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Absztrakt

A domestic cat hepadnavirus (DCH) a Hepadnaviridae csalad, Orthohepadnavirus
nemzetségének tagja. A csalddba tartozo virusokat napjainkra mar a halak, a kétéltiek,
a hiillok, a madarak ¢és az emldsok osztalyabol egyarant kimutattak. A vilagon elséként
Aghazadeh és munkatarsai (2018) izolaltak hepadnavirust egy hazi macska (Felis catus)
tumoros elvaltozdsanak (multicentrikus, nagysejtes, high-grade, B-sejtes lymphoma)
korszovettani mintdjabol. A DCH els6 kimutatdsat kovetéen rovid idon beliil felmérd
vizsgalatokat végeztek a vildg szamos tdjan annak érdekében, hogy — a kiilonféle biologiai
mintakbdl torténd izolalasaval — igazoljak a virus eldforduldsat. A fliggetlen kutatéecsoportok
eredményei alapjan eddig hét orszag jelentette a DCH jelenlétét, ugyanakkor valdsziniisithetd,
hogy egy vilagszerte el6fordulo kérokozordl van szd. Az eddig megjelent publikacidk szerzoi
feltételezik, hogy a virus a — nemzetség prototipus faja altal eldidézett — human hepatitis B
megbetegedéshez  hasonlé makro- ¢és  mikroszkopos  patoldgiai  elvaltozasokat,
illetve vérbiokémiai és immunologiai eltéréseket idéz elé macskakban. A vizsgalataink soran
— a korabban megkezdett hazai prevalencia-vizsgalat kiterjesztéseként — a teljes vérmintakbol
a nukleinsav kinyerése utdn RT-PCR segitségével mutattuk ki a virust. A detektalast kovetéen
a kiilonféle torzseket Sanger-féle szekvendlassal kivantuk vizsgédlni szekvenciaelemzés és
filogenetikai jellemzés céljabol. Bar a nukleinsav extrakcidja sikeres volt eldszor és ismételve
is a diagnosztikai vizsgalatok sordn, a hosszabb nukleinsav szegmenseket nem sikertlt
amplifikalni semelyik vérmintdbol, tobb modszerrel sem — ennek kovetkeztében a szekvencia-
analizis is sikertelen volt. Ennek hatterében feltehetden a mintdkban taldlhaté igen alacsony

virus kopiaszam, €s esetleg a nukleinsav toredezettsége, avagy sériilése allhat.



Domestic cat hepadnavirus (DCH) is a member of the Orthohepadnavirus genus,
Hepadnaviridae family. Viruses of this family have now been detected in fishes, amphibians,
reptilians, birds, and mammals as well. Hepadnavirus was first isolated by Aghazadeh et al.
(2018) from a histopathological sample of tumour lesion (multicentric, large cell, high-grade,
B-cell lymphoma) of a domestic cat (Felis catus). Shortly after the first detection of DCH,
screening studies were conducted all around the world in order to confirm the presence of the
virus (by isolating it from various biological samples). According to the result of independent
research groups, so far seven countries reported the presence of DCH, although it can be
assumed that it is a worldwide pathogen. The authors of the previously published studies
hypothesize that in cats the virus induces macroscopic and microscopic pathological lesions,
clinical chemistry, and immunology abnormalities similar to human hepatitis B disease,
which is caused by the prototype species of the genus. In our studies — as an extension of the
previously initiated Hungarian prevalence screening — the virus was detected by RT-PCR
after nucleic acid extraction from whole blood samples. Following detection, further sequence
analysis and phylogenetic evaluation of the various strains were planned to be conducted by
Sanger sequencing. Although initial and repeated nucleic acid extractions were successful
during the diagnostic tests, amplification of longer nucleic acid segments, by multiple
methods, failed from every blood sample, therefore the sequence analysis was also
unsuccessful. A possible cause could be the very low viral copy numbers in the samples, and,

probably, the fragmentation or damage of the nucleic acid.
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1. Roviditések jegyzéke

ALKP - alkalikus-foszfataz

ALT - alanin amino-transzferaz

ASHYV - arctic squirrel hepatitis virus
AST - aszparaginsav-transzaminaz
ATE - Allatorvostudoméanyi Egyetem
BHBYV - bluegill hepatitis B virus

bp - bazispar

BtHYV - bat hepatitis virus

CD - cluster of differentiation

c¢DNS - komplementer
dezoxiribonukleinsav

CH - kronikus hepatitis

CH - kroénikus hepatitisz

CHBY - crane hepatitis B virus
CMHBY - capuchin monkey hepatitis B
virus

cRNS - cirkularis ribonukleinsav
CSHBYV - chinese shrew hepatitis B virus
DCH - domestic cat hepadnavirus
DCHBYV - domestic cat hepatitis B virus
ddNTP - didezoxiribonukleotid-trifoszfat
DHBYV - duck hepatitis B virus

DNS - dezoxiribonukleinsav

dNTP - dezoxiribonukleotid-trifoszfat
dsDNS - dupla szalu dezoxiribonukleinsav
EBLV - european bat lyssavirus

EBOV - Zaire ebolavirus

ELISA - enzyme-linked immunosorbent
assay

EM - elektronmikroszkép

ER - endoplazmatikus retikulum

EtBr - etidium-bromid

FeLV - feline leukemia virus

FIV - feline immunodeficiency virus
FNA - fine needle aspiration

GSHYV - ground squirrel hepatitis virus
HBHBYV - horseshoe bat hepatitis B virus
HBsAg - hepatitis B s antigénje, spike
fehérje

HBYV - hepatitis B virus

HCC - hepatocellularis carcinoma
HHBYV - heron hepatitis B virus

HIV - human immunodeficiency virus
IHC - immunohistochemistry

kb - kilobazis

LBCL - large B-cell lymphoma
LBHBYV - long-fingered bat hepatitis B
virus

NiV - Nipah virus

NTCP - natrium-taurokolat kotranszporter
polipeptid

OREF - open reading frame

PCR - polymaerase chain reaction
PHBYV - parrot hepatitis B virus
RBHBYV - roundleaf bat hepatitis B virus
RGHBYV - Ross’ goose hepatitis B virus
RIA - radioimmunoassay

RNS - ribonukleinsav

RT - reverz transzkriptaz

SARS-CoV-2 - severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2

ssDNS - szimpla szala
dezoxiribonukleinsav

STHBYV - stork hepatitis B virus



SUDYV - Sudan ebolavirus

T, - annealing temperature

Taq polimeraz - termostabil DNS-
dependens DNS-polimeraz

TBHBYV - tent-making bat hepatitis B virus
TFHBYV - tibetan frog hepatitis B virus

T - melting temperature

WHO - World Health Organization
WHYV - woodchuck hepatitis virus
WMHBYV - woolly monkey hepatitis B
virus

WSHBYV - white sucker hepatitis B virus



2. Bevezetés

A hézi macskakbol (Felis catus) el0szor Ausztralidban mutattak ki — a humén hepatitis
B virushoz (HBV) hasonlé — hepadnavirust (domestic cat hepadnavirus, DCH) egy tumoros
elvaltozasbol (large B-cell lymphoma, LBCL) szarmazé mintdbol. Az eredmények
publikélasara 2018 majusaban keriilt sor, ez volt az elsé alkalom, amikor egy ragadozobol
(Carnivora) hepadnavirust izolaltak [1]. A kérokozd elsé kimutatdsat kdvetden a vilag
szamos orszagaban felmérd vizsgalatokat végeztek, amelyek soran pozitiv eseteket tartak fel
Ausztraliaban [1], Olaszorszagban [2], Thaif6ldon [3], Malajziaban [4], az Egyesiilt
Kiralysagban [5], Japanban [6], valamint az Amerikai Egyesiilt Allamokban [7] (1. bra).
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1. abra: A DCH f06ldrajzi elterjedése; pirossal jeloltiik azon orszadgokat, ahol mar kimutattak a

virus jelenlétét

A DCH elsd izoléalasat kovetd tovabbi molekularis bioldgiai vizsgalatok segitségével
megallapitottadk, hogy az emlitett faj a Hepadnaviridae csaldd, Orthohepadnavirus
nemzetségébe tartozo virus.

A Hepadnaviridae csaladba tartozd virusokat napjainkra mar minden gerinces
osztalybol izolaltak, ekképpen az emlésdket (Orthohepadnavirus nemzetség), a madarakat
(Avihepadnavirus nemzetség), a kétéltlicket ¢és a hiilloket (Herpetohepadnavirus nemzetség),
valamint a halakat (Metahepadnavirus és Parahepadnavirus nemzetségek) fert6zo korokozok
egyarant ismertek [8]. A csaldd prototipus fajdnak a human hepatitis B virus tekinthetd,

amir6l régoéta ismert, hogy noveli a kiilonboz6 daganatos majbetegségek kockazatat,
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mint példaul a majcirrhosis és hepatocelluléris carcinoma (HCC) [9]. Ebbdl kovetkezéen nem
véletlen, hogy a hepadnavirus-fertdzéssel érintett egyedekben a tumoros elvaltozasok
szignifikdnsan magasabb prevalenciaval fordulnak eld, mint a virussal nem fert6zott
egyedekben [10]. Az eddigi szakirodalmi eredmények alapjan feltételezik, hogy a DCH-val
¢rintett macskakban hasonld patologiai majelvaltozasok fordulhatnak el6 (2. 4abra),

mint a HBV-vel érintett emberekben, de ez egyeldre nem bizonyitott [5].
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2. abra: A macskék hepatocellularis carcinomajanak makro- és mikroszkdpos patologiai,

valamint immunhisztokémiai vonatkozasai [11]

A: Nagyméretli, fehéres szinli, vOrds ¢&s sargas teriiletekkel tarkitott
szovetszaporulat a maj lobus quadratuséan, raterjedve a jobb medialis és lateralis

majlebenyekre.
B: Tomotten helyezddd hepatocytak neoplasztikus proliferacidja. HE, 100x.
C: Mérsékelten pleomorf hepatocytak. HE, 400x.

D: Intenziv anti-Hep Par-1 festddés a neoplasztikus majsejtek citoplazméjaban.

[HC, DAB, 400x.



Kutatdsunk célja a korabban megkezdett hazai prevalencia-vizsgalat kiterjesztése
nagyobb elemszdmmal, valamint a vérmintdkbol kimutatott macska hepadnavirus torzsek
filogenetikai jellemzése. Ezen feliil vizsgaljuk a DCH-fert6zott macskak klinikai allapotat,
vérlabor vizsgalati paramétereit, a potencialis majelvaltozasra utalo leleteket, tovabba a

retrovirusokkal valo esetleges egyiittes fert6zést is.



3. Irodalmi attekintés

A hepatitis alatt a m4aj gyulladdsos megbetegedését értjiik, amely toxikus anyagok,
autoimmun betegségek, valamint fert6z6 koérokok kovetkeztében alakulhat ki. A virusok
okozta majgyulladasok (viralis hepatitisek) olyan fert6z6 megbetegedések, amelyeknél a virus
vagy elsdsorban a madjsejtekben szaporodik (hepatotrop) és azokat megbetegiti, vagy olyan
szisztémas fertézést okoz, amelynek a majgyulladds csak egy részjelensége. Hepatitis
virusoknak a hepatotrop virusokat nevezziik, amelyek kozos jellemzdje, hogy a szaporodasuk
elsddlegesen a majsejtekben torténik, viszont taxonomiailag egyébként egymastol tavol allnak

[12].

3.1. Hepadnavirusok

3.1.1. Torténet

A Hepadnaviridae csalad nevének elsd tagja a csaladba tartozd virusok hepatocyta-
tropizmusara, mig masodik tagja a részben szimplaszalu, részben duplaszala DNS genomra
utal. A viruscsaladba 5 nemzetség 19 virusfaja tartozik, amelyek vilagszerte széles korben
eléfordulnak. A csalad tagjai foként ragcsalokbol, madarakbol és halakbol izolalhatok,
de egyes fajok gazdajanak a denevérek, a békak, valamint a féemldsok, igy nem utolso sorban
az ember tekinthetd [8]. A két legjelentdsebb nemzetség az Avihepadnavirus genus és az
Orthohepadnavirus genus.

Az Avihepadnavirus nemzetségbe madarakat fert6z0 hepadnavirusok tartoznak.
A kacsahepatitisz B virus (duck hepatitis B virus, DHBV) foként a Tavol-Keleten fordul eld
¢s akut hepatitist, valamint HCC-t okoz kacsakban, ebbdl kdvetkezéen tobbnyire gazdasagi
jelentéséggel bir. Napjainkban a DHBV-t hasznaljak legszélesebb korben modellként a
kiilonféle in vitro vizsgalatok soran a hepadnavirusok replikacidjanak tanulmanyozasara [13].
A nemzetségbe tartoz6 tovabbi fajok tobbnyire természetvédelmi jelentdséggel birnak, ugy
mint a golyakat (stork hepatitis B virus, STHBV), a darvakat (crane hepatitis B virus, CHBV),
a kocsagokat (heron hepatitis B virus, HHBV), a vadludakat (Ross’ goose hepatitis B virus,
RGHBV) és a papagdjokat (parrot hepatitis B virus, PHBV) fertéz6 avihepadnavirusok [14].

Az Orthohepadnavirus nemzetségbe tartozd virusok tobbségében ragesalokat,
foemldsoket ¢és denevéreket fertéznek. Az utdbbi két csoportban megfigyelheté a
hepadnavirusok  cirkulécidja is, ebbdl kovetkezéen  feltételezhetd, hogy az
orthohepadnavirusok tekintetében a kiilonbozé féemlds és denevér fajok jelentik a legfobb
virus-rezervoarokat. A hepadnavirusok kevés kivételtdl eltekintve szlik gazdaspektrumu

(stenoxen) virusok. Az orthohepadnavirusok koziil kizarolag egyes denevér hepadnavirusok
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zoonotikusak ugy, mint a long-fingered bat hepatitis B virus (LBHBV), mig kizar6lag a HBV
volt atvihetd csimpanzokra [15] [16] [17].

