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A hepatitis G-

és TT-virus
diagnosztikdjanak
bevezetése
Magyarorszagon

INTRODUCTION OF HEPATITIS G AND

TT VIRUS DIAGNOSTICS IS HUNGARY
INTRODUCTION — The majority of the viral
hepatitis is caused by five hepatitis viruses (A,
B, C, D, E). In 1995, three new flaviviruses
were discovered, the GBV-A, GBV-B and
GBV-C (also known as HGV) viruses. The TT
virus was discovered in 1997. Based on liter-
ature data, it is now supposed that a part of
the unknown hepatitis cases is caused by the
recently discovered hepatitis G or TT virus.
The aim of this study was to determine the
occurrence of hepatitis G and TT viruses in
Hungary.
PATIENTS AND METHODS - To reveal the
RNA of the HGV viruses in the sera of
patients suffering from hepatitis of unknown
origin, RT-PCR was applied using the primers
published in the literature. Seminested PCR
was used to detect the DNA of TTV. The
nucleotide sequences of nested PCR products
were determined. Anti-HGV antibodies were
detected by ELISA.
RESULTS — The sera of 408 healthy persons
older than 60 years were tested for the pres-
ence of hepatitis G virus antibodies: 113 test-
ed positive. HGV virus antibodies were found
in the sera of patients suffering from hepatitis
of unknown origin or aplastic anaemia. 51
sera were tested and 20 were found to be pos-
itive for GBV-C antibodies, 4 for HGV RNA.
Altogether, 213 sera of patients suffering from
hepatitis of unknown origin or from aplastic
anaemia were tested for HGV RNA and 26
were found to be positive. Eight PCR products
were sequenced, and these sequences were
found to be different from each other. 154
sera of patients with hepatitis of unknown ori-
gin were tested for the presence of TTV-DNA
and 72 of them were positive. Seven PCR
products were directly sequenced. Genotype
2 was found to be the most frequent one in
Hungary.
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BEVEZETES — A virushepatitisek donté tobb-
ségét ot hepatitisvirus okozza (A, B, C, D, E).
1995-ben hdrom 4j flavivirust fedeztek fel
(GBV-A, GBV-B, GBV-C/HGV), 1997-ben pe-
dig a TT-virust. Az irodalmi adatok alapjan
feltételezhetd, hogy az ismeretlen eredetd he-
patitises megbetegedések egy részének hat-
terében az Gjonnan felfedezett hepatitis G- és
TT-virus all. A kutatas f6 célja annak megal-
lapitasa volt, hogy ez a két virus eléfordul-e
Magyarorszagon.

BETEGEK ES MODSZEREK — A hepatitis G-vi-
rus RNS-ének kimutatdsahoz az ismeretlen
eredet( hepatitisben szenved§ betegek savé-
jabol virus-RNS-t izolaltunk, majd ebbdl a
szakirodalomban leirt primerekkel reverz
transzkripcié utdn PCR-terméket amplifikal-
tunk. A TT-virus (TTV) DNS-ének kimutatasa-
hoz seminested PCR-t alkalmaztunk. Megha-
taroztuk a PCR-termékek szekvencidjat. A he-
patitis G-virus elleni ellenanyagot ELISA-
maodszerrel mutattuk ki.

EREDMENYEK — A vizsgélt 408 egészséges,
60 év feletti személy vére kozil 113-ban ta-
laltuk meg a hepatitis G-virus (HGV) elleni el-
lenanyagot. 51, ismeretlen eredetd hepatitis-
ben szenvedd beteg savéja koziil 20 esetben
mutattunk ki aHGV-ellenanyagot és négy
esetben HGV-RNS-t. A megvizsgdlt 213 beteg
savojabol 26 esetben tudtuk kimutatni a
HGV-RNS-t. A betegek tobbsége politransz-
fundalt, hepatitisben, illetve aplasticus
anaemidban szenved. Nyolc betegbdl szar-
mazé6 virus-RNS esetén a nukleotidsorrendet
is meghataroztuk. Mindegyik szekvencia kis-
mértékben kilonbozott. 154, ismeretlen ere-
detd hepatitisben szenvedS beteg savojat
teszteltik TTV-DNS jelenlétére. 72 savét ta-
laltunk pozitivnak. Hét PCR-terméknek hata-
roztuk meg a nukleotidsorrendjét. Kimutat-
tuk, hogy Magyarorszdgon a 2-es genotipus a
leggyakoribb.
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CONCLUSION - Our results show that both
HGV and TTV are present in Hungary and
none of them can be considered rare. Further
studies are needed to reveal the association
between the genotypes of these viruses and
hepatitis of unknown origin.
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mégis mindmdig taldlkozunk olyan fert§z3

hepatitises megbetegedésekkel, amelyek nem
hozhat6k kapcsolatba a rutinszer@ien vizsgalt viru-
sokkal. Az ilyen megbetegedések egy részének hat-
terében valészintileg az Gjonnan felfedezett hepati-
tis G-virus (HGV) és TT-virus (TTV) 4ll. Ezeknek
a virusoknak a vizsgilata az utébbi években az egész
viligon elterjedtté valt. Magyarorszagi el6forduli-
sukr6l azonban csak igen kevés adattal rendelke-
ziink. Célunk az volt, hogy megvizsgiljuk a fenti
két virus magyarorszagi el6fordulasit, meghataroz-
zuk a Magyarorszigon el6fordulé virusok jellegze-
tességeit, és az eredményeket sszehasonlitsuk a
nemzetkozi szakirodalomban leirt adatokkal.

