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Od momentu odkrycia wirusa T'T probowano odpowiedziec¢ na pytanie,
Jaka jest jego budowa, wtasciwosci i jakimi drogami moZe przenosicé sie
zakazenie. Ustalono, 7e TTV jest zbudowany z kolistej, pojedynczej nici
DNA, spolaryzowanej ujemnie. Replikacja wirusa ma miejsce w
komorkach szpiku kostnego i wqtroby poprzez dwuniciowq forme
posredniq. Szerzenie sie infekcji jest mozliwe drogq parenteralng, pokar-
mowgq, kropelkowq i kontaktow seksualnych. Obecnos¢ wirusa
stwierdzono rowniez w organizmach zwierzecych.

Stowa kluczowe: TTV, HBV, HCV, HIV, wirusowe zapalenie wqtroby
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WSTEP

W 1997 roku japonscy naukowcy wyizolowali z surowicy krwi pacjenta z potransfu-
zyjnym zapaleniem watroby typu nie A-G, fragment ztozony z 500 nukleotydéw wraz-
liwy na DNA-ze (1). Fragment ten okazat si¢ by¢ czescia wirusa DNA, ktérego nazwano
od inicjatéw pacjenta wirusem TT. Wirusa TT wykryto nastgpnie u kolejnych pacjentow
z potransfuzyjnym zapaleniem watroby typu nie A-G. Wystgpowanie korelacji wiremii
TTV z podwyzszona aktywnos$cia aminotransferaz sktonito autoréw do wyciagnigcia
wniosku o roli wirusa TT w patogenezie potransfuzyjnego zapalenia watroby o nieu-
stalonej etiologii. Nazwe wirusa, pokrywajaca si¢ z inicjatami pacjenta, tlumaczy¢
mozna réwniez jako - TTV - transfusion - transmitted virus.

Odkrycie japonskich naukowcow zapoczatkowato dalsze badania ukierunkowane na
okreslenie roli wirusa TT w zapaleniach watroby o nieustalonej etiologii i wykazanie
jego wptywu na przebieg przewleklych choréb watroby, wywotanych okreslonym czyn-
nikiem sprawczym, jak rowniez na ustalenie drég szerzenia si¢ zakazenia wirusem TT.
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BUDOWA TTV

Nishizawa i wspotpr. - odkrywcy TTV - opisali go jako bezotoczkowego wirusa
zbudowanego z pojedynczej nici DNA, o dtugosci 3739 nukleotydéw i liniowym geno-
mie (1). Dalsze badania nie potwierdzity liniowego charakteru genomu, wykazaty
natomiast obecno$¢ dodatkowego fragmentu diugosci 114 nukleotyddéw, bogatego
w guanine i cytozyne (2,3,4). Nastepnie wykazano, ze genom wirusa TT ztozony jest
z pojedynczej nici DNA spolaryzowanej ujemnie, o dtugosci od 3537 do 3853 nukleo-
tydéw (w zalezno$ci od analizowanego genotypu) (5). DNA wirusowe przyjmuje forme
kolista. TTV nie posiada otoczki, rozmiary jego czasteczki wynosza od 30 nm do 50
nm, a gesto$é¢ w chlorku cezu waha sie od 1,31 g/cm’ do 1,34 g/cm’.