A kiilonféle kisemldsokbol orthohepadnavirusokat csak a mokusfélék (Sciuridae)
csaladjanak harom fajabol (erdei mormota, kaliforniai iirge, sarki iirge), valamint a
cickanyfélék (Soricidae) csaladjanak tagjaibol mutattak ki. A féemlésok esetében a legtobb
orthohepadnavirust emberszabastakbdl izolaltak, beleértve az embert, a csimpanzt, a gorillat,
a gibbont ¢és az orangutant. Természetes orthohepadnavirus fertézést kimutattak mar ujvilagi
majomfajokbdl is, ugy, mint a gyapjas majmok (woolly monkey hepatitis B virus, WMHBYV)
¢s a csuklyasmajmok (capuchin monkey hepatitis B virus, CMHBYV) képvisel6ibdl [18].

A kozelmultban harom 1j virust is azonositottak halakban és békakban: bluegill
hepatitis B virus (BHBV), white sucker hepatitis B virus (WSHBYV), tibetan frog hepatitis B
virus (TFHBV) [19].

3.1.2. Morfologia, felépités

A Hepadnaviridae csaladba tartozo virusok DNS virusok, amelyek a Baltimore VII-es
csoportba tartoznak, igy részben szimplaszali (ssDNS), részben duplaszala (dsDNS)
cirkularis DNS-genommal rendelkeznek. Sajatossaguk, hogy egy teljes, negativ iranyultsagu
¢s egy rovidebb, pozitiv iranyultsdgt DNS-szallal rendelkeznek. A genetikai allomanyuk
kortilbeliil 3200 bazispar (bp) hosszasaga [20].

A Hepadnaviridae csaladba tartozo virusok felépitése nagyon hasonlo, bar nem teljesen
azonos. Az Orthohepadnaviridae nemzetség virusai sokkal inkdbb hasonlitanak egymasra,
mint az Avihepadnaviridae csaladba tartozok [21].

A hepadnavirusok ikozaéder kapsziddal rendelkeznek, ezen feliil burkos virusok,
amibdl kovetkezik, hogy -ellenallo-képességiik alacsony (példaul savas kémhatasra ¢és
detergensekre is igen érzékenyek). A zsirtermészetli anyagokbol (lipidek) felépiilé burkuk
képzi a kiilso feliiletiiket, ehhez a kapcsolodnak a virus neutralizal6 antigének.

A hepadnavirusok virionjai igen kis méretiiek, megkozelitdleg 42—47 nm atmérd;jiiek,
gombolydedek. Két részbdl tevOdnek Ossze, egyrészt egy elektronokban gazdag,
megkozelitéleg 22-35 nm atmérdji gomb alakti belsd magbol és az azt koriilvevo kiilso,
mintegy 7—15 nm vastagsagi burokbdl. A belsé mag tartalmazza a viralis DNS-t, a viralis
mag antigént, a DNS-polimeréaz és protein-kindz enzimeket. A DNS-polimerdz enzim felelds
az egyszalu régiok javitasaért a DNS-ben, mig a protein-kindz (HBV, WHV, GSHYV esetében)

a bels6 mag {6 virusspecifikus genom polipeptidjének foszforilaciojaért [20].



A HBV kapcsdn harom antigént szoktak emliteni (HBsAg, HBcAg, HBeAg).
A HBsAg (hepatitis B s antigénje, spike fehérje) ellen képzédnek a védettséget adod
ellenanyagok (protektiv antigén), ebbdl kovetkezéen, ha kimutathatd, akkor az a
fertdzottségre utal. A HBcAg (core antigén) és a HBeAg (envelope fehérje) jelenléte pedig
aktiv virusszaporodésra utal [12].

Részben szimplaszalu, részben duplaszalti cirkuldris DNS-genommal rendelkeznek.
A DNS-szintézis a rovid szal 3’ végérdl indul és az 5° végéig tart, ennek eredményeképpen a
hosszu szal nem alkot teljes kort, hanem megkozelitdleg 300 bp-ra az 5° végétdl egy bevagas
szakitja meg [22].

Az orthohepadnavirusok genomja négy olyan nyitott leolvasasi keretet (open reading
frame, ORF) tartalmaz, amelyekrdél a virus strukturalis (C, feliileti L, M, S) és nem
strukturalis (P, X) fehérjéi ir6dnak at. Az orthohepadnavirusok négy ORF-je a magfehérjét
(O), a feliileti szerkezeti fehérjéket (feliileti L, M, S), a polimerazt (P) és az X-proteint kddolja
[22]. Az avihepadnavirusok genomja mindossze hdrom ORF-t tartalmaz, mivel hianyzik az

X-proteint kodolo szakaszuk [21].
3.1.3. Replikacios ciklus

A DNS virusok esetében a replikacio soran a genom atirasa a fert6zott sejt sejtmagjaban
torténik, mig a strukturalis (C, feliileti L, M, S) és nem strukturalis fehérjék (P, X) a fert6zott
sejt citoplazméjaban termelddnek. Ebbdl kovetkezOen miutan a virus bejutott a majsejtbe, a
genetikai 0rokitdanyagat a sejtmagba juttatja, €s ezzel kezdetét veszi a replikacio [22].

A hepadnavirusok esetében a genetikai alloméany replikdcidja a virdlis eredetd,
RNS-fiiggé DNS-polimeraz (reverz transzkriptdz, RT) enzim segitségével torténik az
ugynevezett reverz transzkripcié folyamata soran. Ezen enzim Iényege, hogy egy RNS-szalrol
képes komplementer DNS-szalat késziteni. Ezt a folyamatot csak a retrovirusok és a
hepadnavirusok alkalmazzak replikacidjuk soran.

A hepadnavirusok esetében a DNS-genom replikdcidja rendhagydé a mas
DNS-virusok esetében megfigyelhetéekhez képest, hiszen egy RNS-intermedier segitségével
torténik (3. 4abra). A folyamat Iényege, hogy eldsz6r a majsejt DNS-fiiggd
RNS-polimerdz enzime altal egy, az eredeti DNS-genomnal hosszabb, pozitiv iranyitottsagu
RNS-szal képzodik. Ezt kovetden a cirkularizacié soran az RNS-szal cirkularis RNS-t (cCRNS)
hoz létre. A replikacid kovetkezd szakaszdban a gazdasejt citoplazméjdban termel6dott
fehérjék koriilveszik a cRNS-t, majd a viralis RT leképez beldle egy negativ szalu DNS-t,
aztan az RNS-t lebontja [23].



Ezt kovetéen a majsejt DNS-fiiggé DNS-polimerdz enzimének segitségével pozitiv
szali (komplementer) DNS-szal szintetizalodik, viszont a szintézis folyamata egy ponton
megall. Mégpedig akkor, amikor a virus az endoplazmatikus retikulumon (ER) athaladva
(bimbozas) felveszi annak lipidtartalmt burkat, amelybe mar el6zetesen beé¢kelddtek a feliileti
fehérjék. Ennek eredményeképpen jon létre a hepadnavirusokra jellemzé részben
szimplaszala, részben duplaszalu cirkuldris DNS-genom, majd a komplett virion kilép a

majsejtbol [22].
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3.2. Hepatitis B megbetegedés
3.2.1. Torténet

Napjainkban a ,,klasszikus” human (hepatotrdp) hapatitis virusok kozott a hepatitis A—E
virusokat tartjuk szdmon. A human egészségiigybdl ismert hepatitis B virus (HBV) a
Hepadnaviridae csalad, Orthohepadnavirus nemzetségének tagja. A majat tamadoé virus altal
kivaltott betegség (hepatitis B) mind heveny, mind kronikus megbetegedés formajaban
jelentkezhet.

A hepatitis B virus felszini antigénjét eldszor Baruch Blumberg és munkatérsai irtak le
(1965), majd David Dane figyelte meg eldszor elektronmikroszkép (EM) segitségével a 42

nm-es részecskét (1970).



A virus vilagszerte elterjedt, az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health
Organization, WHO) hivatalos becslése alapjan 2019-ben kdzel 296 milli6 élt egyiitt kronikus
hepatitis B-fert6zéssel. A fertézottek szama nagyjabdl 1,5 millio fével emelkedik évente.
2019-ben megkozelitdleg 820 ezer ember vesztette életét a kronikus hepatitis B fertdzés
kovetkezményeiben, a legtobb esetben méjcirrdzis és HCC kdvetkeztében [24].

A kronikus hepatitis B-fert6zés eléfordulasa, azaz a virus felszini antigénjének (HBsAg)
prevalenciaja alapjan a Fold magas (> 8% HBsAg prevalencia), kozepes (2—7%) és alacsony

(< 2%) kockéazatu teriiletekre oszthato (4. abra) [10]. Magyarorszagon a HBV-hordozés az

Pacific

QOcean ¢ . Atlantic
Ocean

Prevalence of

hepatitis B

surface antigen

() High >8%

() Intermediate 2%—7%
Low <2%

4. abra: A kronikus hepatitis B-fert6zés foldrajzi eloszlasa, a HBsAg prevalencidjaban

kifejezve [10]

Hatalmas tudomanyos mérfoldkének szamitott az els6 HBV elleni vakcina eldallitasa,
mivel azaltal, hogy megakadalyozta a HCC kialakulasat, a legelsé ,,rakmegelez6” vakcinaként

tekintiink ra [26].
3.2.2. Fertozodés, terjedés

A HBYV horizontdlisan vérrel, vérkészitményekkel, valamint szexudalis uton terjed.
A virus a vérben, valamint a kiilonb6z6 testnedvekben (pl. vizelet, hiivelyvaladék, ondo) igen

nagy koncentraciot érhet el, igy a fert6z6dés mar ezek minimalis mennyiségével is
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bekovetkezhet. A fejlett orszdgokban a vérdonorok szilirésének (HBsAg) bevezetése ota
(Magyarorszagon 1982 ota) a vératomlesztéssel és vérkészitmények utjan torténd atvitel
minimalisra csokkent. A fejlddd orszagokban a HBV horizontalisan elsdsorban szexualis
uton, mig vertikalisan fert6zott anyardl gyermekére terjed [22].

A fert6zés szempontjabdl rizikdcsoportoknak szamitanak az intravénas droghasznalok,
a promiszkuitiv szexudlis életmodot folytatok, a nem kell6 higiénidval tetovaltak,
a test¢kszereket viselok, a dializaltak, a transzfundaltak, az egészségiigyi dolgozdk ¢és a

fertdzottek rokonai (pl. hordozo anyak ujsziiléttjei, illetve hordozo6 egyének hazastarsai) [22].
3.2.4. Korfejlodés

A HBV nem citopatogén virus, ebbdl kovetkezden a mdj karosodasat nem kozvetlen
viralis tevékenység, hanem a CD8+ citotoxikus T-sejtek okozzak, amelyek a fertézott
hepatocytakat pusztitjak [12].

Abban az esetben, ha a HBV-vel valo fert6z6dés az élet korai szakaszaban kovetkezik
be, akkor rendszerint egy egész életen 4t tartd (perzisztens) virushordozéssal jar6, kronikus
fertézés alakul ki. Az élet késobbi szakaszdban bekodvetkezd fertdzddés legtobbszor heveny,

ongyogyulo betegséget idéz eld, mig egyes esetekben stlyos majelégtelenség alakul ki [12].
3.2.5. Klinikum

A HBV-fertézottek mintegy kétharmadaban szubklinikai vagy enyhe tiineteket okozo
megbetegedés alakul ki, aminek kovetkeztében a betegség rendszerint nem keriil
diagnosztizalasra. A fertdzottek koriilbeliil harmadaban alakulnak ki a majelégtelenségre és
majgyulladasra jellemz6 tlinetek ugymint a rossz kozérzet, étvagytalansag, bagyadtsag,
szédiilés, héanyasinger, laboratériumi majparaméterek eltérései (példaul majenzimek
aktivitdsanak megemelkedése), sulyosabb esetekben sargasag, vérfestékvizelés. Fulminans
hepatitis kialakulasat — az el6z6 tlineteken tulmenden — laz, akut hasi fajdalom, hanyas,
majd zavartsag, koéma kiséri. A klinikai tiinetekben megnyilvanulé forma kialakuldsahoz
jellemzden 2—3 honap sziikséges €s a tiinetek mintegy 1-6 honapig fennallnak. A hepatitis B
korjelzésében széles korben alkalmazzak HBsAg, valamint a HBV nukleinsavanak
kimutatasat [27].

Kronikus hepatitis B fertézésrél akkor beszEliink, ha a fertdzott személy vérébol
6 honapos tul is kimutathatd a HBsAg. A kronikusan fert6zott személyek tobbsége
tlinetmentes vagy nem specifikus tiinetekkel (példaul letargia, faradékonysag, étvagytalansag,

hasi diszkomfort) rendelkezik. Sulyosabb esetekben sargasag, 1épmegnagyobbodas, valamint
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elérehaladott majcirrdzis esetén hasvizkor, periférids ©6démak, idegrendszeri tlinetek
(encephalopathia), emésztdszervi és testtajéki vérzések jelentkezhetnek. A kronikus hepatitis
B fertdzésben szenvedd betegek megkdzelitdleg 25%-a a virus kronikus szovédményeinek
kovetkeztében hal meg [28].

A HBV-vel fertdzott betegek megkdzelitéleg 1-10%-aban jelentkezik a megbetegedés
un.  extrahepatikus  formdja.  Feltételezhetben a magas HBV  antigénszintek
kovetkezményeként kialakuldé nagyszamu immunkomplex 4all az extrahepatikus hepatitis
B-fertézés mellett kialakulo korképek (serum sickness-like reaction, akut nekrotizalo

vasculitis, glomerulonephritis, Gianotti-Crosti szindroma) hatterében [27].
3.2.6. Ko-infekcio a HIV-vel

A HBV ¢és a HIV (human immunodeficiency virus) kozotti ko-infekcioval
kapcsolatban mar szamos publikacié megjelent. Rogers és munkatarsai vizsgalata alapjan az
Amerikai Egyesiilt Allamokban a HIV-pozitiv személyek korében a HBV infekcid hétszer
gyakoribb, mint az atlagpopuldcidban [29]. Vilagviszonylatban a HBV-fertézottek nagyjabol
10%-anal fordul eld retrovirus ko-infekcid, mig a szubszaharai Afrikdban — ahol a legtobb
HIV-fert6zott €l — az egyiittes fertdzések mértékét kb. 36%-ra becsiilik [30]. A ko-infekciot
egyrészt az magyarazza, hogy a két virus terjedési modja megegyezik. Masrészt a HIV-
fertdzottek elvesztik a HBV-vel szemben védd antitestjeiket az immunszupresszio
kovetkeztében. Harmadrészt a HIV-fert6zott személyek gyakrabban valnak HBV-hordozokka
[31].