Szémos virusrél tudjuk, hogy hepatitist okoz,

Irodalmi hattér

A mjj virus okozta gyulladésa, a virushepatitis a leg-
régebben ismert megbetegedések kozé tartozik. A
hepatitis A-virus (HAV) a picornavirusok k$zé tar-
tozik; egyszila RNS-virus, tébbnyire enteralisan
terjed, kizdrélag akut megbetegedést okoz. A hepa-
titis B-virus (HBV) a Hepadna viruscsalad tagja;
DNS-virus, parenteralisan (leggyakrabban szexuilis
érintkezéssel, vérrel, vérkészitményekkel és vertika-
lis Gton) terjed. Tiinetmentes virushordozds és kré-
nikus megbetegedés is gyakran bekovetkezik. A he-
patitis D-virus (HDV, régebben delta-dgens) de-
fektiv virus. Valamennyi gazdaélglényben csak a he-
patitis B-virus jelenlétében képes szaporodni.
Genomyja cirkuldris RNS. Mindazokat a virushepati-
tiseket, amelyeknek etiolégidja tisztazatlan volt, ko-
rabban non A-non B-hepatitisnek nevezték. A non
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KOVETKEZTETESEK — A kapott eredmények
azt mutatjak, hogy mind a hepatitis G-virus,
mind a TT-virus kimutathaté Magyarorsza-
gon, egyik sem tekinthetd ritka virusnak. To-
vabbi vizsgédlatokat kell végezni annak tiszta-
zéasara, hogy a virusok mely genotipusai all-

nak kapcsolatban a hepatitises megbetegedé-
sekkel.
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A-non B-hepatitisek létezése majdnem hirom évti-
zede ismert (1).

Az elmult évtizedben jelent8sen bviiltek ismere-
teink a hepatitisvirusokrél és az altaluk okozott
megbetegedésekrdl. A differencidlds lehet8ségét a
molekuliris klénozas, majd a rekombinans techno-
16gia felhasznildsival kidolgozott szerolégiai vizs-
galatok teremtették meg. Igy fedezték fel a nem
tenyészthetd hepatitis C-virust (HCV) (2), és be-
bizonyitottdk, hogy a parenteralisan terjed non A-
non B-hepatitisek nagy részéért ez a virus felel8s (3,
4). A hepatitis C-virus a flavivirusok kozé tartozik.
Pozitiv polaritdst, egyszila RNS-virus, valadékok-
kal és parenteralisan terjed. A fertdzott egyének
40-60%-4nal kronikus megbetegedést okoz (5). A
hepatitis C (HCV) felfedezésével sem sikeriilt
azonban egyértelmen tisz-
tdzni valamennyi inokuld-
ci6s virushepatitis okét (6).

A hepatitis  A-virustél
kiilldnb6z8, enteralis tton
terjedd, hepatitist okozé vi-
rus létezésére joval felfede-
zése eldtt egyértelmd bizo-
nyiték volt (7). A hepatitis
E-virust (HEV) 1989-ben
fedezték fel molekularis
modszerekkel (8, 9). Az
enteralisan terjedd virus leg-
inkabb a calicivirusokra ha-
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gukat a virusokat csak napjainkban sikeriilt azono-
sitani. Egy akut non A-non B-hepatitisben
szenvedd sebész (nevének kezd@bettii: G. B.) véré-
vel fertztek Gjvilagi, szélesorrd majmokat (tamari-
nokat), ami akut hepatitist idézett el8 naluk, mig az
ugyanezzel a vérrel beoltott csimpdnzok nem bete-
gedtek meg (10). Késébb bebizonyitottik, hogy a
GB-dgens nem azonos a hepatitis C-virussal, mert
az a csimpinzokat megbetegiti, viszont a tamari-
nokat nem. Két kiilonb6z8 virust izolaltak, ezeket
GBV-A-nak és GBV-B-nek nevezték el. Az 4j viru-
sok flavivirus természetét 1995-ben publikiltak
(11).

Tovabbi, polimeraz lincreakciéval (PCR) végzett
vizsgalatokkal egy szerkezetileg hasonl6 virust sike-
rillt felfedezni, a GBV-C-virust. A GBV-C-t egy
nyugat-afrikai betegb&l azonositottak (77). A GBV-
C-RNS-t kimutattidk mar sziamos, klinikai tiinet
alapjdn hepatitisesnek tartott betegnél, valamint a
hepatitis szempontjibél fokozott rizikéju csopor-
tokban (hemofilidsok, intravénas kabltoszert hasz-
nalék, politranszfundaltak). Ez a virus nagyon ha-
sonlénak bizonyult az 1995-ben klénozott hepatitis
G-virushoz (HGV) (12). A hepatitis G-virust Lin-
nen és munkatarsai (12) két betegbsl mutattdk ki:
egyikiik tisztdzatlan eredetdi hepatitisben szenve-
dett, a masik betegnél a hepatitis G-virus mellett a
hepatitis C-virus jelenlétét is kimutattak. Igazoltak,
hogy a GBV-C és a HGV kozott nagy a hasonlésig,
nukleotidszinten 86%, aminosavszinten 95%. Ma a
GBV-C-t és a HGV-t ugyanazon virus két varidnsa-
nak tartjak (73), mig a GBV-A és a GBV-B a termé-
szetes gazdafajok, a célsejtek, és a szekvencia kiilon-
boz8sége alapjin kiilonall6 virusok. A két utdbbi
(GBV-A és GBV-B) virusrél bebizonyosodott, hogy
nem humanpatogének.