Genom wirusa TT sktada si¢ z regiondw kodujacych i niekodujacych. Regiony
kodujace to sekwencje nukleotydowe wchodzace w sktad trzech otwartych ramek
odczytu ORF1, ORF2 i ORF3 (open reading frames) (5). ORF1 koduje biatko, praw-
dopodobnie kapsydu, zbudowane z 765 - 770 aminokwaséw. Biatko to jest bogate
w argining w cze$ci N-koncowej. Podobna budowe ma biatko kapsydu - VP1 (viral
protein - biatko wirusa) wirusa niedokrwistosci kurczat (CAV - chicken anemia virus)
- kodowane przez jego najdtuzsza ramke odczytu (3). W obrebie biatka Rep (replication
associated protein - biatko zwiazane z replikacja) kodowanego przez geny zlokalizowane
w ORF1 wirusa TT, odnaleziono dwie sekwencje odpowiedzialne za replikacje wiruséow
z rodziny Circoviridae. Sa to sekwencje: F-T-L i Y-X-X-K (F - fenyloalanina, T -
treonina L - leucyna, Y - tyrozyna, X - dowolny aminokwas, K - lizyna). W ORF1
wirusa TT wystepuja trzy hyperzmienne regiony - HVR1, HVR2 i HVR3 (hypervariable
region 1,2,3) (6). Takze CAV posiada podobny region hyperzmienny w obrgbie sek-
wencji kodujacych biatko VP1. Duze zréznicowanie sekwencji w obrebie regionéw
hyperzmiennych wykazano u szczepéw wirusa TT wyizolowanych z surowicy krwi
dwoch pacjentéw z przewlektym zakazeniem TTV (czas trwania infekcji wynosit kilka
lat) (6). U trzech pacjentéw z ostrym przebiegiem infekcji TTV (czas trwania zakazenia
liczony w tygodniach) zréznicowanie w regionach hyperzmiennych wykrywano rzadko
lub wcale. Prawdopodobnie dzigki obecnosci biatek kodowanych przez regiony hyper-
zmienne, wirus TT moze unika¢ odpowiedzi immunologicznej gospodarza, co sprawia,
ze infekcja przybiera wéwczas charakter przewlekly. Najdtuzszy poznany dotychczas
okres zakazenia TTV wynosit 11 lat, jednak u tego pacjenta wiremia mogta trwad
dtuzej, poniewaz stwierdzono ja juz podczas pierwszego badania (7).

Analogiczna jest sytuacja w przypadku wirusa zapalenia watroby typu C (HCV -
hepatitis C virus - wirus zapalenia watroby typu C) (8). Biatko otoczkowe E2 tego
wirusa zawiera region hyperzmienny, obejmujacy 25 aminokwaséw w cze$ci N-Kkonco-
wej. Duza zmienno$¢ tego regionu (10-krotnie wicksza niz dla catego genomu wirusa
HCV) pozwala na unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza.

ORF2 i ORF3 wirusa TT koduja biatka sktadajace sic odpowiednio z 149 - 151 i 57
aminokwaséw (5). Funkcja tych biatek pozostaje dotychczas nieustalona. Cecha cha-
rakterystyczna biatka kodowanego przez ORF?2 jest obecno$¢ konserwatywnego moty-
wu W-X -H-X,-C-X-C-X,-H (W - tryptofan, H - histydyna, C - cysteina). Taki motyw
(pozycja miedzy 83 i 103 nukleotydem) posiada réwniez biatko kodowane przez ORF2
wirusa niedokrwisto$ci kurczat (CAV) (9).
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W obregbie regionow niekodujacych znajduje si¢ wspomniany powyzej fragment
bogaty w guaning i cytozyng. Uktad 36 nukleotydéw tego fragmentu wykazuje podo-
bienstwo w 80,6% do sekwencji genomu CAV (lokalizacja pomigdzy 2237 a 2272
nukleotydem) (2). Przypuszcza sig, ze fragment ten moze odgrywaé znaczaca role
w replikacji wirusa.

Analiza filogenetyczna pozwolita na wyodrebnienie 16 genotypéw wirusa TT.
W obrebie poszczegdlnych genotypow réznice w sekwencjach wynosza do 30% (10).
Zrbznicowanie sekwencji opisywano zaréwno w ORFI jak i w ORF2. Wystepowanie
genotypow 1 i 2 jest powszechne, stwierdza si¢ je u wielu badanych oséb niezaleznie
od potozenia geograficznego. Inne genotypy zaobserwowano tylko na niektérych ob-
szarach, np. genotyp 9 w Kenii a genotyp 7 w Japonii.

Pojawity sie tez doniesienia, ze dany genotyp wirusa TT moze by¢ charakterystyczny
dla okreSlonej patologii watroby. Genotyp 1 obserwowano czesciej w zapaleniu watroby
o nieustalonej etiologii i nadostrym zapaleniu watroby o nieustalonej etiologii (11, 12).
Inne badania nie potwierdzity jednak tej zalezno$ci. Hijikata i wspdipr. nie wykazali
czestszego wystepowania genotypu 1 wirusa TT w pierwotnym raku watroby, przewlek-
tym zapaleniu watroby czy w marskosci watroby o nieustalonej etiologii (13).