3.2.3. Védekezés, megelozés

A hepatitis B-vel szembeni aktiv védelem kialakitdsdhoz szdmos hatékony és
biztonsagos vakcina all rendelkezésre, amelyek rekombinans uton eldallitott HBsAg-t
tartalmaznak. A rekombinans HBV vakcinak a vildg szamos orszagdban, igy 1998 ota
hazankban i1s a gyermekkori kotelezd oltasok kozé tartoznak. Utobbi célja, hogy a fiatal
korosztdly még a szexudlisan aktiv életszakaszanak elérése eldtt immunitast szerezzen.
A HBV-vel szemben passziv immunizdladsra is van lehetdség, amely hiperimmun
v-globulinnal lehetséges. A hordozd édesanyak 0jsziilottjeit a sziiletést kovetd 12 oran beliil

aktiv és passziv modon is immunizaljak [12].
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3.3. Orthohepadnavirusok
3.3.1. Kisemldsok hepadnavirusai

3.3.1.1. Woodchuck hepatitis virus (WHYV)

A HBYV felfedezését kovetden az els6 emlosokben leirt, természetben el6forduld
orthohepadnavirus az erdei mormotdkban (Mormota monax) kronikus fertézést okozd
woodchuck hepatitis virus (WHV) volt.

Az erdei mormotak hepatitis virusa hepatitist ¢és kovetkezményes majkarosodast,
majcirrhosist és HCC-t okoz a mormotdkban. Robert Synder a ’60-as években kezdte
vizsgalni a virust az Amerikai Egyesiilt Allamokban, miutan azt a megfigyelést tette, hogy a
philadelphiai allatkert mormotai tobbségében a HBV daltal emberekben eldidézett
majelvaltozasok kialakuldsa mellett pusztulnak el. A WHYV leirasara csak késébb kertilt sor
[32], amikor is a virus izolalasat kdvetden azt a megfigyelést tették, hogy a WHV morfologiai

felépitése hasonlosagot mutat a HBV felépitésével [33].
3.3.1.2. Ground squirrel hepatitis virus (GSHYV); arctic squirrel hepatitis virus (ASHYV)

A WHYV felfedezése utdn szamos kutatdsi projekt indult annak érdekében, hogy mas
ragcsalokbol is kimutassanak - a HBV-hez hasonlé - virusokat. Marion és munkatarsai
Kalifornia allam (USA) hérom kiilénb6z6 pontjan (Point Lobos, Stanford University campus,
Santa Barbara) gy(ijtottek vérmintdkat szivpunkcioval egészségesnek tiind kaliforniai
tirgékbol (Otospermophilus beecheyi) 1980-ban. A szérummintakat szadmos moddszerrel
vizsgaltdk,  tobbek  kozdtt  szeroldgiai  vizsgélatot  (radioimmunoassay, RIA),
elektronmikroszképos (EM) vizsgalatot, nukleinsav-izolalast, tovabba restrikcios endonukelaz
analizist és gélelektroforézist végeztek. A vizsgalataik soran a mintak kozel 50%-abol tudtak
kimutatni egy addig ismeretlen hepadnavirust, amelyet ground squirrel hepatitis virusnak
(GSHV) neveztek el. Megallapitottak, hogy a HBV ¢s a GSHV morfoldgidja nagymértékben
hasonlit egymasra, viszont utobbi atmérdje valamivel nagyobb; tovabba a két virus felszini
antigénjei kozott részleges keresztreakcio figyelheté meg [34].

A GSHYV felfedezését kdvetden azt is sikeriilt bizonyitani, hogy mind a WHV, mind a
GSHW altal okozott fertdzés hajlamositod tényezdként szerepet jatszik a HCC kialakulasaban
[35].

Testut ¢s munkatarsai Alaszkdban izoldltak egy 10j hepadnavirust sarki iirgék
(Urocitellus parryii) majmintaibol (arctic squirrel hepatitis virus, ASHV) nukleinsav-
hibridizacié segitségével 1996-ban. A filogenetikai elemzés soran megallapitottak, hogy a

virus kozelebbi rokonsagban all a GSHV-val, mint a WHV-val. A vizsgalatok folyamén azt
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tapasztaltdk, hogy az idésebb egyedek kb. harmadédban kiilonféle patologias majelvaltozasok
(pl. egyenetlen feliilet, kiscseppes (mikrovezikularis) elzsirosodas, hepatocellularis adenoma

¢és carcindma) voltak detektalhatok [36].
3.3.1.3. Chinese shrew hepatitis B virus (CSHBYV)

A cickanyok kicsi, egér-/vakondszerli emldsok, amelyek vildgszerte elterjedtek.
Mig a ragcsalokat (Rodentia) manapsdg mar szamos zoonotikus jelentdségli korokozod
gazdajaként ismerjiik (pl. coronavirusok, hantavirusok, rhabdovirusok, leptospirak, yersinidk,
stb.), addig a cickdnyok szerepe viszonylag kevéss¢ ismert a virusok terjedésével
kapcsolatosan. A kozelmultban viszont szamos virust (pl. arenavirusok, coronavirusok,
hantavirusok, rotavirusok) fedeztek fel a cickdnyokban is [37] [38].

A cickanyokbdl elséként Kinaban sikertiilt kimutatni hepadnavirust. 2013 és 2018 kozott
4 kiilonboz6 cickanyfajbol szarmazod, Osszesen 449 majszovet-mintat vizsgaltak meg,
amelyeket a kinai Hubei tartomanyban befogott cickanybdl gytjtottek. A 449-bol
8 minta (1,8%) vizsgalata sordn sikeriilt a kutatoknak egy uj hepadnavirust izolalni, amelyet
chinese shrew hepatitis B virusnak (CSHBV) neveztek el [39]. A PCR-pozitiv mintdk 3
kiilonboz6é cickanyfajbol, a kinai vakondcickanybdl (Anourosorex squamipes), az azsiai
sziirke cickdnybdl (Crocidura attenuata), valamint az ussuri fehérfogu cickanybol (Crocidura

lasiura) szarmaztak [40].

3.3.2. Ujvilagi majmok hepadnavirusai

3.3.2.1. Woolly monkey hepatitis B virus (WMHBY)

1998-ban Lanford és munkatarsai egy fulmindns hepatitisben szenvedd gyapjas
majombol (Lagothrix lagotricha) mutattak ki els6ként a woolly monkey hepatitis B virusnak
(WMHBYV) elnevezett hepadnavirust hagyomanyos PCR eljarassal az Amerikai Egyesiilt
Allamokban. A Louisville-i Allatkert majmanak szérummintajabol izolalt virus filogenetikai
vizsgalata azt mutatta, hogy a virus kiilonbozik az huméan HBV-tdl, viszont a nagyfoku
genetikai hasonlosag alapjan feltételezik, hogy egyike lehet az emberi torzsek elddjeinek.
Az elsé izolaciot kovetden 6t amerikai allatkert gyapjas majom populacidinak szérummintait
vizsgaltak a virus jelenlétére és azt tapasztaltak, hogy az kizardlag a Louisville-i Allatkert
majmaiban volt megtalalhato. Késobb mesterséges fertdézéssel azt is igazoltak, hogy a gyapjas
majmok legkozelebbi rokona, a Geoffroy-pokmajom vagy masik nevén az ékes pokmajom

(Ateles geoffroyi) szintén fogékony a WMHBV-re. A mesterséges fertdzési kisérletek soran

14



vizsgalt masik faj, a kdzonséges csimpanz (Pan troglodytes) esetében minddssze néhany
replikacios ciklus lejatszodasat tudtak igazolni [18].

A virus, valamint a Geoffroy-pokmajom fogékonysaganak felfedezése megteremtette a
lehetdségét egy uj modellallat alkalmazasanak a kronikus HBV-fertézések antiviralis
kezelésének kutatasaban [18]. Kordbban az utobbi vizsgalatokhoz a csimpanzokat hasznaltak
a legszélesebb korben vildgszerte, viszont a kimagaslo intelligencidjuk, a testméretiik,
valamint korlatozott elérhetdségiik, tovabba az allatvédelem és a kiilonb6z6 in vivo (pl.
transzgénikus egerek), illetve in vitro kisérleti modellek fejlodése miatt, ma mar kizarélag a
nélkiilozhetetlen kisérletekben veszik igénybe Oket. Kordbban probalkoztak a kacsék,
valamint az iirgék modellként vald alkalmazasdval is, viszont ezen allatok hepadnavirusai
(DHBV, GSHV) jelentdsen eltérnek a HBV-t6l, valamint az ember és az utobbi fajok kozott
szamottevd metabolikus eltérések vannak, emiatt a vizsgalatokban vald hasznalhatdosaguk

meglehetdsen limitalt [41].
3.3.2.2. Capuchin monkey hepatitis B virus (CMHBY)

Souza ¢és munkatarsai 2012 és 2016 kozott 10 kiilonbozd braziliai majomfajbol,
Osszesen 124 szérummintat vizsgaltak molekulédris és szerologiai modszerekkel egy 1)
hepadnavirus kimutatdsa érdekében. Egy ndstény aranymelli csuklydsmajombol (Sapajus
xanthosternos) sikeriilt kimutatniuk a késébb capuchin monkey hepatitis B virusnak
(CMHBYV) elnevezett virust, mig masik négy allatbol a virus ellen termelt (CMHBV-
specifikus) ellenanyagokat. A PCR-pozitiv egyed 6 honappal a mintavételt kovetden altalanos
klinikai tlineteket (pl. lesovanyodas, letargia, étvagytalansag, enyhe dehidracio) kezdett
mutatni, majd révidesen elpusztult [42].

A vizsgélatok soran megallapitottdk, hogy mind a CMHBV, mind a WMHBYV az
NTCP-vel (natrium-taurokolat kotranszporter polipeptid) vald kdlcsonhatasuk révén képes
megfertdzni a hepatocytakat, hasonléan a HBV-hez [42]. Az NTCP egy tobbszoros
transzmembran-fehérje, amely a hepatocytak bazolateralis (vér fel6li) oldalan expresszalodik.
Az emldsallatok szervezetében a portalis vérbol (szinuszoidokbol) a maéjsejtekbe torténd
epesav-felvételért felelds, tehat az egyik kulcsfontossagli transzportere az enterohepatikus

korforgasnak [39].
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3.3.3. Denevér hepadnavirusok

3.3.3.1. Jelentoség

A Chiroptera rendbe tartozo kiilonféle denevérfajok napjainkban egyre tobb feltorekvo
és ujra felbukkand virussal hozhatok 0Osszefiiggésbe, amelyek koziil szamos jelentds
kozegészségiigyi vonatkozasu. Ezek kozott emlithetdk lyssavirusok (pl. EBLV, european bat
lyssavirus), ebolavirusok (pl. EBOV, Zaire ebolavirus; SUDV, Sudan ebolavirus),
henipavirusok (pl. N1V, Nipah virus; Hendra virus), coronavirusok (pl. SARS-CoV-2, severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2) [43] [44] [45].

Szamos olyan tényez6 ismert, mint példaul a hosszu élettartam, a vandorlasi szokésok,
a nagy egyedszamu ¢és -slirliségli populaciok, valamint a szoros szocialis interakcid, amelyek
prediszponaljak a denevéreket, hogy tokéletes természetes rezervoarjai legyenek a kiilonféle
virusoknak [46].

A denevéreknek a zoonodzisok jarvanytandban betoltott egyre kiemeltebb jelentdségét
kelloképpen aldtdmasztja, hogy fajonként tobb zoondzis természetes rezervoarjai, mint a
Rodantia rendbe tartozd kiilonféle ragesalok. Hiszen amig a denevérekben azonositott
zoonotikus potenciallal rendelkezé virusok szama (61) alacsonyabb, mint a kiilonféle
ragcsalofajokban  (68), addig a ragesalofajok szdma megkdzelitéleg kétszerese
a denevérfajoknak [47].

Korabban csak feltételezték, hogy bizonyos emlds orthohepadnavirus-fertézések
forrasai a denevérek lehetnek [18]. A legljabb filogenetikai vizsgélatok alapjan ugyanakkor
napjainkban mar ugy fogalmazhatunk, hogy meglehetdsen valdszinli, hogy a féemldsok
orthohepeadnavirusai a denevérek virusaibol szarmaznak [43].

A denevérek orthohepadnavirusai (bat hepatitis virus, BtHV) nagyfoktl genetikai
valtozatossaggal rendelkeznek, amelynek hatterében nagy valdsziniiséggel az all, hogy a
kiilonféle denevérfajok kozott a hepadnavirusok folyamatos cirkulacidja figyelhetd meg.
Természetes uton képesek megfertézni szdmos (77) denevérfajt, legaldbb o6t kiilonbozo

denevércsaladbol. Ez a jelenség hosszutavu virus-gazdafaj tarsuldsra utal [39].
3.3.3.2. Long-fingered bat hepatitis B virus (LBHBYV)

He ¢és munkatarsai 2013-ban egy atfogd kutatas soran a kiilonféle denevérfajokban
eléfordulé hepadnavirusokat tanulmanyoztak Délkelet-Azsidban (Myanmar). A Miniopterus
fuliginosus denevérfajbol izolalt virus (long-fingered bat hepatitis B virus, LBHBYV)
genomszerkezetének vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy megtalalhaté benne a

hepadnavirusokra jellemzd részben szimplaszala, részben duplaszali cirkularis DNS-genom,
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valamint a négy ORF régio is, st genommérete (megkdzelitéleg 3200 bp) hozzavetdleg
megegyezik a HBV genomhosszusagaval [15]. A jo néhany hasonldsag kovetkeztében az
utobbi idében a BtHV-ok a figyelem kozéppontjaba keriiltek annak érdekében, hogy a kutatok
jobban megértsék a HBV kiilonb6zo aspektusait.