A hepatitis G-virus is pozitiv szald RNS-t tartal-
maz, és génszerkezete hasonlit a tébbi flavivirushoz
(1. dbra). A HCV-hez hasonl6an a hepatitis G-virus
genomja is az 5’ végén egy 458 nukleotid hossztsi-
g, fehérjét nem kédolé leolvasatlan régiot tartal-
maz, amelyet egy hosszt leolvasisi keret kovet. A
genom 3’ végén is egy 315 nukleotid hosszusdg, le-
olvasatlan régié talilhat6. A feltételezett polipro-
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tein a kovetkezd fehérjéket tartalmazza: E1- és E2-
burokfehérjék a genom 5’ végén, majd ezeket kove-
tik a nem szerkezeti (non-structural) proteinek
(NS2, NS3, NS4, NS5). Igen érdekes, hogy a hepa-
titis G-virus genomja nem tartalmaz olyan teljes
mag- (core-) gént, amely a nukleokapszidot kédol-
na (14). Mivel a hepatitis G-virus aminosav-szek-
vencidjanak valtozékonysdga kicsi, a hepatitis G-vi-
rust tipusok és altipusok helyett csoportokba és al-
csoportokba soroljik (75). Négy csoport (1, 2, 3,
4), tovabba a kettes csoporton beliil két alcsoport
(2a és 2b) létezik: Az 1-es alcsoportba tartozé vi-
rust Nyugat-Afrikiban mutattik ki, a 2-est Eszak-
Afrikiban, Eurépaban és Indiiban, a 3-ast Azsia-
ban. A 4-es csoportba tartozé virus egy kinai
betegbdl szarmazik (13, 15).

Jelenleg nem ismert olyan szerolégiai eljiras,
amellyel az akut HGV-fert&zést ki lehetne mutatni.
Az E2-proteinre alapozott ELISA-eljérés a hepatitis
G-virus-ellenanyagot csak kés6n, egyes esetekben
fél évvel a fert6zés utdn mutatja ki. Igy a friss fer-
t6zések igazoldsira csak az RT- PCR (reverz transz-
kripciét kévets polimerdz lincreakcid) johet széba.
Az NS-régickra tobb primerpart terveztek (16, 17).
Erdekes, hogy egyes vizsgilatok szerint majdnem
minden, anti-E2-t tartalmazé szérumnél negativ
eredményt kaptak hepatitis G-virus-RNS-re (13).
Ez azt jelenti, hogy az anti-E2 megjelenése ssze-
fiigg a hepatitis G-virus termel6désének megsz{iné-
sével. Az anti-E2 jelenléte azt mutatja, hogy a beteg
talalkozott a hepatitis G-virussal.

Sok orszdgban leirtdk a hepatitis G-virus-RNS
eléforduldsit a véradok korében. Magas az eléfor-
duldsi ardny Thaifoéldén (4,3%), Vietnamban
(5,7%), Németorszagban (4,7%), Dél-Afrikiban
(14,2%), de alacsony Japdnban (0,6-0,9%), Kiniban
(0,7-2,0%) és az Egyesiilt Allamokban (0,8-1,7%)
(12, 18-24). A nagy kockazatt csoportokban a he-
patitis G-virus RINS-ének el6forduldsa igen gyako-
ri: intravénas kibitészert élvez&k esetében 4-38%,
fizetett véradoknal 5-26%, hemodializilt egyének-
nél 3-10%, hemofilids betegek korében 14-38%.
Magyarorszagon vesetranszplantalt és dializdlt be-
tegek 3-17%-dnal mutattdk ki a hepatitis G-virus

458 nt 315 nt
5’ ? E1 E2 NSZ NS3 NS4 NS5a NS5b 37
aib aib
NTR Burok Proteaz Proteaz/ NS3 RNS-dependens NTR
fehérjuk helikaz kofaktor RNS-polimeraz

1. dbra. A hepatitis G-virus genomja. Az 5’ végen leolvasatlan régi6 talilbato, ezt egy feltételezett poliprotein kiveti, majd a 3’
végen szintén leolvasatlan régic helyezkedik el. Az egyes fehérjék kédolohelyeit az dbrin bejeliltiik