Kolejne prace pozwolity na wyodrebnienie podtypéw w obrebie danego genotypu
wirusa TT (14, 15). Jak do tej pory, brak jest jednoznacznych danych na temat réznic
w ich patogennosci. Warunkowane jest to przede wszystkim zjawiskiem infekcji mie-
szanej - tj. zakazeniem tego samego pacjenta kilkoma genotypami i podtypami TTV.
Zakazenia mieszane réznymi genotypami wirusa TT obserwowano u chorych na he-
mofili¢, chorych z zapaleniem watroby typu nie A-E, jak rowniez u krwiodawcow (3,
16).

Po odkryciu wirusa TT powstat problem dotyczacy jego przynaleznosci do poznanych
juz rodzin wiruséw. Kolisty genom, rozmiar wirionu i gestos¢ w chlorku cezu wyklu-
czaja, przynaleznos¢ TTV do rodziny Parvoviridae. Podobna jak TTV gestos¢ w chlorku
cezu i ksztalt genomu maja bezotoczkowe wirusy z rodziny Circoviridae, zakazajace
rodliny i kregowce (ptaki, swinie). Jak wspomniano powyzej, znaleziono wiele podo-
bienstw budowy wirusow CAV i TTV. Jednak TTV ma wigksze rozmiary genomu
i wirionu. Dlatego tez zaproponowano przynaleznos$¢ wirusa TT do nowej rodziny -
Circinoviridae (Yac. circino - zaokraglac¢) (3).

W 2000 roku japoniscy naukowcy odkryli nowego wirusa, przypominajacego TTV
i CAV, ktérego nazwali TTV-like mini virus - TLMV (17). TLMV zostal wizolowany
z krwi trzech z 10 krwiodawcéw z wiremia TTV wynoszaca powyzej 10° kopii/ml.

TLMYV, podobnie jak TTV, jest bezotoczkowym wirusem o kolistym genomie zbu-
dowanym z pojedynczej nici DNA spolaryzowanej ujemnie. Dtugo$é¢ genomu tego
wirusa wynosi 2856-2897 nukleotydéw (w zalezno$ci od analizowanego izolatu) (17).
Gestosé w chlorku cezu jest podobna jak wirusa TT. Natomiast rozmiary czasteczki
TLMYV sa mniejsze i wynosza ponizej 30 nm. Organizacja genomu TLMYV przypomina
TTV i CAV. ORFI wirusa TLMYV koduje biatko zbudowane z okoto 660 aminokwaséw
bogate w arginine, tryptofan i fenyloalaning na N-koncu. ORF2 koduje proteine zbu-
dowana z okoto 90 aminokwasdw, z wystepujaca réwniez w genomie TTV i CAV
konserwatywna sekwencja W-X7-H-X3-C-X-C-X5-H. Sekwencje nukleotydowe zlokali-
zowane w ORF3 koduja biatko ztozone z okoto 130 aminokwaséw. Do zakazenia
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wirusem TLMV dochodzi droga parenteralna. Stad tez propozycja utworzenia nowej
rodziny wiruséw - Paracircoviridae, do ktdrej nalezatyby wirusy TTV, CAV i TLMV.

REPLIKACJA WIRUSA TT

Najnowsze dane zdaja si¢ wskazywaé na watrobe i szpik kostny jako miejsce repli-
kacji TTV (18, 19). Odnaleziono tam dwie formy wirusa - jednoniciowa i dwuniciowa.
Forma dwuniciowa jest forma posrednia w procesie replikacji.

Postuluje si¢, ze replikacja TTV moze byé podobna do replikacji wiruséw z rodziny
Parvoviridae (2). Wirusy AAV (adeno-associated viruses -wirusy adenosatelitarne) po-
chodzace z tej rodziny replikuja w komorkach gospodarza dopiero po nadkazeniu
innym wirusem (adenowirusem lub wirusem herpes), dostarczajacym enzymy niezbedne
do replikacji. Mozliwe, ze podobny mechanizm replikacji wystepuje u TTV.

WYKRYWANIE SEKWENCJI WIRUSA TT U CZLOWIEKA

Zakazenie wirusem TT u cztowieka mozna wykry¢ metoda PCR (polymerase chain
reaction - reakcja rancuchowa polimerazy), metoda hybrydyzacji in situ badz wykazujac
swoiste przeciwciata anty-TTV.

