl a korokozo-iirités iddtartama alatt
mutathatd ki. Az elektron-mikroszkopos vizsgalat nem rutinszerien alkalmazott
eljards (Sreenivasan et al., 1984; Krawczynski et al., 2000). A virus
szovettenyészeten vald szaporitasara, bar torténtek probalkozasok, nem talaltak
egyszert, rutinszertien és megbizhatoan alkalmazhatd modszert (Tanaka ez al., 2007;
Chandra et al., 2008b; Tanaka et al., 2009), azonban kimutattdk, hogy szérumminta
szovettenyészetre oltasa esetén ellenanyagok jelenlétében is szaporithaté a virus
(Takahashi et al., 2010). Allati eredeti, formalin-fixalt és bedgyazott szervmintak
esetében a virus kimutatdsira az immunhisztokémiai és in sifu hibridizacios
moddszerek megfelelden specifikusnak és érzékenynek bizonyultak (Lee ef al., 2009a

és 2009b).

A hepatitis E diagnosztikdjaban kovetni kell az Orvosi Mikrobioldgiai
Szakmai Kollégium virushepatitis-diagnosztikai algoritmus eldirasait (Infektoldgiai

Utmutato, Klinikai Iranyelvek Kézikonyve, 2003): figyelembe kell venni, hogy a
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kérelozményben szerepel-e endémids teriiletre utazds, nyers vagy nem kellden
hokezelt hus, maj fogyasztasa, allattartas, kontaktus hdziallattal. Minden esetben el
kell végezni a majenzimek ¢€s a bilirubin vizsgalatat, tovabba ki kell zarni az egyéb,
akut hepatitist okozo kéroki tényezok szerepét (hepatitis A-, B-, C-, Citomegalovirus
¢s Epstein-Barr-virusok). Magyarorszagon minden fertdzéses eredetli hepatitis
megbetegedes, igy a hepatitis E fert6zés is bejelentésre kotelezett (Reuter és Szics,

2004).

4.2.5. Gyogykezelés

A hepatitis E kezelése csupan tiineti, illetve a méj kimélésére szoritkozik:
keriilni kell az alkoholfogyasztast, és el kell hagyni a nélkiilozhetd hepatotoxikus
gyogyszereket is (Reuter és Sziics, 2004). Specifikus gydgyszeres kezelésre egyelore
nincs lehetdség; amennyiben azonban lesz is specifikus, oki terapiara alkalmas szer,
figyelembe kell venni, hogy a replikacié és a viraemia a tiinetek megjelenése eldtt
megkezdddik. Habar elézetes tanulmanyok a ribavirin és az interferon-alfa
replikaciogatld hatasarol szamolnak be, a betegek szdmara elérhetd gyogyszerek
kifejlesztéséig a betegséggel szembeni védekezést a megelozésre kell alapozni

(Reuter és Sziics, 2004).

4.2.6. Megelozés

Az emberi fertdzés megeldzésében elsdsorban a személyi- és konyhai

higiénianak van kulcsszerepe (Feagins et al., 2008; Eker ef al., 2009). Az ,,endémias”

tertileteken a hepatitis E fertdzések leggyakoribb forrasa a fekalidval szennyezddd

ivoviz. Ezeken a teriileteken meg kell oldani a szennyviz kezelését, elvezetését, az

ivoviztol torténd elkiilonitését. Fontos a turistdk figyelmének felhivasa a fert6zés

lehetoségére. Az ,,endémids” teriiletre utazoknak keriilni kell a palackozatlan,

forralatlan viz fogyasztasat, beleértve ebbe a rendszerint (nem hdkezelt) vezetékes

vizbdl készitett jégkockat is, illetve a HEV lehetséges zoonotikus tulajdonsiaga miatt

keriilni kell a potencialisan virust tartalmazé élelmiszerek (sertéshus, vadhas, mdj,

kagylo) nem kelléen hokezelt formédban torténd fogyasztasat is. Terhes nok endémias

teriiletre vald utazésa kifejezetten ellenjavallt (Reuter és Szlics, 2004). A virus
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kozvetlen emberr6l emberre terjedése nem valoszinii, ezért a fertdzottek elkiilonitése
nem indokolt, de a beteg ne végezzen munkat élelmiszerrel. Az endémids teriiletre
utazot tajékoztatni kell arrdl, hogy a ,hepatitis oltasok” nem nyujtanak védelmet
minden hepatitis-virus ellen (Reuter és Szilics, 2004). Vakcina eldallitasara torténtek
kisérletek, azonban kereskedelmi forgalomban még nem kaphatok a HEV-fertdzés
megeldzésére alkalmas human vagy allatorvosi célra szant készitmények (Krawczynski,
2007; FitzSimons et al., 2010). Prevenciora a kereskedelmi forgalomban 1évé human
gammaglobulin nem hasznalhato, mivel az csak a hiperendémias orszagokban gytijtott
plazmabol eléallitva hatasos (Telegdy, 2005). A sertéssel kapcsolatos foglalkozast tizok
személyi és munkahelyi higiénidja nemcsak a human fert6zés elkeriilésében, hanem a
HEV-fertozés allatokra vald atvitelének elkeriilésében, és az élelmiszer-termékek
lehetséges kontaminaldsanak megeldzése érdekében is fontos (Pina et al., 2000; Wu et

al., 2002; Jary, 2005; Olsen et al., 2000).

4.3. A HEV jarvanytana és kortana élelmiszer-termelé allatokban

A hepatitis E allatokban valo eléforduldsanak vizsgalatat a HEV tisztazatlan
jarvanytana és a ,nem endémids” orszagokban eldfordulo 0,4-3,3%-0s
szeropozitivitas indokolja. Haziallataink tobbsége fogékony a HEV-fert6zésre. Mind
a korabban endémidsnak tekintett, mind az endémiasnak nem tekintett orszagokban
kimutattdk a virust tobb haziallat fajbol: a vizsgalt juhok és kecskék 42-67%-aban,
kutydk 27%-aban, csirkék 44%-aban, patkdnyok 80%-aban talaltak ellenanyagokat
(Arankalle et al., 2001; Huang et al., 2002b; Peralta et al., 2009a), illetve majmok
anti-HEV-szeropozitivitasat is leirtdk (Hirano ef al., 2003b; Yamamoto et al., 2008).
A HEV-fert6zés molekularis bizonyitékaként hazisertésbol (van der Poel et al., 2001,
Huang et al., 2002a), vaddisznobol (Michitaka et al., 2007; Adlhoch et al., 2009;
Kaba et al., 2009), vadon €16 kéréddzokbol (Tei ef al., 2003; Sonoda et al., 2004;
Takahashi et al., 2004), ezen kiviil monguzbol (Nakamura et al., 2006), patkanybol
(Hirano et al., 2003a; Johne et al., 2009) és nyulbdl (Zhao et al., 2009) RT-PCR
modszerrel virdlis nukleinsavat is kimutattak. A HEV-fertézésre a szakirodalmi
adatok alapjan feltételezhetden fogékony fajok koziil Eurdpadban a sertésnek, a
vaddiszndénak és a vadon €16 kérédzoknek (6z, szarvas), valamint a szarvasmarhanak,

a juhnak és a kecskének, van élelmiszer-higiéniai jelentdsége.
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A szeropozitiv egyedek gyakorisagdban az egyes vizsgalatok jelentds eltérést
mutatnak, azonban mindegyik vizsgalat eredménye azt mutatja, hogy a fertézésre a
fent emlitett fajok koziil a sertés a legfogékonyabb. A sertések rezervoar-szerepére
nemcsak a szeroprevalencia mértéke [14-74% (Reuter é&s Sziics, 2004),
Németorszagban 49,8% (Baechlein et al., 2009)] utal, hanem a sertésben ¢&s
emberben kimutatott virusok nagyfoku genetikai hasonlésaga is (Meng et al., 1997;
van der Poel et al., 2001). Nyers, fertézott sertéshiis fogyasztasat koveté emberi
HEV-fert6zést tobb esetben, igy Magyarorszagon is leirtak (Yazaki ef al., 2003;
Reuter et al., 2006). Emellett Indidban a kereskedelmi forgalomban kaphatd
sertésmajak 0,83%-aban, Japanban 1,9%-aban, mig az USA-ban 11%-aban mutattak
ki Hepatitis E virust (Yazaki ef al., 2003; Feagins et al., 2007; Kulkarni és Arankalle,
2008).

A sertések HEV-fert6zéssel szembeni nagyfoku fogékonysdga miatt a
lehetséges fertozési utak és a virus pathogenezise leginkdbb sertés modellen
vizsgalhato. Kasorndorkbua és munkatarsai (2004) altal végzett kutatas soran a virus
sertésallomanyon beliili terjedésének modjait vizsgaltdk. A kisérletben sikeres
fertdzés csak a kontakt Giton és a per os fertdzott csoportnal volt elérhetd. A vizsgalat
bizonyitotta, hogy a véres beavatkozasok, valamint a levegd utjan torténd fert6zés
esélye minimalis (a sertések egy légtérben voltak), és a fekalis-oralis fertdzés is csak
akkor kovetkezhet be, ha ismételten €s nagy titerben veszi fel a sertés a fert6zo
viruspartikuldkat. A szerzOk szerint tovabbi kutatasokat igényel, hogy milyen

faktorok tették lehetdvé a virus mara bizonyitott vilagméretii elterjedését.

Egy, a kozelmultban, Japanban végzett vizsgalat soran (Kunio és Hiroshi,
2007) nagy mennyiségli szeroprevalencia-adatot vetettek ala statisztikai elemzésnek.
Azt talaltak, hogy sertésekben a fert6zodés atlagosan az 59. és a 67. életnap kozott
ered meg, a szerologiai athangolddast kb. a fert6zéstdl szamitott 25. napra teszik, és
30 napot tartanak sziikségesnek a fert6zddéstdl a virusiirités megsziintéig. A modell
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak a szerzok, hogy a becsiilt fertdzési erély
mellett az dllomany 95%-a atesik a fert6zésen 150 napos kordig, igy a 180 napos
vagdéletkorra minimalis lesz az allomanyszintli virustirités. Azonban ha a fertdzési
erély vagy az immunvalasz gyorsasaga valamilyen okbdl csokken, a vagéaskori
virusiirités mar fokozottabb élelmiszer-biztonsadgi valamint munkaegészségiigyi

kockézatot jelenthet.
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Az allatokban kialakuld hepatitis E tlinetmentes (Martelli ez al., 2010).
Fert6zési kisérletekben, melyben hazisertést emberbdl és sertésbdl izoldlt HEV
torzsekkel fertdztek, a kisérleti allatokban nem figyeltek meg klinikai tiineteket,
illetve vériikben nem emelkedett a méjenzimek é&s a bilirubin szintje. A
virusszaporodas helyére a majban észlelt kdrszovettani elvaltozasok utaltak: heveny
savés majgyulladasra jellemzd korszovettani elvaltozdsok, azaz a maéjsejt-sorok
egymastol vald eltavoloddsa, savd felhalmozddas, korilirt mikroszkopikus
terlileteken ma4jsejt-elhalds, valamint mononuklearis sejtek (lymphocyték,
macrophagok) jelenléte (7. abra). A virus, mellyel parenteralisan fertézték a kisérleti
allatokat, a majbol az epeutakon a bélbe keriilve a bélsarral {iriilt (Meng et al.,, 1998,
Halbur ef al., 2001). A faji atjarhatdsag bizonyitasara végzett kisérletekben human és
sertés eredett HEV izolatumokkal nemcsak sertéseket, hanem patkanyokat ¢&s

foemlosoket is sikeresen fertdztek (Meng et al., 1998, Feagins et al., 2008).

7. abra A fert6zési kisérlet korszovettani eredménye (haematoxillin-eozin
festés): a: kontroll m4j; b: sertés eredetli HEV torzzsel fertdzott sertés méja; c:
emberbdl izolalt HEV torzzsel fertdzott sertés méja. (Halbur et al., 2001).

Bar a hepatitis E sertésekben nem jelenik meg klinikai tiinetekben, egyes
vizsgalatok szerint a porcine circovirus 2-es tipusdval (PCV-2) vald fertdzéssel
szimultan jelen levd HEV-fertdzés a circovirus okozta valasztast kovetd leromlast és
immunszuppressziét (Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome, PMWS)
kozepes sulyossagu hepatitis-szel sulyosbitja (Martin et al., 2007).
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4.4. A HEV fajok kozotti terjedésének bizonyitékai, a virus élelmiszer-
biztonsagi és munkaegészségiigyi jelentdsége

Molekularis bioldgiai moédszerekkel 1997-ben sertésekbdl (Meng et al.,
1997), 2001-ben madarakbol (Hagshenas et al., 2001) mutattak ki a hepatitis E virus
jelenlétét. A nukleotid-szekvencia elemzésével kimutattak, hogy a madarakat fert6zo
HEV tavoli rokona az emberi megbetegedéseket okozd virusnak; a baromfibol
kimutatott virusok genomja csak 47-54%-ban hasonlit a human HEV torzsek 6rokitd
anyagara (Huang et al., 2004, Bilic et al., 2009). Valoszintileg ez is az oka annak,

hogy Avian Hepatitis E virust eddig nem izolaltak emberekbol.

A sertés eredetli hepatitis E virus genomja azonban nagyobb mértékii
hasonldésagot mutat az emberi eredetli virusok genomjaval, emellett az RT-PCR
segitségével felerdsitett genomszakaszok nukleotid-sorrendjének meghatarozasa utan
kideriilt, szamos esectben mutattak ki sertés eredetli virusokat emberekbol, és
korabban emberekben kimutatott virusokat sertésekbdl. Az eddigi irodalmi adatok
alapjan a zoonotikus HEV torzsek feltételezett rezervodrjai a hazisertés ¢s a
vaddisznd, a vad kér6dzok, valamint kiillonféle ragesalok. A kiilonbozé allatfajok
kozotti keresztfert6zés tobb izben bizonyitast nyert: sikeres volt patkdny (Maneerat
et al., 1996), sertés (3. genocsoport: Meng et al., 1998; 4. genocsoport: Feagins et al.,
2008) és makdko (van Cuyck-Gandré et al., 1998) esetén az emberi eredetii
virusokkal torténd kisérleti fertézés. Emellett az azonos élohelyen €16 szarvasbol,
vaddisznobol és fertdzott emberbol szarmazdé HEV-izolatumok 99,7% nukleotid

hasonlosagot mutattak (Takahashi et al., 2004).

Az utdbbi néhany évben kezdtck el a ragcsaldk szerepének vizsgalatat a HEV
terjesztésében. Egy Nepalban végzett szerologiai és RT-PCR vizsgalat sordn a
ragesalok 12%-a bizonyult HEV szeropozitivnak, tovabba a 4 viraemids allat vérébol
kimutatott virus RNS szekvenciaja 95, illetve 97 szazalékos nukleotid hasonldsagot
mutatott két nepali human izoldtummal (He ez al., 2002). Ez volt az els6 bizonyitéka
annak, hogy a ragcsalok is lehetnek human-pathogén HEV-torzsek rezervoarjai. Egy
korabbi, az Egyesiilt Allamokban végzett vizsgalat soran a varosi kdrnyezetben
befogott ragcsalok sokkal magasabb ardnyu szeropozitivitdst mutattak, mint a
vidéken befogott tarsaik (Favorov et al., 2000). Ugyanez a vizsgalat mutatta ki azt is,
hogy a Rattus nemzetségbe tartozd patkdnyok kozott volt a legnagyobb a

szeropozitivak aranya, ami alapjan a ragcsalok koziil a patkanyok tlinnek a
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legfontosabb rezervoarnak. Ezt erdsiti meg egy japan vizsgalati eredmény is: a
kutatds sordn 362 vadon €16 hazi (Rattus rattus) és vandorpatkanybdl (R. norvegicus)
szarmazo szérummintdt vizsgaltak meg ELISA-mddszerrel, és ezek kozil 114
pozitivnak bizonyult (31,5%) anti-HEV IgG-re. Vizsgaltak tovabba 51 szérummintat
harom, Japanban honos egérfajbol is, de egyik sem adott pozitiv eredményt (Hirano
et al., 2003a). Az Egyesiilt Allamokban 1999-ben végzett vizsgalatok a vadon é16
patkanyok nagymértékli szeropozitivitasat mutattdk ki: Louisiana allamban 44%,
Maryland éllamban 77%, mig Hawaii szigetén 90%-o0s szeropozitivitast mértek a
ragcsalokban. A patkdnyokban észlelt magas szeropozitivitas kontrasztjaként az adott
iddszakban a vizsgalt emberek mindossze 1%-anak vérmintdjaban mutattak ki anti-
HEV ellenanyagokat (Kabrane-Lazizi et al., 1999). Egy 2009-ben publikalt
németorszagi vizsgalat soran genetikai vizsgalatokat is végeztek a patkanyokbol
kimutatott HEV izolatumokon. Eredményeik szerint a patkany eredeti HEV
genetikailag elkiiloniil az egyéb emlésokben €s emberben kimutatott virusoktol, ezért
tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak bizonyitdsara, hogy a patkanyok
rezervoarként részt vesznek-e az emlosok és az ember HEV-fertdzéseinek

fenntartasaban (Johne ef al., 2010).

Az éllatrél emberre torténd terjedésben leginkdbb az élelmiszer-termeld
fajoké a kulcsszerep. Japanban, mivel igen gyakori a nyers, vagy elégteleniil hokezelt
hus fogyasztasa, intenziven vizsgaljak az élelmiszer-kozvetitette HEV-fert6zéseket,
tobb kozleményben ismertettek allati eredeti é€lelmiszertdl torténd fertdzodést
(Maneerat et al., 1996; Tei et al., 2003; Yazaki et al., 2003; Takahashi et al., 2004;
Mizuo et al., 2005). Németorszagi vizsgalatok is alatamasztjdk a sertéshus és
-belsdség fogyasztasanak szerepét az emberi HEV-fert6zések kialakuldsdban
(Wichmann et al., 2008). Az eddig egyetlen publikalt, klinikai tiinetekben is
megnyilvanuld hazai eset is egy élelmiszer eredetli fertdzés eredménye volt (Reuter

et al., 2006).

A HEV nem csak a fert6zott allatokbdl szarmazd élelmiszer hokezelés nélkiil
torténd fogyasztdsa, hanem a fert6zott anyaggal vagy dallatokkal kapcsolatos
munkavégzés esetén is veszélyt jelenthet. A szennyvizzel 0Ont6z6 torok
novénytermesztok kozott 34,8%-os HEV szeroprevalencia volt tapasztalhatd, mig a
hasonlo koru €s tarsadalmi statusza egyeb lakosok kozott ez 4,4% volt (Ceylan et al.,

2003). Az USA kilonb6z6 allamaiban végzet vizsgélat soran a sertéssel foglalkozo
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allatorvosok 1,5-szer gyakrabban voltak HEV-szeropozitivak, mint a kontroll
véradok. Azonban a sertéshez hasonléan embernél sem jelentenek fokozott veszElyt a
borsériiléseken keresztiili vagy a sertés vérével torténd fertézodés, mivel azok kozott
az allatorvosok kozott, akik a sertésekkel valo munka kézben injekcids tiivel, vagy
szikével megsértették a keziikket nem volt tobb szeropozitiv, mint az ilyen
kérelozménnyel nem rendelkezd tarsaik kozott (Meng et al., 2002). Kisebb
mértékben ugyan, de a svéd sertéstartok kozott is valamivel magasabb volt a
szeropozitivitds (13%), mint a kontrollcsoport esetén (9,3%) (Olsen et al., 2006).
Ezzel szemben Spanyolorszdgban a sertéssel érintkezésben nem keriild
kontrollcsoport anti-HEV IgG pozitivitdsdhoz képest 5,4-szer nagyobb volt az anti-
HEV IgG-pozitivitas a sertéssel kapcsolatos munkat végzok korében (Galiana et al.,
2008). A korabban emlitett taiwani kisérletben (Wu et al., 2002) az allatok gondozoéit
is vizsgaltak: a 37 tiinetmentes paciens szérummintdja koziil egyben virus RNS-t,
tovabbi otben pedig anti-HEV ellenanyagot mutattak ki. Leirtdk mar hentesek
fert6zédését is (Jary, 2005), tovabba kimutattdk a virust vagéhidak szennyvizében
(Pina et al., 2000). Egy masik, az Egyesiilt Allamokban, Iow4ban végzett vizsgalat
szerint (Karetnyi et al., 1999) az erdei munkdt végzok korében szignifikdnsan
magasabb volt a HEV-szeropozitivitds, mint a mas foglalkozast izok (egészséges
véradok) kozott, ami arra utal, hogy az erdei allatok jelentékeny szerepet jatszhatnak

a HEV terjesztésében.
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5. A KUTATAS CELJAI

1. A hepatitis E virus kimutatisa Magyarorszagon, allati eredetii mintakban.

RT-PCR-en alapuld felmér6 vizsgalattal kivantuk meghatdrozni a hepatitis E
virust tirité allatfajok korét, kiillonos tekintettel az élelmiszer-higiéniai jelentoséggel

bir6 allatfajokra.

2. A HEV-fert6zés lefolyasanak vizsgalata sertéstelepeken

Célzott mintagytjtéssel a HEV-fertdzottség korcsoportonkénti megoszlasarol,
a fertdzés sertéstelepeken beliili terjedésének idobeli lefolydsarol, a sertések
vagohidra keriilése idején a fertdzottség mértékérdl, és a virus allatok kozotti
terjedésének maddjardl  gyujtottink  adatokat. Azonos allatokbdl  szarmazo,
parhuzamosan vizsgalt maj- ¢&s bélsarmintdk vizsgéalata alapjan kivantuk
meghatdrozni, hogy a sertések fertézottségének felderitésére melyik minta vizsgélata

ad megbizhatd eredményt.

3. A szerolégiai athangoldodias mértékének vizsgalata sertéssel kapcsolatos

foglalkozast liz6k korében

Ausztridban gy(jtott human savomintdk HEV-szerologiai vizsgéalataval
célunk az ujonnan kifejlesztett szeroldgiai mddszerek (immunoblot és ELISA) és
kitek tesztelése, illetve archiv savomintdk alapjan a HEV korabbi ausztriai
elterjedtségének vizsgalata volt kiilonbozo, sertésekkel kapcsolatos foglalkozast iz

emberek korében.

4. A Magyarorszagon, allati eredeti mintdkban kimutatott virusok

szekvencidinak genetikai elemzése

A vizsgalattal a magyarorszagi virusok rokonsagi viszonyait, mas
orszagokban kimutatott virusokkal valé hasonldsdgdnak mértékét kivantuk
meghatarozni, illetve a virus zoonotikus jellegének genetikai bizonyitdsdhoz
gyljtottiink informaciot.

5. Egy magvarorszagi virus teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa és

elemzése

A teljes genomszekvencia €s egyes régiodinak elemzésével a virus evolucidjat
vizsgalo kutatasokhoz, és a genotipizalasra alkalmas genomrégiok meghatarozasahoz

szolgaltattunk adatokat.

31



6. ANYAG ES MODSZER

6.1. Allati eredetii mintak vizsgalata
6.1.1. Mintagyiijtés

Vizsgalataink célja a hepatitis E virus elterjedtségének megéllapitdsa volt
Magyarorszagon a feltételezett rezervoar fajokban, kiilonosen olyan allatfajok
vonatkozasdban, melyek HEV-fogékonysagardl a szakirodalom beszamolt. A
vizsgélatok soran olyan mintdk gytjtésére torekedtiink, melyekbdl a fertdzés
szervezetbeni lefolyasa alapjan nagy valoszinliséggel kimutathatd a HEV
nukleinsava. A hazisertés (Sus scrofa domestica) maj- €s bélsarmintak a Szent Istvan
Egyetem Allatorvos-tudoméanyi Kar (SzIE-AOTK) Nagyallatklinika Kérbonctani
Osztalyara, illetve a Korbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszékre
diagnosztikai célbol bekiildott, elhullott allatokbdl, valamint a kutatast onkéntes
mintakiildéssel tamogatd Zala megyei sertéstelepekrol szarmaztak. A szarvasmarha
(Bos primigenius taurus), juh (Ovis gmelini aries) ¢és kecske (Capra aegagrus
hircus) bélsarmintdk legnagyobbrészt a SzIE-AOTK Parazitolégiai és Allattani
Tanszékének vizsgalati anyagat képezd borju bélsarmintak, valamint kiilonb6zd
telepekrdl szarmazo, sajat gylijtésti bélsarmintak voltak. A vaddisznd (Sus scrofa),
szarvas (Cervus elaphus) és 0z (Capreolus capreolus) eredeti méjmintdkat a
MAVAD-Vecsés Kft. vadhus-feldolgozé tizemében gytjtottiik. Takarményminték,
illetve patkany (Rattus norvegicus) és egér (Mus musculus) mintdk a vizsgalatban
résztvevd Zala megyei sertéstelepekrol, a horcsog (Cricetus cricetus) mintak dr.
Gyuranecz Miklos gylijtésébdl szarmaztak, a cickdny (Sorex araneus) mintakat pedig
dr. Csorgd Tibor (E6tvos Lorand Tudomanyegyetem Természet-tudomanyi Kar) és

dr. Jakab Ferenc (Pécsi Tudomanyegyetem) bocsatotta a rendelkezésiinkre.

A  mintagyljtés soran minden esetben torekedtiink a kontaminacid
elkeriilésére. A bélsarmintdkat egyedileg, humdn székletminta-gyiijtd szelencékbe
vettilk az azok tartozékaként mintavételezésre szolgdlod spatuldval, sertésenként
valtott gumikesztylivel. Az elpusztult allatok szervmintai esetében a boncolas soran
allatonként és szervenként kiilon, steril ollo €s csipesz hasznalataval vagtunk a
vizsgdlathoz kell6 mennyiségli szervmintat, melyeket mintanként kiilon

mikrocentrifuga  csében  taroltunk, ¢s mintanként steril dorzscsészében
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homogenizaltunk. A bélsar-homogenizatumokat és szervdorzsolékeket egyedileg,
megjelolt mikrocentrifuga csovekben, -80 °C-on taroltuk. A takarmanymintékat a
takarmanyok vizsgalatra vald kiildésének szabalyai szerint, mintanként kiilon
papirzacskoba vettiik. Homogenizalas utan a takarmanymintdkat a szervmintdkhoz

hasonlé modon taroltuk.

IL. tablazat A vizsgalt mintak.

Allatfaj Egyedszam | Maj Bélsar
Vaddiszn6 75 75 1
Oz 41 34 7
Szarvas 30 30 0
Sertés 251 45 248
Szarvasmarha | 125 1 125
Juh 1 0 1
Kecske 5 0 5
Egér 5 5 5
Patkany 2 0 2
Horcsog 34 34 34
Cickany 25 25 25
Osszesen 564 249 423
Takarmany 15

Osszesen 717 mintat vizsgiltunk meg, ebbdl 702 llati eredetdi bélsar- és
majminta, illetve 15 takarmdnyminta volt. Az allati eredetii mintdk szamdnak ¢&s
tipusanak megoszlasat a II. tablazat foglalja 6ssze. A kutatasok soran az orszag
minden megyéjebdl gyljtottiink mintdkat. A hézisertés ¢és szarvasmarha mintdk
esetében torekedtiink arra is, hogy kiilonb6zé korcsoportokat is megvizsgaljunk
annak érdekében, hogy az dllomanyban a fertdzés lefolyasarol adatokat nyerjiink. A
ragesald mintak vizsgdlatat jarvanytani szempontok indokoltdk: a patkanyok és
egerek a sertéstelepeken a fertdzés fenntartasanak egyik lehetséges tényezdi, mig a
cickanyok az erdei allatok fertozottségének fenntartasaban jatszhatnak szerepet. A
horcsog mintak vizsgalatat az indokolja, hogy Magyarorszagon egyes tarsadalmi
csoportok rendszeresen fogyasztanak horcsoghust, s mivel a horcsogok

érintkezhetnek az erdei dallatok altal iritett hepatitis E virussal, a HEV
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jarvanytandban mint esetleges emberi fert6zés-forrds szerepelhetnek. A
takarmanymintdkat a sertéstelepeken mint a fertdzottség fenntartdsdnak egyik

lehetséges tényez6jét vizsgaltuk.

