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ISPITIVANJE IMUNOFENOTIPA MONONUKLEARNOG CELIJSKOG
INFILTRATA U JETRI SVINJA PRIRODNO INFICIRANIH VIRUSOM
HEPATITISA E

REZIME

U ovoj disertaciji ispitano je 233 rektalna brisa od klinicki zdravih svinja,
razli¢itth uzrasnih kategorija, poreklom sa Cetiri farme, na prisustvo nukleinske
kiseline virusa hepatitisa E metodom RT-PCR. Pored toga, RT-PCR, bakterioloskom i
PCR analizom su ispitani uzorci jetre od 12 svinja kod kojih je RT-PCR nalaz iz
uzorka rektalnog brisa pokazao prisustvo HEV RNK. Kod 12 svinja kod kojih je
metodom RT-PCR u uzorku rektalnog brisa utvrdena nukleinska kiselina virusa
hepatitisa E, izvrSena je punkcija vena cava cranialis 1 uzeta je krv za biohemijska
ispitivanja. Nakon koagulisanja krvi i izdvajanja seruma uz pomo¢ poluautomatskog
biohemijskog spektrofotometra odredeni su slede¢i parametri: ukupni proteini,
albumini, aspartat-aminotransferaza (AST), alanin-aminotransferaza (ALT), -
glutamil-transpeptidaza (GGT) i ukupni bilirubin.

Histopatoloska i imunohistohemijska analiza uradena je na uzorcima jetre koji
su fiksirani u 10% neutralnom formalinu, obradeni u automatskom tkivnom procesoru
i uklopljeni u parafin. Parafinski isecci debljine oko 3-5um bojeni su hematoksilin-
eozin i Masson trihrom metodom. Imunofenotipizacija celija mononuklearnog
infiltrata izvrSena je streptavidin-biotin (LSAB2) metodom i tehnikom dvostrukog
imunohistohemijskog bojenja, uz upotrebu antitela za CD3 i CD79. Ekspresija TGFp,
molekula postignuta je streptavidin-biotin (LSAB2) metodom. Za procenu gustine i
distribucije limfocitno — plazmacelijskog infiltrata u jetri koriS¢ena je
semikvantitativna analiza. Broj CD3 i CD79 pozitivnih ¢elija u jetri odreden je
morfometrijskom analizom. Pored deskriptivnih statistiCkih parametara upotrebljeni
su ANOVA i Tukey test.

Ukupno je ispitano 233 svinje, od kojih je kod dvanaest u uzorku rektalnog
brisa dokazana HEV RNK (5,15%). Istovremeno prisustvo HEV RNK u uzorku
rektalnog brisa i jetre je ustanovljeno kod pet svinja (41,67%). U dvanaest uzoraka
jetre nije dokazano prisustvo aerobnih i anaerobnih bakterija i genoma svinjskog

cirkovirusa tip 2.



Biohemijskim ispitivanjem seruma nije bilo statisticki znaCajne razlike u
vrednostima ukupnih proteina, albumina i AST izmedu grupe inficiranih svinja i
kontrolne grupe. Statisticki veoma znacajna razlika (p<0.01) izmedu inficiranih svinja
i kontrolne grupe je utvrdena za ALT, dok je za vrednosti GGT i ukupnog bilirubina
razlika izmedu grupe inficiranih svinja i kontrolne grupe bila statisticki znacajna
(p<0.05).

Kod 12 ispitanih svinja makroskopskim pregledom ustanovljeno je blago
povecanje jetre, dok je izrazito dilatirana ZuCna kesa ustanovljena u Cetiri slucaja
(33,33%). U Sest slucajeva (50%), ustanovljeno je uvecanje portnih limfnih ¢vorova.

Histoloskim pregledom uzoraka jetre svinja inficiranih virusom hepatitisa E
dominantan nalaz ¢ini mononuklearni ¢elijski infiltrat razli¢ite ditribucije i gustine.
Hepatociti su pokazivali razlicit stepen degeneracije. U nekim uzorcima jetre u
centrolobularnom i srednjezonalnom podruc¢ju uocavaju se znaci hepatocelulolize, sve
do potpunog iscezavanja ostataka hepatocita. Kao posebno interesantan nalaz istice se
prisustvo pojedinacnih acidofilnih hepatocita okruzenih svetlom halo zonom S§to se
uklapa u morfolosku sliku apoptoze. Opisane histopatoloske promene upucuju na
akutni virusni hepatitis sa nekroinflamatornim promenama u tkivu jetre, bez
naruSavanja arhitekture lobulusa jetre. U nekim uzorcima jetre inficiranih svinja
prisutna je povecana koli¢ina vezivnog tkiva u portnim prostorima i u susednim
lobulusima u vidu S§irih ili uzih traka. Oba opisana nalaza govore u prilog hroni¢nom
ostec¢enju jetre i uklapaju se u sliku fibroze.