3.3.3.3. Tovabbi virusok

Szintén 2013-ban publikéltdk Drexler és munkatarsai azon kutatdsuk eredményét,
melyben 0sszesen 3080 denevérbdl szarmazo mintat (199 majmintat és 2881 szérummintat)
tanulmanyoztak PCR-vizsgélattal a HBV-hoz hasonlé genomszekvenciakat tartalmazo
virusok utan kutatva. A mintdkat 2002 és 2011 kozott, vilagszerte (Panama, Brazilia, Gabon,
Ghana, Németorszag, Papua Uj-Guinea és Ausztralia) gytijtotték. A kiilonbozé mintak
11 denevércsalad, 54 eltéré denevérfajabol szarmaztak. A 3080 mintabol 10-ben azonositottak
a HBV-hoz hasonlé genomszekvencidkat. A pozitiv mintdk harom kiilonb6z6 fajbol
(Uroderma  bilobatum, Hipposideros cf. ruber, Rhinolophus alcyone) szarmazott.
A filogenetikai vizsgalatok sordn megallapitottdk, hogy az ezen fajokban talalt - addig
ismeretlen - virusok genetikailag kiilonbozéek. Az U. bilobatum fajbol izolalt virus a
tent-making bat hepatitis B virus (TBHBV), a H. c¢f. ruber fajbol izolalt a roundleaf bat
hepatitis B virus (RBHBYV), a R. alcone fajbol izolalt pedig a horseshoe bat hepatitis B virus
(HBHBYV) nevet kapta [16].

3.3.3.4. Zoonotikus potencial

Egyes denevér hepadnavirusokrol mar bizonyitottak zoonotikus tulajdonsagukat, ugy,
mint a LBHBYV esetében [16], mig mas virusok esetében (TBHBV) in vitro vizsgalatok soran
azt tapasztaltak, hogy képesek a human majsejt-vonalakat — az ujvilagi majmokhoz hasonléan

—az NTCP-vel valo kolcsonhatasuk révén megfertdzni [39].
3.3.4. Macska hepadnavirustorzsek

A vilagon el6szor 2018-ban mutattak ki hepadnavirust (domestic cat hepadnavirus,
DCH) hazi macskdbol Ausztralidban [1]. Az elsé kimutatdst kdvetden a vildg szamos
pontjarol jelentették a virus jelenlétét [48]. Ausztralidban 6,5%, Olaszorszagban 10,8%,
Thaif6ldon 12,4%, Malajzidban 12,3%, az Egyesiilt Kirdlysagban 3,08%, Japanban 0,78%,
mig az Amerikai Egyesiilt Allamokban 0,2% volt a DCH-fert6zés prevalenciaja (1. tablazat).
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1. tablazat: A DCH-pozitiv eseteket jelentd orszdgok, a mért prevalenciak, a klinikai

megfigyelések €s a kapcsolodo tarsfertdzések dsszefoglalasa

1 Ausztriia 2018 6,5% o Nmphowss FIV Agmz;gf: Al
. FIV
egyetemi S : Lanave et al.;
2 Olaszorszag 2019 10,8% Ve ghlut virémia és/vagy 2019
Fel.V
= egyetemi emelkedett Scavone etal.,
Al 4.2% vizsgalat ALT-aktivitds . 2022
2022 9,8% és cgyetemi DCH Frucietal.,
: 25%* vizsgilat  szeropozitivitis E 2022
o FIV -
: korhazi A Piewbang ct al.,
o
3 Thaifold 2020 12,4% Viza skl virémia és/vagy 2020
FelV
i egyetemi emelkedett Anpuanandam et al.,
4 Malajzia 2021 14,9% vizsgilat ALT-aktivitss FelLV 2021
Egyesiilt korhazi o Jeanes et al.,
o Kirilysig 2021 3,08% vizsgalat uveitis - 2022
egyetemi emelkedett 3 Takahashi et al.,
¢ bl 2922 5B vizsgilat  ALT-aktivitds 2022
Amerikai S
7 Eﬁmm 2022 0,2% igyﬂmm virémia - Sm;g:;; e
amok

*Szeroprevalencia

3.3.4.1. Ausztral eredmények

2016-ban egy 7 éves, ivartalanitott kandir europai rovidszorli macska keriilt be a
sydney-i egyetem (University of Sydney) allatorvos-tudomanyi karanak klinikajara.
Az allat tulajdonosai kronikus fogyasra, illetve rendszeres rosszullétekre, valamint hanyasra
panaszkodtak. A macska fizikalis vizsgalata sordn egy viszonylag nagyméretli, tOmott
tapintatil képletet figyeltek meg az éllat hasiiregében. Az emlitett hastiri képletbdl vékonytti
aspiracioval (fine needle aspiration, FNA) citologiai mintat vettek. A minta vizsgélata soran
nagy B-sejtes lymphomat (LBCL) allapitottak meg. A vizsgalat soran végzett szerologiai teszt
(Witness FIV/FeLV, Zoetis) pozitiv eredményt adott a macskdk immunhidnyos korképét
okozo virusra (feline immunodeficiency virus, FIV) valo fertézottséggel kapcsolatban.
A kilatastalan korjoslat miatt az allat tulajdonosai annak eutandzidja mellett dontottek és a
tetem korbonctani ¢és korszOvettani vizsgalatat kérték. A korszovettani vizsgalat
multicentrikus, nagysejtes, high-grade, B-sejtes lymphomat allapitott meg immunhisztokémiai
vizsgalat (IHC) segitségével a formalinnal fixalt, paraffinba &gyazott hisztopatologiai
mintabol. A szerologiai vizsgalat eredményét a korbonctani vizsgalat soran PCR vizsgalattal
1s megerdsitették [1].
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A lymphomabol késziilt, lefagyasztott kdrszovettani mintat késébb egy virus-kimutatasi
projektben hasznaltdk fel Aghazadeh és munkatarsai (2018). A vizsgélataik soran nyolc
HBV-re jellemz6 szekvenciat taldltak a minta genetikai vizsgéalata soran. Az Uj virus
azonositasa ¢érdekében ujabb vizsgélatokat végeztek, amelyek soran a Hepadnaviridae
csaladra jellemzd négy ORF régiot keresték, majd detektaltdk azokat. A 2018 madjusdban
publikalt eredmények alapjan az Orthohepadnavirus nemzetség egy 0j taggal (domestic cat
hepatitis B virus, DCHBV) boviilt [1].

A virus elsé izolalasat kovetden olyan felmérd vizsgalatot végeztek teljes vérmintakbol
PCR segitségével, amely a hepadnaviruson kiviil a FIV-re is kiterjedt. A vizsgalat pozitivitast
mutatott 60-bol 6 (10%) FIV-fertézott €s 63-bdl 2 (3,2%) FIV-mentes macskabol szdrmazo
minta esetében, igy az 0sszesitett prevalencia 6,5%-nak (8/123) adodott. Az eredmények tehat
azt mutattdk, hogy magasabb prevalenciaval volt kimutathatdé a hepadnavirus a FIV-vel
egyarant fert6zott macskakbol. Késobb azt is megallapitottak, hogy a virus genomja 3187 bp
méretii (5. abra), valamint - a tobbi orthohepadnavirushoz hasonl6éan - négy egymast atfedd

ORF-t kodol a polimeraz (P), a felszini (S), a mag (C) és az X fehérjék szamara [1].

2,400 — — 800

Polymerase protein: 837 amino acids
Surface protein: 381 amino acids
Core protein: 218 amino acids

X protein: 145 amino acids

5. abra: A DCH genomjanak sematikus abraja az egyes virusfehérjék helyzetének és

crer
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3.3.4.2. Olasz eredmények

2019-ben Lanave ¢és munkatarsai 390 macskatol szdrmazd szérummintaban keresték
RT-PCR segitségével a DCH-t, amely a mintdk 10,8%-abol (n=31) volt kimutathato,
méghozzéd szignifikdnsan magasabb prevalencidval (17,8%) a klinikailag fert6z6 betegség
tiineteit mutatd egyedek mintaibol. Tobb, a DCH-ra pozitiv allat esetében a biokémiai
laboratoriumi vizsgéalatok sordn madjparaméter emelkedést tapasztaltak. Figyelemre méltd
eredménynek szamitott, hogy a pozitiv mintak kozel felében (n=14/31, 45,2%) retrovirus
(FIV ¢és/vagy FelLV; feline leukaemia virus) ko-infekcio volt kimutathaté. A virussal valo
fert6zottség nemek, illetve korcsoportok szerinti eloszlasaval kapcsolatban nem tapasztaltak
szignifikans eltéréseket [2].

Capozza ¢és munkatéarsai két DCH-pozitiv macska hosszu tava (4,5 és 11 honapos)
megfigyelésével és rendszeres PCR-vizsgalatdval bizonyitottdk 2021-ben, hogy a humén
HBV-fertézéshez hasonléan a DCH okozta fertdzés is képes kronikus megbetegedést
eléidézni. Az egyik allat a kronikus méjelégtelenség egyes klinikai tiineteit (letargia, sargasag,
emelkedett ALT szérumaktivitds) is mutatta a vizsgalatok alatt. Mindenképpen meglepd
eredménynek szadmitott, hogy a DCH-val fert6zott macskak megfigyelése sordn a szajliregi-,
a kotOhartya-, a preputialis és a rektalis tamponok tobbszori ismételt PCR-vizsgalata minden
esetben negativnak bizonyult [49].

Scavone ¢s munkatarsai 2022 0Oszén publikaltdk azon retrospektiv vizsgalatuk
eredményét, melyben 96 olyan macskaktdl szarmazo vérszérumot vizsgaltak, amelyeknél
legalabb az ALT (alanin amino-transzferdz) vagy az ALKP (alkalikus-foszfataz)
szérumaktivitdsat megmérték a diagnosztikai vizsgalat kezdetén. A vérbiokémiai eredmények
alapjan a majbetegség valosziniisége szerint kategorizaltak (nincs, alacsony, kdzepes, magas)
a betegeket, majd RT-PCR, valamint szekvenalas segitségével probaltak kimutatni a DCH
jelenlétét. A vizsgalat soran Osszességében 44 macskanal figyeltek meg potencialis
majkarosodasra utal6 elvaltozasokat, gondolva itt az alacsony (n=14), a kdzepes (n=10) és a
magas (n=20) kategoridkba besorolt allatokra. Négy macskabol szarmazd minta (4,2%) volt
DCH-pozitiv, ebbdl kettd az alacsony, egy a kdzepes, mig szintén egy a nincs kategdridba
tartozott. Erdekes, hogy a DCH-t nem mutattik ki egyetlen olyan macskabol sem, amelyet
korabban a magas kategoriaba soroltak. A vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy bar a DCH
patogenitasat még tisztazni kell, viszont ezek az eredmények mindenesetre azt sugalljak, hogy
a DCH-vizsgalatokat nem szabad kizarolag a madjbetegségekkel potencialisan

Osszeegyeztethetd biokémiai elvaltozasok jelenlétére alapozni [50].
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Fruci és munkatdrsai 256 - életkor szerint kategorizalt - macska szérummintajat
vizsgaltadk a DCH rekombindns magantigénjén (DCHc) alapul6 ellenanyag-kimutatdo ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) teszttel. A vizsgéalatok soran mind a szeropozitiv, mind
a szeronegativ egyedektdl szarmaz6 mintakbol RT-PCR segitségével probaltak kimutatni a
virus DNS-ét. Az eredményeiket 2022 szeptemberében publikaltak, miszerint a specifikus
ellenanyagokat (IgG ¢és IgM anti-DCHc) a vizsgélt mintdk 25,0%-4abol (64/256) tudtak
kimutatni. Mindenképpen szemet szir6 eredménynek szamit, hogy a vizsgélataik soran azt
tapasztaltdk, hogy a szeropozitiv macskék 35,9%-a (23/64), a szeronegativok pedig 1,0%-a
(2/192) volt PCR-pozitiv. Az a megfigyelés, hogy a szeronegativ macskdk minddssze
egyharmadébdl lehetett kimutatni a virus DNS-¢ét arra utalhat, hogy a DCH-fert6z¢s az esetek

egy részében szubklinikai (inapparens) formaban jatszodik le [51].
3.3.4.3. Thaifoldi eredmények

2020-ban a DCH thaifoldi elofordulasat 209 véletlenszeriien kivalasztott, valamint
15 majkarosodassal diagnosztizalt macska szérum- ¢s majszovet-mintdjanak PCR-
vizsgalataval mérték fel. Piewbang és munkatarsai azt tapasztaltak, hogy a DCH-fert6zés
prevalenciaja magasabb volt a majszdvet-mintakban, mint a vérmintakban. A véletlenszeriien
kivalasztott szérummintak 12,4%-a (26/209), mig a majkarosodassal diagnosztizalt macskak
szérum- ¢és majszovetmintdinak 20%-a (3/15) volt PCR-pozitiv. Tovabba a thaifoldi
kutatocsoport is megerdsitette, hogy Osszefliggést talaltdk az immunszupressziv hatasa
retrovirusok okozta fertdzések, valamint a DCH-fert6zés kozott. A DCH-pozitiv mintak koziil
57,7% volt FIV-pozitiv, 11,5 % volt FeLV-pozitiv, mig 3,8% volt pozitiv mindkét
retrovirusra. A kutatds sordn egy feltételezhetden rekombinans DCH torzset is felfedeztek,
vizsgalataik alkalmaval kimutattak a DCH jelenlétét a majtol eltérd szervekben (pl. sziv, tiido,
1ép, vesék, belek), valamint ezen szervek szisztémas gyulladasos elvaltozasait (pl. hepatitist,
majfibrozist, glomerulonefritiszt, limfohisztiocitds enteritiszt, hisztiocitds limfoadenitiszt)