6.1.2. A PCR vizsgdlatok elokészitése

A majmintakbol kb. 1 g nagysagu darabot steril kvarchomok hozzdadasaval
dorzscsészében homogenizaltunk, és 3 ml fiziologids foszfatpufferrel (phosphate
buffered saline, PBS) higitottuk. A bélsarminta borsonyi mennyiségét 1,5 ml PBS-
ben homogenizaltuk. A homogenizatumot ezutdn a sejtek roncsoldsa és a
virusrészecskék kiszabaduldsa érdekében -20°C-on fagyasztottuk, majd felolvasztas
utan 1500xg gyorsulason 10 percen at centrifugaltuk. A centrifugdlds soran
képzodott feliiluszobol tisztitottuk a polimerdz lancreakciohoz sziikséges viralis

nukleinsavat.

Az elozetes vizsgalatokban pozitivnak talalt sertéstelepek kozil 3 Zala
megyei telepen takarmanymintat vettiink a takarmany-tarolo helységekbdl, illetve az
etetdkbdl. Osszesen 15 mintat vizsgaltunk meg. A tapmintakbél 50 g-ot 125 ml PBS-
ben 30 percig magneskeverdvel keverve homogenizaltunk, majd 30 perc iilepités
utan a  feliiliszobdl 1,5 ml-t mikrocentrifuga-csdbe mértikk at, ¢és a
takarmanyrészecskék, illetve szennyezddések eltavolitasa érdekében 1500xg

gyorsuldson 10 percen at centrifugéltuk.

A ragcsalomintdkat a Zala megyei sertéstelepeken gytjtottik a
ragesaloirtasok alkalmaval. A patkdnyok és egerek méjat és bélsarat vizsgaltuk. A
mintdk feldolgozasakor a sertés mdj- ¢és bélsarmintak feldolgozasahoz hasonldan

jartunk el.

A feliluszébol QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Diisseldorf,
Németorszag) hasznalataval, a gyartd utasitdsainak megfelelden tisztitottuk az RNS-
t. Az eljaras eredményeként kapott 60 pl tisztitott RNS-szuszpenzidt, a higitott

bélsarakat, illetve minta-homogenizatumokat a késdbbiekben -80 °C-on taroltuk.

6.1.3. RT-PCR

Vizsgalataink sordn a megszakitas nélkiil végrehajtott reverz transzkripcidt

kovetd polimeraz lancreakcidé mddszerét alkalmaztuk, melynek elénye — a viszonylag
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gyors kivitelezhetéség mellett — hogy mivel a reverz transzkripcid ¢s az azt kovetd
DNS-amplifikdcié ugyanazon reakcidelegyben, a cs6 felnyitasa nélkil zajlik,
csokken a kontaminacio esélye. A reakcidban tobbféle primerpart hasznaltunk. A
virus kimutatdsara, azaz a pozitiv mintdk kiszlrésére egy, a HEV-vizsgalo
laboratériumokban diagnosztikai célra elfogadott, és genotipizalasra is alkalmas
amplifikacids terméket eldallitd, degeneralt primerpart hasznaltunk, mely az ORF2
(kapszidprotein-régid) 197 nukleotid hosszi darabjat amplifikalja (Schlauder ez al.,
1999, van der Poel et al., 2001). Az eredmény ellendrzését az ORF1 régiora tervezett
degeneralt primerparral végeztiik; ez a termék hossza révén (417 bp) az ORF1 région

végzett filogenetikai vizsgdlatra is alkalmas.

A diagnosztikai primerek alkalmazasaval végzett amplifikaciot 25 pl-es
reakcidelegyben végeztiik QIAGEN OneStep RT-PCR Kit alkalmazasaval, a gyartd
utasitdsainak figyelembevételével, melyhez a fentieck szerint tisztitott RNS
szuszpenziobol 2,5 mikrolitert kevertiink. Negativ kontrollként RNS-mentes
reakcidelegy szolgalt, mig a pozitiv kontrollként el6szor egy Hollandiabol szarmazd,
a korabbi kisérletekben pozitivnak mindsitett mintdbol szarmazd RNS-t, majd a sajat,
szekvencia meghatarozassal igazoltan pozitiv mintdinkat hasznaltuk. A reakcidelegy

osszetételét a I11. tablazat tartalmazza.

I11. tablazat Az RT-PCR reakcioelegy dsszetétele.

Reagensek ul
RNaz- és DNaz-mentes viz 14,3
5% puffer 5
Dezoxi-nukleotid-trifoszfat (ANTP)-mix (10 mM) | 1
Enzim-mix 1
RNaz-inhibitor (40 U/ul) 0,2
Primer F (50 uM) 0,5
Primer R (50 uM) 0,5
RNS 2,5
Osszesen 25

A reakciot az Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied.
Biosystems, Foster City, CA USA) PCR késziilék hasznalataval végeztik. A
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héprogram els6 1€pése a 30 percen at tartd 50 °C-os inkubacid volt, melynek sordn a
reakcidelegyben végbemend reverz-transzkripcid eredményeként komplementer
DNS szal (cDNS) szintetizalodott. Ezt egy 95 °C-os 15 perces inkubacios 1€pés
kovette (a reverz transzkriptdz denaturicidja és a HotStarTaq aktivacidja). Ezt
kovetden 40-szer ismételtiik az alabbi Iépéseket: 94 °C/1 perc (denaturacid),
55°C/1,5 perc (a primerek kapcsoloddsanak szakasza, ,,annealing”), 74 °C/1perc
(extension, lancszintézis). A folyamatot egy 72 °C/7 perc szakasz zarta le, mely a
lancszintézis lezarasat eredményezte. A program befejeztével tovabbi felhaszndlasig

a PCR késziilék 4 °C-on tarolta a terméket.

A teljes genom meghatarozasdhoz — a diagnosztikai primereket is beleértve —
17 primerpart hasznaltunk (8. abra), melyek egymassal atfed6 termékeket
amplifikaltak. A reakcioelegy 100 mikroliterje a diagnosztikai reakciokban
hasznalttal megegyezé ardnyban tartalmazta az Osszetevoket. A PCR program a
diagnosztikai programtol csak az annealing hémérsékletben, illetve az extenzio

idotartamaban kiilonbozott. A teljes genom szekvenaldsdhoz hasznalt primerparok

adatait (az annealing homérsékletet ¢€s az extenzid hosszat is beleértve) a

XII. tablazat (Melléklet) foglalja ossze.

10

8. abra Az RT-PCR reakcidkban hasznalt primerek altal amplifikalt termékek
elhelyezkedése a genomhoz viszonyitva. A termékek szamozasa megegyezik a
XII. tablazatban (Melléklet) felsorolt, megfeleld primerparok sorszamaival. A

»diagnosztikai” ORF1s1-ORFl1al (1.), illetve ORF2s1-ORF2al (15.) primerparok
altal képzett termékeket kék szinnel jeloltiik.
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6.1.4. A PCR termékek azonositdsa

Az amplifikaciot kovetden 5 pl terméket 6 x toménységli felvivopufterrel
(Fermentas Life Sciences, Vilnius, Litvania) osszekeverve 0,5 pg/ml etidium-
bromidot tartalmazd 2%-os, trisz-borat-EDTA-val (TBE) pufferolt agar6z gélben 6
V/cm fesziiltséggel kb. 1 6raig elektroforetizaltunk.

A gélt ezt kovetéen UV atvilagitassal vizsgéltuk 312 nm hulldmhosszon,
majd a gélképet Kodak DS Elektrophoresis Documentation and Analysis System ¢€s a
hozza kapcsolodd Kodak Digital Science 1D géldokumentécids program segitségével
rogzitettik és taroltuk. A termékek méretét GeneRuler 100bpDNA Ladder
(Fermentas Life Sciences, Vilnius, Litvdnia) molekulatomeg-marker segitségével

hataroztuk meg.

6.1.5. Nukleotid szekvencia meghatdrozdsa, rokonsdgi vizsgdlatok

Jarvanytani szempontok alapjan kivalasztott mintdk esetében az ORF2sl-
ORF2al, illetve ORFl1al-ORF1sl primerparral eloallitott termékek szekvencidjat
meghataroztuk, és ezeket a mintdban kimutatott virus azonositasara, illetve
filogenetikai vizsgéalatokban hasznaltuk. A teljes genom meghatarozasa érdekében
eléallitott 17 atfedd termék mindegyikének nukleotidsorrendjét meghataroztuk. A
szekvenalas eldkészitéséhez a specifikus PCR terméket alacsony olvadasi
homérsékletii (low melting) agaroz gélben valo elektroforézis utdn Qiagen QIAquick
Gel Extraction Kit segitségével kitisztitottuk, és a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatékdzpont (Godoll8) laboratoriumaban, illetve a Bécsi Allatorvos-tudomanyi
Egyetem Klinikai Virologia Tanszékén ABIPrism 310 automata szekvenatorral
szekvenaltattuk, majd BLAST program (Basic Local Alignment Search Tool,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) segitségével azonositottuk.

A szekvenciaelemzést ¢és filogenetikai vizsgadlatot a GenBank-ban
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) elérhetd teljes és részleges HEV szekvencidk
felhasznaldsaval, AlignPlus4 (Align Plus 4 for Windows 95, Scientific and
Educational Software, 4.00 verzid), ClustalX (ClustalX Multiple Sequence
Alignment, 1.81 verzid), TreeView (Win32 1.6.6. verzid) és a Phylogeny Inference
Program Package (PHYLIP, 3.57¢ verzid) program segitségével végeztiik. A torzsfa
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megbizhatdsagat leird bootstrap értékeket a SEQBOOT program haszndlataval,
1000-szer megismételt ,,0jramintdzdsi” elemzéssel hatdroztuk meg. A torzsfa
létrehozasakor a szekvenciaparok kozotti tavolsdgot a hasznalt szadmitogépes
program a Kimura 2 paraméteres modell, 2-es ardnyu transition/transversion alapjan
hatarozta meg. A teljes genomszekvencidk egyes szakaszai variabilitdsanak grafikus

megjelenitését a SimPlot 3.5.1. (RaySoft, Baltimore, USA) programmal végeztiik.

6.2. Human vérsavomintak vizsgalata
6.2.1. Mintdak

A szerologiai vizsgalatokhoz 1994-ben Graz (Ausztria) kornyékén gytijtott
human vérsavomintakat hasznaltunk (Deutz et al., 2003). A mintdk kiilonbozo,
sertéssel vagy vaddiszndval kapcsolatos foglalkozast végzd emberekbdl (sertés
vagohidi dolgozok, sertéstelepi dolgozok, allatorvosok, vadaszok), illetve sertéssel
vagy sertés bélsarral ritkdbban kapcsolatba keriild kontrollcsoportbol (baromfi
vagohidi dolgozdk, vérosi lakosok) szarmaztak. A mintékat eredetileg mas, korabbi
vizsgalatok céljaira gyijtotték, és a mintavételtdl kezdddden -20 °C-on taroltak.
Informacié a vizsgalatokban résztvevd emberek korardl, nemérdl, kortorténetérol
vagy kiilfoldi utazasairdl nem allt rendelkezésre. A laboratériumi vizsgalat sordn a
foglalkozasi adatokat nem vettiik figyelembe, ezt az informaciot csak az eredmények

értékelésekor hasznaltuk fel.

6.2.2. Immunoblot vizsgalat

A vizsgalatot 2007-ben a recomBlot HEV IgG/IgM® (Mikrogen, Neuried,
Germany) diagnosztikai kittel végeztiik. Minden savdminta esetében megvizsgaltuk
mind az IgG, mind az IgM tipust anti-HEV ellenanyagok jelenlétét. A HEV
antigénekkel ellatott tesztcsikokat a higitott vérsavomintdkkal 2 6ran at 37 °C-on
inkubdltuk. Az inkubdacidés id0 letelte utdni mosési 1épést kovetden peroxidaz
enzimmel konjugalt, IgG- és IgM-specifikus anti-human ellenanyagokat adtunk a
megfeleld tesztcsikokhoz. Tovabbi 1 ora inkubdcid utdn a szubsztrat oldat
(tetrametil-benzidin (TMB) redox festék) hozzdadasat kovetéen a tesztcsikokon

oldhatatlan szinelvaltozés jelolte az ellenanyagok jelenlétét. A reakcid ledllitasa a
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tesztcsikok 3-szori moséasaval (ioncserélt vizzel) tortént Az egyes mintakkal inkubalt
tesztcsikokon tapasztalt szinelvéaltozas mértékét a pozitiv kontrollhoz viszonyitva

biraltuk el.

Az eredmények értékelését a kit haszndlati utasitdsdban leirtaknak
megfeleloen, pontozasos mdodon végeztiik. Az IgG-specifikus tesztcsikok esetében a
szinvaltozas 0-2 pontnak megfelelé mértéke negativ, a 3 pontos intenzitas kétes, mig
a 4-12 pont pozitiv eredményt jelentett. Az IgM-specifikus tesztcsikok esetében a
hasonlé moédon végzett pontozasos elbiralds esetében a 0-4 pont a negativ, az 5 pont

a kétes, mig a 6-12 pont a pozitiv eredménynek felelt meg.

6.2.3. ELISA vizsgdlat

Az immunoblot vizsgalatban pozitivnak vagy gyenge pozitivnak talalt
vérsavokat, illetve néhdny negativnak taldlt vérsavot ELISA mddszerrel is
teszteltiink. A vizsgalatot a recomWell HEV IgG és recomWell HEV IgM ELISA
kitekkel (Mikrogen, Neuried, Germany) végeztiik. Az indirekt szendvics ELISA teszt
soran a higitott savomintdkat a HEV antigéneket tartalmaz6 lemez mélyedéseibe
mértiik, majd 1 6ran at 37 °C-on inkubdltuk. Az inkubécios id6 letelte utani mosasi
1épést kovetden peroxidaz enzimmel konjugalt, IgG- és IgM-specifikus anti-human
ellenanyagokat adtunk a lemezekhez. Tovabbi 30 perc (37 °C) inkubaciot kovetd
mosasi  1épés utan H,O, - TMB szubsztrattal inkubaltuk a lemezeket
szobahdmérsékleten 30 percig. A reakciét H3PO4 hozzaadaséaval allitottuk le, majd a
kialakult szinreakcié erdsségét Labsystems Multiscan EX-355 tipusu ELISA-
leolvaso segitségével 450 nm hulldmhosszon mértilk meg. Az optikai denzitas (OD)
értékeket a Genesis Lite 3.03 szoftverrel (Life Sciences Ltd., Basingstoke, Egyesiilt
Kiralysadg) jelenitettik meg. A teszt elbirdlasa a kit haszndlati utasitdsanak

megfelelden tortént.

Az immunoblot tesztben IgM-pozitivnak talalt vérsavokbol a kordbban
ismertetett mdédon nukleinsavat vontunk ki, és az ORF2s1-ORF2al primerpar
alkalmazasaval RT-PCR segitségével a mar leirt mdédon mutattunk ki HEV
nukleinsavat. A PCR termékek detektalasat, azonositasat, a szekvenalasra
kivalasztott PCR termékek szekvencidinak meghatirozasat is a fentebb leirtaknak

megfelelden végeztiik.
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7. EREDMENYEK

7.1. HEV RNS jelenlétének kimutatasa RT-PCR segitségével

A kilonb6z6é primerparok altal eldallitott PCR termékek a gélben jol
lathatoak, ¢és a szakirodalomban leirtnak, illetve a primertervezéskor
meghatarozottnak megfeleld méretlick voltak (9. abra). Az ORF2s1-ORF2al
primerparokkal pozitivnak talalt mintdk minden esetben pozitivnak bizonyultak az
eredmény ellendrzése érdekében alkalmazott ORF1s1-ORF1al primerparokkal is. A

negativ kontroll minden esetben negativ volt.

L2l 3548 N

196 bp =—p - -

9. abra Agarozgél-elektroforézis soran kapott kép. 1.: GeneRuler 100bpDNA
Ladder molekulatomeg marker; 2.: Az ORF2s1-ORF2al primerparral 1étrehozott
amplikon; 3.: Az ORF1s1-ORF1lal primerparral 1étrehozott amplikon; 4.: Az
ORF2s1-HEV7135r primerparral 1étrehozott amplikon; 5.: negativ kontroll. A nyilak
az RT-PCR soran képzddott termékek méretét jelzik.
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7.1.1. A HEV kimutatdsa magyarorszdgi sertéstelepeken; a HEV-fertozottség
mértéke egyes korcsoportokban

A hazisertés mintdkat 41 magyarorszagi sertésteleprdl gytjtottiik, melyek
kozott 16 (39%) olyan telepet taldltunk, ahol molekuldris biologiai modszerrel
igazoltuk a HEV jelenlétét. A 251 vizsgalt hazisertés koziil 62 sertésbol (25%)
mutattuk ki a HEV nukleinsavat: 45 majmintabol 14 (31%), 248 bélsarbol 52 (21%)
pozitiv mintat taldltunk. A vizsgdlt sertések koziil 204 allat életkorardl allt
rendelkezésiinkre adat. Ezen allatokat a fert6zés korcsoportonkénti megoszlasanak
vizsgalatdhoz a Magyarorszagon alkalmazott sertéstartasi-technologiai gyakorlatnak

megfelelden 4 korcsoportba osztottuk.

Az eredményeket tobbféle mddon is értékelhetjiik. Amennyiben az Gsszes
beazonosithatd koru allatot figyelembe vessziik, a valasztas elotti (1-28 nap, 1-9 kg —
os) malacok 9%-a, a malac L. (5-10 hét, 10-19 kg) korcsoportba sorolt malacok 27%-
a, amalac II. - hizé L. (11-16 hét, 20-50 kg) korcsoportba tartozo sertések 37%-a, és a
hiz6é II. (véghizo, 17 hét utan, 50 kg felett) korcsoport 9%- bizonyult HEV-
fertozottnek (IV. tablazat, 10. abra).

IV. tablazat A HEV-fert6zottség megoszlasa az egyes korcsoportokban —
orszagos adatok.

Valasztas Malac I. Malac II. — Hizo 1. Hizo I1. Osszesen
elotti (10-19 kg) (20-50 kg) (>50 kg)
(1-9 kg)
Pozitiv 2 (9%) 21 (27%) 10 (37%) 5 (9%) 38
Negativ 20 58 17 50 145
Osszesen 22 79 27 55 183

V. tablazat A HEV-fertdzottség megoszlasa az egyes korcsoportokban — Zala
megyei adatok.

Valasztas Malac I. Malac II. — Hizo I. Hizo I11. Osszesen
elotti (10-19 kg) (20-50 kg) (>50 kg)
(1-9 kg)
Pozitiv 2 (13%) 15 (23%) 4 (24%) 5 (16%) 24
Negativ 13 50 13 32 108
Osszesen 15 65 17 37 132
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A véghizd korcsoport pozitiv egyedei mind a Zala megyei telepekrol
szdrmaztak, mig a tobbi korcsoportbdl az orszdg mas sertéstelepeirdl is érkeztek
pozitiv mintdk. Amennyiben csak a célzott mintavételben részt vevd Zala megyei
telepekrol szarmazo mintékat vizsgaljuk (kisebb mintaszam), az eredmény egy kicsit
eltér az orszagos adatoktol. A Zala megyei sertéstelepeken a valasztas elotti (13%) és
véghizd korcsoportokban (16%) magasabb, a malac 1. (23%) és malac IL.-hiz6 L.
(24%) korcsoportokban pedig alacsonyabb volt a virusiirités mértéke, mint az egész
orszagra kivetitett vizsgéalat esetében. A korcsoportok HEV-pozitivitdsanak

megoszlasa azonban az orszagos eredményekkel korrelalt (V. tablazat, 10. dbra).

40
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Valasztas Malac 1. Malac II. - Hizé 11.
elotti Hizé6 1.

10. abra A HEV-fert6zottség megoszlasa az egyes korcsoportokban.

7.1.2. A parhuzamosan vizsgalt mdj- és bélsarmintik RT-PCR eredményei

A 42 sertés koziil, melyek esetében parhuzamosan vizsgaltunk maj- ¢&s
bélsarmintat is, 13 allat esetében mutattunk ki HEV RNS-t a majban. Koziilik 10
allat bélsara is tartalmazott virus nukleinsavat, 3 allat bélsara pedig negativ volt. A

vizsgalt allatok koziil 29 esetben a mdjminta nem tartalmazott HEV nukleinsavat.
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Koziilik 25 éllat bélsaraban sem taldltunk virus RNS-t, mig 4 allat bélsara HEV
pozitivnak bizonyult (Melléklet, XI. tdblazat). Vizsgalataink sordn 42 bélsarmintabdl
14-ben (33%), 42 majmintabol pedig 13-ban (31%) mutattunk ki HEV RNS-t
(VI. tdblazat). Mind a madj-, mind a bélsarminta 25 allat esetében bizonyult
negativnak. A két minta koziil legalabb egyben 17 éllat esetében mutattuk ki a HEV

jelenlétét.

VI. tablazat A sertés maj- és bélsarmintak pozitivitasa.

Pozitiv maj Negativ maj Osszesen

Pozitiv bélsar 10 (24%) 4 (10%) 14 (33%)
Negativ bélsar 3 (7%) 25 (59%) 28
Osszesen 13 (31%) 29 42

7.1.3. A HEV kimutatdsa egyéb dllatfajokban

A vaddiszn6 és a vadon él6 kérddzok esetében javarészt mdjmintakat
vizsgaltunk, melyek egy része (7 vaddisznd, 9 0z, 3 szarvas) HEV pozitivnak, mig a
meglehetdsen alacsony szamu (7 0z és 1 vaddisznd) bélsarmintdk mindegyike
negativnak bizonyult. A pozitiv mintdk szarmazéasi helyét térképen (11. é&bra)
tintettiik fel, mig allatfajonkénti megoszlasat az VII. tablazat foglalja Gssze. A
pozitiv mintdk részletes adatai (mintagyijtés idopontja, szarmazasi hely, minta

eredete) a XIII. tablazatban (Melléklet) talalhatok.

A hazi kér6dzokbdl gyujtott (125 szarvasmarha bélsar, 1 juh és 5 kecske
bélsar) mintdk mindegyike HEV negativnak bizonyult. A jarvanytani szempontokbol
vizsgalt egyéb allatfajokbol (egér, patkdny, horcsog, cickany) gylijtott maj- és
bélsarmintakban, illetve a sertéstelepeken gylijtott takarmanymintdkban nem lehetett

kimutatni a HEV jelenlétét.
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11. abra A vizsgalt mintak szdrmazasi helyei. Jelmagyarazat: O - sertéstelep,
A - vaddiszno, % - 8z, O - szarvas. A negativ mintakat iires, a pozitiv mintakat
kitoltott alakzatokkal jeloltiik.
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VIL. tablazat A pozitiv mintdk megoszlasa a vizsgalt mintak fliggvényében.

Allatfaj Egyedszam Maj Maj + Bélsar Bélsar +
Vaddiszné 75 75 7 1 0
Oz 41 34 9 7 0
Szarvas 30 30 3 0 0
Sertés 251 45 14 248 52
Szarvasmarha 125 1 0 125 0
Juh 1 0 0 1 0
Kecske 5 0 0 5 0
Egér 5 5 0 5 0
Patkany 2 0 0 2 0
Horcsog 34 34 0 34 0
Cickany 25 25 0 25 0
OSSZESEN 594 249 33 453 52
Takarmany 15 minta Eredmény negativ

7.2. Szerologiai vizsgalatok

Immunoblot mddszerrel 6sszesen 639 archivalt emberi vérsavomintaban
vizsgaltuk az IgM- és IgG-tipust anti-HEV ellenanyagok jelenlétét. A szubjektiv
elbirdlas esélyének csokkentése érdekében a tesztcsikok eredményeinek értékelését
ugyanaz a személy végezte el, illetve a mintdk eredetét csak a tesztcsikok elbiralasa
utan azonositottuk. A reakcié megfeleld0 miikodését minden esetben jelezte a
tesztcsikon megjelend kontroll csik. A mintdkat az eredmények értékelésekor
szarmazasuk (foglalkozas) szerint 6 csoportba soroltuk: a sertéstelepi dolgozdk és a
sertés-vagohidi dolgozdk, mint a sertésekkel gyakori kapcsolatba keriilok, az
allatorvosok és vadaszok, mint sertésekkel (vaddisznéval) kevésbé gyakran
kapcsolatba keriildk, és a baromfi-vagohidi dolgozdk illetve varoslakdk, mint a
sertésekkel alkalomszertien kapcsolatba keriild embercsoportok szerepeltek a
vizsgalatban. Az eredményeket az XIV. tablazatban (Melléklet) foglaltuk Ossze. A
tablazat adatai alapjan késziilt 12. dbran lathatd, hogy a szeropozitivitas az elvartnak
megfelelden alakult: az atlagnal magasabb a szerokonverzi6 aranya a sertéstelepi és

sertésvagohidi dolgozok esetében, mig az allatorvosok €s a vadaszok korében az
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atlag koriili, a baromfi-vagohidi dolgozok és a varoslakok korében pedig atlag alatti a

SZeropozitivitas.
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12. Abra Az immunoblot vizsgélat eredményei.

Az ELISA tesztekben 275 vérsavomintat vizsgaltunk: anyagi okokbol
elsésorban azokat a mintdkat teszteltiik, melyeket az eldzetes immunoblot
vizsgélatban pozitivnak vagy gyenge pozitivnak taldltunk. A lemezeken fennmaradd
tires mélyedésekbe kontrollként minden foglalkozdsi csoportbol néhany, az
immunoblot vizsgalatokban negativnak bizonyult mintat mértilk. Az eredményeket
az XV. tablazat (Melléklet), a tablazat alapjan készilt 13. abra, és a mindkét
modszerrel megvizsgalt mintdk részletes adatait felsoroldé XVI. tablazat (Melléklet)
foglalja 0ssze. Az ELISA vizsgalatokban a szeropozitivitds mértéke eltérd az
immunoblot vizsgélatban taldlt eredménytdl. Ebben az esetben a szeropozitivitas
gyakorisdga az egyes foglalkozasi csoportokban nem korreldl a sertésekkel valo

kapcsolatba kertilés feltételezett gyakorisagaval.
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Mivel az IgM jelenléte a savomintakban a betegség bevezetd szakaszat jelzi,
feltételeztiik, hogy a savdban kimutathaté a HEV nukleinsav. Néhany kivalasztott
IgM pozitiv savomintaban kisérletet tettlink a virus RNS kimutatasara, azonban az
RT-PCR soréan képzodott termékek mennyisége ismételt probalkozasok ellenére sem

volt elegend6 a nukleotid szekvencia meghatarozashoz.
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13. abra Az ELISA vizsgalat eredményei.

7.3. A Kimutatott virusok azonositasa, torzsfa-rekonstrukcios vizsgalatok

A pozitiv minték koziil torzsfa-rekonstrukcios vizsgalat céljara kivalasztott 29
(24 sertés, 2 vaddisznd, 2 6z €s 1 szarvas eredetii) minta ORF2s1-ORF2al primerrel
eléallitott termékének, illetve 6t minta ORF1s1-ORFlal primerrel eldallitott
termékének nukleotid szekvencidjat hataroztuk meg. Egy minta (HEV072) esetében
a teljes genombdl egy 7189 nt hosszu egybefiiggd szakasz nukleotidsorrendjét
sikertilt meghatarozni. A szekvencidkat a génbankban EU718629-EU718650,
EU530671-EU530676, GQ468295, GQ468296 ¢és HMO055579-HMO055581

akcesszids szamokon, a csaknem teljes szekvenciat HM055578 akcesszids szamon
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publikaltuk. A BLAST elemzés alapjan mindegyik szekvencia HEV szekvencianak
bizonyult, a filogenetikai elemzés pedig kimutatta, hogy a Magyarorszagon
allatokban el6fordulo hepatitis E virusok a HEV 3. genocsoportjan beliil ,,a”, ,,e” és
,h’” alcsoportba tartozd, kiilonb6z6 orszagokban kimutatott, allati és emberi eredetii

virusokkal mutattdk a legnagyobb hasonlésagot.