Dominantnu ¢elijsku populaciju u mononukleranom ¢elijskom infiltratu ¢ine
CD3 pozitivni limfociti. Populacija CD79 pozitivnih limfocita manje je zastupljena.
Infiltrat ovakvog sastava u svih 12 uzoraka (100%) lokalizovan je u portnim
prostorima jetre, a u 10 uzoraka (83,33%) i multifokalno u parenhimu jetre.
Intenzivnu pozitivnu reakciju na TGF-f, pokazivale su ¢elije zapaljenskog infiltrata u
uzorcima jetre sa apoptozom hepatocita.

Masivne nekroze hepatocita u centrolobularnom i srednjezonalnom podrucju
bile su prac¢ene gustim mononuklearnim infiltratom. MozZe se pretpostaviti da je broj
limfocita u direktnoj povezanosti sa nastalim nekroticnim procesom. Dobijeni
rezultati sugeriSu da oStec¢enje hepatocita nastaje kao posledica imunoreaktivnosti
odnosno, ukazuje na znacaj prisutnih limfocita u patogenezi oSte¢enja jetre svinja

prirodno inficiranih virusom hepatitisa E.



Ispitani odnos izmedu stepena histoloskih lezija i biohemijskih parametara
krvi inficiranih svinja je pokazao statisticki vrlo znacajnu razliku (p<0,01) izmedu
prosecnih vrednosti za ukupne proteine, AST, ALT 1 ukupni bilirubin kod inficiranih
svinja sa prvim stepenom oStec¢enja i svinja sa Cetvrtim stepenom oStecenja jetre, kao i
izmedu prosecnih vrednosti za AST i ALT kod inficiranih svinja sa drugim stepenom
ostecenja i svinja sa Cetvrtim stepenom oStecenja jetre; utvrdena je statisticki vrlo
znacajna razlika (p<0,01) izmedu prosecnih vrednosti za ukupni bilirubin kod
inficiranih svinja sa prvim stepenom ostecenja i svinja sa tre¢im stepenom ostecenja

jetre.

Kljuéne redi: svinja, virus hepatitisa E, RT-PCR, prevalencija, mononuklearni

¢elijski infiltrat, imunofenotipizacija.
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IMMUNOPHENOTYPING OF MONONUCLEAR CELL INFILTRATE IN
SWINE LIVER NATURALLY INFECTED WITH HEPATITIS E VIRUS

SUMMARY

In this thesis from clinically healthy pigs of different ages, originating from 4
farms, a total of 233 rectal swabs were tested for the presence of HEV RNA by RT-
PCR. In addition, liver samples of 12 pigs which were RT-PCR positive to HEV RNA
were tested by RT-PCR, bacteriological and PCR analysis. A total of 12 pigs which
rectal swabs tested positive by RT-PCR analysis were further on sampled by puncture
of vena cava cranialis, as well. After coagulation blood sera were analyzed on a
biochemical spectrophotometer and the following parameters were determined: total
protein, albumin, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
v — glutamil transpeptidase (GGT) and total bilirubin.

Histopathological and immunohistochemical analyses were performed on liver
samples fixed in 10% neutral formalin, processed in an automated tissue processor
and embedded in paraffin. Paraffin sections about 3-5um thick were stained with
hematoxilin-eosin and by Masson trichrome method. Immunophenotypisation of
mononuclear infiltrate cells was carried out by the streptavidin — biotin method
(LSAB2) and by the double immunohistochemical staining technique with antibodies
for CD3 and CD79. Expression of TGF-B; molecule was obtained by the streptavidin
— biotin method (LSAB2). Estimation of the density and distribution of lymphocytic-
plasmacytic infiltrate in the liver was done by semiquantitative analysis. The number
of CD3 and CD79 positive cells in the liver was determined by morphometric
analysis. In addition to descriptive statistical parameters ANOVA and Tukey test were
used, as well.

A total of 233 pigs were tested. Out of this number in 12 rectal swabs HEV
RNA (5.15%) was confirmed. Concurrent presence of HEV RNA in both rectal and
liver samples was determined in 5 pigs (41.67%). In 12 liver samples the presence of
aerobic and anaerobic bacteria, as well as circovirus type 2 genome were not
confirmed.

Results of blood serum biochemical testing did not show statistical
significance between values for total proteins, albumins, and AST between the

infected pigs and the control group. A statistically very significant difference (p<<0.01)



between the infected and the control group was determined for ALT, and a significant
difference (p<0.05) was recorded for GGT and total bilirubin.