IHC segitségével [3].
3.3.4.4. Malij eredmények

Anpuanandam ¢és munkatarsai 253 egyedbdl szarmazdé majszovet-mintat vizsgaltak,
ebbll 87 esetben parositott majszovet- és vérminta allt rendelkezésre. A vizsgalt mintak
12,3 %-a (n=23) bizonyult DCH-pozitivnak. A vizsgalat soran tobb érdekességre deriilt fény.
Egyrészt, az emelkedett ALT értékkel rendelkezé macskdk szignifikansan nagyobb
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valoészintiséggel voltak DCH-pozitivak (52,2%, p=0.012). Maésrészt, a kimutatdsi arany
szignifikansan magasabb volt a tarsallatként tartott macskak (n=24/145, 16,6%), mint a
menhelyi macskadk esetében (n=7/108, 6,5%). Harmadrészt, azon macskékban, amelyek
majszovetébdl izolalhatd volt a DCH, nem feltétleniil volt jelen virémia, s6t — a thaif6ldi
kutatashoz hasonldan [3] — a majszdvet-mintdk esetében magasabb volt a DCH kimutatasi
arany a vérmintakhoz képest (n=13/87, 14,9%). A teljes genomszekvencia elemzésbdl az
dertilt ki, hogy a malajziai DCH-t6rzs — amelynek a genommeérete 3184 bp — 98,3 és 97,5 %-

os nukleotid azonossaggal rendelkezik az ausztral, valamint az olasz torzsekkel [4].
3.3.4.5. Brit eredmények

2019-ben Pesavento ¢és munkatarsai publikdltdk azon kutatdsuk eredményét, melyben a
DCH-fert6z¢és, valamint a macskdk kronikus hepatitise (CH) ¢és hepatocellularis carcinoméja
(HCC) kozti Osszefiiggést vizsgaltik négy orszagbol (Amerikai Egyesiilt Allamok, Egyesiilt
Kiralysag, Ausztralia, Uj-Zéland) szarmazo formalin-fixalt majbiopszias mintak felhasznalasaval.
A PCR-vizsgalatok soran a CH-val diagnosztizalt macskakbol szdrmazé mintak 42,9%-abol
(6/14), mig a HCC-ben szenvedd egyedek mintdinak 27,6%-abol (8/29) tudtak kimutatni a DCH
jelenlétét. A vizsgalatuk eredménye 0sszefliggést mutatott ki a DCH-fert6z¢és, valamint — a human
hepatitis B megbetegedéssel kapcsolatban leirt elvaltozasok —a CH, illetve a HCC k6zott [5].

Korabban mar beszamoltak réla, hogy a HBV ¢és a hepatitic C virusok kozotti
ko-infekcié noveli az uveitis kockazatat az emberekben [52]. Jeanes és munkatarsai
(2022) 65 endogén uveitisben szenvedd, illetve 43 egészséges kontroll macskatol szarmazo
vérmintat vizsgalt RT-PCR-rel a DCH jelenlétének kimutatdsa céljabol. Az endogén
uveitisben szenvedd macskak vérmintai koziil 3,08% (2/65) volt PCR-pozitiv, mig a kontroll
csoportban nem tudtdk kimutatni a virus jelenlétét. A vizsgalatok soran nem tapasztaltak

szignifikans eltérést a két csoport eredményei kozott [53].
3.3.4.6. Japan eredmények

Egy kozelmultban végzett, PCR-alapt vizsgalat alkalmaval 139 lakasban tartott macska
vérmintajanak felhasznaldsaval 1 DCH-fert6zott egyedet (0,78%) azonositottak Japanban.
A pozitiv minta egy 17 éves ndstény macskdbdl szarmazott, akinél akut neuropatiat és
tartdsan emelkedett ALT-aktivitast allapitottak meg az elhullasait megelézéen. A PCR-
vizsgalat elott 1 évvel splenectomidt végeztek az allatndl, majd hizdsejtes daganattal
(mastocytoma) diagnosztizaltdk, ami miatt CCNU (lomustine) terapiaban részesiilt. Az ALT-
aktivitds kronikus emelkedésének okaként nem zarhaté ki a kemoterdpia, viszont az is

lehetséges, hogy azt a DCH-fertdzés idézte eld. Az is eléfordulhat, hogy a kezelés okozta
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immunszupresszid hozzdjarult a fertdzés kialakuldsdhoz. A macska koreldzménye alapjan az
allat az orszagban sziiletett, korabban nem voltak egészségiigyi problémai, illetve nem utazott
a tengerentulra. Ezen tulmenden a filogenetikai vizsgalat soran, az X-fehérje szekvencia-
elemzése kimutatta, hogy a virus genetikailag kiilonb6zott a mas orszagokban el6fordulo
torzsektol. Az utobbi informacidk arra utalnak, hogy az éallat nagy valoszinliséggel Japanban
fert6zédott a DCH-val. A korabbi publikéaciokkal ellentétben ezzel az esettel kapcsolatban

nem volt igazolhatd FIV- és/vagy FeLV-tarsfert6zés [6].
3.3.4.7. Amerikai eredmények

Stone és munkatarsai 2022 szeptemberében publikaltak kutatdsuk eredményét, miszerint
képest - egy meglehetdsen alacsony (0,2%) DCH-prevalenciat allapitottak meg. A vizsgalatuk
soran a rendelkezésre all6 496 mintabol mindossze egyetlen minta bizonyult pozitivnak a
DCH-ra, mind hagyomanyos, mind real-time PCR-rel vizsgdlva. Az alacsony prevalencia
pontos oka nem ismert, viszont a szerzok feltételezik, hogy a kiillonboz6 régiok eltérd
tenyésztési eljarasai, allatorvosi gyakorlata, valamint a macskék viselkedésében tapasztalt
kiilonbségek fontos szerepet jatszhatnak a kronikus DCH-fert6zés prevalenciajaban tapasztalt
teriileti kiilonbségekben. Mindenképpen kiemelendd, hogy az 56 majlymphomaval
diagnosztizalt allatbol szarmazd egyetlen majszovetmintabol sem tudtdk izoldlni a DCH-t,
valamint a retrovirusokkal valé ko-infekcid6 sem volt igazolhatd, annak ellenére, hogy a
vizsgalat soran 58 FIV- és 57 FeLV-fertdzot allatbol szarmazo mintat is vizsgaltak. A teljes
genomszekvencia-elemzés soran megallapitottdk, hogy a vizsgdlat sordn izolalt torzs
kozelebbi rokonsdgban 4ll a HBV-vel, mint a denevérek hepadnavirusaival.
Ennek koszonhetden valdszintitlen - az a korabbi feltételezés -, hogy a DCH egy gazdavaltas
soran keriilt a denevérekrdl a macskakra. Tovabbi érdekes felfedezés volt, hogy az izolalt
virus egy olyan deléciés mutans volt, ami a delécid sordn — az epszilon-szekvencia kiesése
miatt — valdsziniileg elvesztette replikacids képességét [7].

3.3.5. Kutya hepadnavirustorzsek

Diakoudi ¢s munkatarsai feltételezték, hogy - a hazi macskakhoz hasonloan - a hazi
kutydk (Canis lupus familiaris) is hordozhatnak hepadnavirusokat, igy kutatdsuk soran
Osszesen 635 kutyatdl szarmazd szérummintdban vizsgaltdk a viruscsalad jelenlétét

Olaszorszagban. A vizsgalataikhoz sziikséges mintaanyagot két, Puglia régioban talalhaté

allatorvosi diagnosztikai laboratorium bocsatotta a rendelkezésiikre. Az eredményeiket
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2022-ben publikaltdk, miszerint a vizsgalt szérummintak 6,3%-abodl (40/635) volt kimutathato
egy Uj hepadnavirus RT-PCR segitségével, ami - az izolaciét kdvetden - a domestic dog
hepadnavirus (DDH) nevet kapta. A filogenetikai vizsgalatok soran megallapitottak, hogy az
izolalt torzs szoros genetikai rokonsagban 4ll mind az olasz (98%-o0s nukleotid-azonossag),
mind az ausztral (96,9%-o0s nukleotid-azonossag) referencia DCH-torzsekkel (ITA/2018/165-
83 ¢és Sydney 2016 torzs). A DDH-fertdzott egyedek 96%-a (38/40) volt id6sebb egy, mig
57%-a (23/40) hét évesnél, tovabba 70%-a (28/40) kan volt. Mindossze 23 PCR-pozitiv
kutyabol alltak rendelkezésre széleskorti hematologiai és biokémiai vizsgalati eredmények,
amelyek elemzésébdl kideriilt, hogy 47,8%-uk (11/23) esetében emelkedett ALT és/vagy AST
(aszparaginsav-transzamindz), valamint 60,8%-uk (14/23) esetében emelkedett ALKP
aktivitast mértek. A kutatds sordn annak lehetdségét is vizsgaltak, hogy a kutydk egyik
potencialisan immunszupressziv allapota, a Leishmania spp. okozta fertdzés Osszefiiggésbe
hozhato-e a DDH-fertézéssel, gy, mint ahogy azt az immunszupressziv hatast
retrovirusokkal kapcsolatban megfigyelték az emberek és a macskak esetében [4]. Utobbival
kapcsolatban viszont azt az eredményt kaptak, hogy kézel megegyezd aranyban rendelkeznek
Leishmania-specifikus ellenanyagokkal a DDH-fert6zott egyedek (12/40; 30%), mint a
vizsgalt populacio tagjai (170/635; 26,7%). A szerzék felvetik a hepadnavirusok gazdafajok
kozti atvitelének lehetdségét a ragadozok (Carnivora) kozott, viszont ennek a hipotézisnek a
bizonyitasa tovabbi vizsgalatokat igényel [54].

Nem sokkal az elsd izolacidt kovetden, 2022-ben Choi és munkatarsai is publikaltak
kutatasi eredményeiket, melyben a DDH szerepét vizsgaltdk a kutyak idiopathicus kronikus
majgyulladdsdnak (CH) ¢és hepatocellularis karcinomdjanak (HCC) koroktanaban.
501 kutyabol gytijtott teljes vérmintat, valamint 101 — vagy CH-val (47/101) vagy HCC-vel
(54/101) diagnosztizalt egyedekbdl szarmazd — majbiopszids mintat vizsgaltak meg Hong
Kongban. Mig a vérmintak minddssze 0,4%-abol (2/501) tudtak kimutatni a DDH jelenlétét
RT-PCR segitségével, addig egyetlen bioptatumbol sem sikeriilt izolalni a virust [55].

Az eddigi vizsgaltok alapjan elmondhato, hogy annak eldontése, hogy a kutydkban
milyen jelentdséggel bir a DDH-fert6zottség minden bizonnyal tovabbi vizsgalatokat igényel,
mindenesetre az eddigi eredmények alapjan valosziniisitik, hogy a kutyak esetében a CH ¢és a

HCC koéroktanadban nem jatszanak szerepet a hepadnavirusok [55].
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4. Anyag és modszer
4.1. Mintagyiijtés

A vizsgalataink targyat képez6 mintaanyag gyljtése 2020 majusa €s 2021 augusztusa
kozott tortént. A kutatadsunk soran vizsgalt hazi macskapopulaciot a fenti mintagytijtési
idészak alatt az Allatorvostudomanyi Egyetem (ATE) Kisallatklinikajara érkezd beteganyag
képezte. Ezen id0szak alatt sszesen 305 olyan EDTA-val alvadéasban gatolt, teljes vérmintat
bocsatottak rendelkezésiinkre az ATE Kiséllatklinikajanak munkatarsai, amelyek megfeleldek
voltak a vizsgalatainkhoz.

A vizsgalt populaciobol a kutatdsunkhoz kizardlag azon macskdk vérmintdinak
maradékat hasznaltuk fel, amelyek esetében a betegellatds, valamint a differencial-
diagnosztika soran a laboratérium széleskori hematologiai és biokémiai vérvizsgalatokat
végzett (a vérkép-vizsgalat mellett legalabb az alap majparaméterek vizsgalata is megtortént).

A mintagyiijtési idészak alatt levett teljes vérmintikat az ATE Korélettani és
Onkologiai Tanszékének laboratoriumaban 1-3 napig 4°C-on taroltdk. Ezt kdvetden a
vizsgalatainkhoz megfelelé mintak atkeriiltek a laboratoriumbél az ATE Patologiai
Tanszékére. A tanszékre vald beérkezésiiket kovetden, a mintdkat a késébbi
beazonosithatosag, illetve nyomon kovethetdség érdekében feliratoztdk és sorszamoztak,
majd az altalunk végzett vizsgalatokig mélyfagyasztassal, -80° C-on taroltak.

A vizsgalatainkhoz sziikséges vérvizsgalati eredményeket, valamint az egyedek
korelézményi adatait, a fiziklis és kiegészitd vizsgalati eredményeit az ATE

Kisallatklinik4janak praxisnyilvantartd programjabol (Doki For Vets) kerestiik ki.
4.2. A nukleinsav kinyerése

A minta-elokészités sordn a rendelkezésiinkre bocsatott Osszes minta esetében a
nukleisav extrakciojat végeztiik el. A kinyeréshez a QIAamp cador Pathogen Mini Kit-et
(Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk, amely jelent6sen leegyszeriisiti a virdlis RNS,
DNS ¢és bakterialis DNS izoladlasat az allati mintdk széles spektrumdbdl, akar a higitatlan
teljes vér-, szérum-, tampon- és szovetmintaknal is [56].

A mintakat QIAcube Connect automata (Qiagen) dolgozta fel, amely beépitett tizenkét
mintahelyes ultracentrifugaval, illetve keverd termosztattal (thermo shaker) rendelkezik.
A berendezésben sokféle, szilika membran alapt, spin oszlop rendszerti, nukleinsav (DNS,

RNS), valamint fehérje izoldlasara alkalmas kit helyezhetd el. Az izolalt nukleinsavak az
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extrakciot kovetden szekvencia, illetve génexpresszids analizisre, tovabba genotipizalasra,
az izolalt fehérjék pedig proteomikai analizisre hasznalhatdak [57].