Wirusa TT wykryto po raz pierwszy w surowicy krwi chorego z potransfuzyjnym
zapaleniem watroby (1). Wkrétce potem podjeto préby jego izolacji z innych wydzielin
i wydalin ustrojowych. Okamoto i wspoipr. przebadali 5 pacjentow z HCC {hepatocel-
lular carcinoma - pierwotny rak watroby) zakazonych wirusem B lub C zapalenia
watroby (HBV - hepatits B virus) (21). U wszystkich tych chorych stwierdzono TTV
DNA w surowicy krwi. U trzech z nich wykryto TTV DNA w kale. Sekwencje TTV
izolowane z katu i surowicy danego pacjenta byly identyczne.

Obecno$¢ sekwencji wirusa TT wykazano takze w zdtci 5 pacjentdow z wiremia TTV,
hospitalizowanych z powodu cholestazy (22). Ilo$¢ kopii wirusa w z6tci byla wyzsza niz
w surowicy u danego pacjenta i wahata si¢ od 10' do 10* kopii/ml w surowicy i od 10’
do 10’ kopii/ml w zétci. Do badania iloiciowego wiremii TTV stosowano metode
rozcienczenia (limiting dilution analysis) badanego materiatlu. Analiza filogenetyczna
ujawnita obecno$¢ takich samych genotypow TTV w surowicy i zétci badanych pacjen-
tow.

TTV DNA wyizolowano rowniez ze Sliny, tez i nasienia zdrowych oséb z wiremia
TTV (23, 24, 25). W przypadkach braku wiremii TTV we krwi obwodowej, w ptynach
ustrojowych nie wykrywano materiatu genetycznego wirusa. Inni autorzy wykazali
obecno$¢ TTV DNA w moczu 20 z 36 pacjentéw z wiremia TTV w surowicy, podda-
nych immunosupresji po transplantacji serca (26).

TTV DNA wykryto takze w kobiecym mleku (34). Sekwencje wirusa stwierdzono w
mleku 17 z 22 kobiet z wiremia TTV w surowicy. U dzieci wszystkich matek TTV
DNA-dodatnich réwniez obserwowano wiremie TTV. Wyjatek stanowito jedno dziecko,
u ktérego nie wykryto wirusa TT, pomimo ze w surowicy jak i w mleku matki stwier-
dzano obecno$é¢ sekwencji TTV.

TTV DNA wykazano réwniez w tkance watrobowej (27). Okamoto i wspdipr. prze-
badali surowice i tkanke watrobowa 6 pacjentéw z zapaleniem watroby o nicustalonej
etiologii, spos$rdd ktorych u 5 wykryto TTV DNA w surowicy. U pacjenta bez wiremii
TTV nie stwierdzono takze sekwencji wirusa w watrobie. W pozostatych przypadkach
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wykazana w tkance watrobowej liczba kopii wirusa byta réwna lub 10-100 razy wieksza
anizeli w surowicy krwi badanych chorych (27).

Obecno$é¢ TTV stwierdzano réwniez w komdrkach jednojadrzastych krwi obwodowej
(28,29) i komérkach szpiku kostnego (18). DNA wirusa wykazano tez w bioptatach
sutka, mézgu, raka nerki i gruczolaka prostaty. Badania tkanek osdéb zmartych z
powodu zapalenia watroby, marskosci lub raka watroby wykazaty obecnos¢ TTV DNA
nie tylko w watrobie, ale i w nerkach, Sledzionie, zotadku i jelitach (30).

Sekwencje wirusa TT wykrywano réwniez metoda hybrydyzacji in situ. Postugujac
si¢ ta metoda potwierdzono obecno$¢ TTV DNA w komdrkach watroby 17 pacjentéw,
u ktorych wczeéniej technika PCR wykazano obecnos¢ TTV DNA w krwi i tkance
watrobowej (20). Materiat do badan pobrano od chorych z wzw B (wirusowe zapalenie
watroby typu B), wzw C (wirusowe zapalenie watroby typu C), z hemosyderoza, sttu-
szczeniem watroby, zapaleniem watroby o nieustalonej etiologii i z zanikiem
wewnatrzwatrobowych drég zoétciowych. Grupe kontrolna stanowito zaledwie dwéch
pacjentéw, od ktorych zdrowa tkanke watrobowa pobrano w trakcie cholecystektomii.
U wszystkich zbadanych pacjentow metoda hybrydyzacji wykrywano materiat genetyczny
wirusa zarowno w jadrze jak i w cytoplazmie hepatocytow.