Habar a 197 bazispar hosszu PCR termékbdl meghatarozhaté 147 nukleotid
hosszu szekvencia meglehetdsen rovid a megbizhato filogenetikai vizsgalathoz, a
HEV genom e szakasza valtozékonysdga miatt megfelelé a kimutatott virusok
rokonsagi fokanak megallapitasahoz. Minthogy a HEV278-279, 281-285, 288 és 290
minta ugyanarrol a sertésteleprdl szarmazott, és az ORF2s1-ORF2al primerparral
eléallitott szekvencidjuk identikus, egy reprezentativ szekvenciat (HEV278)
abrazoltunk a torzsfan. Ugyanigy jartunk el a HEV611-613 jelzésii, identikus
szekvenciaju virusokkal, melyek kozil a HEV612 jelzésiit hasznaltuk fel a
filogenetikai vizsgalatokban. A HEV480 jelzésti virus két masik (HEV478-479),
azonos sertéstelepen azonos iddben gyljtott virust képvisel a torzsfan. A virusok
nukleotid-szekvenciaja a vizsgalt genomszakaszon identikus. Az ORF2s1-ORF2al
primerparral eldallitott szekvencidk felhasznalasaval készitett térzsfan (14. dbra) a 3a
alcsoportba sorolt 7 sertés, 2 vaddiszno és egy 6z eredetii virus két elkiiloniild
csoportot alkot. Az egyik csoportot 4 sertés €s egy vaddisznd eredetii virus alkotja
(HEV143, 070, 006, 034, 036), melyek Magyarorszagon és az Egyesiilt Allamokban
kimutatott, emberi eredetli, virusokkal mutatjak a legnagyobb hasonlésagot. A
HEV034 és 036 jelzésii virusokat azonos iddben, azonos sertéstelepen mutattuk ki. A
két virus szekvencidja 3 nukleotid pozicidban tér el egymastol, és a pontmutaciok
eredményeképp egy aminosav pozicioban is valtozas tortént. A masik csoportba 4
sertés- 1 vaddisznod- ¢és 1 0z eredetii virus tartozik (HEV 480, 264, 39, 143, 007, 052,
138), melyek Magyarorszagon, emberekben kimutatott virusok szekvencidihoz

hasonlitanak legjobban.

A 3e alcsoportba 13 sertésbol, 1 6zbol és egy szarvasbol kimutatott virus
tartozik, melyek egymassal és Magyarorszagon, emberi eredetii mintakbdl kimutatott
virusokkal szoros rokonsdgot mutatnak, a mas orszagokbol kimutatott emberi &s
allati eredeti virusoktol elkiilontild csoportot alkotnak. A magyarorszagi HEV
torzsek Gorogorszagban, Nagy-Britannidban és Japanban kimutatott emberi és allati

virusokkal mutatnak szoros rokonsagot.
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a2/hu/MYA-89

Burm ———— 1. genocsoport
HUN- E117fhu/HUN 07

— 610

Mexico/hu/MEX-87

ChinaT 1/hu/CHN-00

—— 2. genocsoport
4. genocsoport

891

3. genocsoport

Osh205/sw/KGZ-88

VH1/hw/ESP-02

TLS25/hu/FRA-08

043 SW627/sw/ESP-08

L SWP7/sw/ESP-
1/hu/GRE

HUN-E67/hu/H
SwHEVO7/sw/THA 08
NLSW82/sw/NED-01

20/sw/NED-01

SWMNO06-C1056/sw/MNG-07
_‘_,7 SwXO?-ElI\/Isw/SWE -07
2/h

3/hwHUN-07

0.1

HEV072/sw/HUN-05

HUN-E19/hu/HUN-07
819 Hun, lfhu/HUN-Oﬁ
UIE /hu/HUN-07

HEVMS/rod/HUN 05
999" HUN-E104/hu/HUN-07

HEV451/sw/HUN-07

P354-1- 02/sw;'GBR 02

143-11-02/sw/GBR-02

swMNO06-A1288/sw/MNG-07
uw/ITA-99

Aul/hw’AUT 00
L1055/hu/NED-05
waERZ'/'/wb/GER 06
SWNZ/sw/NZL-99
119E/wb/GER-96
HEV612/sw/HUN-09
Ar2/hu/ARG-00

SwAr/sw;'ARG 03

JIT-Kan/hw/JP
pJEO3- 1760lefhu/JPN-08
whlYG1/wb/JPN-01
JSS-Oka04L/hu/JPN-07
JIO-Sai97L/hu/JPN-07
JYM-Tot04L/hu/JPN-07
whbJSG1/wb/IPN-05
JRA1/hu/JPN-01
1000 JDEER/red/JPN-04
JBOAR1/wb/JPN-04
whJTS1/wh/JPN-03
JHK-Toy04C/hu/JPN-07

swJ570/sw/JPN-01
Arkell/sw/CAN-02
E088-STMO04C/hu/JPN-07
—|j LSWI122/sw/NED-01
NLSW22/sw/NED-01
US1/hu/USA-98
US2/hu/USA-98
HUN-E66/hu/HUN-07
HEV143/sw/HUN-05
HEV070/sw/HUN-05
HEV006/wb/HUN-05
HEV034/sw/HUN-05
HEV036/sw/HUN-05
HUN-E95/hu/HUN-07
IMY-Haw/hu/JPN-01
JKN-Sap/hu/JPN-01
swKOR-1/sw/KOR-07

L_| Meng/sw/USA-98
HEV480/sw/HUN-07

HUN-E91/hu/HUN-07
HEV264/sw/HUN-06
HEV039/sw/HUN-05

55— HEV007/wb/HUN-05

HEV052/sw/HUN-05

810 HEV138/rod/HUN-05
— HUN-E71/hw/HUN-07
990— HUN-E69/hu/HUN-07
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14. abra Az ORF2s1-ORF2al primerparral eléallitott szekvencidk alapjan
készitett torzsfa. A virusok jelolése: torzs neve/faji eredete/izolalas helye (orszag
harombetiis kddja)-izolalas éve (utolso két szamjegy); sw: sertés, wb: vaddisznd, rod:
0z, red: szarvas, hu: ember. Félkovérrel a dolgozatban ismertetett vizsgélat soran
kimutatott szekvenciakat jeloltiik. A virusok részletes adatait a XVII. tablazat

(Melléklet) tartalmazza.
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A HEV612 jelzést sertés eredetli virus Magyarorszag észak-keleti részérol
szarmazott, a 3. genocsoport ,,h” alcsoportjaba tartozik. A virus szoros rokonsagot
mutat emberi ¢és allati eredeti  HEV torzsekkel, melyeket Hollandiaban,

Németorszagban, Olaszorszagban ¢s Mongolidban mutattak ki.

Burma2/hu/MYA-89 ———— 1. genocsoport
Mexico/hu/MEX-87 ———— 2. genocsoport
ChinaT1/hu/CHN-00 ———— 4. genocsoport
Osh205/sw/KGZ-88 ——— 3g
HE-JA04/hu/JPN-04 ‘
G2/hu/GRE-99
UK/hu/GBR-01
HEV072/sw/HUN-05
sWMNO06-C1056/sw/MNG-07 |
swX07-E1/sw/SWE-07
SW627/sw/ESP-08
SWP7/sw/ESP-08
TLS25/hu/FRA-08
699 G1/hu/GRE-99
swHEV07/sw/THA-08 :
wbGER27/wb/GER-06 ‘
Ar2/hu/ARG-00  3hei
It1/hu/ITA-99 [ ‘
SWMNO06-A1288/sw/MNG-07
Arkell/sw/CAN-02 — 3
E088-STM04C/hu/JPN-07 )
wbJTS1/wb/JPN-05
3 JJT-Kan/hu/JPN-02
3. genocsoport JHK-Toy04C/hu/JPN-07
JRA1/hu/JIPN-01
, JDEER/red/JPN-04
1000 = JBOAR1/wb/JPN-04
pJE03-1760Fwt/hu/JPN-08
wbJSG1/wb/JPN-05
000 ISS-Oka04L/hu/JPN-07
206 J1O-Sai97L/hu/JPN-07
JYM-Tot04L/hu/JPN-07
swlI570/sw/JPN-01
wbJYG1/wb/JPN-01
US2/hu/USA-98
Ger-JS/hu/GER-04
HE-JA10/hu/JPN-93
JKN-Sap/hu/JPN-02
JMY -Haw/hu/JPN-02
Meng/sw/USA-97
HEV006/wb/HUN-05
HEV034/sw/HUN-05
HEV007/wb/HUN-05
HEV039/sw/HUN-05
US1/hu/USA-98
swKOR-1/sw/KOR-07

0.1

15. abra Az ORF1s1-ORF1al primerparral eldallitott szekvencidk alapjan
készitett torzsfa. A virusok jelolése: torzs neve/faji eredete/izolalds helye (orszag
harombetiis kddja)-izolalas éve (utolso két szamjegy); sw: sertés, wb: vaddiszno, rod:
6z, red: szarvas, hu: ember. Félkovérrel a dolgozatban ismertetett vizsgalat soran
kimutatott szekvencidkat jeloltiik. A 16. dbran lathato torzsfa alapjan a 3¢
alcsoportba tartoz6 virusok ezen a torzsfan a 3f alcsoportba olvadtak, eredeti
besorolasukat a zarojelbe tett alcsoport-elnevezéssel jeloltiik. A virusok részletes
adatait a X VII. tablazat (Melléklet) tartalmazza.
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Az ORFTI teriiletén amplifikalt PCR termékek koziil 3 sertés és 2 vaddiszno
eredetli szekvenciat hatdroztunk meg. Ezek elhelyezkedése a torzsfan megegyezik az
ORF2s1-ORF2al primerek altal eldallitott szekvencidk alapjan meghatarozott
torzsfan lathatd elhelyezkedéssel (15. abra). A két torzsfa topoldgidja a 3c alcsoport
elhelyezkedésében tér el. A Magyarorszagon kimutatott virusok vizsgalt

szekvenciainak eltéréseit pontmutacidk okoztak, melyek tobbsége néma mutacio.

7.4. A teljes HEV-genomszekvencia meghatarozasa és analizise

A koréabbi vizsgalatokban pozitivnak bizonyult mintdk koziil a HEV072 jeli
mintat valasztottuk ki a teljes genomszekvencia meghatarozdsara irdnyuld
vizsgalatokhoz. A minta hazisertés bélsar eredetii, a mintavétel a sertés korbonctani
vizsgalata soran tortént. A boncolasi jegyzokonyv szerint az elhullds oka idilt
nyeldcsotajéki  gyomorfekély, anaemia, idilt savés-fibrines mellhartya- és
szivburokgyulladés, kiterjedt hurutos-gennyes bronchopneumonia. Habar a sertés
majaban makroszkdpos vizsgalattal kimutathatd elvaltozas nem utalt majgyulladésra,
a HEV nukleinsav a sertés majmintajabol is kimutathat6 volt, és az ORF2s1-ORF2al
primerparral eldallitott szekvencia megegyezett a bélsarmintabol kimutatott virus
megfeleld szekvencidjaval. A teljes genom meghatirozasahoz hasznalt primerparokat
a HEVO072 jelt virussal a ,,diagnosztikai” primerparokkal eldallitott szekvencidk
alapjan szoros genetikai rokonsdgot mutatd, Japanban kimutatott virus (HA-JA04) és
a HEVO072 virusgenom kordbban megszekvenalt szakaszanak illesztése alapjan
terveztik meg. Mas magyarorszagi virus esetében a veliik szoros genetikai
rokonsagot mutat6 virusok szekvencidja is tilsagosan eltérd volt ahhoz, hogy ezek
alapjan biztosan miikkodd primereket tervezhessiink. A 17 primerparral egymassal
atfedo termékeket amplifikdlva a HEV072 virus esetében egy 7189 nukleotid hosszu,
egybefiiggd szekvenciat hatdroztunk meg, amely a HEV 3. genocsoport referencia
virusa (GenBank akcesszios szam  AF060669) 7277 nt  hosszlisagu
genomszekvencidjanak 63. és 7267. nukleotidja koz¢ illeszthetd. (A tovabbiakban az
egyszeriiség kedvéért a vizsgalatainkban meghatarozott Osszefliggd szekvenciat
»teljes” genomszekvenciaként emlitjik.) A teljes genom filogenetikai analizise

mellett a nukleotid-szekvencia 6t szakaszat vizsgaltuk: a 3 nyilt leolvasasi keretet, és
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a teljes genom SimPlot analizise alapjan a virusszekvencia két, ,,legkonzervativabb”

¢s ,,legvariabilisabb” szakaszat is részletes vizsgalatnak vetettiik ala.

Korabbi vizsgalatokban a HEV072 jelzésii virust a Lu és munkatarsai (2006)

29

altal felallitott rendszer szerint a HEV 3. genocsoportjanak ,.e” alcsoportjaba
soroltuk. A vizsgalt teljes genomszekvencidkkal a magyarorszagi virus nukleotid
szinten 72-89% hasonlosagot mutat. A hasonlésdg az 1. (Burma2; 73%), a 2.
(Mexico; 72%) és a 4. (ChinaT1; 74%) genocsoport virusaihoz alacsonyabb, mig a 3.
genocsoport vizsgalt virusaival 80% feletti. A tovabbi o6t ismert eurdpai
szekvenciaval a hasonlosdg 80% (WbGER27, Németorszdg), 83% (TLS25,
Franciaorszag), 84% (SwXO07, Svédorszag) ¢és 85% (Swp7 ¢és Swo627,
Spanyolorszag). Ezek a virusok mind a 3. genocsoport a HEV072-t6] eltérd
alcsoportjaiba (3c, 3f és 3h) tartoznak. A magyarorszagi virus a legkdzelebbi

rokonsagot a mar emlitett, szintén a 3e alcsoportba tartozé HE-JA04 jelzési

Japanban kimutatott virussal mutatja (89%) (VIIL. tablazat).

VIII. tablazat A vizsgalt virusok a HEV072 virushoz vald hasonldsdga a
teljes genomon, illetve a harom nyilt leolvasasi kereten (szazalékos adat).

A HEV072 virushoz valé hasonlésag (%)
Virusok ORF1 ORF2 ORF3
Teljes genom
nt aa nt aa nt aa
Burma 73 71 79 78 91 83 82
Mexico 72 71 79 77 90 83 83
China 74 71 79 78 90 73 72
3. genocsoport 80-89 78-87 | 90-94 | 83-91 | 96-98 | 91-98 | 90-97

HE-JA04 89 87 94 91 98 98 97
Sw627 85 84 93 87 98 94 97
Swx07 84 83 93 88 98 94 96
Swp7 84 82 92 87 97 94 96
TLS25 83 82 92 87 97 94 94
wbGER27 80 80 94 84 97 86 90
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Burma2/hu/MY A-89
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— 964
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Arkell/sw/CAN-02
swKOR-1/sw/KOR-07
Meng/sw/USA-98
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HE-JA10/hu/JPN-93
IMY-Haw/hu/JPN-01
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wbJYG1/wb/JPN-01
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swl570/sw/JPN-01
oo [ JSS-Oka04L/hu/JPN-07
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o1 JIO-Sai97L/hu/JPN-07
JYM-Tot04L/hu/JPN-07
JRA1/hu/JPN-O1
JDEER/red/JPN-04
JBOAR1/wb/IPN-04
JHK-Toy04C/hu/JPN-07
JIT-Kan/hu/JPN-02
whITS1/wh/JPN-05
whbJSG1/wb/JPN-05
pJE03-1760Fwt/hu/JPN-08

1000

1. genocsoport
2. genocsoport

4. genocsoport

3g

| (3e) l

X
}36

}3!1

3
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16. abra A teljes genom szekvencidk alapjan készitett torzsfa. A virusok
jelolése: torzs neve/faji eredete/izolalas helye (orszag harombetiis kodja)-izolalas éve
(utolsé két szamjegy); sw: sertés, wb: vaddisznd, rod: 6z, red: szarvas, hu: ember.
Félkovérrel a dolgozatban ismertetett vizsgalat soran kimutatott szekvenciat jeloltiik.
A 16. abran lathato torzsfa alapjan a 3c alcsoportba tartozé virusok ezen a torzsfan a
3f alcsoportba olvadtak, eredeti besorolasukat a zarojelbe tett alcsoport-elnevezéssel

jeloltik. A virusok részletes adatait a XVII. tablazat (Melléklet) tartalmazza.

A teljes genomszekvencia felhasznalasaval készitett torzsfan (16. abra) a Lu

¢s munkatarsai (2006) altal felallitott rendszer szerint a 3. genocsoport ,,a”, ,,b”, ,,c
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»€75 i, g7, ,h” és .7 alcsoportjait tiintettiik fel; a HEV072-es virus a 3e
alcsoportban taldlhat6. Ez az elhelyezkedés megegyezik a ,,diagnosztikai”
primerparokkal eloallitott szekvencidk alapjan készitett torzsfan megfigyelt
pozicioval. A teljes genomszekvencidk alapjan készitett torzsfan az ORF1s1-ORFlal
primerparral eldallitott szekvencidkon alapuld torzsfahoz hasonldéan a 3¢ alcsoport a

3f alcsoportba olvadt.

7.4.1. A nyitott leolvasdsi keretek elemzése

Az ORF1 szakaszon nukleotid szinten a HEV072 az 1. (Burma2), 2. (Mexico)
¢s 4. (ChinaT1) genocsoportok referencia virusaival 71%-o0s, mig a 3. genocsoport
virusaival 78-87%-0s hasonlosdgot mutat. A 3. genocsoporton belill a szintén ,,e”
alcsoportba tartoz6 HE-JA04 virussal a HEV072 hasonlésaga az ORF1 szakaszon
87%, az europai szekvencidkkal pedig 80% (wbGER27, Németorszag), 82% (SWP7,
Spanyolorszag, ¢s TLS25, Franciaorszag), 83% (SwXO07, Svédorszag) és 84%
(SW627, Spanyolorszag) (VIIIL. tablazat). Aminosav szinten ezen a szakaszon a
virusok HEV072-eshez vald hasonlosaga néhany szazalékkal magasabb: az 1.
(Burma2), 2 (Mexico) €s 4. (ChinaT1) genocsoportok referencia virusaival 79%-os,
mig a 3. genocsoport virusaival 90-94%-o0s. A 3. genocsoporton beliill a HE-JA04
(Japan) és a wbGER27 (Németorszag) virussal 94%, a tobbi europai szekvencidval
pedig 92% (SWP7, Spanyolorszag és TLS25, Franciaorszag), illetve 93% (SwX07,
Svédorszag és SW627, Spanyolorszag) a HEV072 ORF1-aminosav szekvenciajanak
hasonlosaga. Az ORF1 régiét kodolo szekvencidk alapjan felallitott térzsfa (17. abra)
¢s a teljes genomszekvencidk alapjan késziilt torzsfa topoldgidja megegyezik, az

ORFI régi6 a genom meghatarozo szakasza.
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Burma2/hu/MYA-890 —— 1L genocsoport
Mexico/hu/MEX-87 ——— 2. genocsoport
ChinaT1/hu/CHN-00 —— 4. genocsoport
0sh205/sw/K GZ-88 3g
HEV072/sw/HUN-05 ]
HE-JA04/hu/JPN-04 | 3e
sWwMNO06-C1056/sw/MNG-07 | )
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swX07-E1/sw/SWE-07
SW627/sw/ESP-08
swHEV07/sw/THA-08
TLS25/hu/FRA-08
SWP7/sw/ESP-08 J
'I = swMNO06-A1288/sw/MNG-07 ] 3h
WbGER27/wb/GER-06 f
E088-STMO04C/hu/JPN-07
Arkell/sw/CAN-02 ~——— 3j
swKOR-1/sw/KOR-07 N
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1000 JIO-Sai97L/hu/JPN-07
1000 o8 E JYM-Tot04L/hu/JPN-07
JSS-Oka04L/hu/JPN-07

702 — JRA1/hu/IPN-01 ,
o8 1000r JDEER/red/JPN-04 + 3b
JBOAR1/wh/JPN-04
JHK-Toy04C/hu/JPN-07
JIT-Kan/hu/JPN-02
pJE03-1760Fwt/hu/JPN-08
wbJTS 1/wb/JPN-05
wbJSG1/wb/JPN-05 J

3f

1000
1000 632

997

997

0.1

e

készitett torzsfa. A virusok jelolése: torzs neve/faji eredete/izolaléas helye (orszag
harombetiis kddja)-izolalas éve (utolso két szamjegy); sw: sertés, wb: vaddiszno, rod:
0z, red: szarvas, hu: ember. Félkovérrel a dolgozatban ismertetett vizsgalat soran
kimutatott szekvenciat jeloltiik. A 16. abran lathaté torzsfa alapjan a 3¢ alcsoportba
tartozd virusok ezen a torzsfan a 3f alcsoportba olvadtak, eredeti besorolasukat a
zéarojelbe tett alcsoport-elnevezéssel jeloltiik. A virusok részletes adatait a X VII.
tablazat (Melléklet) tartalmazza.
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Burma2/hu/MY A-89 1. genocsoport

Mexico/hu/MEX-87 2. genocsoport

ChinaT1/hu/CHN-00 4. genocsoport
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526 HE-JA10/hu/JPN-93
JMY-Haw/hu/IPN-01
JKN-Sap/hu/JPN-01 J
o 8S-Oka04L/hu/JPN-07
9?_JIO—S::1i‘3'7’l_,/hu/.lF’N—O'?
JYM-Tot04L/hu/JPN-07

wblJYG1/wb/JPN-01

swJ570/sw/JPN-01
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JHK-Toy04C/hu/JPN-07
wbITS1/wb/JPN-05
wbJSG1/wb/JPN-05 '
pJE03-1760Fwt/hu/JPN-08
JRA1/hu/JPN-01
mnol JDEER/red/JPN-04
JBOAR1/wb/JPN-04

JIT-Kan/hu/JPN-02 J

18. abra A teljes genomok ORF2 nukleotid szekvenciai alapjan készitett
torzsfa. A virusok jelolése: torzs neve/faji eredete/izolalas helye (orszag harombetiis
kodja)-izolalas éve (utolséd két szamjegy); sw: sertés, wb: vaddisznd, rod: 6z, red:
szarvas, hu: ember. Félkovérrel a dolgozatban ismertetett vizsgalat soran kimutatott

szekvenciat jeloltik. A
virusok ezen a torzsfan

zardjelbe tett alcsoport-

16. abran lathat6 torzsfa alapjan a 3c alcsoportba tartozo
a 3e és 3f alcsoportokba olvadtak, eredeti besorolasukat a
elnevezéssel jeloltiik. A virusok részletes adatait a X VIIL.
tablazat (Melléklet) tartalmazza.
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Az ORF2 régioban nukleotid szinten a HEVO072 77%-ban (Mexico, 2.
genocsoport), illetve 78%-ban (Burma2, 1. genocsoport és ChinaT1, 4. genocsoport)
hasonlit a nem 3. genocsoportba tartozo virusokhoz. A 3. genocsoport virusaival a
hasonlosag 83-91%, ezen beliil a HE-JA04 virussal (,,e” alcsoport) 91%, az eurdpai
virusokkal pedig 84% (WbGER27; Németorszag), 87% (SWP7 és SW627,;
Spanyolorszag, illetve TLS25; Franciaorszadg) és 88% (swX-07, Svédorszag).
Aminosav szinten 90% a hasonldsadg a 2. és 4. genocsoport virusaival, mig az 1.
genocsoport referencia virusahoz 91%-ban hasonlit a Magyarorszagon kimutatott
virus. A HEV072 és a 3. genocsoportba tartozd virusok kozott 96-98% a hasonldsag,
ezen beliil 97% SWP7, TLS25 és wbGER27; virussal, mig 98% a hasonlosag a HE-
Ja04, SW627 és swX07 virusokkal. A szekvenciak alapjan készitett torzsfan (18.
abra) a 3¢ alcsoportba tartozo virusok a korabbiakkal ellentétben nem egységesen a
3f alcsoportba olvadtak: a swMNO06-C1056 jelzésti virus a 3e alcsoportba, mig a
swX07-E1 virus a 3f alcsoportba kertilt.

Az ORF3 régidban a virusok HEV072-eshez vald hasonlosagdnak mértéke
nukleotid szinten az 1. és 2. (Burma2, Mexico) genocsoport virusai esetében 83%,
mig a 4. (ChinaTl) genocsoport esetében csak 73%. A 3. genocsoportba tartozo
virusokhoz a HEV072 91-98%-ban hasonlit az ORF3 régidban, ezen beliil a HE-Ja04
98%-ban, mig az eurdpai szekvencidk egységesen 94%-ban hasonlitanak a
magyarorszagi virushoz. Aminosav szinten a hasonlosdg mértéke az 1.
genocsoporttal 82%, a 2. genocsoporttal 83%, a 4. genocsoporttal 72%, mig a 3.
genocsoport virusaival 90-97%. A genomrégio szekvencidi alapjan felallitott
filogenetikai fan a 3a, 3b és 3j alcsoport Osszeolvadasa figyelhetdé meg, mig a 3c
alcsoport virusai az ORF2 régid szekvenciai alapjan készitett filogenetikai fahoz

hasonléan helyezkednek el (19. dbra).
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Burma2/hu/MY A-89 1. genocsoport
Mexico/hu/MEX-87 2. genocsoport
ChinaT1/hu/CHN-00 4. genocsoport
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19. abra A teljes genomok ORF3 nukleotid szekvenciai alapjan készitett
torzsfa. A virusok jelolése: torzs neve/faji eredete/izolalas helye (orszag harombettis
kodja)-izolalas éve (utolséd két szadmjegy); sw: sertés, wb: vaddiszno, rod: 6z, red:
szarvas, hu: ember. Félkovérrel a dolgozatban ismertetett vizsgdlat soran kimutatott
szekvenciat jeloltiik. A 16. abran lathat6 torzsfa alapjan a 3c alcsoportba tartozo
virusok ezen a torzsfan a 3f és 3f alcsoportokba olvadtak, eredeti besorolasukat a
zéarojelbe tett alcsoport-elnevezéssel jeloltiik. A virusok részletes adatait a X VII.
tablazat (Melléklet) tartalmazza.
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7.4.2. SimPlot-vizsgalatok

SimPlot analizis soran a vizsgalt szekvencidk hasonlosagat grafikusan
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20. abra A 3. genocsoportba tartozé virusok SimPlot analizise. Az egyes
virusok szekvenciait eltérd szinekkel jeloltiik. ORF1: Gpl, gp2: metil-transzferazok,
gp3: papain-szerl cisztein-protedz, gp4: polyproline hinge-domén, gp5: ADP ribose

binding protein, gp6: RNS-helikaz, gp7: RNS-polimeraz, ORF2 ¢s

ORF3(atfedésben): gp8: feltételezett kapszid protein, gp9: strukturalis fehérjék.

A 2125-2500 nt poziciok kozott (polyproline hinge (PPH) régidé vagy
hipervariabilis régio (HVR) a 3. genocsoportba tartozo virusok szekvenciai nagyon
kiilonbozdek, nukleotid szinten a hasonldsag ezen a genomszakaszon mindossze 14-
78%. Ezzel szemben az 5250-5500 nt poziciok kozott (putative capsid protein, PCP
régid) a 3. genocsoportba tartoz6 virusok szekvencidi nukleotid szinten nagyfoku,
92-98% hasonlosagot mutatnak. Aminosav szinten a hasonldsdg a HVR régidban 64-
80% mig a PCP régidban 91-99% a 3. genocsoportba tartozd virusok szekvencidi

kozott (IX. tablazat).
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IX. tablazat A vizsgalt virusok a HEV072 virushoz valdé hasonlosaga a
hipervariabilis régi6 ¢és a feltételezett kapszid protein domén konzervativ
szakaszanak teriiletén (szézalékos adat).