A teljes nukleinsav-kinyerési folyamat négy {6 1€pésbdl all (6. abra). Az extrakcio
kezdetén a vérmintdinkhoz AVL puffert adtunk, aminek hatdsara - a benne 1évd proteinaz K
segitségével - az inkubacid alatt a vérmintdban 1évé sejtes alkotoelemek szétesnek.
Ezt kovetden a nukleinsav megfeleld kinyerésének érdekében, a sejthartya tovabbi roncsolasat
a vérmintainkban, tomény (96%-os) etil-alkohol hozzaadasaval értiik el. Az utobbi eljaras
kovetkeztében a felszabaduld nukleinsav a szepardld oszlop szilika membranjahoz
kapcsolodott. A kinyerés harmadik szakasza a mosasi fazis volt, melynek folyamédn AW1 és
AW?2 oldatok alkalmazésaval eltavolitottuk a kiilonféle maradvanyanyagokat — amelyek fals
eredményeket idézhetnének eld a reakcid soran — a szilika membranok feliiletérol.
Befejezésképpen a szilika membranrol elucios puffer segitségével Eppendorf csovekbe
oldottuk az izolalt nukleinsavat, amelyet ilyen formaban -80°C-on taroltunk a tovabbi

vizsgalatokig.

A 96%-0s etanol Az AW és AW?2 Az elcios puffer
Lo sl oldatok segitségével
sejthartya tovabb alkalmazasaval leoldjuk a
roncsolédik, a eltavolitjuk a szilikamembranrol
' szilikamembranok az izollt
el diles n feliiletérol a nukleinsavat.
szilikamembranhoz | kilonféle

kapcsolodik. maradvany-
anyagokat.

Az AVL puffer
hatdsara a
vérminta
sejtes alkotoi

§ nukleinsav
szétesnek.

6. abra: A nukleinsav kinyerési folyamat sematikus attekintése
4.3. Polimeraz-lancreakcio

A polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction, PCR) a molekularis biologia

egyik legszélesebb korben alkalmazott eljardsa, amelyet a DNS egy kis darabjanak (target
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DNS szekvencia) enzimatikus amplifikéldsdra hasznalnak analizis céljabol. Maga a target
DNS szakasz lehet egy nem kodolo régid, de akar egy gén vagy annak egy részlete is, amely

méretét tekintve rendszerint kisebb, mint 10 kilobazis (kb) [58].
4.3.1. Jelentoség

A molekularis biokémiai modszerek alkalmazasanak sokféle célja van az
allat-egészségligyben. Lehetdveé teszik a valtozatos bioldgiai mintakbodl a kiilonféle patogének
orokitdanyaganak (DNS, RNS) kozvetlen detektalasat. Segitséget nyujtanak a kérokozo
lehetdségét a kiilonféle latens fertézések (pl. herpeszvirusok esetében), illetve a gazdaallat
genomjaba integralodott provirusok (pl. retrovirusok esetében) kimutatdsanak. Biztositjak a
nukleotid sorrend meghatarozdsa révén a virustdrzsek és -tipusok azonositdsat, illetve
rokonsagi fokanak megallapitasat. Mindezeket Osszegezve elOsegitik a jarvanytani
nyomozast.

A PCR eljaras legfobb eldnyei tobbek kdzott annak gyorsasaga, nagyfoku szenzitivitasa
¢s specificitasa, valamint a tobb minta egyidejii feldolgozdsanak lehetdsége, tovabba a
folyamat teljes automatizalasanak Iehetdsége. A moddszer hatrdnya annak nagyfokt
érzékenységébdl adodik, amely tulajdonsdga miatt a kontaminacio elkeriilésére mindig
fokozottan tigyelni kell a téves eredmények megel6zése érdekében. Tovabbi hatranyként
emlithetd az eljarashoz hasznalt berendezések magas ara, illetve a szakképzett munkaerd

sziiksége.
4.3.2. Vizsgalhato mintak, mintaelokészités

A mddszer szinte minden bioldgiai minta vizsgalatara alkalmazhato, Ggy, mint a vér-
(alvadasban gatolt vagy nem gatolt), tampon- (orr-, 1égcsd-, klodkatampon), szerv- (m4j, 1ép,
vese, tiidd, agyveld, magzatburok-, stb.), magzat-, bélsar-, vizeletminta, stb.

Bizonyos mintak (pl. szovetek, szervek) esetében a vizsgalatok megkezdése elott
elengedhetetlen azok homogenizalasa. Vérmintdk esetében erre nincs sziikség.
A homogenizalast napjainkban mar legtobbszor automata homogenizald robottal végzik,
kordbban a dorzsmozsar ¢s kvarchomok segitségével torténd kézi homogenizalast
részesitették elonyben. A minta megfeleld részeébdl kimetszett kb. borsoényi darabkat olyan
Eppendorf-csébe helyezik, amelyben acélgolydk vannak. A berendezés az acélgolydkra

kifejtett kavitacio segitségével roncsolja, majd homogenizalja a mintakat.
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4.3.3. Sziikséges anyagok

A PCR-reakcid lejatszodasahoz szamos anyagra van sziikségilink. Elséként a PCR-csObe
kell tolteniink a mintankbol kivont templdt DNS-t, amelyet amplifikalni szeretnénk.
Ehhez hozzé kell adnunk nagy feleslegben a primereket, azaz a két olyan oligonukleotidot
(rovid, egyszala DNS-darabot), amelyek kozrefogjdk az amplifikdlni kivant templat
DNS-t, mivel megegyeznek annak elejével (5' vég) €s végével (3' vég), igy meghatarozzak
azt. A reakcidelegyhez kell adnunk azon dezoxiribonukleotid-trifoszfatokat (dNTP),
amelyekbdl az Gjonnan szintetizalt DNS-lanc felépiil, valamint azt a termostabil DNS-
dependens DNS-polimerdz enzimet (Taq polimerdz), amely magat a szintézist elvégzi. Ezen
felil egy specialis pufferre is sziikségiink van, ami az enzim megfeleld miikodését biztositd
kémiai kornyezetet biztositja. A puffer féleg Mg* -ionokat - amelyek az enzim miikodéséhez,
valamint a dANTP-k stabilizaciojahoz elengedhetetlenek —, illetve vizet — amely a legtobb
kémiai folyamat (pl. a kondenzacid) végbemeneteléhez nélkiilozhetetlen - tartalmaz [58].

Az izolalt nukleinsavak 6sszemérése a PCR-reakciohoz sziikséges eleggyel torténhet
kézzel vagy automata pipettdzd robot segitségével. A vizsgalataink soran a reakcioelegy

0sszemérését manualisan végeztiik.
4.3.4. Lépések

A folyamat egy PCR késziilékben zajlik. Ez a berendezés valdjaban egy specialis
termosztatként foghato fel, ami a vizsgéalatot végzd személy altal eldre beallitott
paramétereknek megfeleléen szabalyozza az eljaras kiillonb6zd szakaszainak homérsékletét és
iddtartamat az egyes ciklusokon beliil. A polimeraz lancreakcié alapvetden harom, kiilonb6zo
hémérséklet és idé paraméterekkel rendelkezd 1épés, ciklikus ismétlédésével halad eldre.

A kiilonboz6 vizsgalatok soran leggyakrabban 25-45 ciklus lejatszodéasaval
amplifikaljak a target DNS szakaszt. Ennek segitségével exponencidlis ndvekedést lehet
elérni (pl. a 25. ciklus végén kb. 3,36x10’-szeres), mivel minden egyes ciklusban
megkétszerezddik a vizsgalt DNS mennyisége [58].

A berendezés eldszor kb. 94-96°C-ra melegiti fel a reakcioelegyet, aminek hatasara - a
DNS-szalakat 0sszekapcsold hidrogén-hidak felbomlasa miatt - megtorténik a kétszalu
templat DNS denaturacidja, egyszalt DNS-lancokka.

Ezutan kovetkezik a kapcsolddasi (annealing) 1épés, amikor a késziilék kb. 45-60°C-ra
(4n. hibridizaciés hoémérséklet) hiiti vissza a reakcioelegyet, aminek kovetkeztében
megkezdddik a szétvalt DNS-szalak ismételt Osszekapcsoldddsa a komplementaritas elve

szerint. Ebben a fazisban nyilik lehetdség arra, hogy a vizsgalatok sordn hasznalt primerek a
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templat DNS veliik komplementer szakaszahoz kapcsolodjanak. A kapcsolddasi hdmérséklet
altalanossagban elmondhat6, hogy a legtobb esetben kb. 5°C-kal azok olvadéasi hdmérséklete
(Ty, melting temperature) alatt taldlhato. Ha a beallitott homérséklet tul magas, ugy a
primerek nem képesek a templat DNS-hez ko6tddni, ha pedig tal alacsony, akkor viszont nem
specifikus helyekre is bekotddhetnek, aminek kdvetkeztében fals termékeket hozhatnak 1étre.

Végiil a berendezés ismét emeli a hdmérsékletet, kb. 72°C-ra, mivel ez a hdmérséklet az
optimalis a Taq polimeraz miikdéséhez. Ennek kdvetkeztében ebben a szakaszban torténik a
DNS-szintézis, azaz az elongéacio. Utdbbi folyamat az annealing fazisban bekapcsolddott
primernél kezdddik, majd végigmegy a DNS-szalon.

Az utolsoé 1épést kovetden a késziilek ismét kb. 94-96°C-ra melegiti fel a reakcioelegyet
¢s a ciklus kezdddik elolrdl.

Amennyiben a vizsgalt korokoz6 nukleinsava RNS (az RNS virusok esetében), tigy a
PCR-reakcio elott el kell végezni az RNS atirdsat komplementer DNS-sé (cDNS) reverz
transzkriptaz enzim segitségével. Ilyen esetekben a PCR-reakcid sordn az Aatiras
eredményeként kapott cDNS alkalmazhat6 templatként. Napjainkban mar elérhetdek
ugynevezett One-Step PCR Kkittek, amelyek hasznélataval egy 1épésben elvégezheté mind az

atiras, mind a PCR-reakcio.

4.3.5. Modszerek
4.3.5.1. Hagyomanyos PCR médszer

A hagyomanyos PCR eljaras esetében, a megfeleld szamu ciklus lezajlasat kovetden, a
termékek (az amplifikalt target DNS szakaszok) detektalasdhoz agardz gélelektroforézist
haszndlunk. A modszer 1ényege, hogy mivel a DNS-molekuldk negativ toltésiiek, emiatt
elektromos térben a pozitiv pdlus irdnyaba vandorolnak. A gélben a kiilonb6z6 molekuldk
eltér6 sebességgel futnak a méretiiktél fliggéen, ennek kovetkeztében az eltérd
molekulatdmegli molekuldk mas és mas tavolsagot tesznek meg a gélben a futtatas soran.

Az eredmények kiértékeléséhez egyrészt a DNS-molekulakat specidlis interkalalodo,
fluoreszcens festékekkel (pl. etidium-bromid, EtBr) kezeljiik, aminek hatasara ultraibolya
(UV) fényben lathatova valnak. Masrészt sziikséglink van ismert molekulatomegli (marker)
DNS-molekuldkra (pl. egy pozitiv kontrollra), amik segitségével hozzéavetdlegesen meg

tudjuk hatarozni a reakcio soran kapott termékek méretét [58].
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4.3.5.2. Real-time (RT) PCR modszer

A valos idejii (real-time) PCR eljaras esetében a termékek detektalasahoz kiilonféle
— a fluoreszcencia mértékét kvantitativ mdédon mérd — fluorometrias eljarasokat kovetden,
olvadéasi goOrbe analizist haszndlunk. Ennek a lehet0ségét az teremti meg, hogy a
DNS-molekula olvadaspontja vagy olvadasi hémérséklete (T,) aranyos egyrészt annak
hosszaval, masrészt annak nukleotid dsszetételével (G-C aranyaval) [59].

A modszerhez sziikségiink van vagy egy interkalalédo, fluoreszcens festékre
(pl. SYBR Green) vagy pedig egy hibridizacidos probara (pl. TagMan proba), amik
segitségével (a fluoreszcencia mérése segitségével) valdos idében tudjuk detektalni
a reakcioelegyben jelenlévé - a PCR reakcio termékeként keletkezd - dsDNS (duplaszala
DNS, double stranded DNS) mennyiségét. Ennek kovetkeztében a PCR-reakcidoval egy
idében (valos idoben) kovethetjiik az eredményeket [60].

A SYBR Green nem specifikus moédon interkalaloédik, azaz ,,belekét” a dsDNS-be,
mig a ssDNS-hez (szimplaszali DNS, simple stranded DNS) nem képes hozzdkapcsolodni.
A dsDNS-be kotédve monokrom (530 nm hulldmhosszusagl), fluoreszcens fényt emittal.
Az igy létrejovo fluoreszcencidt mérni tudjuk, a fluoreszcens jel mértéke pedig aranyos a
reakcio termékeként keletkezett dSDNS mennyiségével [61].

A hibridizéacios probak soran egy hibridizald (proba) primert adunk a reakcidelegyhez
a két hagyoményos primer mellé. A hibridizalé primer a masik kettd kozott kotddik a
ssDNS-hez a szdmara megfeleld szakaszon. A primer végeihez jelzések kapcsolodnak, egyik
végéhez egy fluorokrom festék (reporter), mig masik végéhez egy kioltd (quencher) molekula.
Abban az esetben, ha ez a két jelzés egymashoz kozel helyezkedik el (ép a proba), akkor a
kioltd elnyeli a fluorokrém altal emittalt fényt, aminek kovetkeztében nem detektalhato
fluoreszcencia. A 3’ végen modositott hibridizacios primert a Taq polimerdz nem tudja
meghosszabbitani, helyette 3’—5” exonukleazként szétbontja, aminek kovetkeztében a kioltd
eltdvolodik a fluorokrémtol, igy bekovetkezik a fluoreszcencia [62] [58].