In 12 tested pigs a slightly enlarged liver was macroscopically specified, while
a dilated gallbladder was recorded in four cases (33.33%), and in six pigs (50%)
enlarged portal lymph nodes were evident.

Histological examination of liver tissue samples of pigs infected with hepatitis
E revealed mononuclear cell infiltrates of different distribution and density.
Hepatocytes displayed different levels of degeneration. In some liver samples in the
centrolobular and midzonal region signs of hepatocellular lysis were evident, up to the
stage of complete loss of hepatocytes. Of special interest is the presence of individual
acidophilic hepatocytes surrounded with a light halo zone which fits into the
morphological picture of apoptosis. The described histopathological changes point to
acute viral hepatitis with necroinflammatory changes in the liver tissue, but without
alterations of the lobular liver architecture. In some liver samples from infected pigs
there is an increased amount of connective tissue bands in the portal spaces and in the
adjacent lobules. Both of the above described findings speak in favor of chronic liver
damage and fit into the picture of fibrosis.

In the mononuclear cell infiltrate CD3 positive lymphocytes were dominant,
the CD79 positive lymphocyte population was less frequent. Such infiltrate was
present in all 12 tested liver samples (100%) and was localized in the portal spaces
and in 10 samples (83.33%) were multifocal in the parenchyma. An intensive positive
reaction to TGF-B; was displayed by the inflammatory cell infiltrate in liver samples
with hepatocyte apoptosis.

Massive necrosis of hepatocytes in the centrolobular and midzonal areas were
accompanied by dense mononuclear infiltrate. It can be supposed that the number of
lymphocytes is in direct relation to the developed necrotic process. The obtained
results suggest that hepatocyte damage is the result of immunoreactivity indicates the
importance of the present lymphocytes in the pathogenesis of liver damage of pigs
infected with hepatitis E virus.

The studied relationship between the degree of lesions and blood biochemical
parameters of infected pigs has shown a statistically significant difference (p<0.01)
between the average values for total protein, AST, ALT, and total bilirubin between
infected pigs with the first and fourth degree of liver damage, as well as for AST and

ALT values between infected pigs with the second and fourth degree of liver damage.



A statistically significant difference (p<<0.01) was described for total bilirubin values

between pigs with the first and third degree of liver damage.

Key words: pig, hepatitis E virus, RT-PCR, prevalence, mononuclear cell

infiltrate, immunophenotipization.
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1. Uvod

Virus hepatitisa E (hepatitis E virus — HEV, eng.) se nalazi u svim podruc¢jima
sveta u kojima postoji intenzivna proizvodnja svinja. Virus hepatitisa E inficira
nekoliko zivotinjskih vrsta, a infekcija uglavnom protic¢e asimptomatski. Sojevi virusa
izolovani kod ljudi i svinja su geneticki slicni, Sto ukazuje na potencijalni zoonotski
karakter bolesti i mogucnost da su svinje obolele od hepatitisa E izvor infekcije za
ljude. Iz ovih razloga Svetska zdravstvena organizacija i Centar za kontrolu i
prevenciju bolesti u SAD isti€u moguénost zoonotskog Sirenja virusa. Mada je
zoonotski potencijal ovog virusa sasvim izvesan, za sada je u svega nekoliko
slucajeva u svetu definitivno potvrdeno prenosenje ovog virusa sa zivotinja na ljude.
Vise od 60% novootkrivenih infektivnih agenasa u poslednjih nekoliko decenija koji
izazivaju oboljenja kod ljudi vode poreklo od zivotinja ili namirnica Zivotinjskog
porekla. Jedan od njih je i virus hepatitisa E, koji iako ne izaziva klinicku sliku
oboljenja kod svinja i ekonomske gubitke dobija sve viSe na znacaju zbog zoonotskog
potencijala, nedovoljnog poznavanja epizootiologije i patogeneze. U poslednjih
nekoliko godina infekcija ljudi virusom hepatitisa E je sve ucestalija u razvijenim
zemljama na $ta ukazuju brojni autohtoni slucajevi infekcije ljudi koji nisu putovali u
endemske regione. Ovome je svakako doprinelo usavrSavanje postoje¢ih i
pronalazenje novih dijagnosti¢kih postupaka u otkrivanju ovog oboljenja. Veterinari,
zatim odgajivaci svinja i radnici na klanicama su posebno izlozeni riziku od infekcije
virusom hepatitisa E, §to ovo oboljenje svrstava u grupu profesionalnih oboljenja.
Poseban rizik od ove infekcije postoji pri ksenotransplantaciji organa od svinja donora
ljudima koji se tako mogu inficirati i prenositi virus na druge ljude. 1z ovih razloga
sprovode se brojna istrazivanja na ovom polju koja imaju za cilj pronalazenje
infektivnog izvora i puteva infekcije ljudi.