Nie wykazano roéznic iloSci hepatocytow zawierajacych TTV DNA w przebiegu
sttuszczenia i zapalenia watroby czy hemosyderozy. Liczba hepatocytéw z wykrywanym
TTV DNA metoda hybrydyzacji wahata si¢ od 2,1% do 30% u wszystkich wyzej
wymienionych badanych. Metoda PCR stwierdzono réwniez zmienna liczbg kopii
wirusa TT w tkance watrobowej tych pacjentéw. W grupie chorych zakazonych TTV,
ale bez koinfekcji HBV czy HCV, istniata wprost proporcjonalna zalezno$¢ pomigdzy
liczba zakazonych hepatocytow a aktywnoscia aminotransferazy alaninowej. Co wigcej,
miano wirusa TT w tkance watrobowej tych pacjentow réwniez korelowato z aktywnos-
cia aminotransferazy alaninowej. Pomimo, iz hepatocyty zawierajace TTV DNA nie
wykazywaty zadnych morfologicznych zmian zalezno$¢ ta moze sugerowaé udziat TTV
w patogenezie choréb watroby.

Infekcje TTV potwierdzano takze badajac wystegpowanie swoistych przeciwciatl anty-
TTV. Autorzy japonscy, ktorzy postugiwali si¢ metoda immunoprecypitacji, wykryli
przeciwciata anty-TTV u jednego z 6 badanych (17%) zdrowych krwiodawcédw z wire-
mia TTV (31). Natomiast wéréod 38 krwiodawcow, u ktérych nie wykazano sekwencji
TTV w surowicy, przeciwciata anty-TTV obecne byty u 11 badanych (29%). U dwo6ch
pacjentéw z potransfuzyjnym zapaleniem watroby typu nie A-G stwierdzono swoiste
przeciwciata anty-TTV dopiero po samoistnej eliminacji TTV DNA z krwi. Z kolei,
amerykanscy badacze wprowadzili produkt ORF1 do FEscherichia coli, gdzie ulegat
ekspresji (32). Powstate biatko fuzyjne uzywali jako antygen do wykrywania swoistych
przeciwcial przeciwko wirusowi TT w surowicy zdrowych dawcéw. Stwierdzono je u 32
spoé$rdéd 38 TTV DNA-pozytywnych krwiodawcéw (84%) i u 6 z 38 krwiodawcow bez
wiremii TTV (16%). Dane te potwierdzaja fakt wytwarzania swoistych przeciwciat
anty-TTV oraz wskazuja na mozliwo$¢ eliminacji wirusa u czesci zakazonych oséb.

WYSTEPOWANIE SEKWENCIJI WIRUSA TT U ZWIERZAT

Obecno$¢ sekwencji wirusa TT wykazano nie tylko u ludzi. Powiodta si¢ proba
zakazenia wirusem zwierzat do$wiadczalnych - szympanséw i rezuséw, u ktérych izo-
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lowano nastegpnie TTV DNA z surowicy, zoétci, katu i tkanki watrobowej (23, 3).
Pomimo obecnos$ci sekwencji wirusa TT, nie zaobserwowano u badanych zwierzat
zadnych biochemicznych i histopatologicznych wyktadnikow zapalenia watroby. W in-
nym badaniu stwierdzono wystepowanie TTV DNA w surowicy badanych szympansow,
przy czym analiza filogenetyczna wykazata, ze byly to genotypy wirusa, ktorych nie
znaleziono w surowicy ludzkiej (34). Jednakze kolejne badania na wigkszej liczbie
zwierzat tego gatunku (104 przypadki) wykazaly obecno$é¢ - w surowicy jednego ze
zwierzat - genotypu wirusa odpowiadajacego ludzkiemu genotypowi la (35).

Badania surowicy zwierzat domowych ($win, krow, kurczat i owiec) z uzyciem star-
teréw komplementarnych do sekwencji regiondw niekodujacych wirusa TT, pozwolity
stwierdzi¢ wiremi¢ TTV u wszystkich badanych gatunkéw (odpowiednio u 20%, 25%,
19% i 30%) (36). Dodatkowo wykazano bardzo duze, bo az w granicach od 79% do
99,2%, podobienstwo sekwencji TTV izolowanych od ludzi i od zwierzat.