Altalanossagban elmondhatd, hogy a nem specifikus, interkaldlodé festékekre épiild
RT-PCR vizsgélati mddszerek kevésbé specifikus eredményt adnak, mint a hibridizacios
probak segitségével mikodok.

Mindezeket 0Osszefoglalva kijelenthetd, hogy a RT-PCR modszer eldnye a
hagyomanyos modszerrel szemben, hogy kvantitativ, azaz mennyiségi eredményt ad, tovabba
specifikusabb és érzékenyebb, valamint nagyobb mintaszamok kezeléséhez idedlisabb, illetve

konnyen automatizalhat6.
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4.3.6.0lvadasi gorbe analizis

Az olvadasi gorbe analizishez a PCR-reakciot kovetden a reakcioelegyet a berendezés
— a reakcio elsd 1€épéséhez hasonldan — kb. 95°C-ra melegiti. Ennek hatasara a termék, azaz a
dsDNS szalai denaturalodnak, aminek hatasara a szalak kozé bekotodott fluoreszeens
festékmolekulak kiszabadulnak. Az wutobbi folyamat kovetkeztében a fluoreszcencia
mértékében egy csokkend tendencia figyelhetd meg, amit detektdlni tudunk.
Ha a reakcidelegyben a specifikus termékek mellett nem-specifikus termékek is talalhatoak,
akkor — az eltérd olvadaspont-értékek miatt — az analizis soran szamos fluoreszcencia
csokkenés lathatd. Ezzel szemben, ha az elegyben kizardlag a specifikus termék talalhato,
akkor egyetlen hirtelen fluoreszcencia-csokkenés tapasztalhato [59].

Egy adott DNS-molekula olvadaspontjanak (Ty,) azt a hdmérsékleti értéket tekintjiik,
ahol a DNS-molekuldk 50%-a mar denaturalddott (szétvalt). Ennek pontos értéke szamos
tényezotol fiigg (pl. molekula mérete, bazisok aranya, egyéb szekvencidlis kiilonbségek),
viszont jellemzd az adott termékre [59].

Az analizis sordn az egyes olvadaspontok 0sszehasonlitasdval meghatarozhatjuk, hogy
a vizsgalt kérokozo nukleinsava benne volt-e a mintankban. A modszer a kiilonféle patogének
orokitdanyaganak kozvetlen detektdlasan kiviil szamos egyéb vizsgdlatra is lehetdséget
biztosit (pl. genotipus meghatdrozasa, alacsony és magas patogenitasu torzsek elkiilonitése,
stb.).

A gorbének az Gn. exponencidlis fazisaban vagyunk képesek megmérni a mintakban
1évé DNS-mennyiségek kozotti relativ kiilonbséget. Ezen fazis meghatarozasdhoz egy
kiiszobértek bedllitdsara van sziikségiink, amelyet megtehetiink manualisan vagy
hasznalhatjuk a berendezés szoftvere altal automatikusan javasolt értékét [58].

A kiiszobérték alatt azt a pontot értjilk, ahol a minta altal leadott fluoreszcencia
(fluoreszcens jel) intenzitasa meghaladja a hattérét. Ennek segitségével az analizis sordn
meghatarozhat6 az un. Ct érték, ami azt a ciklusszamot jelenti, ahol az adott mintdhoz tartozé
olvadasi gorbe eléri a kiiszobértéket. Ha egy ismert kdpiaszami mintabol standard higitasi
sort készitlink, majd megvizsgaljuk a hozza tartozd Ct értékeket, akkor a mintdban 1&vo

specifikus termékhez tartozo kdpiaszamot is meghatarozhatjuk [58] [61].
4.4. Sajas PCR-vizsgalat

A vizsgalataink sordn RT-PCR segitéségével mutattuk ki a rendelkezésiinkre bocsatott

vérmintakbol a DCH jelenlétét. A reakcio soran a Qiagen altal fejlesztett QuantiNova SYBR
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Green RT-PCR kit segitségével vizsgaltuk a mintdkbol kivont virdlis eredeti DNS-t,
a cég Rotor-Gene Q PCR berendezésével [63] [64].

A reakcidelegylink tervezése soran a gyartdi utasitasban szerepld recepturat vettiik
figyelembe. Az altalunk Osszeallitott reakcioelegy mintdnként 10 pl QuantiNova SYBR
Green RT-PCR Master Mixet, 4 pl RNaz-mentes desztillalt vizet, 2-2 pl forward és reverz
primert tartalmazott minden cs6ben, amihez 2 pl templatot adtunk, igy az elegy végtérfogata
minden csében 20 ul volt (7. abra). A vizsgélataink sordn az Aghazadeh és munkatarsai
publikécidjaban (2018) szerepld primereket alkalmaztuk: Hgap-forward
(5'-GTGCTCTGATAACCGTATGCTC-3") és Hgap-reverse
(5'-CTAGAATGGCTACATGGGGTTAG-3") [1].

Az amplifikdcio sordn a berendezés elsdként 95°C-ra melegitette a reakcidelegyet
5 percig, aminek hatdsara bekovetkezett a dsDNS denaturacidja. Az elsé 1épést kdvetden
40 cikluson keresztiil alkalmazta az aldbbi hémérséklet és idOparamétereket: 95°C
5 masodpercig, 60°C 10 masodpercig, 72°C 10 masodpercig. Utolso 1épésként 72°C 5 percig.

Minden egyes reakcional alkalmaztunk pozitiv, valamint negativ kontrollt.
A PCR-vizsgalatok soran hasznalt pozitiv kontrollt Dénes Lilla, az ATE Patoldgia
Tanszékének PhD-hallgatdja tervezte, mig a negativ kontroll esetében templatként RNaz-
mentes desztillalt vizet alkalmaztunk. A pozitiv kontroll tervezése soran a GénBank

adatbazisdban megtalalhato DCH szekvencidkat hasznaltuk fel.

1 [60“C 10 masodpere ]

[ A reakcidelegy tartalma ] [ A PCR-reakei6 paraméterei ]
I— ——————————————————————
I 1
0 ¢ = . TINIIIIT
I ' :
| QuantiNova | | Rnaz- Forward Templat DNS I -.IIII'-"IT
1 SYBR Green | | mentes és reverse !
| REPCR | desill | | prmarck PP TR
| Master Mix viz |

1

1

£

E

1 [72°C 10 masodperc ]
PCR-reakcio >

7. abra: A vizsgélatok soran alkalmazott RT-PCR reakcidelegyének tartalma, valamint

a reakcid paraméterei

32



4.5. Szekvenalas

A kutatdsunk befejezéseként a feldolgozott mintdkbol izolalt kiilonféle DCH
virustorzsek szekvenalasat, valamint filogenetikai jellemzését kivantuk elvégezni.

Az izolalt torzsek genomjanak Sanger-féle szekvenaldsa soran tobb modszert is kiprobaltunk.
4.5.1. Sanger-féle szekvenalas

A nukleotidok azonositdsdhoz a Sanger-féle (lancterminiciés vagy dideoxi-)
szekvenalas soran kapillaris elektroforézist haszndlunk, a DNS-szekvencia amplifikalasat
kovetden. A modszer alapvetd 1ényege, hogy a DNS-ben fiziologiasan megtalalhatdo dANTP-k
mellé¢ fluorokrommal jeldlt, Un. didezoxiribonukleotid-trifoszfatokat (ddNTP) is adunk a
reakcioelegyhez, amelyek a 3° helyen 1év0 szénatomon csak egy hidrogént tartalmaznak a
hidroxil-csoport helyett. Ennek kovetkeztében, ha a ddNTP-k beépiilnek a DNS-be,
akkor megakadalyozzak annak tovabbi szintézisét [65]. A szekvenalas és a PCR-vizsgélat
kozotti legfobb kiilonbség, hogy mig a PCR soran kettd, addig a szekvenalds soran egyetlen
primert hasznalnak.

A szekvenalds eredményeként kapott nyers szekvenciat, analizaldé programok
segitségével lehet alkalmassa tenni a tovabbi vizsgalatokhoz. Az Un. FASTA formatum
hasznalataval konnyen Osszevethetjiik a szekvencidankat a vizsgalt korokozo referencia

genomjaval.
4.5.2. Sajat szekvenalasi kisérletek

Az els6é probalkozas alkalmaval az Aghazadeh és munkatérsai altal publikalt cikkben
(2018) leirtak alapjan jartunk el (2. tablazat) [1]. A vizsgalathoz a Qiagen altal fejlesztett
AllTaq PCR Core Kit 1000 bp alatti standard protokolljat alkalmaztuk, igazitva a primerek
olvadaspontjahoz, igy az elsé futdsok alkalméval az aldbbi paramétereket hasznaltuk:
95°C 2 perc, majd 40 ciklus (95°C 5 masodperc, 57°C 15 masodperc, 72°C 10 masodperc),
végiil 72°C 10 perc, 10°C tarolas, viszont ezekkel a beéllitdsokkal nem értiink el eredményt.

A masodik probalkozas soran valtoztattunk a beallitasokon, az amplifikédcios
ciklusoknal alkalmazott 57°C-ot 52°C-ra csOkkentettiilk, tovabba a 72°C-hoz tartozo
idéparamétert 10 masodpercrél 50 masodpercre noveltiik, de igy sem jartunk sikerrel.

A harmadik préobalkozasnal az amplifikacios ciklusok soran az alabbi paramétereket
alkalmaztuk: 95°C 15 masodperc, 50°C 15 masodperc, 72°C 60 masodperc, megprobalva
hatha igy a primerek jobban kotédnek.
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2. tablazat: A DCH teljes genomjanak amplifikalasahoz hasznalt primerek [1]

Cir5-F S“TTGGCACCTGGATTCGCA-3' 140 57
Cird-R S“AGATGTTCCACTCTTAGCC-3'
Cir8-F S"“TTGGCACCTGGATTCGCA-3' 900 58
Cir7-R 5“CGTAGACGAAGGACACGTC-3'
Cir7-F S“CCATCGATTTACACACTTCCCA-3' )

950 57
Cir5-R S-TGCGAATCCAGGTGCCAA-3'
Cirl-R S“ATAACCGTATGCTCCGGAAG-3' 1000 55
Hgap-F 5-GTGCTCTGATAACCGTATGCTC-3' 230 55

Hgap-R -CTAGAATGGCTACATGGGGTTAG-3'

A kezdeti sikertelenséget kovetden lecseréltiik a primereinket és az Anpuanandam ¢és
munkatarsai altal publikalt cikkben (2021) leirtakhoz igazitottuk a vizsgaltunkat (3. tablazat)
[4]. Az 0j primerek eltérd olvadaspontja miatt a kdvetkezd futasoknal mar az alabbi protokollt
hasznaltuk: 95°C 1 perc, majd 40 amplifikdcios ciklus (95°C 15 masodperc, 55°C
15 mésodperc, 72°C 10 masodperc), végiil 72°C 5 perc, 10°C tarolas. Sajnéalatos moédon az 1j

primerekkel és beallitasokkal sem értlink el eredményt.

3. tablazat: Ujratervezett primerek a DCH teljes genomjanak amplifikaldsdhoz [4]

F: 5“TGGGCAACATTACCTCAGGTCC-3'

DCH A | 1700 56
R: 5“GGAACAAAAGAGAACGCACAGG-3'

F: 5-GGTCTGACGCCCAGGTTATG-3'
DCHB 1700 56
R: 5“-ACCACGAGTCTGCACTCTGC-3'

F: 5-CTCAGGTCTTTGCCCACTCA-3'
DCH C 1155 55
R: 5'-AGCTGACTCCTCCCACCAGT-3'

F: 5~AACTAAGCATGAACTCCGCC-3'
DCHD 1173 35
R: 5-TGGGCCAACAGGTGCAATTT-3'
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Az altalunk Osszeallitott reakcioelegyek mintanként 5 ul Master Mixet, 11,34 ul RNéaz-
mentes desztillalt vizet, 1-1 pl forward és reverz primert, valamint 0,16 pl tracert
tartalmaztak minden csében, amihez 2,5 pl templatot adtunk, igy az elegyek végtérfogata
minden csében 21 pl volt.

Az eredménytelen probalkozasok miatt a vérmintdk ujraizolalasat is elvégeztiik, viszont

ennek ellenére sem miikodott egyik reakcid sem.

35



5. Eredmények

A 2020 majusa és 2021 augusztusa kozott tartd mintagytijtési idoszak soran Osszesen
305, a vizsgalatainkhoz megfelel6, EDTA-val alvadasban gatolt, teljes vérmintat bocsatottak
rendelkezésiinkre az ATE Kisallatklinikajanak munkatarsai. A kutatidsunkhoz azon macskak
vérmintamaradékat hasznaltuk fel, amelyek kivizsgdldsa soran a laboratérium széleskori
hematologiai €s biokémiai vérvizsgalatokat végzett.

A vizsgélataink soran feldolgozott, és RT-PCR-rel vizsgalt 305 vérmintabol 8 lett
DCH-pozitiv, mig 297 DCH-negativnak bizonyult (8. abra), igy a hazai macskapopulacioban
2,62%-0s prevalenciat talaltunk a virusra nézve. Az Aaltalunk kapott el6fordulasi arany
Osszhangban all a kiilonbozd fliggetlen kutatdcsoportok altal vilagszerte publikalt szakirodalmi

eredményekkel [48].