A HEV072 virushoz valé hasonlésag (%)

Virusok hipervariabilis régié | Tclctelezett kapszid

protein

nt aa nt aa
Burma 55 43 83
Mexico 52 46 84 82
China 57 51 78

3. genocsoport 61-78 64-80 92-98 91-99
HE-JA04 78 78 98 99
Sw627 78 80 95 99
Swx07 78 75 94 96
Swp7 64 66 94 98
TLS25 61 64 95 98
wbGER27 71 71 94 92

A hipervariabilis 1égié szekvencidinak felhasznaldsaval készitett torzsfan a 3c
alcsoport tagjai az ORF2 ¢és ORF3 szekvencidk alapjan készitett torzsfdhoz
hasonléan a 3e és 3f alcsoportba sorolddtak (21. abra), mig a 3. genocsoport tobbi
alcsoportja elkiiloniil egymastdl. A feltételezett kapszid protein régidé szekvenciai
alapjan felallitott torzsfa a szekvenciak nagyfoku hasonlosaga ellenére jol tagolt, az
egyes alcsoportok elkiiloniilnek (22. 4bra). A 3c alcsoport virusai a teljes
genomszekvencia €s az ORF1 régid elemzése soran tapasztaltakhoz hasonloan a 3f

alcsoportban talalhatok.
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Burma2/hu/MY A-89 1. genocsoport
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21. abra A SimPlot analizis alapjan leglegvaltozékonyabbnak talalt
genomszakasz nukleotid szekvenciai alapjan készitett torzsfa. A virusok jelolése:
torzs neve/faji eredete/izolalas helye (orszag harombetiis kodja)-izolalas éve (utolséd
két szamjegy); sw: sertés, wb: vaddiszno, rod: 6z, red: szarvas, hu: ember.
Félkovérrel a dolgozatban ismertetett vizsgalat soran kimutatott szekvenciat jeloltiik.
A 16. abran lathato torzsfa alapjan a 3c alcsoportba tartozé virusok ezen a torzsfan a
3e és 3f alcsoportokba olvadtak, eredeti besorolasukat a zardjelbe tett alcsoport-
elnevezéssel jeloltiik. A virusok részletes adatait a XVII. tdblazat (Melléklet)
tartalmazza.
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22. abra A SimPlot analizis alapjan leghasonlobbnak talalt genomszakasz
nukleotid szekvenciai alapjan készitett torzsfa. A virusok jelolése: torzs neve/faji
eredete/izolalas helye (orszadg harombetiis kodja)-izolalas éve (utolsd két szamjegy);
sw: sertés, wb: vaddiszno, rod: 6z, red: szarvas, hu: ember. Félkovérrel a dolgozatban
ismertetett vizsgalat soran kimutatott szekvenciat jeloltiik. A 16. dbran lathat6 torzsfa
alapjan a 3c alcsoportba tartozo virusok ezen a térzsfan a 3f alcsoportba olvadtak,
eredeti besorolasukat a zarogjelbe tett alcsoport-elnevezéssel jeloltiik. A virusok
részletes adatait a XVII. tdblazat (Melléklet) tartalmazza.
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8. MEGBESZELES

A hepatitis E virus, elsé kimutatiasa ota a kutatok egyre intenzivebb
érdeklodésének kozéppontjaban all. Az utdbbi években szamos vizsgalat folyt a
fertdzés emberek kozotti terjedésével, a virus zoonotikus jelentdségével €s a fertdzés
atvitelében szerepet jatszo kockazati tényezokkel kapcsolatban (Lewis et al., 2010).
Az emberi HEV-fertézés atvitelének tobb utjat azonositottdk melyek kozott az
endémids orszagokban jellemzd szennyezett ivdvizzel vald fertdzodés, illetve a
fejlett orszagokban az emberi fertdzések fo okaiként szamon tartott allatoktol (sertés,
szarvas) valo fert6z0dés, illetve szerv-transzplanticid é&s vértranszfizio utjan

kozvetlen emberek kozotti fertdzés-atvitel is bizonyitott (Dalton et al., 2008).

A humén hepatitis E fertdzottség elterjedtségének mértékére vonatkozo
adatok — akar a részletesebb vizsgalatok, akar az érzékenyebb modszerek, akar pedig
a jarvanytani koriilmények valtozasa miatt — az utdbbi évek vizsgalatai alapjan mas,
korabban ,,nem endémids” kategoriaba sorolt orszagban is megvaltoztattak az adott
orszagrol HEV-jarvanytani szempontbdl kialakult képet (Wichmann ez al., 2008).
Magyarorszagot a HEV jarvanytana alapjan korabban “nem endémias” orszagként
tartottak nyilvan (Worm et al., 2002): a klinikai tiinetekben megnyilvanulo esetek
sporadikusan fordulnak el6 (Reuter et al., 2006 és 2009b), szemben azokkal az
(endémias) orszagokkal, ahol akar tobb szaz esettel jaro jarvanyok is kialakulhatnak.
A jarvanytani kiilonbségeknek higiéniai és taplalkozasi okai lehetnek: a rezervoar
allatfajok bélsardval szennyezett ivovizzel vald érintkezés, illetve a nyers hus
fogyasztasa hazankban kisebb gyakorisdggal fordul eld, 6sszehasonlitva a fejlodo
orszagokkal, ahol a higiéniai koriilmények alacsonyabb szintiiek, illetve azokkal a
kultarakkal (Japan), ahol az emberek gyakran fogyasztanak nyers hust. Korabbi
vizsgalatok alapjan azonban az anti-HEV szeropozitivitds hazdnkban is
meglehetésen magas, bizonyos népesség-kategoriakban akar az endémias orszagokra
jellemzd gyakorisag is eléfordulhat (Reuter és Sziics, 2004). A betegség klinikai
tiinetekben megnyilvanuld forméjanak hazai eléfordulasa, a teljes lakossagra vetitve
viszonylag ritka: 2004-2008 kozott mindossze 92 bejelentett esetet regisztralt az
Orszagos Epidemioldgiai K6zpont, mely a 2004-2008 kozotti idoszakban bejelentett,
2009a). A fertdzés kovetkeztében egy, az 50-59 éves korcsoportba tartozd beteg
vesztette ¢letét 2008-ban (OEK, 2009b).
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A ,nem endémids” orszadgokban az emberi szeropozitivitds mértéke a
rezervoar fajok fertozottségének mértékével is kapcsolatba hozhatd. Felmérések
szerint az allatok széles korében lehet HEV ellenanyagokat kimutatni. Endémids
tertileten juhok és kecskék kozott 42-67%-ban, kutydkban 27%-ban, csirkékben
44%-ban, patkdnyokban 80%-ban talaltak ellenanyagokat (Williams et al., 2001).
Sertésekben atlagosan kb. 60% (Yoo et al., 2001) a szeroprevalencia. A hepatitis E
virus eddigi vizsgalata soran szamos olyan adat gytilt 6ssze, mely a virus zoonotikus
tulajdonsagat valoszintlisiti. Szamos tudoményos értekezes ismerteti a fertozés
allatfajok kozotti terjedését kisérleti, és allatokrol emberekre vald atvitelét
természetes koriilmények kozott (Maneerat ef al., 1996; Meng et al., 1998; van
Cuyck-Gandré et al., 1998; Feagins et al., 2008). Tobb tanulmany foglalkozik az
emberek alimentaris uton vald fertdzodésével, mely esetekben nem megfelelden
hokezelt sertés- (Yazaki et al., 2003; Meng, 2005; Wichmann et al., 2008; Reuter,
2009a), vaddisznd-, 6z- vagy szarvashus (Tei et al., 2003; Tamada et al., 2004)
fogyasztasa elozte meg a klinikai tiinetek kialakuldsat. Emellett a molekularis
biologiai vizsgalatok az emberekbdl €s allatokbol (sertés, vaddisznd, 0z, szarvas)
kimutatott virusok nagyfoku genetikai hasonldsagat irtdk le (van der Poel et al.,
2001) A vizsgalatok soran a HEV magyarorszagi elterjedtségének mértékét
hataroztuk meg azokban az allatfajokban, melyek a feltételezések szerint kozvetlen
vagy kozvetett szerepet jatszhatnak az emberi hepatitis E jarvanytanaban: mig a
sertés-, vaddisznd-, 6z- és szarvashus, esetleg szarvasmarha-, juh-, kecske-, illetve
bizonyos tarsadalmi csoportok esetében a horcsoghus fogyasztdsa jelenthet
egészségligyl kockazatot, addig a fertdzés fenntartasaban az egér, patkany, cickany,
illetve a horcsog lehet meghatdrozd tényezd. Természetesen ez utdbbi allatfajok
mellett a f0 rezervoar fajok 1is részt vesznek a fertézés fajon/allattartd
telepen/természetes €lohelyen valdé fennmaraddsaban: a Taenia-fajokkal vald
fertdzodéshez hasonldéan a bélsarral liritett viruspartikuldk szajon at valo felvétele
(koprofagia vagy fertdzott bélsarral szennyezett takarmany felvétele soran) fert6zheti

a fogékony egyedeket (Gonzalez et al., 2006).
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8.1. A HEYV elterjedtsége sertéstarto telepeken

A hazai sertéstelepek HEV-fertozottségének felméréséhez, valamint a
fertozés lefolyasanak meghatarozasahoz célzott, korcsoport szerinti mintavétellel
gyljtottiink adatokat. Eredményeink alapjan a vizsgalt hazai sertésallomanyok 39%-a
(16/41) bizonyult HEV pozitivnak. M4és orszdgokban végzett vizsgalatok
eredményeivel Osszehasonlitva a magyarorszagi sertéstelepek fertozottsége
kozepesnek mondhaté. Az Egyesiilt Allamokban 2002-ben végzett PCR
vizsgalatokban a sertéstelepek 54%-at, 2005-ben 40%-at talaltdk HEV-fertdzottnek
(Huang et al., 2002a; Kasorndorkbua et al., 2005), Kinaban, a Sanghaj kornyéki
sertéstelepek 73% bizonyult HEV pozitivnak a nukleinsav-kimutatason alapuld
vizsgalatok soran (Ning er al., 2008). Az eurdpai orszagokban végzett
felmérésekben,  észak-olaszorszagi  sertéstelepek  vizsgdlatdban  polimerdz
lancreakcidval a vizsgalt 6 sertéstelep mindegyikében kimutattdk a HEV jelenlétét
(D1 Bartolo et al., 2008), Hollandidban 1999-ben a sertéstelepek 22%-a, 2005-ben
55%-a bizonyult fertézottnek (Rutjes e al, 2007). Hasonléan alakultak a
spanyolorszagi felmérések eredményei is: mig 2006-ban a sertéstelepek 38%-aban
mutattdk ki a HEV jelenlétét, a polimerdz lancreakcioval kimutathato fertdzottség
mértéke 2007-re 76%-ra noétt (Fernandez-Barredo ef al., 2006 és 2007). A
nukleinsav-kimutatason  alapulé  vizsgalatokkal —meghatarozott fertdzottség
(virustirités eldforduldsa) mértékéhez képest a szerologiai athangolddas alapjan
meghatarozott fertézottség a sertések korében magasabb is lehet: 2008-ban 41
spanyolorszagi sertésfarmon 97%-o0s anti-HEV IgG és 83% IgM pozitivitast mutattak
ki (Seminati et al., 2008), mig kanadai szerologiai vizsgalatokban a szeropozivitas a

vizsgalt sertéstelepeken 0-100% kozott valtozott (Leblanc ez al., 2007).
8.2. A virusiirités korcsoportonkénti megoszlasa
8.2.1. A HEV-fertozés fennmaraddsaban szerepet jdtszo tényezok
A sertéstelepeken a fertdézés lefolyasat, az egyes sertés-korcsoportokban

tapasztalhatd virusiirités mértékét jarvanytani és élelmiszer-higiéniai szempontokbol

is vizsgaltuk. A hazankban vizsgalt 251 hazisertés koziil 204 allat korarol alltak
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rendelkezésre adatok. A mintdkat a Magyarorszagon alkalmazott sertéstartasi
technologia alapjan 4 korcsoportba osztottuk. A legfiatalabb korosztalyba az
Ujsziilott €s valasztas eldtti malacokat soroltuk (1-28. nap, 1-9 kg, 22 allat). Ebben a
korcsoportban feltételezéseink szerint az esetleges maternalis immunitas megvédi a
malacokat a fert6zéstdl. A valasztast kovetd malac I. (5-10. hét, 10-19 kg, 79 allat)
korcsoportban a fertézések megeredésének legnagyobb jelentdségii koriilménye a
valasztas €s az Ujracsoportositas miatti stressz (Kelley, 1980). A malac II. és hizo6 1.
korcsoportokat statisztikai €s technoldgiai okokbdl vontuk 6ssze (11-16. hét, 20-50
kg 27 allat): elobbire az alacsony mintaszdm a magyarazat, utobbira pedig az a
gyakorlat, hogy a hiz6 csoportba sorolaskor altalaban kivalogatjak a korcsoport
atlaganal rosszabb paraméterekkel jellemezhetd allatokat, €s visszacsoportositjak,
azaz a kovetkezd korosztaly malac II. korcsoportjaba tartozo allatai kozé keverik
Oket. Ez a csoport jarvanytani szempontbdl szintén fontos lehet: egyrészt lehetnek
kozottik nem fert6z6dott, fogékony allatok és virustiritd allatok is, amelyek a
fogékony allatokat fertézhetik. A hizo II. (17. hét utan, 50 kg felett, 56 allat)
korcsoportba pedig a véghizokat, kocakat és tenyészkanokat soroltuk.

A RT-PCR vizsgalatokban az elhullott allatok esetében mind maj-, mind
bélsarmintak, az €16 allatok esetében (Zala megyei sertéstelepeken gytijtott mintak)
csak bélsarmintak vizsgalatara volt lehetdségiink. Amennyiben egy sertés legalabb
egy mintdjabol (mdj vagy bélsar) kimutattuk a virus nukleinsav jelenlétét, azt az
egyedet a tovabbiakban fert6zottnek tekintettiik. Eredményeink szerint a
magyarorszagi sertéstelepeken a HEV-fert6zottség eloforduldsa a legfiatalabb és
legidsebb korosztalyban a legalacsonyabb, mig a malac I., és malac II. — hizo I.

korosztalyban éri el csticspont;jat.

A vélasztas eldtti malacok kis szazaléka fertdzodik a kevés szamu virustiritd
kocatol. Az ujsziilott malacok vasigényiiket (a kocatej alacsony vastartalma miatt)
természetes koriilmények kozott részben anyjuk bélsarabdl fedezik (Sansom és
Gleed, 1981). Habar a modern technoldgidban az 1jsziilottkori bélfertézések
elkeriilése érdekében a koca bélsarat mihamarabb eltavolitjak, vagy az elletdben az
alkalmazott padozat révén a kismalacok nem férnek az esetlegesen HEV tartalmu
koca bélsarhoz (Gleed és Sansom, 1982), eléfordulhatnak olyan esetek, melyek soran
mégis bekovetkezhet a fertdzodés. Amennyiben a virusfelvétel a fertézés megeredése

szempontjabol kedvezd idopontban, azaz a maternalis immunitas megsziinésekor
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torténik, a virusszaporodast kovetden nagy titerben hepatitis E virust tartalmazd

bélsarat tiritenek.

A valasztas elott fertozodott, valasztas koriil mar virusiiritd malacok a malac
I. korcsoportba keriilve fertézhetik az 1j, fogékony kutricatarsakat. A technoldgia e
szakaszaban altaldban a bélsar eltavolitdsa nem azonnali, és nem hatékony, igy a
fogékony egyedek a bélsarral kozvetleniil érintkezve, vagy a szennyezett takarmany,
esetleg ivoviz utjan fertdzodhetnek. A fertdzottség az 5-16 hetes korcsoportokban
(malac 1., malac II. - hiz6 1.) a legmagasabb, a fertdzés elhizodo (akar 12 héten at
tartd) lefolyasat az esetleges visszacsoportositds is eldsegitheti. Figyelembe véve az
egyedileg értékelhetd mintdk eredményeit €s a sertések tartdsi-takarmanyozasi
kortilményeit, illetve etoldgiai szempontokat (koprofagia), valdsziniisithetd, hogy ha

egy telepen jelen van a HEV, virusiirit6 sertések mindig lesznek az allomanyban.

Eredményeinkbdl levont kovetkeztetéseink megfelelnek a mas orszagokban
végzett hasonld vizsgalatok megallapitdsaival. A szakirodalmi adatok alapjan a
sertések nagyobb valdsziniiséggel egymastol, kontakt tuton fertézddnek:
sertéstelepeken a fertdzeés forrasa altalaban a fert6zott koca, valasztas utan pedig a
fogékony egyedekkel egy kutricdba keriil virusiiritd sertés (Tanaka et al., 2004;
Kasorndorkbua et al., 2004; de Deus et al., 2008a; Bouwknegt et al., 2008 és 2009).
A fertdzott kocatol sziiletett almok vizsgalatakor a malacok a kolosztralis immunitas
megszintével szeronegativnak bizonyultak, tovabba a koca fertézottsége nem volt
szignifikdns hatassal a magzatok méretére, életképességére, a malacok sziiletési
sulyara és novekedésére. A virus vertikdlis terjedésével kapcsolatos vizsgalatok
sertésben negativ eredményt hoztak (Meng et al., 1997; Kasorndorkbua et al., 2003).
A virusiiritd kocak malacaikat a szoptatés korban fertézik meg (de Deus et al.,
2008a), s bar a maternalis immunitds megvédi a szopds malacokat az esetleges
fert6zéstdl  (Andries et al., 1978), az anyai ellenanyagok jelenléte
immunszuppressziv hatast is lehet (Siegrist, 2003). A maternalis immunitas védo
hatdsat a malacok hepatitis E fertézése esetében még nem bizonyitottak
egyértelmiien. Az anyai anti-HEV ellenanyagok jelenlétének hatdsara tapasztaltak
ugyan szignifikdns késedelmet a viraemia kialakuldsdban a szeronegativ kocatol
sziiletett malacokban kialakult viraemia idépontjaval szemben, azonban a késdbb
kialakulé viraemia kitolhatja azt az idépontot is, amikor a malacok immunrendszere

reagal a fertdzésre (Kanai et al., 2010).
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A bélsarral torténd virusiirités sertésben akar 80 napig is eltarthat (Kanai et
al., 2010), igy a valasztaskori Gjracsoportositaskor, vagy gyengébben fejlett malacok
fiatalabb malacok kozé vald visszacsoportositdsakor a virusiiritd sertések fogékony
allatokkal vald osszekeverésének van a legnagyobb szerepe a fert6zés terjedésében
¢s fenntartasaban a sertés koprofag viselkedése vagy a virustartalmi bélsarral
szennyezett takarmany felvétele miatt (Gonzalez et al., 2006, Bouwknegt et al.,

2008, Casas et al., 2009).

A virustartalmu bélsarral valo érintkezés utjan vald fert6zodést tamasztja ald
vizsgalatunknak azon része, melyben takarmany- és ragcsalomintak vizsgalataval azt
az elméletet szerettiik volna bizonyitani, hogy a telepeken a fertdzést a ragcsalok, és
a ragcsalo-bélsarral szennyezett takarmany tartja fent (Favorov et al., 2000). A
legtobb hazai sertés- és szarvasmarhatelepen jelen vannak azok a Rattus genusba
tartozo patkanyok (R. rattus, R. norvegicus), amelyek a legfogékonyabb
ragcsaloknak bizonyultak a HEV-fert6zésre (Johne et al., 2010). Ezek bélsarukkal
kontaminalhatjdk a takarmanyt, ami ismételt virusforrast jelent (Favorov et al.,
2000). Habar a megvizsgalt takarmanymintdk egy részében taldltunk ragcsald
bélsarat, ami arra utal, hogy a sertéstelepeken eloforduld egereknek, illetve
patkanyoknak lehetdségiik van kontaminalni a takarmanyt, sem a tapmintak, sem a
ragcsald maj- és bélsarmintdk nem tartalmaztak HEV nukleinsavat kimutathato
mennyiségben. E mellett a patkanyokbol kimutatott virusok molekuldris bioldgiai
vizsgalatanak eredményei szerint a ragcsalokban fertdzést okozo hepatitis E virusok
genetikailag nagyobb mértében kiilonboznek az embereket fert6zo, élelmiszer-
termeld fajokbol szarmazo virusoktol, olyannyira, hogy a patkény-eredetii virusokat
egyik eddig ismert HEV genocsoportba sem lehetett teljes bizonyossaggal besorolni
(Johne et al., 2010). A ragcsalok fert6zés-kozvetitd szerepe gyantjanak tisztdzasdhoz

ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

8.2.2. A sertések fertozottségének élelmiszer-higiéniai jelentosége

Az emberi megbetegedés szempontjabdl a hizdé II. korcsoport HEV-
fertozottsége a legfontosabb. Ebbe a kategéridba a vagasra keriilo allatokat és a
tenyészallatokat (kocak, kanok) soroltuk. Az 55 hizé II. korcsoportba tartozo allat
koziil 54 hasznositasat sikeriilt meghatarozni: 16 vagoallat, 25 koca, és 13 kan

tartozik ebbe a csoportba. A kanok koziil 11 kiallitdson is bemutatott tenyészallat,
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mig 2 tenyészkan a részletesen is vizsgalt Zala megyei telepekrdl szarmazik. A
tenyészkanok bélsarmintdjdban HEV RNS-t nem mutattunk ki. A 25 tenyészkoca
koziil 4 egy Vas megyei sertésteleprol szarmazik: az errdl a teleprdl szarmazo tobbi,
mas korcsoportoktdl vett minta is negativ. A 21 tovabbi koca a Zala megyei
telepekrdl szarmazik, koziilik mindossze egy koca bélsardban mutattunk ki HEV
RNS-t, ami a vizsgalt kocak 4%-anak fertézottségét jelenti.

A valddi human egészségiigyi kockdzatot jelentd vagoallatok koziil 16-ot
vizsgéltunk. Koziilik 4 bizonyult virustiritonek (25%), ugyanarrdl a teleprdl
szarmaztak. A mintavétel idopontjdban mind a 4 virusiiritd vagoallat a hizéd II.
technoldgiai szint kezdetén allt (50 kg-os allatok). Ha a bélsarral valo virusiirités kb.
1 hénapos iddtartamat vessziik alapul, feltételezhetjiik, hogy ezek a sertések nagy

valészintiséggel nem tiritenek mar virust a bélsarukkal, amikor vagoéhidra keriilnek.

Egy taiwani vizsgalat (Wu et al., 2002) eredményei hasonldak sajat
eredményeinkhez. A szérum RT-PCR vizsgalataval a szopds malacokban nem
mutattak ki viraemiat, a 8 hetes malacokban volt a legmagasabb a viraemias egyedek
aranya (4,5%), a 2-5 honapos novendékekben alacsonyabb (1,3%), az 5 hdnapnal
idésebb véghizokban pedig csak 0,8%. Bélsarral torténd virusiiritést is csak a
novendek- €s véghizd csoportban tapasztaltak. Egy kanadai kisérlet (Leblanc et al.,
2007) némiképp eltéré eredményeket hozott. Ennek soran egy malacneveld telepen 2
hetesen valasztott malacokat vizsgaltak. A bélsarbdl és a szérumbdl virus-nukleinsav
kimutatast, valamint szeroldgiai vizsgalatot a malacok 2, 8, 18 ¢&s 22-29 hetes
kordban végeztek. A legmagasabb aranyu virusiiritést (86,2%) 18 hetes korban
talaltdk, tovabba nagyardnyu virusiiritést talaltak a véghizok kozott is (41,2%). Ez a
nagylizemi vizsgalat arra enged kovetkeztetni, hogy a HEV eredményezte
¢lelmiszer-biztonsagi- ¢s munkaegészségiigyi kockazat korai valasztds esetében
sokkal nagyobb, mivel emiatt a fert6zés lassabban ér végig az allomanyon, igy a

sertések egy része véghizd koraban fert6zddik, lesz viraemias, és iirit virust.

Habar a szakirodalomban szamos adat taldlhato kisérleti fertdzések
nyomonkovetésérdl (Halbur ez al., 2001; Meng, 1998), olyan adat, hogy a sertésmaj
vagy -hus a fertdzodést kovetd milyen idétartamon beliil tartalmaz HEV partikulédkat,
¢s melyik az az id6pont, amikor a sertés szervezetébdl az immunvalasz hatasara
kitirtil a hepatitis E virus, és ezéltal a fert6zddést kovetden mennyi id6 mulva lesz

ujra biztonsdgos ¢és HEV mentes a sertéshis, nem talalhato. Ezért élelmiszer-
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biztonsagi szempontbdl nem lehet irodalmi adatokra tdmaszkodva bizni abban, hogy
a hizo II. technolodgiai szakasz kezdetén virusiiritd sertések maja és husa az allatok
vagohidra keriilése idOpontjdban mar nem tartalmazza a korokozdét. Egy
kozelmultban megjelent publikacidban kozolt eredmények szerint vagohidon vett
kiilonb6zé szervmintdk real-time RT-PCR modszerrel torténd vizsgadlatdban a
sertések izomszovetében nem mutattak ki a virus jelenlétét. A vizsgalt 43 allat koziil
azonban 14 allatban a m4jbol, majkapui nyirokcsomobol, az epébdl és epehdlyagbol,
illetve 6 allat bélsarabdl is kimutathatd volt a HEV nukleinsava. A 14 fert6zott allat
koziil egy sertés esetében a tonsilla nagy mennyiségben, illetve a vérsavd is
tartalmazott virus nukleinsavat, azaz ez az allat a vagdhidra keriilés idopontjaban
viraemias volt (Leblanc et al., 2010). Mas szakirodalmi adatok szerint a vizsgalt,
emberi fogyasztasra szant sertéshusbdl vett mintdk 50%-dban kimutattdk a HEV
jelenlétét, s az izomszovetben a virusiirités kezdetétdl szamitott 4 hétig kimutathatd
volt a virus (Bouwknegt er al., 2009). Kereskedelmi forgalomban kaphatd
sertésmajak RT-PCR vizsgélataval Indidban a mintdk 0,83%-dban, Japanban 1,9%-
aban, Hollandidban 6,5%-aban mig az Egyesiilt Allamokban a mintak 11%-4dban
mutattdk ki a HEV nukleinsavat (Yazaki et al., 2003; Bouwknegt et al., 2007;
Feagins et al., 2007; Kulkarni és Arankalle, 2008). Egy németorszagi vizsgélat soran
is talaltak Osszefliggést a sertés belsdségek, illetve nem megfelelden hokezelt sertés-
¢s vaddiszno hus fogyasztasa €s az emberi HEV-fert6zések kozott (Wichmann et al.,
2008). Mivel sertések esetében szerologiai vizsgalatok elvégzésére nem volt
alkalmunk, ezért vizsgélataink alapjan azt bizonyitani nem lehetett, hogy a Hizé II.
korcsoportban vizsgalt, nem virusiirité allatok mindegyike atesett-e mar korabban a
fertozésen, azaz, hogy a vagdhidra keriild allatok kozott viraemias fazisban levo
fertozott allat nem volt. A sertések vagaskori fertdzottségét azonban Magyarorszagi
vizsgalatok is bizonyitjak, melyekben a felderitett élelmiszer-kozvetitette fertdzések
kozil 4 esetben hazi sertésvagasbol szdrmazo, nem hokezelt his- és kolbaszaru, mig
egy esetben ,,részlegesen kistitott” malac volt azonosithatdé a fertézés forrasaként

(Reuter et al., 2009a).

A szakirodalmi adatok és sajat vizsgalataink eredménye szerint tehat
eléfordulhat, hogy a vagasra kerild allatok egy része virusiiritd, vagy éppen
viraemids. Emiatt fokozottan tigyelni kell mind a vagohidi higiéniara, mind pedig a
sertés hus (kiilonosen maj) fogyasztasra vald eldkészitésekor a megfeleld

hokezelésre, illetve a nyersen fogyasztasra keriilo élelmiszerek (pl. salata)
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sertéshussal vald kontaminédcidjanak elkeriilésére. A HEV-fert6zés fecal-oral
terjedése azt jelzi, hogy a virus ellenall az emésztotraktusra jellemzod savas, illetve
enyhén lugos kémhatasnak. HEV-pozitiv sertés bélsar hokezelésével azt talaltak,
hogy a virus 56 °C-on ellendlld, am 60 °C-on majdnem teljesen inaktivalhaté
(Emerson et al., 2005). Sertés mdj hokezelésének vizsgalatakor a kiillonb6zo
hokezelési tipusok koziil az 5 percig tartd vizben vald forralas vagy 191 °C-on
olajban valo siités (kevergetéssel, maghdmérséklet kb. 71 °C) eredményezte a virus
100%-0s inaktivalasat, mig 56 °C-on 60 percig vald inkubdlas utdn a virus
fertdzoképes maradt (Feagins e al., 2008). A kisérletek eredményei szerint nem csak
a homérsékletnek, hanem a hontartds idétartamanak is szerepe van a virus
inaktivalasaban, tovabba feltételezhetd, hogy a vizsgalatban alkalmazott 0,5-1 cm?-
nél nagyobb husdarabok esetében a virus inaktivaldsdhoz magasabb hdmérséklet,
vagy a biztonsagosnak talalt minimum 71 °C-os maghdmérséklet mellett hosszabb
1d6 sziikséges (Feagins et al., 2008). A HEV a sertéshus hdelvonasos tartositasa,
illetve nyers huskészitmények eldallitasa ¢és taroldsa soran bekovetkezo

inaktivalédasat eddig még nem vizsgaltak.