nt: nukleotid
NTR: nem transzedléds (leolvasatlan) régié
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RNS-ét (25). A szakirodalmi adatok szerint poszt-
transzfuziés akut hepatitisben szenveddk 19-40%-
dnal mutattdk ki a hepatitis G-virus RNS-ét, mig a
sporadikus esetekben csak 0-9%-ban. A rendelke-
zésre 4ll6 adatok szerint a hepatitis G-virus val6szi-
niileg nem okoz hepatocellularis carcinomit (26,
27); kapcsolatba hozzdk viszont az aplasticus
anaemia kialakuldsdval. Olyan elmélet is ismert,
hogy csak az egyik alcsoportba tartozé virus all kap-
csolatban az aplasticus anaemiaval (28, 29).
Japénban 1997-ben egy ismeretlen eredetl poszt-
transzfuzids hepatitisben szenvedd beteg széruma-
b6l DNS-virust mutattak ki (30, 31). A beteg nevé-
nek kezdgbetti (T. T.) alapjdn a virust TT-virusnak
nevezték el; genomjit a 2. dbra szemlélteti. A TT-
virus egyszalg, cirkuldris DNS-virus, a genom hosz-
sza a genotipustdl fiigg. Az l-es genotipus 3853
nukleotidbél all. A TT-virus DNS-e 1,2 kilobazis
(kb) nem ké6dolé és 2,6 kb kédol6 régiobdl all. Két,
részben 4tfedd, nyitott leolvasisi kerettel rendelke-
zik (ORF1 és ORF2). Az ORF1 valészintleg a
kapszidfehérjét koédolja. Az aminosav-szekvencia
N-terminalis részén mintegy 100 aminosavat tartal-
maz6 hidrofil szakasz taldlhat6, amely nagyon gaz-
dag argininben. Hasonl6 szekvencidk fordulnak el
a hepatitis B-virus mag- (core-) proteinjének C-ter-
mindlis végén és a hepatitis C-virus core-protein-
jének N-terminélis részén (31). Az ORF2 szerepét
a prototipus torzs esetében vizsgaltdk. Azt talaltdk,
hogy nem az els&, hanem a masodik ATG-kodonnal
kezd6dik az dtirds. Az ORF2 valészintileg egy nem
szerkezeti (non- struktural) proteint kédol, ami a
virusreplikdci6é sorian valik sziikségessé (32). Bar
kezdetben a TT-virust a parvovirusokhoz soroltdk,
kideriilt, hogy a TT-virus a circovirusokra hasonlit.
Viltozékony, eddig mar legalibb 16 genotipusit

C-gazdag régis

Promote,

3853/1

TTV-DNS

2. dbra. A TT-virus genomja. Az egyszdli TTV-DNS két
lehetséges leolvasdsi keretet kédol (ORF1 és ORF2)
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azonositottik szerte a viligon, Eurépaban, Eszak-
Amerikiban, Azsidban, Afrikiban és Ocedniiban
(33-38). A genotipusok kozotti szekvenciakiilonb-
ség elérheti a 30%-ot is. A nem kédol6 régié kon-
zervativ, mig a fehérjét kodolo szakaszok nagyon
viltozékonyak. A TT-virusnak nincsen burka (37).
A virusfert6zés utdn nagyon rovid ideig mutathat6
ki a virusspecifikus IgM, viszont az IgG egyes ese-
tekben négy évig is kimutathat6 (32). Bebizonyo-
sodott, hogy nemcsak parenteralisan, hanem ente-
ralisan is terjed (39). Felmeriilt az a gyanu, hogy
sok esetben nem a TT-virus az oka a hepatitises
megbetegedésnek (35, 40). Az 1-es genotipusrdl vi-
szont kideriilt, hogy tobb esetben poszttranszfiz-
16s hepatitist okozott. Egyes betegeknél a szervezet
eliminilta a virust, masoknal hossztu éveken at ki
tudtdk mutatni a virus-DNS-t a szervezetben (32).

Betegek és modszerek
Betegek

A vizsgilatokhoz olyan betegek savéit vilasztottuk,
akiknek a koérel6zményében majbetegségre utald
adatok szerepeltek, és a beteg kapott mér transz-
fazi6t. 213 olyan beteg savéjat vélasztottuk ki, akik-
nél a mijbetegség eredetét nem tudtdk tisztdzni: vé-
ritkben sem a hepatitis B-virust, sem a hepatitis C-
virust nem tudtik kimutatni. A betegek dtlagéletko-
ra 42 év volt.

A vizsgalatokhoz 479, epidemiolégiai sz{irésben
részt vett egyén savéjat hasznéltuk fel. Kozilik a
vérvétel id8pontjiban 408 személy 60 éven feliili, 71
személy 60 éven aluli volt.

Szeroldgiai vizsgalatok

A vizsgalatra bekiilddtt vérsavé mennyiségétdl fiig-
g8en a kovetkezd virusszerolégiai vizsgalatokat vé-
geztiik el a kereskedelemben kaphat6 reagensek se-
gitségével: anti-HGV (R&D Systems anti-GBV-C),
anti-HBc¢ (Organon Teknika Hepanostika HBsAg
UNI-FORM 1II és Hepanostika anti-HBc UNI-
FORM), anti-HAV-IgG és -IgM (Organon Teknika
Hepanostika HAV antibody és Hepanostika HAV-
IgM), anti-HCV (Pasteur Sanofi Monolisa anti-
HCV PLUS), anti-HEV-IgG és -IgM (Biokit
Bioelisa HEV-IgG és Bioelisa HEV-IgM).