Wykazanie obecnosci wirusa TT u zwierzat wskazywaé moze na istnienie takze
innych zrédet, jak i drég szerzenia sie¢ infekcji TTV.

DROGI PRZENOSZENIA WIRUSA TT

Poczatkowo uwazano, ze wirus TT przenoszony jest droga parenteralna - poprzez
krew i preparaty krwiopochodne. Zwracano uwage na czeste wystepowanie infekcji
TTV u chorych z duzym ryzykiem zakazen wirusowych droga parenteralna, np. hemo-
dializowanych czy pacjentéw z zaburzeniami odpornosci.

Wykazanie obecnosci TTV DNA w kale, zéfci, §linie, moczu, nasieniu i tzach
wskazuje na mozliwo$¢ szerzenia si¢ infekcji droga pokarmowa, kropelkowa i kontak-
tow seksualnych.

Brak otoczki biatkowej wirusa TT, podobnie jak u wiruséw zapalenia watroby typu
A i E (HAV - hepatitis A virus - wirus zapalenia watroby typu A, HEV - hepatitis
FE virus - wirus zapalenia watroby typu E), umozliwia transmisje zakazenia droga
pokarmowa, (22).

Rozwazano takze mozliwo$¢ wertykalnego przenoszenia wirusa (37, 38, 39). Dzieci
matek TTV DNA-dodatnich byty zakazone w 42,9% (9/21) do 68% (26/38). Jednakze
obecno$¢ TTV DNA w krwi pepowinowej potwierdzono zaledwie w 1% przypadkéw
(99/100) (40). Wiremia TTV stwierdzana byta takze u dzieci matek nie zakazonych
tym wirusem. Wykazano ja az w 43%, u 13 spos$réd 30 badanych dzieci. Sekwencje
TTV pojawiaty sie w surowicy wszystkich badanych dzieci po uptywie trzech do 14
miesiecy od urodzenia. Kolejni autorzy stwierdzili zwigkszone ryzyko zakazenia wiru-
sem TT u dzieci karmionych piersia przez matki TTV DNA-dodatnie (38). Inni
badacze nie potwierdzili tej hipotezy (41).

Przedstawione powyzej dane wskazuja raczej na transmisje horyzontalna anizeli
wertykalna wirusa TT. Wydaja si¢ to réwniez potwierdza¢ badania homologii DNA
TTV w trzech rodzinach zakazonych tym wirusem. Podobienstwo sekwencji wirusa
u zakazonych matek i dzieci wynosito od 62% do 100%, a u zakazonego rodzerstwa
od 92,3% do 100% (40).

Z uwagi na duze rozprzestrzenienie wirusa TT zaréwno u ludzi jak i u zwierzat,
jego zmienno$¢ genetyczna oraz mozliwo$é szerzenia si¢ zakazenia wieloma drogami,
okresdlenie patogennosci wirusa TT pozostaje istotnym problemem.
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TT VIRUS - CHARACTERISTICS, INCIDENCE AND ROUTES OF INFECTION
TRANSMISSION

SUMMARY

Recent discovery of a novel DNA virus from the serum of a Japanese patient (T.T.) has
prompted further studies directed on possible role of TT virus in the development of cryptogenic
hepatitis. The TT is an unenveloped and circular DNA virus. TTV possesses single stranded
DNA genome and comprises 3537 to 3853 nucleotides. TTV is similar to the Circoviridae and
possesses three open reading frames. Phylogenetic analysis revealed up to 30% nucleotide
sequence divergence in the 16 virus genotypes. TTV infection can be detected by polymerase
chain reactions, in situ hybridization and by specific antibodies to TTV. TTV DNA has been
identified in the serum of patients with cryptogenic hepatitis, hepatitis B and C, hepatocellular
carcinoma as well as in healthy individuals. TTV has been found also in the peripheral blood
leukocytes, bone marrow cells, liver biopses as well as in feces and breast milk. Some animals
including cattle, sheep, pigs and chicken appeared to have TTV viremia. Recent detection of
TTV in nonblood products, such as saliva and feces suggest in addition to parenteral also
nonparenteral routes of TTV transmissions including sexual and fecal-oral.
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