8.3. A HEV Kkimutatasa sertésmajban és bélsarban

Kutatasaink soran 42 sertés esetében parhuzamosan vizsgaltunk maj- és
bélsarmintakat annak érdekében, hogy felderitsiikk, melyik minta vizsgalataval
mutathatd ki biztosabban a sertés HEV-fertdzottsége. Fert6zési kisérletek publikalt
eredményeibdl tudjuk, hogy kontakt fert6zés esetén a bélsarral valo virusiirités a
fertdzést kovetd 7. nap koriil kezdddik, a viraemias fazis pedig a fertdzést koveto 20.
naptol alakul ki. A bélsarban kb. 3 hétig figyelheté meg a virusiirités, mig a viraemia
mindossze kb. 10 napig tart (Kasorndorkbua et al., 2004; Bouwknegt ef al., 2009). A
bélsarban a fertézés két szakaszdban is kimutathaté a HEV nukleinsav: a
fert6zddéskor, amikor a szdjon at felvett virionok egy része kozvetleniil a bélsarral
irtil, majd késdbb, a virusszaporodas megkezdddése utan, amikor a majbol, a
szaporodas {6 helyérdl az epével jut a vastagbélbe a virus (Lee et al., 2009).

Eredményeink (VI és XI. tablazat) hasonloak a szakirodalomban publikalt
korabbi vizsgalatok eredményeivel: de Deus €s munkatarsai (2007) vizsgalataban 24
allatb6l 11 bizonyult negativnak. A mdj vagy a bélsar HEV pozitivitasa alapjan
fert6zottnek nyilvanitott sertések kozott 9 esetben mutattak ki HEV RNS-t a méjban,
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8 esetben a bélsarban: 4 allat esetében mindkét mintaban, 5 allat esetében csak a
majban, 4 allat esetében pedig csak a bélsarban mutattdk ki a virust. Egy masik,
szintén de Deus ¢s munkatarsai (2008a) altal végzett vizsgalatban 20 vizsgalt allatbol
10 m4jaban és 13 bélsaraban mutattak ki HEV nukleinsavat. Sajat vizsgalataink
eredményei €s a szakirodalomban publikalt adatok alapjan nem talaltunk egyértelmu
kiilonbséget a parhuzamosan vizsgalt maj- és bélsarmintdk pozitivitasa kozott, azaz
mind a maj, mind a bélsar vizsgdlata alkalmas és megbizhaté eredményt ad a
sertések fertdzottségének kimutatdsara. A sertéstelepi fert6zottség vagy az egyes
korcsoportok fertézottségének mértékét €16 sertések esetében a bélsar vizsgalataval is
meghatdrozhatjuk, ¢élelmiszer-higiéniai vizsgalatok (kiegészitdé mikrobiologiai
husvizsgalat) soran pedig, ahol a bélsar vizsgalatara a vagasi technologia €s higiéniai
eldirasok miatt nincs lehetdség, a m4j vizsgalata megbizhatd eredményt ad a sertés és

a sertés hus esetleges HEV-fertdzottségérol.

8.4. A HEYV elterjedtsége vadon €16 allatokban

A vadon ¢él6 allatok husanak fogyasztasa az Fold szdmos orszagdban nagy
népszertiségnek orvend. Habar ezen allatok zsigereinek (pl. méj) fogyasztasa ritkabb,
mint a husuké, tobb esettanulmany ismerteti a HEV-fert6zott, nem megfeleléen
hokezelt vad-eredetli ¢élelmiszerek fogyasztasdval Osszekapcsolhatdé humdan
megbetegedéseket (Takahashi et al., 2004, Tei et al., 2004). E tanulméanyok szerint
az emberi taplalkozasban szerepet jatszd, HEV-fogékony vadallatok (vaddiszno, 6z,
szarvas) husanak fogyasztdsa soran a hepatitis E virus allatokrdl emberekre terjedhet.
Japan étkezési szokasokkal ellentétben, hazankban a vadhust dontden hokezelést
kovetden fogyasztjak, azonban a vadon €10 HEV-rezervoarok nemcsak a haziallatok,
de husukkal, bélsarukkal vald érintkezés kovetkeztében az erdészek, vadaszok és
vad-vagohidon, vad-feldolgozoban alkalmazott emberek lehetséges fertdzési forrasai

lehetnek.

Vizsgalataink szerint a magyarorszagi vaddiszné populaci6 HEV-
fertdzottsége, mas orszdgokban végzett vizsgalatok eredményeivel 6sszehasonlitva,
kozepes. Az egyes orszagokban a vaddisznok fertézottségének mértéke eltérd.
Olaszorszagi kutatdsokban a vizsgalt 88, vaddisznobdl szarmazd epeminta 25%-

aban, spanyolorszagi tanulmanyokban a vizsgalt 150 szérumminta 20%-ban mutattak
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ki HEV nukleinsavat (Martelli et al., 2008; de Deus et al., 2008b). Ezzel szemben
Japanban, 2001 és 2004 kozott gyijtott vaddisznd mintdk 3%-a (Michitaka et al.,
2007), a Dél-Franciaorszagban gytijtott vaddiszné mintak real-time PCR moddszerrel
valo vizsgalatdban pedig a vaddisznok minddssze 2,5%-a bizonyult HEV-pozitivnak
(Kaba et al., 2009). Németorszagban két alkalommal is végeztek hasonlo
vizsgalatokat: 1995-1996 kozott gylijtott savomintdk mindossze 5%-aban (Kaci et
al., 2008), mig a 2005 és 2008 kozott Németorszag két tartomanyaban gyijtott
vaddisznémaj-mintdk 15%-aban (Schielke ef al., 2009) mutattdk ki a HEV RNS-t. E
két vizsgalat eredményének kiillonbozdségét az archivalt savomintdk vizsgalatdnak
esetleges problémai is okozhatjdk: a viraemids szakasz rovidsége miatt
bizonytalanabb a HEV RNS kimutathatdsaga a savoban, 6sszehasonlitva a maj- vagy
a bélsarmintakkal (Huang et al., 2002a; Kasorndorkbua et al., 2004; Cooper et al.,
2005; Fernandez-Barredo et al., 2006; Nakai et al., 2006; Rutjes et al., 2007,
Bouwknegt et al, 2009), emellett pedig a mintdk hosszas tarolasa miatt a virus

nukleinsav sériilhet, igy kimutathatdsaga csokken.

A vaddiszné mintak vizsgalata nem csak élelmiszer-higiéniai szempontbdl,
hanem allategészségiigyi szempontbol is fontos lehet. Egyes virusok esetében
feltételezik, hogy a hazisertések vaddisznoktol fertozodhetnek (Meng et al., 2009). A
Magyarorszagon vizsgalt vaddiszn6 és sertés mintak foldrajzi eredete nem egyezik, s
a vizsgalt vaddiszndk és sertések kozt jarvanytani kapcsolatrdl nincs informacionk.
Emellett Eurépéban a vaddiszno populaciok mérete folyamatosan nd (Schielke et al.,
2009), a vaddiszndk akar varosi kornyezetben is el6fordulhatnak, s az emberekkel
valé kozvetlen érintkezésiik soran zoonotikus korokozok terjesztésében is szerepet
jatszanak (Jansen et al., 2007). Vaddisznd hus fogyasztasat kovetden kialakulo,
klinikai tiinetekben is megnyilvanulé human hepatitis E esetekrdl is tobb esetben
beszamoltak mar (Matsuda ef al., 2003; Masuda et al., 2005; Li et al., 2005).
Filogenetikai vizsgalataink nagymértékii hasonldsagot mutattak ki a vadon €16 és
haziasitott sertésekben, valamint emberekben kimutatott virusok kozott. A
vaddisznok HEV-rezervodr szerepe allategészségiigyi szempontokbdl is tisztazasra
szorul, illetve a vaddisznd populdciok striiségének valtozasait a HEV-fertdzés

fennmaradasanak szempontjabol tovabbi kutatasokban vizsgalni kell.

Vadon €16 kérédzok esetében a HEV-fert6zottséget nem vizsgaltdk olyan

mélységekben, mint a sertések és vaddisznok fertdzottségét. Japanban, ahol szokés a
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szarvas hust hokezelés nélkiil fogyasztani, 100, azonos teriileten él6 6z mintdjanak
mindossze 1%-aban mutattdk ki a HEV nukleinsavat, mig az ugyanazon teriileten €16
vaddiszndk esetében 7 mintabol harmat pozitivnak talaltak (Takahashi ez al., 2004).
Egy masik vizsgéalatban 4% anti-HEV szeroprevalencidt mutattak ki szarvasokban,
mig a virus nukleinsavat nem mutattdk ki a szarvasokbol szadrmazo savo- és
majmintakban.

A vadon €16 allatok esetében a HEV jarvanytana még tisztdzasra szorul: a
virus terjedése, cirkulacioja az egyes fajok €s korcsoportok kdzott nem ismert. Sajnos
a vadon €16 allatok populdcido-méretérdl eurdpai orszagok €s Japan esetében nem
allnak rendelkezésiinkre informaciok, igy eredményeink értékelése nehézségekbe
titkozik. A vizsgalt allatfajok Magyarorszag egész teriiletén eléfordulnak, a 2008-as
adatok szerint a becsiilt vaddiszné-populacio 95 582 egyedet szamldl, mig
ugyanebben az évben a szarvasallomany becsiilt egyedszama 85 081, az 6zallomany
egyedszama pedig 340 384 allat volt (Csanyi et al., 2008). A vadon ¢él6 allatokbol
szarmaz6 mintak Magyarorszag 4 régi6jabol szarmaztak: a Nyugat-, Dél- és Eszak-
Magyarorszag teriiletérdl, illetve Kozép-Magyarorszag ¢s Budapest kornyékérol
(11. 4bra). Altalanossagban elmondhaté, hogy vaddiszné mintdkban mind a 4
vizsgalt régidban kimutathatd volt a HEV-fertézottség, mig Nyugat- és Eszak
Magyarorszagrol szarmazd 6z- és szarvas mintdk is fertézottnek bizonyultak. A
vadon €16 allatok kozott a hazisertéshez hasonléan a vaddisznd lehet a virus 6
rezervoar faja. Elképzelhetd, hogy a vadon €16 kérddzok a téli etetohelyek kornyékén
fertézédnek a virusiirité vaddisznok bélsaraval kontaminalt takarmany felvételével
(Bao et al., 2005; Lescano et al., 2007). A vadon él6 allatok nagyobb csoportokba
rendezddése a téli iddszakban jellemzo viselkedés (Bao et al, 2005), s a téli
etetOhelyek kornyékén mind a vaddisznok, mind a vadon ¢él6 kérddzok
megfordulnak. A virusiiritd egyedek bélsarukkal kontamindlhatjak a takarmanyt,
kiilonosen, ha annak kihelyezése a talajra torténik. Bar kérddzok esetében a
koprofdgia nem jellemzdé (Lescano et al, 2007), a téli idészakban az Ozek ¢&s
szarvasok mégis felvehetik a bélsarral kontamindlt takarmanyt. Ezt az elméletet a
kutatasainkban vizsgalt, fert6zottnek bizonyult allatok kilovésének iddpontja is
aldtdmasztja: a fertdzott vaddisznok és szarvasok, illetve 5 fertdzott 6z kilovése
februarban, mig 4 fert6zott 6z kilovése aprilisban tortént. Az oktdberben kil6tt

allatok (13 vaddisznd, 1 6z) mindegyike HEV-negativnak bizonyult. Elméletiink
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bizonyitasara, illetve a vadon ¢él6 dallatokban a HEV-fert6zés lefolydsdnak

tisztazasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Kutatdsainkban, a sertéstelepekhez hasonléan, természeti ¢lohelyekrol
szarmazo kisemldsok madj- ¢s bélsarmintdit is vizsgaltuk, azonban, ahogy a
sertéstelepeken gylijtott patkany €s egér mintdk negativnak bizonyultak, gy nem
lehetett kimutatni a HEV nukleinsavat sem horcsog, sem cickdny mintakbol. Kinai
vizsgalatokban szeroldgiai athangolddast figyeltek meg nyulakban a HEV 1. és 4.
genocsoportjaba tartozd virusokkal vald kisérletes fert6zés eredményeképpen (Ma et
al., 2010). Ugyancsak Kindban bizonyitottak a HEV jelenlétét nyulakban, azonban a
molekuléris biologiai vizsgalatok eredményei szerint a nyulakban természetes
fertdzést okozd virusok — a patkdnyokbol kimutatott virusokhoz hasonldéan — nem
mutatnak hasonlosadgot az emberekben és élelmiszer-termeld allatokban kimutatott
virusokkal, illetve a nyul eredetli hepatitis E virusok nem sorolhatok be a HEV eddig
ismert genocsoportjaiba (Zhao et al., 2009; Johne et al., 2010). Ezt az elméletet,
illetve a kisemldsok HEV-fertézés kozvetitd szerepét tovabbi vizsgalatokkal kell

bizonyitani.

8.5. A HEV elterjedtsége hazi kérodzékben

A 16 rezervoar fajoknak tekintett allatokon kiviil mas allatokat is hepatitis E -
fogékonynak talaltak (Meng, 2005). A vadon él6 kérddzokhoz hasonléan hézi
kérédzo allataink is fertdzodhetnek hepatitis E  virussal: Szomaliaban,
Tadzsikisztanban ¢és Tiirkmenisztanban a szarvasmarhak 29-62%-dban HEV-
szeropozitivitdst mutattak ki. Ukrajnaban a vizsgalt szarvasmarhak 12%-a, Indidban
4-7%-a, Kindban 6%-a szeropozitiv (Arankalle et al., 2001; Wang et al., 2002).
Kecskékben ¢és juhokban 0,6-1,92%-0s szeropozitivitast irtak le (Peralta er al.,
2009a). A hazai hazi kérddzok korében végzett felmérés soran a hepatitis E virus 125
szarvasmarha, 1 juh és 5 kecske bélsarminta egyikében sem volt jelen kimutathato
mennyiségben.

A vadon ¢é16 kérddzo allatok majmintainak pozitivitasa, és a szakirodalomban
publikélt szeroldgiai athangolddas mértéke egyértelmiien jelzi a fertdzés lehetdségét
kérddzokben. Egyes, bélsarral {iriil6 parazitak jarvanytana parhuzamossagot mutathat
a HEV-fertézés kérodzok kozotti terjedésében: mivel a kérd6zo allatok altaldban

nem koprofagok, a bélsarral valo virusfelvétel inkabb véletlenszertinek tekintheto, a
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takarmany bélsarral valo fertézottségének tudhato be. Ugyanakkor, mivel a kérddzo
allatok elkertilik a bélsarral szennyezett takarmany felvételét (Lescano et al., 2007),
valoszinlibb, hogy csak kis mennyiségii viruspartikula juthat be az allat szervezetébe,
igy a részecskeszamtol fiiggden kisebb valoszintiséggel ered meg a HEV-fert6zés a
kérodz6 4allatok szervezetében. Ezen kivill, Magyarorszagon a hazi kérddzok
ritkabban érintkeznek sertésekkel, esetleg vaddisznéval, azok virustartalmu
bélsaraval. Bar hazi kérddzok nagyszamu bélsarmintaibol sem lehetett kimutatni a
HEV jelenlétét, a sertések parhuzamosan vizsgalt mdj- ¢&s bélsarmintainak
eredményeibdl lattuk, hogy a negativ bélsarral azonos allatbdl szdrmazoé mdj az
esetek 11%-dban pozitivitdst mutatott, azaz az allat fertdzott volt. Emiatt nem
allithatjuk egyértelmiien, hogy a haziasitott kérédzo allatok nem fogékonyak a HEV-
fertozésre, illetve, hogy a szarvasmarha-, juh-, ¢és kecskehus feldolgozasa és
fogyasztdsa HEV-szempontbol nem jelent élelmiszer-higiéniai, kozegészségiigyi
vagy akar munka-egészségiigyi kockdazatot. A Magyarorszdgon tartott kérddzo
allatok HEV-fertozottségének felderitése ¢€s benniik a fert6zés lefolydsanak

vizsgalata késobbi tanulmanyok témajaul szolgalhat.

8.6. Szerologiai vizsgalatok

A sertések hepatitis E virus fertdzottsége munkaegészségiligyi szempontbol
jelentds fontossagu kockazat lehet. A fertdzott sertésekkel, sertés hussal, bélsarral
valo érintkezés soran a személyi higiénia nem megfeleld mértékl betartasa esetén
torténhet meg az emberek fertézddése. Tobb tanulmanyban is vizsgaltdk a
sertésekkel kapcsolatos foglalkozast 1izok korében a HEV szeroprevalencia
alakulasat, az eredményeket a virussal valo fert6zodés veszélyének kevésbé kitett
tarsadalmi csoportokban mért eredményekhez viszonyitva. Kutatdsaink soran
lehetoségiink nyilt Ausztriaban gyujtott, archivalt human savomintak vizsgalatara
immunoblot és ELISA modszerrel. Az immunoblot vizsgalat eredményei részben
megfeleltek varakozdsainknak, hiszen a sertéssel (vaddiszndval) kapcsolatos
foglalkozast izok (sertéstelepi- sertés-vagohidi dolgozok, allatorvosok, vadaszok)
korében tapasztaltunk nagyobb mértékli (23-37%) szeroldgiai athangolodast, mig a
kontrollcsoportokban (varosi polgarok, baromfi-vagéhidi dolgozdk) az anti-HEV

szeropozitivitasa kisebb (15-16%) volt (12. é&bra). A vizsgalat eredményeinek
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értékelése azonban szubjektiv modon tortént, hiszen a recomBlot HEV IgG/IgM™
(Mikrogen) diagnosztikai kit immunoblot-csikjainak szabad szemmel val6 elbiralasa
a megjelend csikok erdsségének a pozitiv kontrollhoz vald hasonlosaga alapjan,
pontozassal tortént. Emellett, IgM pozitiv kontroll savot nem tartalmazott a kit, igy
jobb hijan az IgG pozitiv kontroll altal adott csikok erdsségéhez viszonyitottuk az
IgM csikok eredményeit. Ez lehet talan az egyik oka az eredmények azon
furcsasaganak, hogy tobb foglalkozasi csoportban az IgG €s IgM-pozitivitas mértéke
szinte megegyezik. A recomBlot HEV IgG/IgM® hasznalati utasitdsaban csak arra
vonatkozolag talaltunk informéciot, hogy a tesztcsikokra tisztitott, rekombinans HEV
antigéneket blottoltak, azonban, hogy ezen antigének melyik HEV genocsoportra
jellemzd antigének voltak, illetve, hogy az egyes eredmény-csikok milyen antigén
elleni ellenanyag jelenlétét jelzik, nem talaltunk. A mddszer csekély megbizhatosagat
¢s a felhasznalok esetlegesen kritikus észrevételeit talan az is jelzi, hogy a recomBlot
HEV IgG/IgM® mar nem kaphaté kereskedelmi forgalomban, helyette a
szamitdgépes szoftver segitségével leolvashatdo és elbiralhatdo recomlLine HEV
IgG/IgM® immunoblot kitet forgalmazza a gyartd cég. Ezen Gj kit leirdsdban
szerepel, hogy az 1. és 3. genocsoport virusaira jellemzd antigének taldlhatok a
tesztcsikokra kotve, s hogy a kit megbizhatéan kimutatja mind a 4 genocsoport

virusai ellen termelddott ellenanyagok jelenlétét.

Az eredmények megerdsitése érdekében az immunoblot moddszerrel
pozitivnak talalt savomintadkat, s mellettiik kontrollként, néhany, az immunoblot
modszerrel negativnak bizonyult mintat ELISA modszerrel is megvizsgaltunk, anti-
HEV IgM és IgG jelenlétére is. Habar a recomWell HEV IgG/IgM" kitek leirasdban
sem szerepel a lemezre kotott, rekombindns antigének genocsoportbeli
hovatartozdsa, a teszt eredményének elbirdlasa objektiv mddon, az optikai denzitasi
értekek mérésén alapul. Az ELISA eredmények a varttdl eltéréen alakultak, a
szeropozitivitdas mértéke nem korreldlt a sertésekkel kapcsolatba kertilés
gyakorisdgaval (13. 4dbra). Az ELISA vizsgalattal rdadasul joval kevesebb pozitiv
mintat talaltunk, soét, eléfordult olyan eset is, amikor az immunoblot vizsgalattal
negativnak talalt savé az ELISA vizsgalatban pozitivnak bizonyult (XVI. tablazat,
Melléklet).

A két vizsgalat eredményeinek eltérésére tobb magyarazat is lehet, a

sikertelenségért részben a tesztek kivitelezése, részben a mintak mindsége okolhato.
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A ,,megbizhatoként” elfogadott vizsgalati modszerben rendszerint ELISA modszerrel
tesztelik eldszor a savomintdkat, majd az ELISA moddszer specificitdsdnak
ellendrzése vagy akar novelése érdekében immunoblot mddszerrel erdsitik meg az
eredmények valodisagat (Waar et al., 2005; Herremans et al., 2007; Haagsman et al.,
2007). Esetiinkben a vizsgalatok sorrendje szervezési okokbdl forditva tortént: a
forgalmazo cég eredetileg a recomBlot kit tesztelésére kérte fel munkacsoportunkat,
s az immunoblot eredmények ellendrzésére biztositotta a késdbbiekben az ELISA
kiteket. Az immunoblot-vizsgdlatban nagyobb mértékiinek taldlt szeropozitivitas
kivitelezési hibdja valdsziniileg a szubjektiv elbiralas volt, melynek megsziintetésére
a gyartd cég az uj, szamitogéppel elbirdlhaté recomLine kitek bevezetése mellett
dontott. Emellett tobb tanulmanyban bizonyitottdk, hogy a kereskedelmi
forgalomban kaphaté HEV immunoblot csikok és ELISA lemezek feliiletére 1. és 2.
genocsoportba tartozo virusok antigénjeit kotik, ezaltal a tesztek kevésbé érzékenyek,
esetleg kevésbé specifikusak lehetnek a 3. és 4. genocsoportba tartozd virusok
antigénjei ellen képzodott ellenanyagok kimutatisahoz (Wang er al., 2001,
Herremans et al., 2007). Valosziniileg ez is indokolja, hogy a gyartd cég ujonnan
bevezetett recomLine immunoblot kitjei mar az Eurdpaban elterjedt 3. genocsoport

virusaira jellemz0 antigéneket is tartalmazzak.

A mintdk mindségén is mulhat egy szeroldgiai vizsgalat eredménye. A
vizsgalt savo mintadkat 1994-ben, Graz (Ausztria) kornyékén gytijtotték, eredetileg
mas korokozok ellen képzodott ellenanyagok kimutatasara. Habar a mintakat
biztositd kutatok elmondasa szerint a savokat -20 °C-on taroltak, a mintagytijtéstol a
vizsgélatig (2006-2007) tobb, mint 10 év telt el. Emellett a mintdkat a korabbi
vizsgalathoz is fel kellett, talan tobbszor is, olvasztani. Az ELISA vizsgélatok idejére
a savok tobb felolvasztast-lefagyasztast is elszenvedtek, ami karosithatja a benniik
levo fehérjéket, igy az ellenanyagokat is (dr. Tuboly Tamads, személyes kozlés).
Valészintileg ezért irja el6 minden szeroldgiai vizsgalatra alkalmazott, kereskedelmi
forgalomban megvasarolhato ELISA vagy immunoblot kit lehetdleg friss vagy
kevésszer felolvasztott savomintdk hasznalatat. Elképzelhetd, hogy az immunoblot
modszer a karosodott, széttoredezett fehérjék tobb darabjat is megkototte, mig az
ELISA lemezen csak az inkdbb épségben maradt ellenanyag-fehérjék kotodtek, s ez
is lehet magyardzata az eltér6 eredményeknek. Az RT-PCR sikertelenségét is a
hosszu tarolasi idével lehet magyarazni. A mintdk ismételt felolvasztidsa é&s

lefagyasztasa soran a virus nukleinsav olyan mértékben karosodhatott, hogy ez az
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érzékeny modszer sem tudta kelld mennyiségben felerdsiteni. Vizsgéalatunk
tanulsdga, ennek megfelelden, hogy ne csak érzékeny, hanem kelléen specifikus,
objektiven elbirdlhatd modszereket alkalmazzunk a kutatasok, és ezen belill a
szerologiai vizsgalatok sordn, valamint, hogy friss mintdkkal dolgozzunk, vagy a

vizsgélatok soran igyekezzlink megdrizni a mintdk mindségét.

Habar sajat, archivalt savomintakbdl kiindulé vizsgélataink nem tadmasztottak
ald egyértelmiien azt a feltételezést, hogy a sertésekkel valdé gyakoribb kapcsolat
kockézatot jelent a hepatitis E virussal valo fert6z6dés szempontjabol, irodalmi
adatok szamos, hasonld vizsgélat eredményeir6l szamolnak be. Egyes vizsgalatok
szerint a sertéstelepeket ellato allatorvosok nagyobb eséllyel fertézodhetnek meg a
virussal, szemben olyan emberekkel, akik foglalkozasuk révén kevesebbszer
kertilnek kontaktusba HEV-fert6zott allatokkal (Meng et al., 2002). Egy ELISA
modszeren alapuld svédorszagi tanulmdny szerint az Eurdpai orszdgokban <1% -
9,3% az atlagos populacid anti-HEV szeroprevalencidja, ezzel szemben a svéd
sertéstartok korében 13%-os szeropozitivitast mutattak ki (Olsen et al., 2006). Egy
spanyolorszagi tanulmany is aldtdmasztja ezt az eredményt: a vizsgalatban résztvevo
személyek 51%-a gyakori kapcsolatban allt sertésekkel. Ebben a csoportban a
szeroprevalancia 18,8%-0s volt, szemben a sertésekkel nem érintkezd vizsgalati
csoport 4,1%-os szeroprevalenciajaval (Galiana et al., 2008). Mindezen adatok azt
sugalljak, hogy a sertésekkel kapcsolatos foglalkozast izok (sertéstelepi gondozok,
vagohidi dolgozdk, allatorvosok, esetleg konyhai dolgozok) korében a hepatitis E
foglalkozasi betegségként fordulhat eld, ezért a dolgozok egészségvédelme
érdekében kiilonos figyelmet kell forditani a munkahelyi és személyi higiéniara.
Erdekesség, hogy bér egy, az Egyesiilt Kiralysagban végzett vizsgalatban a kisallat
(kutya, macska) tartdst a HEV-fert6zés szempontjabol rizikéfaktornak talaltdk a
fertozott nyers hussal vald érintkezés miatt (Lewis et al., 2008), a német kutatdk
eredményei ezzel ellenkeznek. Az utobbiak feltételezése szerint egyrészt a husevési
szokésok a macskatulajdonosok korében a macskat nem tarték szokdsaitol eltérdek,
masrészt, mivel a macskat tartok kedvenceiket nyers hussal etetik, a fertdzott htissal
valo érintkezés soran felvett kis mennyiségli viruspartikulaval valo fertdzodést
kovetd tiinetmentes atvészelés soran szerologiailag athangolodnak, s ezaltal a

hepatitis E-fertdzéssel szemben ellenalléva valnak (Wichmann et al., 2008).
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8.7. Torzsfa-rekonstrukcios vizsgalatok

A hazai hazisertésekbdl, vaddisznokbol €s vadkérodzokbol kimutatott
hepatitis E genetikai jellemzése, valamint a hazai humén esetekbdl szarmazo6 virusok
¢s mas orszagokban kimutatott virusok kozotti rokonsagi viszonyok megallapitasa
céljabol néhany virust kivalasztottunk, és torzsfa-rekonstrukcids vizsgéalatoknak
vetettilk ald. A szélesebb korti elemzést a ,,diagnosztikai” ORF2s1-ORF2al ¢és
ORFI1sI-ORFlal  primerparokkal eldallitott PCR  termékek  szekvencia
meghatdrozasaval kezdtiik. Ezek a szakaszok, kiilonosen az ORF2 région eloallitott
termékek (197 bp) meglehetdsen rovidek a megbizhato filogenetikai vizsgalatokhoz,
azonban ezeket a primerparokat a vilag tobb HEV-kutaté laboratériuméaban
alkalmazzak diagnosztikai vizsgalatokhoz, igy a génbanki adatbazisokban
elhelyezett, Eurdpaban kimutatott HEV szekvencidk is tobbségében ezekkel a
primerparokkal késziiltek. Ezért a magyarorszagi hepatitis E virusok filogenetikai

besorolasat is e szekvencidk alapjan végeztiik el.