RINS- és DNS-tisztitds vérsavébél,

PCR céljara

160 ul savohoz 395 ul lizél6oldatot (25 mM EDTA,
0,2 M Tris-HCI pH: 7,5, 0,3 M NaCl, 2% SDS) és
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4 pl, 20 mg/ml proteindz K-t adtunk, sszekever-
tiik, és 60 percre 37 °C-ra tettiik. Ezutdn 395 ul fe-
nolt (amelyet el6z8leg 1 M Tris-HCI pH=8 oldat-
tal kirdztunk), és 160 uliter kloroformot adtunk
hozza. Alaposan sszekevertiik, majd 15 percig +4
°C-on Eppendorf-centrifugiban centrifugiltuk. A
felulaszot leszivtuk, és azonos térfogatd izo-
propanolt tettiink hozzd. Egy éjszakin keresztiil,
—20°C-on tartott az RNS-kicsapds. Eppendorf-
centrifugiban 15 percig +4 °C-on centrifu-galtuk,
70%-os etanollal mostuk, majd ajbdl centrifugiltuk
a csapadékot. Az RNS-t és DNS-t szdradds utdn 8
wl bidesztillalt vizben oldottuk fel (41).

A cDNS-szintézis

A reverz transzkripcids elegy 6ssztérfogata 20 ul
volt. A reakcidelegyet a kovetkez8képpen éllitottuk
6ssze: 2 ul 10-szer koncentrilt Perkin—Elmer PCR-
puffer (100 mM Tris-HCl pH=8,3, 500 mM KCI),
3 wl bidesztlldlt viz, 8 ul ANTP (10 mM), 1 wul
moloney murine leukemia virus reverz transzkrip-
tiz (50 U/ul), 1 ul RN-4z inhibitor (20 U/ul), 2 ul
MgCl, (25 mM/ul), 1 pl random hexamer (0,5
uM/ul), 2 pliter RNS. Asvanyi olajjal lefedve, 15
percig, 42°C-on tdrtént a reverz transzkripcid,
majd a mintdt 5 percre 99 °C-ra melegitettiik.

Polimeraz lancreakcié

A HGV,aTTV és a HCV kimutatdsihoz polimeriz
lincreakciét (PCR) alkalmaztunk. Az irodalomban
kozolt primereket hasznaltuk (17, 35, 42) (1. tabld-

1. tablazat. A vizsgilatokhoz felhasznalt primerek szekvenciéi

Takics Méria

zat). A primereket az Integrated DNA Technolo-
gies Inc. (USA) szintetizilta.

Az els6 PCR-elegy 6ssztérfogata 50 ul volt,
amely 0,2 mM dNTP-t, 1 egység Taq polimerdzt, és
mindkét primerbsl 20 pmol-t tartalmazott. A
cDNS-oldat felét (10 ul) hasznaltuk fel a PCR-hez.
A PCR-t minden esetben hiromperces, 94-96 °C-
on végzett denaturdldssal kezdtiik, és az utolsé cik-
lus utdn még 7 percig 72 °C-on tartottuk.

A misodik PCR-hez az 1. PCR termékébdl
1 pl-t hasznaltunk fel. Az egyik primer 5° végére
biotint szintetizaltattunk. A masik primer 5° végé-
hez az ,Universal primer” 15 nukleotidjit szinteti-
zéltattuk, igy minden régi6 PCR-termékének
szekvenciameghatdrozisa lehetgvé vilt egy fluo-
reszceinnel jeldlt primerrel. A PCR-hez 5 pM pri-
mert haszndltunk fel. 5 ul terméket agar6zgélen
ellendriztiink.

A nukleotidsorrend vizsgilata

A masodik PCR termékét streptavidinnel fedett méig-
neses gyonggyel (Dynal, AB, Norvégia) tisztitottuk,
majd meghatdroztuk a biotinnal jelslt szal szekven-
cidjit fluoreszcensen jellt M13 Universal primer se-
gitségével. A reakciét AutoRead DNA Sequencing
kit (Pharmacia Biotech, Svédorszig) felhaszndldsval
végeztik el. A reakciétermékeket A.L.F. automata
DNS-szekvencia-meghatirozo késziiléken (Pharma-
cia Biotech, Svédorszdg), poliakrilamid gélen szepa-
raltuk. A futtatdsnal kapott eredményeket az A.L.F.
2.5 verzidja segitségével értékeltiik ki.

A kapott szekvencidk illesztéséhez a Clustal W
programot hasznéltuk (43), a szekvencidk kozotti

HGV-primerek

1. PCR primereinek szekvencidja:
HGYKS877
HGYKS874

5'"ACCGACACCTTAGATCCCCAGCCC
5'-CTGATGTTGCTAGCCTGTGTGAGA

94 °C, 3 perc, 94 °C 30 sec, 57 °C 30 sec, 72 °C 1 min, 35 ciklus, majd 72 °C 7 perc

2. PCR primereinek szekvencidja:
HGYKS876
HGYK1183

5'-biotin-CCTTACAGTCCTTATTGCTTCCTC
5'-GTAAAACGACGGCCACAGAACCATACAGCCTATTGTGAC

94 °C, 3 perc, 94 °C 30 sec, 56 °C 30 sec, 72 °C 1 min, 30 ciklus, majd 72 °C 7 perc

TTV-primerek

1. PCR primereinek szekvencidja:
TTV1428:
TTV1689:

5'-ACAGACAGAGGAGAAGGCAACATG-3"
5'-CTGGCATTTTACCATTTCCAA AGTT-3*

94 °C, 3 perc, 94 °C 30 sec, 55 °C 45 sec, 72 °C 45 sec, 35 ciklus, majd 72 °C 7 perc