RT-PCR vizsgalat eredményeinek megoszlasa (%)

BEDCH-negativ
B DCH-pozitiv

8. abra: A kutatasunk sorén végzett PCR-vizsgalat eredményeinek %-os megoszlasa

A vizsgalatainknal fluorometrias modszerként SYBR Green interkalalodo, fluoreszcens
festéket hasznaltunk a RT-PCR eljarasnal, majd olvadési gorbe analizist végeztiink (9. abra)
az eredmények kiértékelése soran. A kutatadsunk alkalmaval 163 kandur (53,44%) ¢és
142 néstény (46,56%) macskatdl szarmazd vérmintat vizsgdltunk meg, ennél fogva
elmondhat6, hogy a két ivar képviseldi koézel azonos aranyban voltak reprezentdlva a
vizsgalatainkban. A DCH-pozitiv egyedek koziil 6 kanduar (75,0%), mig 2 ndstény (25,0%)
volt (10 abra).
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9. abra: A RT-PCR futasok eredménye; a DCH-pozitiv mintak, valamint a pozitiv és

negativ kontroll mintak olvadasi gorbéi

10. abra: A vizsgalataink alapjat képez6 macskapopulacio %-os ivarmegoszlasa

A vizsgalataink sordn a macskakat az ¢életkoruk alapjan négy csoportba osztottuk:
3 ¢évesnél fiatalabb, 3—7 éves, 7-12 éves, 12 évesnél idésebb. A DCH-pozitiv egyedek
esetében az eredmények kiértékelésénél megkozelitéleg azonos koreloszlast figyeltiink meg,

hiszen kett6-ketté macska tartozott mind a négy altalunk kialakitott csoportba (11. abra).
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A DCH-pozitiv macskik kormegoszlisa (%)

@ 3 évesnél fiatalabb @3-7 éves M7-12éves M12 évesnélidiosebb

11. abra: A vizsgalataink alapjat képezé macskapopulacio %-os kormegoszlasa

A 4. tablazatban a DCH-pozitiv egyedek korel6zményi adatait, valamint laboratoriumi
paramétereit mutatjuk be. A PCR-pozitiv macskak valtozatos korelézményi adatokkal
érkeztek az ATE Kisallatklinikajara. A DCH-fertézott egyedek egyikénél sem detektaltak

majenzim-aktivitas emelkedést a laboratoériumi vizsgalatok soran.

4. tablazat: A DCH-pozitiv egyedek korel6zményi adatai, majparaméterei

s Macskék fertézé

#1 kandiir 1.5 Altalénos tiinetek hashartyagyulladasa (FIP) 50 45
: : Epilepszia, Feline

#2 kandiir 6 Idegrendszeri tiinetek hyperaesthesia syndrome 54 31

(FHS)

#3 njstény 16 Kontrollvizsgalat Pajzsmirigytumor 51 34
#4 kandiir 14 Fogaszati kezelés Fogkovesség 59 94

#5 kandir 8 Eves kivizsgalis Poﬁc:szt?;]v{eg;bebegség 40 56

#6 kandir 1 Ivartalanitas Kasztracio 37 19

#7 nistény 11 Fogaszati kezelés Fogkovesség 49 55

43 Kandiir 4 Traumas beteg Of flinr fracmsacex 34 25

fragmentatio
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A korelézményi adatok elemzése soran megallapitottuk, hogy egyelére nem tudjuk
bizonyitani azt a korabbi hipotézist, hogy a DCH a HBV-hez hasonlé klinikai tiineteket,
vérbiokémiai eltéréseket, valamint makro- és mikroszkopos patologiai elvaltozasokat idéz el
macskéakban.

A kordbban megkezdett hazai prevalencia-vizsgalat alkalmaval vizsgaltak a
retrovirusokkal (FIV és/vagy FeLV) vald ko-infekciot is, viszont mivel akkor nem talaltak
Osszefiiggést, igy a kutatasunk soran nem vizsgaltuk tovabb a tarsfertézések jelenlétét.

A sikeres nukleinsav extrakciot és RT-PCR-rel torténd detektalast kovetoen,
az altalunk izolalt kiilonféle torzseket szekvenciaelemzés és filogenetikai jellemzés céljabol
Sanger-féle szekvenalassal kivantuk vizsgalni. A kutatdsunkhoz az Aghazadeh és munkatarsai
(2018), valamint az Anpuanandam ¢s munkatarsai (2021) altal publikalt cikkekben
alkalmazott primereket, valamint beallitasokat hasznaltuk. Abbol kifolyolag, hogy az emlitett
kutatocsoportok altal kidolgozott primerekkel mas vizsgalatokndl is értek el eredményeket,
igy nagy valoszinliséggel nem a primerek tervezésénél Iépett fel probléma. Emiatt a kezdeti
sikertelenségeket kdvetden a vérmintak Gjraizolalasaval, valamint a szekvenalasi paraméterek
megvaltoztatasadval is probalkoztunk, viszont ezek sem vezettek eredményre. Ennek okan
ellendriztiik a vérmintdkban 1évd virus kopiaszamot, ami nagyon alacsonynak bizonyult,
utobbi pedig nem kedvez a hosszu szekvenciak amplifikalasanak.

A szekvenaldsi kisérletiinkkel kapcsolatban 0Osszességében elmondhatd, hogy a
diagnosztikai vizsgéalatok soran a hosszabb nukleinsav szegmenseket nem sikertlt
amplifikdlni semelyik vérmintabol sem, annak ellenére, hogy tobb modszerrel is
probalkoztunk. Ennek kovetkeztében a kutatdsunk részeként szekvencia-analizist sem tudtunk
végezni. Véleménylink szerint a vérmintakban taldlhatdo igen alacsony virus képiaszam,
valamint esetleg a nukleinsav toredezettsége, avagy sériilése allhat annak hatterében, hogy a

szekvenalasi probalkozasaink nem lettek eredményesek.
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6. Megbeszélés

Az Egészségiigyi Vilagszervezet 2019-es évi becslése szerint megkdzelitleg 296 millid
ember ¢lt egylitt a human hepatitis B virus (HBV) okozta kronikus fertézéssel a Foldon,
valamint kozel 820 ezer ember vesztette ¢letét egy ¢év alatt a megbetegedés
kovetkezményeiben. A  haldlesetek hatterében a legtobb esetben majcirrozis és
hepatocellularis carcinoma, valamint azok kdvetkezményei alltak [24]. Az 1965 6ta ismert
virus jelenleg a Hepadnaviridae csalad, Orthohepadnavirus nemzetségének tagja. A csaladba
kisméretli, - részben szimplaszal, részben duplaszali - cirkuldris genommal rendelkezd,
hepatotrép DNS-virusok tartoznak, amelyeket napjainkra mar minden gerinces osztalybol
izolaltak mar [8].

A kozelmultban egy addig ismeretlen, a HBV-hez hasonl6 hepadnavirust (DCH)
mutattak ki Ausztralidban egy nagy B-sejtes lymphomaban (LBCL) szenvedd, retrovirus-
tarsfertézés (FIV) kovetkeztében immunkompromittalt macskabol [1]. Az elsd izolaciot
kovetden a vildg szamos pontjan végzett parhuzamos molekularis vizsgalatok soran
0,2-12,5% kozotti prevalenciat mutattak ki vérmintdkban és akar 14,0%-ot majszdvet-
mintakban [48].

A filogenetikai vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a virus az Orthohepadnavirus
nemzetségbe sorolhatd [1], valamint a kiilonb6zd orszdgokban izolalt torzsek egymaéssal
szoros rokonsdgban dallnak (96,4-99,7%-0s nukleotid-azonossagot mutatnak) [48].
Nemrégiben egy feltételezhetden rekombinans DCH torzset is jelentettek Thaifoldrdl, ami a
megallapitottak, hogy hogy a DCH genomja megkozelitéleg 3,2 kb hosszu, valamint - a tobbi
orthohepadnavirushoz hasonléan - négy egymast atfedd0 ORF-t kodol a polimeraz (P), a
felszini (S), a mag (C) és az X fehérjék szamara [1].

A kiilonboz6 vizsgalati eredmények alapjan feltételezik a DCH-fert6zés, valamint a
macskak kronikus majgyulladasa és hepatocellularis carcinomdja kozotti Osszefiiggést [5],
viszont egyes kutatdcsoportok ennek ellenkezdjét tapasztaltak [7] [50]. Az ellentmondasos
eredmények miatt elmondhato, hogy a DCH patogenitasanak tisztazasdhoz minden bizonnyal
tovabbi vizsgalatokra van sziikség. A majon kiviil a DCH o6rokitéanyaganak jelenlétét mas
szervekben (pl. sziv, tido, 1ép, vesék, belek) is kimutattdk RT-PCR segitségével [1] [2] [3]
[4], valamint a HBcAg expressziot is igazoltak THC segitségével [3]. Az IHC a kiilonb6z6
szervekben szisztémas gyulladasos elvaltozasokat is kimutatott (pl. hepatitiszt, majfibrozist,

glomerulonefritiszt, limfohisztiocitas enteritiszt, hisztiocitas limfoadenitiszt) [3].
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A HBV-vel ellentétben, — amely foként vérrel, szexualis, illetve materndlis uton terjed
[22] — a DCH esetén kizarolag a vérrel torténd terjedést tekintik valdszintinek, mivel a DCH-
val fertézott macskak hosszu tava megfigyelése soran a szajiiregi-, a kotéhartya-, a preputilis
¢s a rektalis tamponok tobbszori ismételt PCR-vizsgdlata minden esetben negativnak
bizonyult [49].

Szamos fliggetlen kutatocsoport vizsgalata alapjan egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy
a macskakban el6forduld retrovirus-fertézések (FIV, FeLV) okozta immunszupresszio
hozzajarulhat a DCH-fert6zés megeredéséhez [1] [2] [3] [4]. Tekintettel arra, hogy az ilyen
iranyu kutatdsokndl ennek ellentmond6 eredmények is sziilettek, tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a retrovirusok okozta ko-infekcio hatdsainak tisztazasa érdekében [6] [7].

A vizsgalataink eredménye alapjan elmondhat6, hogy a DCH hazéankban is jelen van,
a kutatasunk soran a rendelkezésiinkre bocsatott vérmintakbol RT-PCR segitségével mért
2,62%-0s prevalencia O0sszhangban 4all az eddig megjelent szakirodalmi eredményekkel.
A kutatasunk kiértékelésekor azt tapasztaltuk, hogy a kandir macskakban magasabb aranyban
fordul eld a fertdzottség, viszont az eredményeink egyelére nem szignifikdnsak. Ezen feliil
nem taldltunk Osszefiiggést a fert6zéssel leginkabb érintett korosztaly kérdésében, mivel
megkozelitéleg azonos koreloszlast figyeltiink meg. A koreldzményi adatok elemzése sordn
nem tudtuk igazolni, hogy a DCH a HBV-hoz hasonl6 tiineteket, eltéréseket, illetve
elvaltozasokat okozna macskéakban.

A kutatasunk alkalmaval a nukleinsav extrakciojat, valamint annak RT-PCR-rel torténd
kimutatasat kovetden, az izolalt térzsek genomjanak Sanger-féle szekvendlasa soran tobb
modszert, valamint beallitast is kiprobaltunk. Minden probalkozasunk ellenére a diagnosztikai
vizsgalatok soran a hosszabb nukleinsav szegmenseket nem sikeriilt amplifikalni semelyik
vérmintabol sem. Arra az allaspontra jutottunk, hogy ennek hatterében a vérmintakban
talalhat6 igen alacsony virus kopiaszam, valamint esetleg a DNS toredezettsége allhatott.

Mindenképpen tovabbi vizsgalatok sziikségesek a virussal vald fert6z0dés lehetséges
modjainak, valamint kockazati tényezdinek felderitésében annak érdekében, hogy a
DCH-fertozés terjedése megeldzhetd legyen — tobbek kozott — a macskak tenyésztése soran.
A DCH-val kapcsolatos tovabbi molekularis diagnosztikai, valamint jarvanytani vizsgalatok,
illetve egy — a retrovirusok okozta fertdzések diagnosztikdjaban hasznalt teszthez hasonld —
szerologiai gyorsteszt kifejlesztése nagyban hozzdjarulnanak a megel6zési stratégidk

kialakitasahoz, ezaltal a macskak egészségének megorzéséhez.
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7. Osszefoglalas

A vilagon els6ként Aghazadeh és munkatarsai (2018) mutattak ki hepadnavirust egy
hazi macska (Felis catus) daganatos elvaltozasanak (LBCL) koérszdvettani mintdjabol [1].
A kutatasunk sordn RT-PCR segitségével megallapitottuk, hogy a DCH hazéankban is jelen
van, az altalunk vizsgalt 305 vérmintabol 8 esetében tudtuk kimutatni a virust, ezaltal a hazai
macskapopulacidban 2,62%-o0s prevalenciat talaltunk a DCH-ra nézve. A vizsgalataink soran
azt tapasztaltuk, hogy a kandur macskédkban magasabb ardnyban fordul elé a fertézottség,
valamint megkozelitdleg azonos koreloszlast figyeltiink meg, viszont az eredményeink
egyeldre nem szignifikansak. Az eddigi szakirodalmi adatok alapjan feltételezik, hogy a virus
a humdan hepatitis B megbetegedéshez hasonld vérbiokémiai és immunologiai eltéréseket,
valamint makro- és mikroszkdpos patologiai elvaltozasokat idéz eld macskékban [5], viszont
a korelozményi adatok elemzése soran megallapitottuk, hogy ezt egyelére nem tudjuk
igazolni. A tovabbiakban a mintaszdm emelésével, valamint a DCH-pozitiv egyedek
utokovetésével lehetséges a korabban felmeriilt hipotézisek, illetve kérdések eldontése és
megvalaszolasa. A sikeres nukleinsav extrakcidt €s RT-PCR-rel torténd detektalast kovetden,
az altalunk izolalt kiilonféle térzseket szekvenciaelemzés €s filogenetikai jellemzés céljabol
Sanger-féle szekvenalassal kivantuk vizsgalni. Minden probalkozasunk ennek ellenére a
hosszabb nukleinsav szegmenseket nem sikeriilt amplifikdlnunk semelyik vérmintdbdl sem,
annak ellenére, hogy t6bb modszerrel is probalkoztunk. Véleményiink szerint a vérmintakban
talalhato igen alacsony DCH kopiaszam, illetve a nukleinsav toredezettsége, avagy sériilése

allhatott annak hatterében, hogy a szekvenalasi probalkozasaink nem lettek eredményesek.
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