A szekvencidk alapjan elsoként elvégzett BLAST elemzés alapjan mindegyik
szekvencia HEV szekvencidnak bizonyult, a torzsfa-rekonstrukcios vizsgalat pedig
kimutatta, hogy a Magyarorszagon allatokban eldfordulé hepatitis E virusok a HEV
3. genocsoportjdba tartozd virusokkal mutatjdk a legkozelebbi rokonsagot. A
vizsgélatok sordan 29 minta ORF2s1-ORF2al primerrel eléallitott termékbdl, illetve
o6t minta ORF1s1-ORFlal primerrel eldallitott termékébdl késziilt szekvenciat

hasznaltunk fel a részletesebb filogenetikai elemzésekhez.

Az ORF2s1-ORF2al primerparok egy 197 bp hosszti amplikont allitanak elo,
melybdl szekvenalds utan 147 nt hosszi szekvencia nyerhetd. A filogenetikai
vizsgalatokban készitett, az ORF2s1-ORF2al szakasz alapjan felallitott, torzsfa (14.
abra) az alacsony bootstrap értékek ellenére jol illusztralja a kimutatott virusok
rokonsagi viszonyait. E szerint az ORF2 vizsgélt szakasza, valtozékonysdga miatt,
felhasznalhat6 a kiillonbozd hepatitis E virusok genocsoporton beliili besorolasara. A
Lu ¢és munkatarsai (2006) altal felallitott rendszer alapjan a HEV 3. genocsoportja
tovabbi 10 alcsoportra oszthatd. A ,,d” alcsoport képviseldi koziil a génbankban nem
lehet sem teljes szekvenciat, sem az ORF2s1-ORF2al vagy ORF1sl-ORFlal
primerparok altal amplifikalt genomszakaszoknak megfeleld szekvenciat talélni,

ezért vizsgalatunk soran ezt az alcsoportot nem abrazoltuk a térzsfan.
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A 3a alcsoportban taldlhaté vaddiszno ¢és sertés eredetii virusok kozt, a
nagyfoki hasonlosag ellenére, adataink szerint sem foldrajzi, sem jarvanytani
kapcsolat nem volt, igy azt a feltételezést, hogy esetleg vaddisznok kozvetithetik a
HEV-fert6zést a haziasitott sertések felé, eddigi vizsgalatainkban nem tudtuk sem
bizonyitani, sem kizarni. Az eredményeink alapjan készitett torzsfan a 3a
alcsoportban a fentieck mellett Hollandidban, Dél-Koredban é&s az Egyesiilt
Allamokban kimutatott sertés-, illetve Japanban kimutatott emberi eredetli virusok
talalhatok. Az ORF2 régié mas szakaszainak vizsgalata sordn az elébbiek mellett
Németorszagban, emberi eredetli mintdkban kimutatott hepatitis E virusokat is a 3a
alcsoportba sorolnak (Wichmann et al., 2008). A Magyarorszagon kimutatott emberi
¢s allati virusok, illetve a magyarorszagi €¢s mas orszdgokban kimutatott virusok

kozotti jarvanytani kapcesolatrol nem all rendelkezésre informacio.

A vizsgalataink sordn kimutatott allati eredetii virusok egy masik nagy
csoportja a 3. genocsoport ,,e” alcsoportjaban talalhatdo (HEV072, 045, 088, 157, 446,
278, és 451). Ezek a virusok egy f6 dgon elhelyezkedve négy csoportot alkotnak. A
HEVO072 jelii, sertésb6l kimutatott virus elkiiloniil a ,,magyarorszagi ag” tobbi
tagjatol, mig a tobbi vizsgalt virus Magyarorszagon, emberi mintdkbdl kimutatott
virusokhoz hasonlit legjobban. A HEV045 jelzésli, 6z eredetii virus szekvenciaja
identikus egy emberi szekvencidval (HUN-E104), azonban kozottik jarvanytani
kapcsolat nem volt, a beteg, akinek mintajabél a HUN-E104-es virust kimutattdk,
nem érintkezett 6zekkel (dr. Reuter Gabor, személyes kozlés). Mivel a mintakat két
kiilonbozd laboratoriumban mutattdk ki és szekvenaltdk meg, a vizsgalat soran
fellépo esetleges kontaminécio sem johet szoba a virusszekvencidk identikussaganak

magyarazataként.

A 3e alcsoportban a magyarorszagi virusokon kiviil egy Japanban kimutatott,
emberi eredetli szekvencia, és tovabbi eurdpai (Gorogorszag - ember és Egyesiilt
Kiralysag - sertés) eredetli virusok taldlhatok. A HEV278 jelzésti virus kimutatasi
helyével azonos sertéstelepen, azonban kb. masfél évvel késdbb mutattuk ki a
HEV446 ¢és HEV451 jelzésti virusokat. E harom virus azonos agon helyezkedik el a
fan, egy csoportot alkotnak. A HEV446 és HEV451 jelzésli virusok egy-egy
(kiilonb6z0) pozicidban, nukleotid-szubsztitucid révén kiilonboznek a HEV278
jelzésti virustol. Mindkét pontmuticid néma mutaciot jelent, a harom virus

aminosav-szekvenciaja a vizsgalt szakaszon megegyezik. Habar korabbi vizsgalatban
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a sorozatos passzaldsok soran is stabilnak mutatkozott a kutatasban hasznalt virus
genetikai adlloménya (Arankalle ez al., 1999), eredményeink szerint egy sertéstelepen
masfél év alatt a HEV tobb genetikai varidnsa is kialakulhat, illetve egy idoben
kiilonb6zé  nukleotid-szekvenciaju  virusok is jelen lehetnek az adott
sertésdllomanyban. A HEVO08S8 jelzésu, sertés eredetli, és a HEV157, szarvasbol
kimutatott virus nagyfoku hasonldsagot mutat. A két virust ugyanabban az évben,
azonban egymastol kb. 300 km tavolsagban €16 allatokbol mutattuk ki, a két allat
kozott jarvanytani kapcesolatrél nincs informacionk.

A 3. genocsoport ,,h” alcsoportjaba 3 teljesen identikus szekvencidju virus
tartozik. Ezeket a virusokat egy id6ben, ugyanazon a sertéstelepen mutattuk ki, ezért
a harom virust a HEV612 jelzésti virus képviseli a torzsfin. Az Eszak-Kelet
Magyarorszagon kimutatott virus Uj Zélandon (sertés mintabol) és Németorszagban

(vaddiszn6 mintabol) kimutatott virusokkal mutat nagyfokt hasonlosagot.

Tovabbi magyarorszagi HEV torzsek is megtalalhatok a torzsfan, azonban
ezek emberi eredetiick. Két (identikus) virus (HUN-E67 és HUN-E86) a 3.
genocsoport ,,f alcsoportjdban, hollandiai €s spanyolorszagi sertés, illetve gorog-,
francia- ¢és spanyolorszagi emberi eredetii virusokkal egyiitt taldlhatd, mig egy
Indiabol importalt (Dr. Reuter Gébor, személyes kozlés) virus (HUN-E117) a

Burma?2 virussal az 1. genocsoportban talalhato.

Az ORFl1sl-ORFlal primerekkel eldallitott amplikonok kozil o6tot
szekvenaltunk meg, melyeket felhasznaltunk filogenetikai vizsgalatainkban. A PCR
vizsgalatok soran az ORF1s1-ORFlal primerpart ellendrzésképpen alkalmaztuk az
ORF2s1-ORF2al primerparral pozitivnak taldlt mintdk pozitivitdsanak a
szekvenalasnal egyszerlibb, gyorsabb, gazdasagosabb bizonyitdsara. Az ORFIsl-
ORFlal torzsfat is az ORF2s1-OR21al torzsfa ellendrzése érdekében készitettiik el.
Ezen a torzsfan (15. &bra) magyarorszagi emberi eredeti virusokat nem tudunk
feltiintetni, mert ilyen szekvencidk nem taldlhatok meg a génbankban. Ez a
hidanyossag sajnos tobb mads orszagbol kimutatott virus esetében is fennall (P354,
P143, Nagy-Britannia), sok esetben (pl. a Hollandidban kimutatott virusoknal)
amiatt, hogy ezekben az orszagokban az ORF1 régié mas szakaszat amplifikaljak és
publikaljak rutinszerien. A torzsfardl azonban igy is leolvashato, hogy a vizsgalt
allati eredetli magyarorszagi torzsek ezen a genomszakaszon is a kordbban emlitett

alcsoportokba tartozo virusokkal allnak kozelebbi rokonsdgban: A HEV072-es virus
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az ORF1s1-ORFlal torzstan is 3e, mig a HEV006, 007, 034 és 039 virusok a 3a
alcsoportba tartoznak, ahol kiilon ,,magyarorszagi” csoportot alkotnak. A HEV(72
sertés eredetl virus a torzsfan egy, az Egyesiilt Kiralysagban kimutatott, emberi
eredetli virussal alkot egy csoportot a 3e alcsoporton beliil, mig a 3a alcsoportba
tartoz6 magyarorszagi, sertés ¢s vaddiszno eredetli virusok legkdzelebbi rokona egy

USA-ban kimutatott emberi eredetll virus.

A ,diagnosztikai” primerparokkal eldallitott amplikonok nukleotid-
szekvencidinak  filogenetikai  analizise alapjan  megallapithatd, hogy a
Magyarorszagon allatokat fert6zd hepatitis E virusok genetikailag rendkiviil
sokfélék. Az egyes virusok genetikai hasonldsaganak mértéke nem fiigg a virusok
izolalasi helyének f6ldrajzi tavolsagatol. Egymastol néhany kilométerre fekvo
sertéstelepeken kimutatott virusok nukleotid-szekvenciai jobban kiilonbozhetnek
egymastdl [HEV264 és HEV278 — 7km tavolsag, Zala megye], mint az egymastol
nagyobb tavolsagban vizsgalt, esetleg kiilonb6z6 faju allatokbol kimutatott virusok
[HEV264 és HEV480 — 38km tavolsag, Zala megye; HEVO088 sertés (Csongrad
megye) és HEV157 szarvas (Vas megye)]. Jarvanytani kapcsolatrdl a vizsgalt allatok
kozott, illetve az allati- €s a mas laboratériumban vizsgélt emberi mintdk kozott nem
tudunk, azonban sajat vizsgalataink eredményeként allatokban, illetve mas
vizsgalatok soran emberekben kimutatott virusok genetikai hasonldsaga alatdmasztja
a HEV zoonotikus tulajdonsagairdl megfogalmazott, és human klinikai esetek

vizsgalata sordn jorészt bizonyitott feltételezéseket (Dalton et al., 2008).

Az orszagban eléforduld HEV szekvencidk sokfélesége nem csak
Magyarorszagra jellemzo egyedi eset: németorszagi és franciaorszagi vizsgalatokban
hasonléan sokféle nukleotid-szekvenciaji, ezéltal a 3. genocsoport kiillonbozd
alcsoportjaiba sorolhatd virusokat mutattak ki emberekben (Wichmann et al., 2008;
Legrand-Abravanel et al., 2009), hollandiai vizsgalatokban pedig sertésekben (van
der Poel et al., 2001). Ezzel szemben Spanyolorszagban két sertéstelep vizsgalatakor,
bar nukleotid szekvenciajukban kiilonb6z6 virusokat mutattak ki, ezek mindegyike a

3f alcsoportba tartozik (Peralta et al., 2009b).
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8.8. A teljes genomszekvencia analizise

Habar a HEV kimutatasa klinikai, allati vagy természeti (szennyviz) eredett
mintakbdl kimutatott virusok azonositasa €s genocsoportokba-alcsoportokba sorolasa
a diagnosztikai PCR-ekben kimutatott rovid genomszakaszok nukleotid-
szekvenciajanak vizsgalataval is torténhet, a kutatdk altaldban torekednek az
orszagaikban kimutatott virusok koziil legalabb egy (esetleg ,,reprezentativ’’) virus
teljes genomszekvencidjanak meghatarozasara és részletes analizisére (Xia et al.,
2008; Legrand-Abravanel et al., 2009; Peralta et al., 2009b; Schielke et al., 2009). A
teljes genomszekvenciabol rendszerint tobb informdcié nyerhetd, mely alapjan
kovetkeztetéseket lehet levonni e mai napig nem teljesen ismert bioldgiai
tulajdonsagokkal bird virusrél. Kezdetben a teljes genomszekvencia vizsgalata a
virusgenomban kodolt fehérjék azonositasara szolgalt, s a kutatok egyuttal
kovetkeztetéseket is levonhattak az egyes virusfehérjék funkcidirdl (Tam et al., 1991;
Fry et al., 1992; Jameel et al., 1999), illetve a virus szaporodasi stratégidirol (Wang
et al., 2000; Chandra et al., 2008b). A virusfehérjék és funkcidik azonositasan kiviil
a virulencidért ¢és antigenitasért felelds genomszakaszokat is keresik (Inoue et al.,
2009), illetve a teljes genomszekvencia vagy az egyes ORF-ek vizsgalataval
igyekeznek pontositani a kimutatott virusok genocsoportokba soroldsat (Zhai et al.,

2006; Fan 2009).

A teljes genomszekvencia felhasznaladsaval készitett torzsfan (16. dbra) a
HEVO072-es virus a 3e alcsoportban talalhat6. Ez az elhelyezkedés megegyezik a
»diagnosztikai” primerparokkal eldallitott szekvencidk alapjan készitett torzsfan
megfigyelt pozicioval. A teljes nukleotid-szekvencia vizsgalata alapjan a HEV072-es
virus a HE-JAO4 jeli, Japanban, kimutatott emberi eredetli virussal mutatja a
legnagyobb hasonldésagot. A magyarorszagi virus mas eurdpai orszagokban
kimutatott virusokkal valé hasonldsdga, bar 80% feletti, nem nagyobb, mint az
Egyesiilt Allamokban vagy a Tavol-Keleten kimutatott virusokkal valé hasonlosag, a
rendelkezésiinkre alld szekvencidk vizsgalata alapjan tehat kifejezetten ,,eurdpai”

virusok létezése nem allapithato meg.
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8.8.1. A nyitott leolvasdsi keretek elemzése

A HEV pozitiv iranyitottsagu, szimplaszali RNS-e 3 nyitott leolvasasi keretet
kodol. A genom 5° végéhez legkozelebb taldlhato az ORF1, melynek kezdeti
szakasza 58 nukleotid hosszisagban meglehetésen konzervativ, itt masodlagos
strukturdk (hairpin) kialakuldsanak lehetdségét feltételezik (Jameel et al., 1999). Az
ORFI1 kb. 1700-1733 aminosavat kodol, de az egyes virusok esetében kiilonb6zo
hosszusagu lehet. A genom e szakasza a nem-strukturalis proteineket kédolo régio, a
kédolt fehérjék a virus szaporoddsdban jatszanak szerepet (metiltranszferdz,
proteinaz, helikdaz, RNS-dependens RNS polimeraz) (Fry et al., 1992; Chandra et al.,
2008Db).

Ezen a szakaszon nukleotid szinten a HEV072 a teljes genomszekvencia
esetében mérthez képest kisebb mértékben hasonlit a vizsgalt virusokhoz. Az
aminosav-szekvencidk nagyobb mértékli hasonldésaga arra utal, hogy a nukleotid-
szubsztiticiok nagy része néma mutacid, aminosav-valtozast nem okoz. Az ORF1
szakaszok a kiilonbozd virusokra jellemzd eltérd hosszisaga lehet az oka annak,
hogy a 3 nyilt leolvasasi keret koziil (a szekvencidk hasonlosaganak szamszertsitése
alapjan) az ORF1 tiinik a legvaltozékonyabbnak.

Az ORFI1 szekvencidk alapjan felallitott torzsfan (17. abra) az egyes
alcsoportok elkiiloniilnek egymastol, alcsoportok dsszeolvadasa nem figyelhetd meg.
A torzsfa topologidja a teljes genomszekvencidkon, illetve a diagnosztikai
primerparokkal eléallitott szekvencidkon alapuld fa topoldgidjaval megegyezik. E
szerint az ORF1 a genom egyik meghatarozd szakasza.

Az ORF2 a strukturdlis fehérjék régidja, in vitro kisérletekben a 368-606.
aminosav kozotti szakaszon kddolt fehérjét talaltak feleldsnek a sejtes immunvalasz
kivaltasaért (Wu et al., 2008). Az ORF2 az 1., 2. és 3. genocsoport minden virusa
esetében 660, mig a 4. genocsoport esetében 672 aminosav hosszasagi. A 3.
genocsoport virusainak esetében, barmilyen hosszusagu is legyen az ORF1, kozte és
az ORF2 kozott 37 nukleotid talalhatd, mely az ORF3 kezdeti szakaszanak felel meg.
Az 1. és a 2. genocsoport esetében az ORF1 és ORF2 kozotti szakasz 40 nukleotid
hosszl, mig a 4. genocsoport esetében a genomszerkezetben eltérések mutatkoznak.
Az ORF2 a ChinaTl1 virustorzs (4. genocsoport) esetében az ORF1 régio utolsd 2
nukleotidjaval atfedésben van, mely atfedés az 5159. nukleotid-pozicidban talalhatd

timidin (uracil) inzerci6ja miatt alakult ki (Wang ef al., 2000). A 4. genocsoport
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rdadasul az ORF3 régio genombeli elhelyezkedésében is eltér a masik 3 genocsoport
virusaitdl (Wang et al., 2000).

A nukleotid- és aminosav-szekvencidk Osszehasonlitdsa szerint az ORF2
teriileten a HEVO072 tobbi vizsgalt virus szekvencidhoz viszonyitott hasonldsaga
magasabb, mint a nem-strukturalis fehérjéket kodoldé ORF1 esetében, azonban a
genom e szakasza nukleotid szinten valtozékonyabb, mint az ORF3 régi6. Aminosav
szinten az egyes virusok a 3 nyitott leolvasasi keret koziil az ORF2 régidoban
mutatjdk a legnagyobb hasonlosadgot, melynek oka, hogy a konzervativ kapszid-

protein domén ebben a genomrégidban talalhatd.

cyey

crer
2

tapasztalhatd, a swMNO06-C1056 jelzésii, Mongolidban kimutatott virus az ,.c

29

alcsoport helyett az ,e” alcsoport virusaihoz all kozelebb, mig a szintén 3c
alcsoportba sorolt swX07-E1 virus inkabb a 3f alcsoport virusaival mutat nagyobb
hasonlésagot. A HEV072 —es virus az ORF2 nukleotid-szekvenciak alapjan késziilt
torzsfan is az ,,e” alcsoportban talalhatd.

Az ORF3 az 1. és 2. genocsoport virusai esetében 123, a 3. genocsoport
esetében 122, mig a 4. genocsoport esetében 112 aminosav hosszisagi. A kodolt
fehérje funkcidja egyelére nem pontosan ismert: egyes vizsgalatok szerint a kodolt
fehérje esszencidlis a virus in vivo infektivitdsahoz (Huang et al., 2007), mas
vizsgalatok szerint azonban az ORF3 fehérje kifejezddése nem sziikséges a virus in
vitro replikacidjahoz, a virionok sejtbdl vald kiszabadulasdhoz vagy a ma4jsejtek
fertozéséhez (Emerson et al., 2006). Ujabb kisérletek eredményei szerint az ORF3
altal kodolt fehérje a fertdzott majsejtek élettartamanak novelésében, ezaltal a virus-
replikacio €s patogenezis tdmogatasaban jatszik szerepet (Moin et al., 2007 és 2009;
Chandra et al., 2008a és 2010). Az ORF3 a 1., 2. és 3. genocsoportba tartozé virusok
esetében a masik két nyitott leolvasasi keret k6zott, azokkal atfedésben talalhatd. Az
atfedo szakasz hossza az ORF1 esetében minddssze 1 nukleotid, az ORF2 esetében
pedig hosszabb, 328 nukleotid. A 4. genocsoport esetében a 3. nyitott leolvasasi keret
csak az ORF2 szakasszal all atfedésben: az ORF3 az ORF2 29. nukleotid-

A virusok HEV072-eshez valo hasonlosaganak mértéke alapjan az ORF3

régid teriiletén a virusok nukleotid szinten a legnagyobb mértékben ezen a szakaszon
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hasonlitnak egymasra, mig aminosav szinten, az ORF2 régiéval Osszehasonlitva
nagyobb az eltérés a vizsgalt virusok kozott. Ennek magyardzata az lehet, hogy bar
az ORF3 régid ¢és a 1-3. genocsoport esetében az ORF2 régid kezdeti szakasza
nukleotid szekvencidjaban, az atfedés miatt megegyezik, azonban a két nyitott
leolvasasi keretben a frame-shift miatt az aminosavakat kodold tripletek eltérnek
egymastol. Az ORF3 régid teriiletén emiatt a nukleotid-szinten bekovetkezett
valtozasok tobb esetben is a triplet 3. nukleotidjat érintik, igy a szubsztiticidk tobb
esetben eredményezhettek aminosav-valtozast.

Az ORF3 nukleotid-szekvenciak alapjan késziilt torzsfa (19. dbra) topologidja
nagyfoku eltérést mutat az teljes genom, illetve a masik két nyilt leolvasasi keret
torzsfainak topologidjahoz képest. Az ,,a”, ,,b” és ,,)” alcsoport 6sszeolvadt, mig az
sWMNO06-C1056 jelzést, az ORF1 ¢és a teljes genom szekvenciak alapjan késziilt
torzsfa szerint 3c alcsoportba tartozo virus az ORF2 torzsfdhoz hasonldéan ezen a
szakaszon is az ,.e”, mig az swX07-E1 a 3f alcsoport virusaival mutat nagyobb
hasonlésagot. Az ORF3 torzsfan, osszehasonlitva pl. az ORF2 faval, ahol a 0,1
egységnyi genetikai tavolsagot jelzd skala hosszusdga megegyezik az ORF2
skalajanak hosszisagaval, szemmel lathatéan kisebb a genetikai tdvolsag az egyes
virusok kozott, ami a nukleotid szekvencidk kozotti - kordbban emlitett - nagyfoku

hasonlésag kovetkezménye.

Az egyes nyitott leolvasasi kereteket értékelve megallapithatjuk, hogy mig
nukleotid szinten az ORF1 a legvaltozékonyabb ¢és az ORF3 a legkonzervativabb
szakasza a genomnak, addig aminosav szinten az ORF2 bizonyult a
legkonzervativabbnak. Azaz a nukleotid-valtozasok legnagyobb mértékben az ORF1
szakaszon, legkisebb mértékben pedig az ORF2 szakaszon okoztak aminosav-
valtozast. Mindkét nyitott leolvasasi keret a virusok esszencidlis fehérjéit kodolja
(polimerdaz domének — ORFI, kapszid domén — ORF2), melyek legalabb részben
konzervativ szekvenciajuak. Az ORF1 szakasz valtozékonysaganak okat a torzsfa-

elemzés mellett méas modszerekkel is vizsgaltuk.

8.8.2. A hipervariabilis régio elemzése

A SimPlot analizis soran legvariabilisabbnak talalt genomszakasz a HEV072-

es virus 1995-2380. nt pozicidi kozt talalhatd. A vizsgalt 35 virus hasonlosaga a

87



HEV072-es szekvencidhoz viszonyitva az 1., 2., és 4. genocsoport referencia virusai
esetében 60% alatti, mig a 3. genocsoportba tartozoé virusok esetében is 80% alatti. A
valtozékonysdg magyarazata az egyes virusok tekintetében kiilonb6z6 hosszusagu
nukleotid-szekvencia: a HVR-szakaszon az egyes virusok tekintetében kiillonbozo
hosszusagu nukleotid-szekvencidk inzercidja figyelhetd meg, mely jelenséget eddig
két virus vizsgalata kapcsan irtak le (Inoue ef al., 2006b, Legrand-Abravanel et al.,

2009).

A HEV legkorabban kimutatott varidnsai az 1. és 2. genocsoportba tartozo,
vizsgalatainkban e genocsoportok reprezentativ virusaiként felhasznalt Burma2
(kimutatas éve: 1989) és Mexico (kimutatas éve: 1987) (van Cuyck-Gandré et al.,
2000), illetve a 3g alcsoportba tartozé Kirgizisztanban 1988—ban kimutatott Osh205
(Lu et al., 2004) jelzést virusok. Ezen virusok hipervariabilis régidja a legrovidebb:
347 (Mexico) ¢és 353 (Burma2), illetve 365 (Osh205) nukleotid hosszi. Az 1.
genocsoport virusai a HVR hosszat tekintve konzervativak, mig a 3. genocsoportba
tartozo virusok hipervariabilis régidja — hosszat tekintve is - a legvariabilisabb (X.
tablazat). Bar virusok tekintetében ,,0siségrol” beszélni nem minden esetben
megalapozott, a HEV esetében is csak a kimutatds évébdl indulhatunk ki, valojaban
nem tudhatjuk, melyik virus-valtozat keletkezett idoben hamarabb. A kimutatas
évére alapozva azonban ugy tlnik, a rovidebb hipervariabilis régidé egy ,,0sibb”
tulajdonsag, a Burma2 ¢és Mexico torzsekkel vald nagyobb hasonlésagot jelenti, s az
evolucido soran hosszabb-rovidebb szakaszok inzertalodtak a virusgenomba a
polyproline-hinge régié teriiletén. A 3. genocsoportban tapasztalt valtozékonysag
azonban nem tdmasztja ald ezt a feltételezést: a szakirodalomban és a génbanki
adatbazisban talalhato adatok (kimutatds éve) alapjan nem vonhatd parhuzam a
hipervariabilis régié hossza és az egyes virusok kimutatasi éve kozott. Az egyes
virusok kozotti jarvanytani kapcsolatrdl sincs informdacionk, igy a jelenlegi adatok
alapjan csak ,,érdekes” jelenségnek tarthatjuk, hogy az 1988-ban Kirgizisztanban
kimutatott Osh205 jelzésii virus és a HE-JA10 jelzésti, Japanban 1993-ban kimutatott
virus hipervariabilis régidjanak hossza kozott 36 nukleotid a kiilonbség.

Az egyes virusok torzsfakon vald elhelyezddése (alcsoportokba tartozasa)
sem korreldl a hipervariabilis régio hosszaval (X. tablazat). Egyes alcsoportok (3b és
3h) HVR-hossz tekintetében egységesek, mig mas alcsoportok (3a, 3f, 3e) tagjainak
HVR hossza kozott 3-87 nukleotid is lehet a kiilonbség. A hipervariabilis régio
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hossza a kimutatas helyével sem mutat parhuzamot, pl. a Spanyolorszagban, azonos

évben (2008) kimutatott két virus (SWP7 és SW627) HVR szakasza is kiillonb6z6

crer

cyey

hipervariabilis régidjanak hossza megegyezik a Magyarorszagon kimutatott

viruséval.

A HVR régi6 hossza nem korreldl a kimutatott HEV gazdafaji eredetével
sem: igaz ugyan, hogy a 386 nukleotid hosszt HVR-rel rendelkez6 HEV072 (3e
alcsoport, Magyarorszag), SW627 (3f alcsoport, Spanyolorszag), swX-07-E1 (3f
alcsoport, Svédorszag), és swHEVO07 (3f alcsoport, Thaifold) virusok mindegyikét

sertés mintdkban mutattdk ki, mind a hosszabb, mind a rovidebb hipervariabilis

s

A HVR régio, és a PPH doménen kodolt fehérje funkcidja egyeldre
ismeretlen. Egér leukémia virusok esetében a szintén hipervariabilis PPH régiét a
virus sejtbe vald bejutasanak pH-fliggdségével hoztak kapcsolatba (Nussbaum et al.,
1993), mas adatok szerint e virusok esetében egy mesterségesen genomba inzertalt
extra PPH régid6 megvaltoztatta a virus infektivitdsat és gazdafaj-spektrumat
(Valsesia-Whittmann et al., 1996). Rubeola virusok genomjuk hipervariabilis
esetében is végeztek hasonld vizsgalatokat, melyek eredménye szerint a vizsgalatban
alkalmazott 1. genocsoportba tartozé virus HVR régié hidnyaban in vitro nem volt
képes replikalddni, mig ha egy 3. genocsoportba tartozd virus genomjabol torolték a
HVR régiot, a virus in vivo késleltetett szerokonverziot okozott, kimutathato

viraemia vagy bélsarral torténd virusiirités nélkiil (Pudupakam et al., 2009).