2. PCR primereinek szekvencidja:
TTVsnu:
TTV1689b

5'-GTAAAACGACGGCCAGGCAACATGYTRTGGATAGACTGG-3"
5'-biotin-CTGGCATTTTACCATTTCCAAAGTT-3"

94 °C, 3 perc, 94 °C 30 sec, 58 °C 30 sec, 72 °C 30 sec, 25 ciklus, majd 72 °C 7 perc
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genetikai tavolsigok szdmitdsin alapulé filo-
genetikai analizishez pedig a PHYLIP programcso-
mag 3.572c verzidjit (44). A filogenetikai fa meg-
bizhatésiganak becslésére a nukleotidszekvencia-
poziciok véletlenszerd ismétléses mintavételét és
ezt kovetd faszerkesztést 1000-es ismétlésben alkal-
mazé bootstrap analizist végeztiink

Eredmények

Az aHGV-ellenanyagok meghatirozdsa
a népességben

F&osztalyunk részt vett az orszdgos szeroepidemio-
légiai sziirésben. Az orszdg minden részérdl érke-
zett savokban megvizsgiltuk az anti-HGV-ellen-
anyagok jelenlétét. A kapott eredményeket a 2. 1db-
lazatban foglaltuk dssze. Mivel a vizsgalt 408, 60 év
feletti lakos koziil 113 bizonyult pozitivnak, megil-
lapithatjuk, hogy Magyarorszagon az id&sebb la-
kossag jelentds része talilkozott méar a hepatitis G-
virussal. Egyetlen megyében fiatalabb egyéneket is
vizsgdltunk, a vidrtnak megfelelGen az aHGV-
ellenanyagok el6forduldsit alacsonyabbnak talaltuk:
minddssze egyetlen 30 évesnél fiatalabb személy vé-
re tartalmazott aHGV-ellenanyagot.

2. tablazat. Az anti-HGV-ellenanyag el8fordulisa egész-
séges népességben

Vizsgalt savék  Anti-HGV-
szdma pozitiv
60 évesnél id8sebb
(egész Magyarorszag
teriiletérsl) 408 113
60 évesnél fiatalabb
(Fejér megyébsl) 71 8

3. tablazat. Az anti-HGV-ellenanyag és HGV-RNS el&for-
duldsinak 6sszehasonlitisa ismeretlen eredetii hepatitises
betegek korében

LAM 2001;11(4):274-282.

Az aHGV-ellenanyag és a HGV-RNS
jelenlétének vizsgilata

51, ismeretlen eredetd hepatitisben szenvedd beteg-
nél hatiroztuk meg az aHGV-ellenanyagot és a
HGV-RNS-t. Az eredményeket a 3. tdblizatban
mutatjuk be.

Az 51 beteg koztl 20-ndl mutattunk ki aHGV-
ellenanyagot. Meg kell jegyezni, hogy legalabb fél év
kell ahhoz, hogy a sav6 kimutathaté mennyiségt el-
lenanyagot tartalmazzon, ezért ez a médszer akut
betegség diagnézisira nem alkalmas. A 20 savo
egyike sem tartalmazott HGV-RNS-t.

HGV-RNS-t négy beteg sav6jibél tudtunk kimu-
tatni, ezek mindegyike aHGV-ellenanyag-negativ-
nak bizonyult. Igy nem taldltunk olyan beteget, aki-
nek a sav6jabol mind aHGV-ellenanyagot, mind
HGV-RNS-t ki tudtunk volna mutatni. Ezek az
eredmények osszhangban éllnak az irodalomban
megjelent kozlésekkel (13).

A HGV-RNS kimutatisa,
a nukleotidsorrend meghatirozédsa

Osszesen 213 savéban vizsgiltuk meg a HGV-RNS
jelenlétét (4. tdblazat). A 202, ismeretlen eredet
hepatitisben szenvedd beteg koziil 24 esetében mu-
tattuk ki a HGV-RNS-t. Sajnos csak hdrom aplasti-
cus anaemids beteg savéjit tudtuk vizsgilni, ezek
koéziil egy bizonyult pozitivnak.

Nyolc PCR-termék szekvencidjit hatiroztuk
meg. Az igy kapott eredmények a 3. dbrdn lithat6k.
A felss nyolc szekvencia az irodalombél szarmazik
(12, 17), az als6 nyolc pedig (G1-G8) a betegekbdl
kimutatott virusok szekvencidjinak egy részlete.
Mindegyik szekvencia kismértékben kiillonbozik
egymastol és az irodalomban kézolt szekvenciaktol.