Feltételezhetjiik, hogy a hipervariabilis régié esetleg a HEV kiilonb6z6
variansainak virulencidjaval all Osszefiiggésben. Inoue ¢s munkatarsai (2009)
fulminéns hepatitises eseteket vizsgalva azt talaltak, hogy abban az esetben, ha a
virusgenom bizonyos nukleotid-pozicidiban meghatarozott nukleotidok taldlhatok
(3148. nt. pozicido — uracil; 5907. nt pozicidé — citozin; AB097812 — HE-JAI jeli
virus, X. tdblazat) a fulmindns hepatitis kialakuldsa statisztikailag valoszintibb, mint

abban az esetben, ha ezen nukleotid pozicidkban mas nukleotidok talalhatok.
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X. tablazat A HVR régio hossza és a fulminans klinikai forma kialakulasaért

felelésnek  tartott

nukleotid-szubsztiticidk

Osszefiliggése.

Félkovér: a

Magyarorszagon kimutatott virus. Dolt: az 1., 2. és 4. genocsoport képviseloi. Piros:
fulminans klinikai tiinetekbdl kimutatott virusok. Kék: a legkorabban kimutatott
virusok. A tablazatban szerepld virusok részletes adatait a XVII. tablazat (Melléklet)

tartalmazza.
HVR hossza Nukleotid-szubsztitucié
Virus Genocsoport - - - -
és alcsoport nukleotid | aminosav | 3148. | kédolt | 5907. | kodolt

nt aa nt aa
SWP7/sw/ESP-08 3f 473 157 g Val a Ile
TLS25/hu/FRA-08 3f 473 157 g Val a Ile
HE-JA04/hu/JPN-04 3e 425 141 g Val g Val
HE-JA10/hu/JPN-93 3a 401 133 g Val u Ile
JMY-Haw/hu/JPN-01 3a 401 133 g Val u Ile
JKN-Sap/hu/JPN-01 3a 401 133 g Val u Ile
Arkell/sw/CAN-02 3j 398 132 g Val u Ile
US2/hu/USA-96 3a 398 132 g Val Ile
swKOR-1/sw/KOR-07 3a 398 132 g Val Ile
Meng/sw/USA-98 3a 398 132 g Val u Ile
US1/hu/USA-95 3a 395 131 g Val a Ile
ChinaTl/hu/CHN-00 4d 395 131 c Val a Ile
AB097812 — HE-JA1 4c 395 131 u Val ¢ lle
HEV072/sw/HUN-05 3e 386 128 g Val a Ile
SW627/sw/ESP-08 3f 386 128 g Val a Ile
swHEV07/sw/THA-08 3f 386 128 g Val a Ile
swX07-E1/sw/SWE-07 3c 386 128 g Val a Ile
sSWMNO6- 3c 383 127 g Val a Ile
C1056/sw/MNG-07
wbGER27/wb/GER-06 3h 383 127 g Val u Ile
wbJTS1/wb/JPN-05 3h 383 127 g Val u Ile
JDEER/red/JPN-04 3b 383 127 g Val u Ile
JBOAR1/wb/JPN-04 3b 383 127 g Val u Ile
wbJSG1/wb/JPN-05 3b 383 127 g Val u Ile
JIO-Sai97L/hu/JPN-07 3b 383 127 g Val u Ile
JYM-Tot04L/hu/JPN- 3b 383 127 g Val u Ile
07
JJIT-Kan/hu/JPN-02 3b 383 127 g Val u Ile
JRA1/hu/JPN-01 3b 383 127 u Val u Ile
JSS-Oka04L/hu/JPN-07 3b 383 127 g Val u Ile
swJ570/sw/JPN-01 3b 383 127 g Val u Ile
wbJYG1/wb/JPN-01 3b 383 127 g Val c Ile
pJEO3- 3b 383 127 g Val u Ile
1760Fwt/hu/JPN-08
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HVR régio hossza Nukleotid-szubsztiticié
Virus Genocsoport - - - -
és alcsoport nukleotid | aminosav | 3148. | kédolt | 5907. | kédolt

nt aa nt aa
JHK-Toy04C/hu/JPN- 3b 383 127 g Val c Ile
07
E088-STM04C/hu/JPN- 3? 383 127 g Val c Ile
07
swMNO06- 3b 383 127 C Val u Ile
A1288/sw/MNG-07
Osh205/sw/KGZ-88 3g 365 121 a Val a Ile
Burma2/hu/MYA-89 la 353 117 c Val a Ile
AF051830 - TK15/92 la 353 117 c Val a Ile
(1992)
M80581 — Sar-55 1b 353 117 c Val a Ile
(1987)
AY204877 — T3-Chad le 353 117 u Val a Ile
(1983)
X98292 — hev037 (Il- Ic 353 117 c Val a lle
FHF) (1996)
Mexico/hu/MEX-87 2 347 115 c Val a Ile

A rendelkezéstinkre all6 adatok alapjan tehat nem vonhatunk parhuzamot a
HVR régio, és a fulmindns hepatitis kialakuldsaért felelds nukleotid-poziciokban
bekovetkezd szubsztiticiok kozott. Elképzelhetd, hogy van 0Osszefliggés a
virusgenom e két tulajdonséga, illetve a kialakuld klinikai tiinetek erdssége kozott,
ezt azonban csak kisérletes fert6zéssel ¢és objektiv értékelési rendszerrel lehetne
elemezni és bizonyitani. A HVR régio valtozékonysaga egyfeldl azt jelentheti, hogy
a virus szamara nélkiillozhetd genomszakaszrél van szo, hiszen ha ez a szakasz a
kapszid proteinhez vagy a polimeraz enzimekhez hasonldan Iétfontossdgu lenne, a
mutacidk jelentdsen befolyasolhatnak a virus szaporoddképességét. Azonban a virus
szamara a terjedésben vagy infektivitdsban nélkiilozheté genomszakaszok in vivo —
kiilonosen a HEV-hez hasonld kisméretii RNS virusok esetében — gyorsan elvesznek
a genombdl (Pudupakam et al., 2009). Az a tény, hogy egy hipervariabilis régio
helyet kap a virus genomjaban, azt sugallja, hogy a genom e szakaszanak mégis van
valamilyen szerepe a HEV ¢életciklusaban, azonban ennek felderitésére tovabbi
vizsgalatok sziikségesek.

A HVR régié nukleotid-szekvencidi alapjan készitett torzsfa (21. &bra)
elrendezddése az ORF2 régid szekvenciai alapjan készitett torzsfa topoldgidjahoz
hasonlit jobban. Az ORF2s1-al szekvencidk alapjan a 3c alcsoportba sorolt két virus

itt is mas alcsoportok virusaival keveredik. Az swMNO06-C1056 virus a 3e alcsoport
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virusaival, mig a swXO07-E1 virus a 3f alcsoport virusaival mutat nagyobb
hasonlosdgot. A 3. genocsoport alcsoportjai azonban ettdl -eltekintve tisztan

elkiilontilnek egymastol.

8.8.3. A genom legkonzervativabb szakaszanak analizise

A HEVO072-es virus teljes genom szekvencia meghatarozasdhoz hasznalt
primereket kisérletképpen, mas magyarorszagi virusokon is (HEV006, HEV007)
kiprébaltuk, azonban a tobbi magyarorszagi virusmintdkban ezek a primerparok nem
amplifikaltak nukleinsavat. Munkéank soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
HEV nagyfoka variabilitdsa miatt, ha nem kivanunk tobbszorosen degeneralt
primereket hasznalni, még az egy orszagban (Magyarorszdgon) kimutatott virusokra
i1s kilon-kiilon primerszettet kell tervezni a teljes genom meghatdrozasahoz. E
megfigyelés alapjan felvetddhet az igény egy olyan univerzalis primerpar
megtervezésére, mely az Osszes (az adott orszdgban jellemzd genocsoport(ok)ba
tartozd) HEV véltozatot kimutatja, illetve, egy olyan primerpar, mely nemcsak a
fenti diagnosztikai célra, hanem megbizhatd filogenetikai vizsgalatok céljara is
alkalmas lenne. A SimPlot-analizis (20. abra) alapjan legkonzervativabb szakasznak
a HEV072-es genom alapjan 5124-5451 nt. poziciok kozotti régid bizonyult. Ez a
strukturalis proteineket kodold ORF2 régi6 kezdeti részének megfelel szakasz, mely
a feltételezett kapszid protein aminosav sorrendjét hatarozza meg. Itt nukleotid
szinten a 3. genocsoport virusai a magyarorszagi virus szekvencidjaval 90% feletti
hasonlosdgot mutatnak. A genomrégi6 nukleotid szekvenciai alapjan késziilt torzsfan
(22. éabra) a nukleotid szekvencidk nagymértékii hasonlésaga miatt a 3a, 3b és 3j
alcsoportok 0Osszeolvadasa figyelhetd6 meg. A 3c alcsoport virusai, bar kissé
elkiilontilnek, a 3f alcsoport virusaival mutatnak nagyobb hasonldsagot. A 3e, 3g, és

3h alcsoport j6l elkiiloniil a torzsfan.

A korabbiakban emlitett ,,diagnosztikai” primerpar az ORF2 région a 6298-
6470 nt. poziciok kozott allit eld egy 197 bp hosszi amplikont, melybdl 147 nt
hosszu szekvencia nyerhetd. Ez az a primerpar, melyet a vilag tobb HEV-kutatd
laboratoriuméaban diagnosztikai célra hasznalnak. Ezen a szakaszon a HEV072-es
virushoz viszonyitott hasonlosag az 1., 2., és 4. genocsoportba tartoz6 virusok

esetében 81 (ChinaTl) — 82% (Burma2, Mexico), mig a 3. genocsoportba tartozo
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virusok esetében ,,mindossze” 53-93%. A Magyarorszagon kimutatott virusok is csak
53-74%-ban hasonlitanak a HEV(072-es virusra. Ennek megfelelden feltételezhetjiik,
hogy az 5124-5451. nt poziciok kozotti szakasz, mivel itt az egyes virusok
szekvenciai az ORF2sl-al primerparok altal eldallitott szekvencidknal nagyobb
mértékben megegyeznek, alkalmas lenne diagnosztikai vizsgélatra. Ezen a szakaszon
a GC-ardny 68%, ami tobb, mint a primertervezd programok altal altalaban
optimalisnak tartott 50-60%. A laboratdriumunkban hasznalt SECentral programmal
ezen a szakaszon nem taladltunk olyan primerpart, mely a kritériumok alapjan
megbizhatéan miikodne. Az a primerpar, melynek forward és reverse tagja a
legkozelebb helyezkedik el a legkonzervativabb szakasz két széléhez, és amely a
primertervezési kritériumok alapjan megfeleléen miikodne, a 4916-5531 nt. kozotti
szakaszt amplifikdlo primerpar. A primerpozicidkban azonban a virusok kozotti
hasonlosag csupan 64-88% (forward primer), illetve 72-96% (reverse primer), igy
szinte a jelenleg diagnosztikai célokra hasznalt ORF2s1-ORF2al primerparhoz
hasonld eséllyel mutatna ki a mintakbol a kiilonb6z6 HEV valtozatokat. A primerek
degeneralasaval (mint ez az ORF2s1-ORF2al primerparra is jellemzd) ndévelni
lehetne a kimutathatd virusvaltozatok szamat, azonban ez a primerek stabilitasanak,
illetve specificitasanak, ezaltal megbizhaté mikodésének csokkenésével jarna. Ez a
genomszakasz, azonban, éppen Kkonzervativitasa miatt, in sifu hibridizacids

vizsgalatokban felhasznalhato probe-ok tervezésére elméletileg alkalmas lehet.

8.8.4. A genotipizdldsra felhaszndlhato genomrégiok dsszehasonlitasa

A HEV genotipizdlasa régota foglalkoztatja a kutatdkat, tobb tanulmany
sziiletett, melyek a legegyszerlibb ¢s legmegfelelobb mddszert vagy a genotipizalasra
legalkalmasabb genomszakaszt keresik (Lu et al., 2006; Zhai et al., 2006; Fan 2009).
A legatfogdbb elemzést Lu €s munkatarsai (2006) készitették: 421 kiilonb6zo virus 6
kiilonb6z6  genomszakaszanak nukleotid-szekvencidi alapjan  allitottak  fel
genotipizalési rendszeriiket. Annak ellenére, hogy az Eurdpaban meghatérozott teljes
alapul (Xia et al., 2008; Legrand-Abravanel et al., 2009; Peralta et al., 2009b;
Schielke et al., 2009), mégsem egységes az egyes orszagokban kimutatott virusok

genocsoportokon Dbeliili alcsoportokba sorolasa. A dolgozatban is felhasznalt
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spanyolorszagi (SW627 és SWP7, Peralta et al., 2009b) illetve franciaorszagi
(TLS25, Legrand-Abravanel et al., 2009 ) virus besorolasa vizsgalatunkban
megegyezik a spanyol és francia kutatok megallapitdsaival. A Svédorszagban
kimutatott virust (swX07-E1, Xia et al., 2008) a szekvenciat elsoként publikald
kutatok a 3c csoportba soroltdk, mely megegyezik a jelen vizsgdlatban leirt
besorolassal, ugyanakkor ugyanebben a publikdcioban mas virusokat a Lu ¢és
munkatérsai-féle besorolastol eltérd alcsoportokba soroltak (pl. az Osh205 virus Lu
¢s munkatarsai szerint a 3g alcsoportba tartozik, mig a Xia és munkatarsai tollabol
szarmazo cikkben a 3e alcsoportba sorolva taldlhatd). A Németorszagban
meghatdrozott teljes genomszekvencia (WbGER27, Schielke ef al., 2009) esetében,
melyet Schielke €s mtsai. (2009) a Lu—féle rendszer szerint az Aul jelzésii virussal
egylitt a 31 alcsoportba soroltak, sajat vizsgalataink eredményei nem tamogatjak a
korabbi besorolast: az ORF2s1-ORF2al szekvencidkon alapuld torzsfan ezek a
virusok egyértelmiien a 3h alcsoportban foglalnak helyet. Igy a németorszagi virust

vizsgalatainkban a 31 alcsoport helyett a 3h alcsoport tagjaként kezeltiik.

Kutatdsaink sordan a genom 7 szakaszanak elemzése alapjan készitettiink
torzsfakat. A legrészletesebb torzsfanak az ORF2sl-al primerparok altal eléallitott
szekvencidkon alapulo torzsfa bizonyult. Annak ellenére, hogy ez a szekvencia
mindossze 147 nt hosszd, s emiatt a torzsfa bootstrap értékekkel jelzett stabilitasa
meglehetdsen alacsony, az egyes virusok szekvenciai kelldképpen valtozatosak,
ugyanakkor kelloképpen hasonlitanak is egyméshoz ahhoz, hogy az egyes virusok
kozotti hasonlosagok vagy eltérések a torzsfan megjelenjenek. Az ORF2s1-ORF2al
tertilet masik elénye, hogy ezen a genomszakaszon nagyon sok szekvencia talalhatd
a génbanki adatbazisban, igy sok kiilonb6z6 virus szekvencidja hasznalhato fel a

filogenetikai elemzéshez.

Az egyes virusokrdl a lehetd legtobb informdciot a teljes genomszekvencia
hordozza, igy a teljes genomszekvencidk alapjan készilt torzsfadk tlinnek a
legmegbizhatobbnak, melyet a bootstrap értékek nagysaga is jelez. Ugyanakkor teljes
genomszekvenciabol joval kevesebbet talalunk a génbanki adatbazisban, igy pl. a Lu
¢s mtsai (20006) altal a 3d vagy 3i alcsoportba sorolt virusok koziil egyet sem tudtunk
a teljes genomszekvencidkon alapuld torzsfan elhelyezni. Emellett a teljes
genomszekvencia alapjan lathatjuk, hogy a 3c, 3e és 3f alcsoportba tartozd virusok

viszonylag kozeli k6zos Ossel rendelkeznek, s emiatt szorosabb rokonsagban allnak

94



egymassal. Ez, vagy a virusevolicio soran bekovetkezett rekombindcio lehet az oka,
hogy az ORF2s1-ORF2al szekvencidkon alapuld torzsfan a 3c alcsoportba sorolt
sWMNO06-C1056 és swX07-E1 virusok latszolag ,,nem talaljak a helyiiket” a teljes
genomszekvencian alapulo torzsfan (valamint az ORF1, ORF2, és ORF3 alapjan
készitett torzsfakon is); hol a 3e alcsoport virusaihoz (swMNO06-C1056), hol a 3f
alcsoport virusaihoz (swXO07-E1) éallnak kozelebb. A teljes genomszekvencidn
alapuld torzsfa azonban jol tagolt, az egyes alcsoportok tisztan elkiiloniilnek
egymastol. Az ORF1 szekvencidkon alapuld torzsfa topoldgidja 1-2 alcsoportokon
beliili atrendez6déstdl eltekintve megegyezik a teljes genomszekvencidkon alapuld
torzsfa elrendezddésével, igy megallapithato, hogy az ORF1 régd meghatarozo része
a genomnak, ezaltal felhaszndlhato a megbizhaté genotipizalasra. Ugyanakkor a
teljes ORF1 szekvenciaval ugyanaz a probléma, mint a teljes genomszekvenciaval:

kevés virus esetében all rendelkezésre szekvencia a génbanki adatbazisokban.

Az ORFI1 région belil amplifikilo ORF1s1-ORFlal primerparok altal
eloallitott szekvencidkon alapuld torzsfa is szdba johet a genotipizalds alapjaként.
Ezen a genomszakaszon tobb virusrdl 4all rendelkezésre informacid, tehat
kelloképpen részletgazdag a torzsfa, ugyanakkor egyes alcsoportok nem kiiloniilnek
el teljesen. Az ORF2s1-ORF2al szekvencidk alapjan 3c alcsoportba sorolt virusok
nem kiiloniilnek el egyértelmtien a 3f alcsoport virusaitdl, illetve a 3h €s 3i alcsoport
is Osszeolvadt egymassal. E genomszakasz alapjan tehat bizonytalan a genotipizalas,
s ezért a Németorszagban kimutatott virus (WbGER27) alcsoportba-sorolasi

problémadjara sem talaltunk megoldast.

Az ORF2 szekvencidkon alapuld torzsfan ,mindossze” a korabban 3c
alcsoportba sorolt virusok jelentik a problémat, melyek koziil a Svédorszagban
kimutatott virus (swX07-E1) a 3f alcsoport virusaival mutat nagyobb hasonldsagot a
Mongélidban kimutatott virus (swMNO06-C1056), bar elkiilontil toliik, a 3e alcsoport
virusaihoz. Ettdl eltekintve ez a torzsfa is kelloképpen tagolt, az egyes alcsoportok
tisztan elkiloniilnek egymastél. A HVR régié szekvencidin alapuld torzsfa
topoldgidja hasonlit ORF2 szekvencidkon alapul6 torzsfa elrendez6déséhez, azonban
a 3j alcsoportba tartozo virus a HVR régid alapjan inkabb a 3b alcsoport virusaival
mutat nagyobb hasonlosagot, a Svédorszagban kimutatott, korabban 3c alcsoportba
sorolt virus egyértelmiien a 3f alcsoport virusai kozé tagozodik, mig a 3¢ alcsoport

masik tagja elkiiloniil a tobbi alcsoporttol, s a 3f és 3e alcsoport virusaival is
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hasonlésagot mutat. A HVR régiot, ennek megfelelden genotipizalasra nem tartjuk
alkalmasnak, ugyanakkor jarvanytani nyomozdsra — a 3. genocsoport virusai

esetében - megfelel? tertilet lehet.

A korabbiakban emlitettiik, hogy a Magyarorszagon kimutatott HEV072
jelzésli virus teljes genomszekvencian és az egyes ORF-ek szekvencidin alapulo
elemzésben a HE-JAO4 virushoz mutatja a legnagyobb mértékli hasonlosagot. Ez
alapjan jarvanytani kapcsolatot is feltételezhetnénk a két virus kozott. Azonban, ha
virus HVR régidja 39 nukleotiddal révidebb, mint a Japanban kimutatott virus
megfeleld genomszakasza. A HE-JA04 jelzésti virust 2004-ben emberben detektaltak
(Inoue et al., 2006b), a magyarorszagi virust 2005-ben sertésbol mutattuk ki. A japan
beteg nem utazott kiilfoldre, €s nincs informacio arrdl, hogy kapcsolatba kertilt volna
Magyarorszagrél Japanba exportalt fert6zott sertéshussal. A japan kutatok a HE-
JAO4 virus eredetét az Egyestlt Kiralysagban feltételezik, bar a Nagy-Britanniabol
importalt sertéshissal vald virus-behurcolasra nincs bizonyitékuk. Sajnos a 3e
genocsoporton belill mas virusokbdl nem 4all rendelkezésiinkre sem teljes
genomszekvencia, sem a HVR régio szekvencidja, hogy a két virus k6zotti rokonsagi
viszonyokat €s evolucids eseményeket egyertelmiibben tisztazhassuk. A HVR régio
mas alcsoportba tartozo virusok kozott is alapja lehet a jarvanytani nyomozasnak ¢és a
rokonsagi viszonyok felderitésének, hiszen a 3. genocsoport egy-egy alcsoportjaban
tobbségében eltérd hosszusagih HVR régidval rendelkezd virusok taldlhatok. A
genomszakasz ilyen téren vald felhasznalasi lehetdségének tisztazasara azonban

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A genom ORF2 régié kezdeti szakaszan taldlhatd legkonzervativabb
szakaszanak szekvencidin alapuld torzsfa néhany részletben hasonlosdgot mutat az
ORF3 szekvencidkon alapuld torzsfa elrendezddésével. Ez nem meglepd, hiszen a
legkonzervativabb genomszakasz az ORF2 és ORF3 4tfedése miatt megegyezik az
ORF3 régido végsd szakaszaval. Mindkét torzstan a 3a, 3b és 3j alcsoportok
Osszeolvadasat figyelhetjiik meg, azonban, amig az ORF3 szekvencidkon alapulo
torzsfan a 3c alcsoport swMNO06-C1056 virusa a 3e alcsoport virusaihoz all
kozelebb, a swX07-E1 virus pedig a 3f alcsoport virusai kozé keveredik, addig a

crcr

virusaihoz mutat nagyobb hasonlésagot. Az ORF3 régid kezdeti szakasza (mely

96



c s ey

kimutatott virus esetében variabilisebb, a genom e szakaszan a swMNO06-C1056 virus

jobban eltér a 3f alcsoportba tartozé virusoktol.

Osszességében megallapithatd, hogy a torzsfakon alapuld genotipizalasra
rovidsége ellenére az ORF2s1-ORF2al primerpar altal eldallitott szekvenciak, és a
teljes genom, vagy annak ORF1 része a legalkalmasabb. Minden esetben azonban
kell6 szamu virusszekvencia bevonasaval kell végezni az elemzést, lehetdleg ugy,
hogy a vizsgalni kivant genocsoport mindegyik alcsoportjabdl legalabb egy

reprezentativ virust alkalmazzunk a vizsgalatban.

8.9. Tovabbi kutatasi lehetéségek

A jelen dolgozatban ismertetett eredmények természetesen nem jelentik a
hepatitis E virussal kapcsolatos (magyarorszagi) vizsgalatok végét. Azonban eddigi
kutatasaink eredményei kiindulasi pontot, sszehasonlitasi alapot szolgéltathatnak
mindazon jovObeni vizsgalat elvégzéséhez, azok eredményeinek értékeléséhez,
melyekre ez idaig anyagi okokbol, vagy szakmai kapcsolatok, ismeretek é&s
infrastrukturalis feltételek hidnydban nem volt lehetdségiink. Ilyen kutatdsok
lehetnek pl. allati mintakbol tovabbi hepatitis E virus torzsek kimutatdsa, hiszen
Németorszaghoz hasonloan elképzelhetd, hogy mas genocsoportba (4. genocsoport)
sorolhato, allatokat és embert is fert6zd virusok is megjelenhetnek ¢és elterjedhetnek
Magyarorszagon (Wichmann et al., 2008). Jarvanytani szempontbol a ragcsalok
(patkény, egér; Johne er al., 2010), és a természetes élohelyeken a fertdzés
fenntartdsaban feltehetéen részt vevd kisemldsok (pl. nyul; Zhao et al., 2009)
vizsgalata is lehet a jovobeni kutatdsok célja. Sertés-egészségiigyi szempontbdl a
mas virusokkal (pl. PCV-2; Martin et al., 2007) valé parhuzamos HEV-fertdzések
tiinet-stilyosbité hatésai is vizsgalhatok. Elelmiszer-higiéniai szempontbdl sem
aknaztunk ki minden kutatasi lehetdséget, hiszen kereskedelmi forgalomban kaphat6
sertésmajak, vagy tovabbi élelmiszer-termeld allatok (pl. nyul, Zhao et al., 2009)
HEV-fertdzottségének vizsgdlatara ez iddig nem volt alkalmunk. Habar a HEV
hépusztulasat korabban mar vizsgaltak (Feagins et al., 2008), az irodalmi adatok
kozott talalunk olyan esetleirasokat, ahol nem hokezelt kolbasz fogyasztdsa soran

tortént az emberi fertdzodés (Wichmann et al., 2008). Ennek megfelelden a
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késobbiekben vizsgalhaté a HEV fertdzoképességének fennmaraddsa nem hokezelt
huskészitményekben, illetve hoéelvondsos tartdsitds sordn is. Mindezek mellett
reméljiik, hogy e zoonotikus virus tovabbi kutatasdban a Magyarorszagon emberi

HEV-fert6zéseket vizsgald human orvosokkal is egytittmiikodhetiink.
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9. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A HEV kimutatasa Magvarorszagon, allati eredetii mintakban

Felmérd vizsgalataink sordn elsOként mutattuk ki a HEV nukleinsavanak
jelenlétét Magyarorszagon gyljtott hazisertés €s vadon €16 emldsallatok mintaibol. A
vizsgalt 717 mintdbdl 85 mintdban, a 11 vizsgalt allatfajbol 4 fajban igazoltuk a
HEV-fertdzottséget. A felmérés soran 41 sertéstartd telep vizsgalataval felderitettiik
a magyarorszagi sertéstelepek HEV-fertdzottségének mértékét, mely a szakirodalmi

adatoknak megfeleld, 39%-os.

Vizsgalataink soran elsoként mutattuk ki a HEV hazai jelenlétét vadon €16
allatokban (vaddisznd, 6z, szarvas). A vizsgalt vaddisznok 9%-a, az 6zek 22%-a és a
szarvasok 10%-a bizonyult HEV-fert6zottnek. A mintdk foldrajzi eredete alapjan
kimutattuk, hogy a HEV éllatokban — az emberi fertézésekhez hasonléan (OEK,
2009b) Magyarorszag teljes teriiletén megtalalhato, nincsenek jellegzetesen fertézott

vagy mentes orszagrészek.

A hazi kér6dzo allatok (szarvasmarha, kecske, juh), illetve a ragesalok (egér,
patkany, horcsog, cickany) esetében sem a maj-, sem a bélsdrmintak nem
tartalmaztak HEV nukleinsavat kimutathatd mennyiségben, igy ezen allatfajok
fert6zés-kozvetitd szerepét nem bizonyitottuk. A sertéstelepeken takarmany-
raktarakban gytljtott sertéstap-mintdk HEV el6forduldsra irdnyuld vizsgélatdnak

eredményei nem utalnak a takarmany jelentds szerepére a korokozo jarvanytanaban.

2. A HEV-fert6zés lefolyasanak vizsgalata sertéstelepeken

Sertésallomanyokban vizsgaltuk a fertdzés lefolydsanak menetét. Célzott,
korcsoportonkénti mintavétellel meghataroztuk az egyes korcsoportokban a
virusiirités mértékét. Ez alapjan a telepeken leginkabb fertézott korcsoportnak a
malac II. — hizé 1. korcsoport bizonyult (37%-0s fertézottség). A vagohidra keriild
allatokban a virustirités eloforduldsanak mértéke alapjan megallapitottuk, hogy a

sertések HEV-fert6zottsége élelmiszer-biztonsagi kockazatot jelenthet.