A TTV-DNS kimutatisa

154, ismeretlen eredetd hepatitisben szenveds beteg
savojat vizsgiltuk meg TTV-DNS jelenlétére. 72
esetben kaptunk pozitiv eredményt. Hét PCR-ter-

4. tablazat. A HGV RNS-ének el6fordulisa betegeknél

aHGV- aHGV- Osszesen
pozitiv negativ
HGV-RNS-
pozitiv 0 4 4
HGV-RNS-
negativ 20 27 47
Osszesen 20 31 51

279

Vizsgilt savok HGV-RNS-
szdma pozitiv
Ismeretlen eredet(
hepatitis 202 24
Aplasticus anaemia 3 1
Mis betegség 8 1
Osszesen 213 26
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méknek hatiroztuk meg a nukleotidszekvencidjit,

0,1

ebbdl hirom kevert szekvencidval rendelkezett. A
4 szekvencidk jelentSs kiilonbséget mutattak, egy-
3 méssal és az irodalomban koézoltekkel 6sszehason-
2 litva egyardnt. A jol leolvashaté négy szekvencia
T2 esetén az irodalomban ko6zodlt (45) genotipusok
1 (1-16) alapjin filogenetikai fat dllitottunk fel (4. db-
i - ra). Megillapitottuk, hogy mind a négy betegbdl
(T1-T4) kapott szekvencia a 2-es genotipushoz all a
T3 legk6zelebb. A bootstrap analizis alapjan a 2-es ge-
6 notipushoz valé tartozds valészintisége 100%. A ke-
_: 5 vert szekvencidkat klénozni fogjuk.
| 8
|
’ Kovetkeztetések
— |
10 Eredményeinket az 5. dbrdn 6sszegeztitk. Megélla-
_I: 14 pitottuk, hogy Magyarorszdgon a 60 év feletti kor-
13 osztily jelentds hinyadédban (28%) kimutathat6 a
16 hepatitis G-virus ellen termel8détt specifikus ellen-

anyag. Ez azt jelenti, hogy a hepatitis-G nem ritka
virus, taldn erdemes lenne vizsgilni el6fordulasat a
vérkészitményekben is. Fiatalokndl sokkal kisebb
9 mértékben fordul el6, mint id&sebbek korében; ez

azzal magyarazhatd, hogy a hepatitis G-virus vérrel,

4. dbra. A vizsgalt TT-virusok filogenetikai fija. A filoge-
netikai kapcsolatokat feltiintetd fin szamokkal jeloltiik az iroda-
lomban (45) kozolt 16-féle genotipust. T1-T4 jeloléssel az dlta-
lunk meghatdrozott TTV-DNS-szekvencidk lithatok. A szekven-
cidk kozotti genetikai tavolsdgot a PHYLIP programcsomag (44)
segitségével, Kimura kétparaméteres modszere alapjin becsiiltiik.
Két szekvencia kozitti genetikai tavolsdg az Gket Gsszekéts vo-
nalak vizszintes részeinek egyiittes hosszisdgibdl olvashatd le, a
0,1 genetikai tavolsdgértéker (10% eltérést) reprezentdld szakasz
figyelembevételével. Lithaté, hogy a T1-T4 szekvencidk a 2-es
genotipushoz dllnak legkozelebb

vérkészitményekkel és szexudlis Gton terjed.

Az iltalinosan haszndlt hepatitis G-virus-
primerek (17) alapjan nested polimerdz lincreakci6
segltsegevel vizsgaltuk, hogy ismeretlen eredet
méjgyulladdsban szenvedd betegekben és néhany,
aplastlcus anaemidban szenvedd betegben el6for-
dul-e a hepatitis G-virus RNS-e. Az ismeretlen ere-
detl hepatitises betegek mintegy 12%-anil mutat-
tuk ki a hepatitis G-virus RNS-ét. A szakirodalom-

u44402 GGGTGGACAAGGTGACCTTCTGGCGTGCTCCTAGGGTTCATGATAAGTACCTCGTGGACT
D87255 GGGTGGACAAGGTGACCTTCTGGCGTGCTCCGAGGGTTCATGACAAATACCTCGTGGACT
uge117 GGGTGGACAAGGTGACCTTCTGGAGAGCCCCTCGGGTCCATGACAAATTTCTCGTGGATT
u9e6118 GGGTGGACAAGGTGACCTTCTGGAGAGCCCCTCGGGTCCATGACAAATTTCTCGTGGATT
ue3715 GAGTGGACAAGGTGACCTTCTGGCGTGCCCCTCGAGTCCATGACAAATTTCTCGTGGACT
U75356 GGGTTGACAAGGTGACCTTTTGGCGCGCTCCTCGGGTTCACGACAAGTTTCTCGTGGACT
u96122 GGGTGGACAAGGTGACCTTCTGGCGCGCCCCTAGGGTTCACGACAAATACCTCGTGGACT
D87708 GGGTTGACAAGGTGACCTCTTGGCGCGCGCCTCGGGTCCATGACAAATTCCTTGTGGATT
G1 TGGTGGACAAGGTGACCTTTTGGCGTGCCCCTAGGGTTCATGACAAATACCTCGTGGACT
G2 GGGTGGACAAGGTGACCTTCTGGCGCGCTCCTAGGGTTCACGACAAATACCTCGTGGATT
G3 GGGTGGACAAAGTGACCTTCTGGCGTCCCTCTAGGGTTCACGACAAATATCTCGTGGACT
G4 GAGTTGACAAGGTAACCTTCTGGCGCGCCCCTAGGGTCCATGACAAATATCTCGTGGATT
G5 GAGTAGACAAGGTGACCTTTTGGCGAGCTCCTAGAGTCCATGATAAATTTCTCGTGGATT
G6 GGGTGGACAGGGTGACCTTCTGGCGCGCTCCCAGGGTTCATGACAAATATCTCGTGGACT
G7 GGGTCGACAAGGTAACCTTCTGGCGAGCTCCGAGAGTTCATGACAAATTTCTCGTGGACT
G8 GGGTCGACAAGGTAACCTTCTGGCGAGCTCCGAGAGTTCATGACAAATTTCTCGTGGACT

* 3k * 3k %k 3k * 3k k ok ok ok * ok %k * * * * * % * %k % * 3k * * 3k * 3k ok k% *

3. dbra. A hepatitis G PCR-nél kapott nukleotidsorrendjeinek részlete Az dbrin G1-G8 jelsléssel szerepelnek az dltalunk
vizsgdlt betegekbdl kimutatott virusnukleotid-szekvencidk. Felettiik dsszebasonlitds céliabdl a szakirodalomban kézélt nyolc hepa-
titis G-szekvencia megfelels részét tiintettiik fel, a nemzetkizi nukleotidszekvencia-adatbdzisbeli (GenBank/EMBL) azonositdjuk-
kal egyiitt. A csillaggal jel6lt pozicidkban mind a tizenhar szekvencia azonos nukleotidokat tartalmaz.



A hepatitis G- és TT-virus diagnosztikdjénak bevezetése

mal megegyez8en azt tapasztaltuk, hogy a hepatitis
G-virus RNS-e és a virus ellen termelédétt ellen-
anyag egyetlen mintdban sem mutathat6 ki egyszer-
re (46). A kapott PCR-termékeknek meghatiroz-
tuk a szekvencidjit. Az eddig kapott szekvencidk
vizsgalata azt mutatta, hogy a hepatitis G-virusok
vizsgilt szakaszdn kismértékd szekvenciakiilonb-
ségek taldlhatok. Az azonossdg és eltérés a torzsfa-
készitéssel szamszer(isithets. A torzsfakészitéshez
az Gjabb adatok szerint hepatitis G-virus esetében
legalabb 2000 bazisparnyi szekvenciaval kell rendel-
kezni a virus tébb kiillonboz8 régidjabol (47), kii-
l6nben félrevezetd eredményeket kaphatunk. A je-
lenlegi vizsgilatokkal csak 400 bédzisparnyi PCR-
termék 4ll rendelkezésre, ami nem elegendd a torzs-
fakészitéshez. Ahhoz, hogy megéllapitsuk, milyen
genotipusd hepatitis G-virus fordul el Magyaror-
szdgon, tovabbi vizsgilatok szitkségesek.

Sajnos TT-virusra specifikus ellenanyag-vizsgéla-
tokat hozzaférhetd reagenskészlet hidnya miatt
nem tudtunk végezni. A szakirodalomban taldlhat6
szekvencidk és az dltalinosan hasznilt TT-virus-
primerek (35) alapjin polimeriz lincreakcidval
vizsgaltuk, hogy ismeretlen eredetdi hepatitisben
szenvedd betegekben megtaldlhat6-e a TT-virus
DNS-e. A kapott PCR-termékeket nukleotidsor-
rend-vizsgalattal azonositottuk. A vizsgilt betegek
csaknem felénél (47%) mutattuk ki a TT-virus
DNS-ét. A terjedés médja szerepet jatszhat abban,
hogy a TT-virus genomja az ismeretlen eredet he-
patitisben szenvedd betegek vérébsl nagyobb sza-
zalékban mutathaté ki, mint a hepatitis G-virus: a
TT-virus nemcsak parenteralisan terjed, hanem bi-
zonyitott az enteralis terjedés is. A TT-virusok he-
terogenitdsit (a vizsgalt szakaszon) az irodalmi ada-
toknak megfelelen nagymértékiinek talaltuk (32,
35). Ismert, hogy egy betegben tobb, kiilonbézs
szekvencidja virus is perzisztilhat (32, 45). Hét
vizsgalt beteg koziil hairomnal mi is kevert szekven-
cidt mutattunk ki. Ebben az esetben a PCR-termék
szekvencidjanak meghatdrozdsival nem kapunk
értékelhets eredményt. Ilyenkor a PCR-termék
plazmidba t6rténd klénozisa és inzert szekvencidji-
nak meghatdrozdsa sziikséges. A torzsfakészitéshez
TT-virus esetében mar viszonylag roévid szekvencia
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5. dbra. A hepatitis G- és TT-virusokkal kapcsolatos vizsgilatok

Osszegzése

(220-300 bézispér) elég (45). A PCR-rel kapott szek-
vencidk elemzésekor kimutattuk, hogy a 2-es
genotipus fordul el§ leggyakrabban Magyarorszagon.
A hepatitis G-virus és a TT-virus etioldgiai szere-
pe egyelSre egyetlen korkép esetében sem bizonyi-
tott. Abban, hogy okoznak-e valamilyen betegsé-
get, nagy valdszintiséggel szerepet jitszik a virus ge-
notipusa. Jelenleg egyik Vlzsgalt virus esetében sem
ismeretes olyan primerpir, amely elkiilénitené az
egyes genotipusokat. Ezért jelenleg a széles korben
alkalmazott PCR-technika 6nmagiban, alkalmas
primerpérok hidnydban, genotipus meghatirozasira
nem alkalmas. Ahhoz, hogy megallapitsuk, a tapasz-
talt megbetegedéseket milyen genotipust TT-virus,
illetve hepatitis G-virus okozta, és milyen genoti-
pusok fordulnak el§ Magyarorszigon, tovabbi nuk-
leotidsorrend-vizsgalatok sziikségesek.
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