A sertésekben parhuzamosan vizsgalt maj- és bélsarmintdk pozitivitasa
alapjan kijelenthetjilk, hogy mindkét minta vizsgalata alkalmas a sertések HEV-

fertozottségének kimutatasara.
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3. A szerolégiai athangoldodias mértékének vizsgalata sertéssel kapcsolatos

foglalkozast liz6k korében.

Osszehasonlitottunk két szeroldgiai modszert (immunoblotot és ELISA-t) a
HEV elleni IgM és IgG osztalya ellenanyagok kimutatdsara archivalt emberi
savomintakbol. Megallapitottuk, hogy bar az immunoblot modszerrel kapott
eredmény illik a mintak jarvanytani eldzmények alapjan elvart tendencidhoz, a
magas pozitiv (és kiillonosen a magas IgM pozitiv) savok ardnya a modszer
csekélyebb megbizhatosagéra, vagy aspecifikus reakciok bekovetkeztére is utalhat.
Vizsgalataink eredményei felhivjék a figyelmet a savomintédk hosszu tarolasa kozben
bekovetkez6 olyan valtozasokra, amelyek a HEV szerologiai vizsgalatok eredményét

kedvezotlentil befolyasolhatjak.

4. A Magyarorszagon, allati eredeti mintdkban kimutatott virusok

szekvencidinak genetikai elemzése.

Az allati eredetli mintdkban kimutatott hepatitis E virusok filogenetikai
elemzése soran azonositottuk a Magyarorszagon allatokban fertdzést okozo
virustorzseket. Eredményeink alapjan Magyarorszagon a HEV 3. genocsoportjaba
tartozo virusok vannak jelen. A kimutatott virusok nagyfoku diverzitast mutatnak, a
3. genocsoport ,,a”°, ,,e” és ,,h” alcsoportjdba tartoznak. Eredményeink szerint a
Magyarorszagon, allati eredetli mintakban kimutatott hepatitis E virusok
rokonsagban allnak magyarorszagi, ¢s mas orszagokban kimutatott, emberi eredetii

virusokkal.

5. Egy magvarorszagi virus teljes genomszekvencidjanak meghatarozasa és

elemzése.

Elsoként végeztik el egy magyarorszagi HEV torzs csaknem teljes
genomszekvencidjanak meghatarozasat: 17 egymast atfedd terméket Iétrehozo
primerparral egy 7189 bp hosszu 0sszefliggd genomszakaszt amplifikaltunk. A teljes
genomszekvencia analizise sordn mindharom ORF részletes genetikai vizsgalatat
pontmutéacid és a genom egy meghatdrozott szakaszan inzercid/delécio jatssza a {6
szerepet. A vizsgalatok sordn a Magyarorszagon kimutatott virus esetében

rekombinacidét nem fedeztiink fel.
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Két, a genetikai rokonsagot nagymértékben meghatdrozd genomrégiot
ismertiink fel. A feltételezett kapszid protein domént taldltuk a genom
legkonzervativabb részének. Megallapitottuk, hogy az altalanosan alkalmazott
primer-tervezési paraméterek alapjan ez a régid PCR soran alkalmazhatd, a HEV
minden genocsoportjat kimutaté primerek tervezésére nem alkalmas, azonban
felhasznalhaté lehet mas tipust vizsgalatokban, pl. in situ hibridizacid soran probe

tervezéséhez.

Az egyes virusok genomjanak vizsgalatakor hipervariabilis régidban
tapasztalt eltéréseket a rendelkezésiinkre &ll6 adatok alapjan nem lehetett
Osszefliggésbe hozni a virus kimutatasanak idejével, helyével, gazdafaji eredetével
vagy az esetlegesen kialakitott klinikai tiinetek sulyossagaval. Valtozékonysaga
alapjan azonban a genom e régidja a 3. genocsoport virusai esetében jarvanytani

nyomozas soran felhasznalhato.

A genom egészének ¢és 7 tovabbi szakaszanak filogenetikai analizisével
megallapitottuk, hogy az ORF2sl1-ORF2al primerparok altal amplifikalt
genomszakasz szekvencidja, rovidsége ellenére alkalmas a kimutatott virusok
genotipizaladsara. A teljes genomszekvencia és az ORF1 szekvencidk vizsgalata
alapjan kijelenthetjiik, hogy az ORF1 régi6 a genom meghatdrozo6 szakasza, s kelld
szamu virus szekvencidjanak felhasznaldsa esetén felhasznalhato a virusok

genocsoportjanak meghatarozasara.
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12. MELLEKLET

XI. tablazat A parhuzamosan vizsgalt maj- és bélsar mintakbol végzett RT-
PCR eredményei. (n.a.: nincs adat).

Sertés Testsuly Maj Bélsar
1. 048/05/1 n.a. - -
2. 048/05/2 n.a. - -
3. 048/05/3 n.a. - -
4. 048/05/4 n.a. - -
5. 050/05 2 kg - -
6. 050-5-06 288 g - -
7. 065-1-05 31 kg + +
8. 065-2-05 29 kg + +
9. 065-3-05 17 kg + +
10. 077-1-06 n.a. - -
11. 080-2-05 14 kg + +
12. 080-3-05 47 kg + +
13. 088-06/3 n.a. - -
14. 103-05-2 27 kg - +
15. 103-05-3 n.a. - +
16. 103-05-4 16 kg - -
17. 106-1M-05 7 kg - -
18. 106-2M-05 19 kg - -
19. 108-1-05 S5kg - -
20. 108-2-05 10 kg - -
21. 108-3-05 12 kg - -
22. 108-4-05 12 kg - -
23. 108-5-05 11 kg - +
24. 118-4-05 36 kg + +
25. 118-5-05 75 kg - -
26. 119-05 3 kg - -
27. 126-05 n.a. + +
28. 128-3-05 n.a. - -
29. 133-4-06 n.a. - -
30. 149-03-05 n.a. + +
31. 172-1-05 n.a. + -
32. 177-1-05 n.a. + -
33. 192-1-05 n.a. + +
34. 198-1-05 n.a. + -
35. 255-1-06 n.a. - -
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Sertés Testsuly Maj Bélsar
36. 299-7-06 n.a. - -
37. 542-05 n.a. - -
38. 576-05 n.a. - -
39. E7 n.a. - -
40. Ja2000-1 n.a. - +
41. Ja2000-2 n.a. - -
42. Ja2000-3 n.a. + +
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XIII. tablazat A vizsgélat soran pozitivnak bizonyult mintak részletes adatai.

Mintavétel ideje

Szarmazasi hely

Rovid jellemzés

2005.02.14. Ersekcsanad 130-0802 vaddiszné m3j
2005.02.14. Hajos 021771 vaddiszn6 maj
2005.02.16. Torokszentmiklos 065-1-05 31 kg sertés maj
2005.02.16. Torokszentmiklos 065-1-05 31 kg sertés bélsar
2005.02.16. Torokszentmiklos 065-2-05 29 kg sertés maj
2005.02.16. Torokszentmiklos 065-2-05 29 kg sertés bélsar
2005.02.16. Torokszentmiklos 065-3-05 17 kg sertés maj
2005.02.16. Torokszentmiklos 065-3-05 17 kg sertés bélsar
2005.02.16. Dunaszekcs6 080-2-05 14 kg sertés maj
2005.02.16. Dunaszekcs6 080-2-05 14 kg sertés bélsar
2005.02.16. Dunaszekcs6 080-3-05 47 kg sertés maj
2005.02.16. Dunaszekcs6 080-3-05 47 kg sertés bélsar
2005.02.01. Telkibanya 105-1102 6z maj
2005.02.01. Tamasi 148-0786 6z maj
2005.02.01. Balogunyom 121-0868 6z maj
2005.02.01. Szentendre 258-0054 6z m4j
2005.02.01. Kapuvar 157-3793 6z maj
2005.02.24. Ceglédcsemd 103-05-2 sertés bélsar 27 kg
2005.02.24. Ceglédcsemd 103-05-3 sertés bélsar 32 kg
2005.02.24. Ceglédcsemd 108-5-05 11 kg sertés bélsar
2005.02.24. Ceglédcsemd 118-4-05 36 kg sertés maj
2005.02.24. Ceglédcsemd 118-4-05 36 kg sertés bélsar
2005.04.13. Bohonye 149-03-05 sertés maj
2005.04.13. Bohonye 149-03-05 sertés bélsar
2005.04.13. Danszentmiklos 198-1-05 sertés maj
2005.04.13. Mosonmanyarovar 172-1-05 sertés maj
2005.04.13. Veszprémvarsany 192-1-05 sertés maj
2005.04.13. Veszprémvarsany 192-1-05 sertés bélsar
2005.04.13. Csongrad 126-05 sertés maj
2005.04.13. Csongrad 126-05 sertés bélsar
2005.04.13. Szarvas 177-1-05 sertés maj
2005.02.01. Valké 130628 vaddiszn6 maj
2005.02.01. Vanyarc 277-0188 vaddisznd maj
2005.02.01. Mezdkeresztes 255-1134 vaddiszné maj
2005.02.01. Mosonmagyardvar 161-1915 vaddiszno maj
2005.02.01. Isaszeg 130901 vaddiszn6 maj
2005.02.01. Jak 152-1373 vaddiszné m3j
2005.04.25. Mezdkeresztes 155-0485 6z m4j
2005.02.14. Jak 152-1384 szarvas maj
2005.04.25. Kapuvar 170-0488 6z maj
2005.02.14. Kapuvar 157-4007 szarvas maj
2005.05.25. Jaszapati sertés bélsar
2005.05.25. Jaszapati sertés maj
2005.05.25. Jaszapati sertés bélsar
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Mintavétel ideje Szarmazasi hely Rovid jellemzés
2005.04.25. Gyongyostarjan 135-0779 6z m4j
2005.04.25. Galgamacsa 253-0151 6z maj
2005.02.14. Vasvar 178-0802 szarvas maj
2006.01.05. Magyarszerdahely sertés bélsar, 36 honapos koca
2006.01.18. Poloskefd sertés bélsar, 7-8 hetes artany
2006.01.18. Poloskefo sertés bélsar, 7-8 hetes artany
2006.01.18. Po616skefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Poloskefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Po616skefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Poloskefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Poloskefd sertés bélsar, 7-8 hetes artany
2006.01.18. Poloskefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Poloskefd sertés bélsar, 7-8 hetes artany
2006.01.18. Poloskefo sertés bélsar, 7-8 hetes artany
2006.01.18. Po616skefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Poloskefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Po616skefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Poloskefo sertés bélsar, 7-8 hetes koca
2006.01.18. Poloskefd sertés bélsar, 7-8 hetes artany
2007.06.19. Po616skefo sertés bélsar — valasztasi
2007.06.19. Poloskefd sertés bélsar — valasztasi
2007.06.19. Po616skefo sertés bélsar — 10 hetes
2007.06.19. Poloskefd sertés bélsar — 10 hetes
2007.06.19. Ormandlak sertés bélsar — véghizo
2007.06.19. Ormandlak sertés bélsar — hizd2-11 hetes
2007.06.19. Ormandlak sertés bélsar — hizd3 — 11 hetes
2007.06.19. Ormandlak sertés bélsar — 50kg
2007.06.19. Ormandlak sertés bélsar — 50kg
2007.06.19. Ormandlak sertés bélsar — 50kg
2007.06.19. Magyarszerdahely sertés bélsar — valasztas elott
2007.06.19. Magyarszerdahely sertés bélsar — valasztas elott

2009. 02. 03. Nyiregyhaza sertés bélsar - elohizlalda
2009. 02. 03. Nyiregyhaza sertés bélsar - utodhizlalda
2009. 02. 06. Debrecen sertés bélsar

2009. 02. 11. Tedej sertés bélsar — 11 hetes
2009. 02. 11. Tedej sertés bélsar — 11 hetes
2009. 02. 11. Tedej sertés bélsar — 11 hetes
2009. 02. 11. Tedej sertés bélsar — 11 hetes
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XIV. tablazat Az immunoblot vizsgalat eredményei.

IgG IgM
Gyenge Gyenge
Minta Osszesen | Negativ | pozitiv Pozitiv | Negativ | pozitiv | Pozitiv
Sertéstelepi 86 11 56 103 11 39
dolgozék 153 (56%) (7%) (37%) (67%) (7%) (26%)
Sertés-vagohidi 59 10 26 60 8 27
dolgozék 95 (62%) (11%) (27%) (63%) (8%) (29%)
87 7 32 88 6 32
Allatorvosok 126 (69%) (6%) (25%) (70%) (3%) (25%)
108 7 34 113 14 22
Vadaszok 149 (72%) (5%) (23%) (76%) (9%) (15%)
54 5 11 56 6 8
Varoslakék 70 (77%) (7%) (16%) (80%) (9%) (11%)
Baromfi-vagéhidi 32 7 7 36 6 4
dolgozék 46 (70%) (15%) (15%) (78%) (13%) (9%)
426 47 166 456 51 132
OSSZESEN 639 (67%) (7%) (26%) (71%) 8%) (21%)
XV. tablazat Az ELISA vizsgalat eredményei.
ELISA IgG ELISA IgM
Minta Osszesen | Negativ | Kétes |Pozitiv | Negativ | Kétes | Pozitiv
60 3 18 79 0 2
Sertéstelepi dolgozok 81 (74%) (4%) | (22%) | (97%) | (0%) (3%)
Sertés-vagohidi 40 0 4 39 2 3
dolgozék 44 (91%) (0%) (9%) | (88%) | (5%) (7%)
46 0 13 58 0 1
Allatorvosok 59 (78%) 0%) | (22%) | (98%) | (0%) (2%)
49 0 11 57 3 0
Vadaszok 60 (80%) 0%) | (20%) | (95%) | (53%) (0%)
12 2 2 15 0 1
Varoslakok 16 (74%) (13%) | (13%) | (94%) | (0%) (6%)
Baromfi-vagéhidi 9 0 5 14 0 0
dolgozék 14 (64%) (%) (36%) | (100%) | (0%) (0%)
214 5 132 262 5 7
OSSZESEN 274 (79%,) 2%) | (19%) | (95%) | (2%) 3%)
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XVI. tablazat Az immunoblot és ELISA moddszerrel parhuzamosan vizsgalt
savomintak adatai.

MINTA IB IgM IB IgG ELISA IgM | ELISA IgG
1. allatorvos gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ
2. allatorvos negativ negativ negativ negativ
3. allatorvos negativ negativ negativ negativ
4. allatorvos negativ negativ negativ negativ
5. allatorvos negativ negativ negativ negativ
6. allatorvos negativ negativ negativ negativ
7. allatorvos negativ negativ negativ negativ
8. allatorvos negativ negativ negativ negativ
9. allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
10. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
11. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
12. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
13. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
14. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
15. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
16. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
17. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
18. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
19. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
20. | allatorvos negativ pozitiv negativ negativ
21. | allatorvos negativ pozitiv negativ pozitiv
22. | allatorvos negativ pozitiv negativ pozitiv
23. | allatorvos negativ pozitiv negativ pozitiv
24. | allatorvos negativ pozitiv negativ pozitiv
25. | allatorvos negativ pozitiv negativ pozitiv
26. | allatorvos negativ pozitiv negativ pozitiv
27. | allatorvos negativ pozitiv negativ pozitiv
28. | allatorvos negativ pozitiv negativ pozitiv
29. | allatorvos pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
30. | allatorvos pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
31. | allatorvos pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
32. | éallatorvos pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
33. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
34. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
35. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
36. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
37. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
38. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
39. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
40. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
41. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
42. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ
43. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ

137




MINTA IB IgM IB IgG ELISA IgM | ELISA IgG

44. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ

45. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ

46. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ

47. | allatorvos pozitiv negativ negativ negativ

48. | allatorvos pozitiv negativ negativ pozitiv

49. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ negativ

50. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ negativ

51. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ negativ

52. | éallatorvos pozitiv pozitiv negativ negativ

53. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ negativ

54. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ negativ

55. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ pozitiv

56. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ pozitiv

57. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ pozitiv

58. | allatorvos pozitiv pozitiv negativ pozitiv

59. | allatorvos pozitiv pozitiv pozitiv negativ

60. | baromfi-vagohidi gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ
dolgozé

61. | baromfi-vagohidi negativ negativ negativ negativ
dolgozé

62. | baromfi-vagohidi negativ negativ negativ negativ
dolgozé

63. | baromfi-vagohidi negativ negativ negativ negativ
dolgozé

64. | baromfi-vagohidi negativ negativ negativ negativ
dolgozé

65. | baromfi-vagohidi negativ negativ negativ pozitiv
dolgozé

66. | baromfi-vagohidi negativ pozitiv negativ negativ
dolgozé

67. | baromfi-vagohidi negativ pozitiv negativ pozitiv
dolgozé

68. | baromfi-vagohidi negativ pozitiv negativ pozitiv
dolgozé

69. | baromfi-vagohidi negativ pozitiv negativ pozitiv
dolgozé

70. | baromfi-vagohidi pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
dolgozé

71. | baromfi-vagohidi pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
dolgozé

72. | baromfi-vagohidi pozitiv pozitiv negativ negativ
dolgozé

73. | baromfi-vagohidi pozitiv pozitiv negativ pozitiv
dolgozé

74. | sertés-vagohidi dolgozd gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ

75. | sertés-vagohidi dolgozo negativ negativ negativ negativ

76. | sertés-vagohidi dolgozo negativ negativ negativ negativ

77. | sertés-vagohidi dolgozo negativ negativ negativ negativ
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78. | sertés-vagohidi dolgozo negativ negativ negativ negativ
79. | sertés-vagohidi dolgozo negativ negativ negativ negativ
80. | sertés-vagohidi dolgozo negativ negativ negativ negativ
81. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
82. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
83. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
84. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
85. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
86. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
87. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
88. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
89. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
90. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
91. | sertés-vagohidi dolgozo negativ pozitiv negativ pozitiv
92. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
93. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
94. | sertés-vagohidi dolgozo pozitiv negativ kétes negativ
95. | sertés-vagohidi dolgozo pozitiv negativ negativ negativ
96. | sertés-vagohidi dolgozo pozitiv negativ negativ negativ
97. | sertés-vagohidi dolgozo pozitiv negativ negativ negativ
98. | sertés-vagohidi dolgozo pozitiv negativ negativ negativ
99. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
100. | sertés-vagohidi dolgozo pozitiv negativ negativ negativ
101. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
102. | sertés-vagohidi dolgozo pozitiv negativ negativ negativ
103. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
104. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv kétes negativ
105. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
106. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
107. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
108. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
109. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
110. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
111. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
112. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
113. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
114. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv negativ pozitiv
115. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv pozitiv negativ
116. | sertés-vagohidi dolgozo pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv
117. | sertés-vagohidi dolgozd pozitiv pozitiv pozitiv pozitiv
118. | sertéstelepi dolgozd gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ
119. | sertéstelepi dolgozd gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ
120. | sertéstelepi dolgozd gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ
121. | sertéstelepi dolgozd gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ
122. | sertéstelepi dolgozd negativ negativ negativ negativ
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123. | sertéstelepi dolgozd negativ negativ negativ negativ
124. | sertéstelepi dolgozd negativ negativ negativ negativ
125. | sertéstelepi dolgozd negativ negativ negativ negativ
126. | sertéstelepi dolgozd negativ negativ negativ negativ
127. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ kétes

128. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
129. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
130. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
131. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
132. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
133. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
134. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
135. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
136. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
137. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
138. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
139. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
140. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
141. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
142. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
143. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
144. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
145. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
146. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
147. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
148. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
149. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ negativ
150. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ negativ
151. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ pozitiv
152. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ pozitiv
153. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ pozitiv
154. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ pozitiv
155. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ pozitiv
156. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ pozitiv
157. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ pozitiv
158. | sertéstelepi dolgozo negativ pozitiv negativ pozitiv
159. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv negativ pozitiv
160. | sertéstelepi dolgozd negativ pozitiv pozitiv pozitiv
161. | sertéstelepi dolgozd pozitiv gyenge pozitiv negativ kétes

162. | sertéstelepi dolgozd pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
163. | sertéstelepi dolgozd pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
164. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
165. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
166. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
167. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
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168. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
169. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
170. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
171. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
172. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
173. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
174. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
175. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
176. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
177. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
178. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
179. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ negativ
180. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ pozitiv
181. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ pozitiv
182. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ pozitiv
183. | sertéstelepi dolgozd pozitiv negativ negativ pozitiv
184. | sertéstelepi dolgozo pozitiv pozitiv negativ kétes

185. | sertéstelepi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
186. | sertéstelepi dolgozo pozitiv pozitiv negativ negativ
187. | sertéstelepi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
188. | sertéstelepi dolgozo pozitiv pozitiv negativ negativ
189. | sertéstelepi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
190. | sertéstelepi dolgozo pozitiv pozitiv negativ negativ
191. | sertéstelepi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
192. | sertéstelepi dolgozo pozitiv pozitiv negativ negativ
193. | sertéstelepi dolgozd pozitiv pozitiv negativ negativ
194. | sertéstelepi dolgozo pozitiv pozitiv negativ negativ
195. | sertéstelepi dolgozd pozitiv pozitiv negativ pozitiv
196. | sertéstelepi dolgozo pozitiv pozitiv negativ pozitiv
197. | sertéstelepi dolgozd pozitiv pozitiv negativ pozitiv
198. | sertéstelepi dolgozo pozitiv pozitiv pozitiv negativ
199. | vadasz gyenge pozitiv negativ ? negativ
200. | vadasz gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ
201. | vadasz gyenge pozitiv pozitiv negativ negativ
202. | vadasz negativ negativ negativ negativ
203. | vadasz negativ negativ negativ negativ
204. | vadasz negativ negativ negativ negativ
205. | vadasz negativ negativ negativ negativ
206. | vadasz negativ negativ negativ negativ
207. | vadasz negativ negativ negativ negativ
208. | vadasz negativ pozitiv ? negativ
209. | vadasz negativ pozitiv negativ kétes

210. | vadasz negativ pozitiv negativ kétes

211. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
212. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
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213. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
214. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
215. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
216. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
217. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
218. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
219. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
220. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
221. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
222. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
223. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
224. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
225. | vadasz negativ pozitiv negativ negativ
226. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
227. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
228. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
229. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
230. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
231. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
232. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
233. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
234. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
235. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
236. | vadasz negativ pozitiv negativ pozitiv
237. | vadasz pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
238. | vadasz pozitiv gyenge pozitiv negativ negativ
239. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
240. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
241. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
242. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
243. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
244. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
245. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
246. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
247. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
248. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
249. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
250. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
251. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
252. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
253. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
254. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
255. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
256. | vadasz pozitiv negativ negativ negativ
257. | vadasz pozitiv pozitiv kétes negativ
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258. | vadasz pozitiv pozitiv negativ negativ
259. | varoslakd negativ negativ negativ negativ
260. | varoslakd negativ negativ negativ negativ
261. | varoslako negativ negativ negativ negativ
262. | varoslakd negativ negativ negativ negativ
263. | varoslako negativ negativ negativ negativ
264. | varoslako negativ pozitiv negativ kétes

265. | varoslako negativ pozitiv negativ kétes

266. | varoslako negativ pozitiv negativ negativ
267. | varoslako negativ pozitiv negativ negativ
268. | varoslako negativ pozitiv negativ negativ
269. | varoslako negativ pozitiv negativ pozitiv
270. | varoslako negativ pozitiv negativ pozitiv
271. | varoslako pozitiv negativ kétes negativ
272. | varoslako pozitiv negativ negativ negativ
273. | varoslako pozitiv negativ negativ negativ
274. | varoslako pozitiv negativ negativ negativ
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KOSZONETNYILVANITAS

Tudoményos munkdm anyagi- és infrastrukturalis feltételeinek maradéktalan
biztositadsdban, a kutatds menetének irdnyitdsdban, a kapott eredmények
értékelésében, a publikdcioim kéziratainak lektordldsdban nyujtott segitségéért,
szeretném kifejezni koszonetemet témavezetomnek, Dr. Bakonyi Tamas egyetemi
adjunktusnak. Héalas vagyok a Szent Istvan Egyetem Jarvanytani és Mikrobioldgiai
Tanszék és Korbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszék, jelenlegi és volt
dolgozdinak szakmai tamogatasaért, valamint a kollegialis, barati 1égkor
megteremtéséért, baratsagukért, mellyel munkamat segitették. Koszonom a Bécsi
Allatorvos-tudomanyi Egyetem Klinikai Virologia Tanszék munkatarsai, kiilondsen
Dr. Norbert Nowotny szeroldgiai vizsgalatokban vald kozremiikodését, illetve a
vizsgalt mintdk szekvencia-meghatarozdsaban és a CEEPUS-0sztondijas munkdm

soran kapott segitséget.

Koszonettel tartozom Dr. Lorincz Martanak és Dr. Molnar Beatanak, a Szent
Istvan Egyetem Allatorvos-tudoményi Kar Nagyallatklinika Korbonctani Osztalyan
valdo munkavégzésiik kozben a kutatdsban felhasznalt sertés bélsar- €s maj mintak
gyljtéséért. Koszonom Dr. Boncz Attilanak a Zala Megyei Mezdgazdasagi
Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatdsag
munkatéarsanak, hogy a Zala megyei sertéstelepeken a mintagytijtést megszervezte és
lebonyolitotta. Koszoném Dr. Zentai Janosnak, a MAVAD-Vecsés Kift.
allatorvosanak a vaddisznd, 6z és szarvas mdj mintdk, Dr. Erdélyi Kérolynak, a
Mez6gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatdsag
Koérbonctani Féosztaly-Emlds Koérbonctani és Vadbetegségek Osztalya laboratoriumi
allatorvosanak, 6z ¢és szarvas bélsar mintak, illetve dr. Gyuranecz Miklosnak, dr.
Csorgd Tibornak é&s dr. Jakab Ferencnek a horcsog és cickdny mintak.
rendelkezésemre bocsatasat. Héalasan koszonom Dr. Annika Haagsmannak, Dr.
Sziigyi Dezsonek ¢s Dr. Kiss Gergonek, hogy 0sztondijas-, szakdolgozati- ¢&s
tudoményos didkkori kutatdsaik soran a mintdk feldolgozéasaban és a szakirodalmi
adatok gylijtésében segitségemre voltak. Konstantinos Tampakisnak ¢s Romada
Péternek koszonom a teljes genomszekvencia meghatarozasaban felmertilt

problémak megoldasaban nyujtott segitséget.
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Halas vagyok a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar Allatorvos-
tudomanyi Kényvtar dolgozéinak, kiilondsen Orban Evanak és Olah Editnek, hogy
az irodalmi adatok Gsszegylijtésében segitettek. Szeretnék koszonetet mondani Dr.
Kévagd Csaba, Uveges Péter és Abonyi-Toth Zsolt informatikai problémaék
megoldasaban nyujtott segitségéért.

Ko6szonom Dr. Sziics Gyorgynek, Dr. Reuter Gabornak és Dr. Banyai
Krisztiannak az Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat Dél-dunantali
Regiondlis Intézete Regionalis Virologiai Laboratérium, Gasztroenteralis Virusok
Nemzeti Referencialaboratériuma munkatarsainak szakmai segitségét, ¢s az EVENT
projektben vald részvételi lehetdséget. Koszonom a human- és allatorvos
mikrobiologus  kollegdknak, hogy nemzetkdzi ¢s haza konferenciakon,
eldadasaimmal kapcsolatban feltett kérdéseikkel, megjegyzéseikkel és tanacsaikkal

segitették a kutatast.

Végiil, de nem utols6 sorban, nagyon készonom csalddomnak, szeretteimnek
¢s barataimnak tirelmiiket és sokszor lemondasokkal jard aldozatvallalésaikat:
tamogatasukkal és gondoskodasukkal lehetdvé tették szadmomra, hogy minél tobb
idét és energiat fordithassak kutatasaimra. Edesanyamnak ez tton is kdszondm, hogy
minden energidjat ¢s tuddsat beleadva 3 hénap alatt felkészitett a Doktori Iskola
kovetelményei kozott szerepld francia alapfoku nyelvvizsgara.

A vizsgalatokat a ,,Providing tools to prevent emergence of enteric viruses
Enteric Viruses Emergence, New Tools” EVENT, EU Framework 6. SP22-CT-2004-
50571 palyazat, a Magyar-Osztrak Kormanykozi TET Egytittmiikodési Program A-
8/2005 projekt, az OTKA D 48647 projekt, a CEEPUS 6sztondijprogram és a Szent
Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar Doktori Iskola anyagi tamogatasaval

végeztik.
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