U literaturi postoji dosta podataka o prevalenciji HEV infekcije kod svinja u
razli¢itim zemljama sveta. Osim toga, brojna istrazivanja su bazirana na molekularnoj
epizootiologiji i genotipizaciji virusa hepatitisa E. Ispitivanja prevalencije HEV
infekcije kod svinja u nasoj zemlji su skromna, pa je jedan deo ovih istrazivanja bio

usmeren u tom pravcu.



Infekcija svinja virusom hepatitisa E nastaje orofekalnim putem, ingestijom
hrane i vode kontaminirane virusom ili direktnim kontaktom izmedu inficiranih i
zdravih Zivotinja. Patogeneza HEV infekcije kod svinja se razlikuje od patogeneze
ove infekcije kod ljudi i nije u svemu dovoljno istraZzena. Mada je hepatitis E kod
svinja definisan kao subklinicko oboljenje, neki autori opisuju promene u
koncentracijama pojedinih biohemijskih parametara u krvnom serumu inficiranih
svinja. Histoloski se u jetri kod inficiranih svinja uocava blaga do umerena limfocitno
— plazmacelijska infiltracija i fokalna podruc¢ja nekroze hepatocita. Ima naznaka, da
virus hepatitisa E, sli¢no kao i1 drugi virusi, pokre¢e apoptozu hepatocita uz moguce
posredovanje citokina TGF-B,. Istrazivanja u kojima je vrSeno pracenje celijskog
imunskog odgovora na infekciju virusom hepatitisa E kod ljudi su pokazala da je
oste¢enje jetre imunski posredovano i da nastaje najverovatnije kao posledica
delovanja citotoksi¢nih T limfocita i ¢elija prirodnih ubica (NK c¢elije). Osim toga,
postoji i moguénost direktnog oste¢enja hepatocita virusom hepatitisa E.

Imaju¢i u vidu skromna saznanja o patogenezi i mehanizmu nastanka
oSte¢enja hepatocita kod svinja inficiranih virusom hepatitisa E, ispitivanja u ovoj

disertaciji su bila usmerena u tom pravcu.



2. Pregled literature

Infektivni hepatitis, zapaljenje jetre kod svinja infektivne etiologije, moze
nastati kao posledica bakterijskih, parazitskih ili virusnih infekcija. Bakterijski
hepatitis moze biti izazvan razli¢itim vrstama bakterija, i obi¢no nastaje kao posledica
sistemske infekcije. Mycobacterium spp., Clostridium novyi, Lysteria spp.,
Arcanobacterium pyogenes, Leptospira spp., Salmonella spp., Brucella spp.,
Actinobacillus pleuropneumoniae su neki od rodova i vrsta bakterija koji mogu
izazvati hepatitis kod svinja. Mycobacterium spp. 1 Brucella spp. izazivaju hroni¢no
granulomatozno zapaljenje jetre koje se karakteriSe formiranjem infektivnih
granuloma (Nakamura i sar., 1984; Iveti¢ i Sudari¢, 1987; Cvetnic i sar., 2005; Hibiva
i sar., 2008.). Listerioza svinja je pra¢ena masivnom nekrozom u jetri ¢ije je periferno
podrudje infiltrovano limfocitima i makrofagima (Long i Dukes, 1972). Clostridium
novyi je uzrocnik infektivnog nekroticnog hepatitisa koji se karakteriSe nalazom
fokusa hepatocelularne nekroze razlicite veli¢ine koja su okruzena zonom aktivne
hiperemije, dok se kod leptospiroze pored nekroze u jetri mogu uociti i krvavljenja
razli¢itog intenziteta kao 1 infiltracija inflamatornim ¢elijama u periportnim
podru¢jima (Delbem i sar., 2002; Garcia i sar., 2009). Arcanobacterium pyogenes
izaziva gnojni apostematozni hepatitis najc¢es¢e kod prasadi u neonatalnom periodu
(Takeuchi 1 sar., 1979; Kume i sar., 1983). Osim Arcanobacterium pyogenes,
apostematozni hepatitis mogu da izazovu i druge vrste bakterija kao Sto su:
Escherichia coli, Klebsiella sp., Staphylococcus aureus, a znatno rede Citrobacter
freundii, Proteus sp. i druge vrste (Tahir i Sheikh-Omar, 1985). Promene u jetri kod
salmoneloze svinja ukljucuju infiltraciju jetre mononuklearnim ¢elijskim infiltratom
u formi tzv. paratifoznih ¢vorica, ali i pojavu manjih ili ve¢ih nekroti¢nih Zarista u
jetrinom parenhimu (Murakami i sar., 2006). Actinobacillus pleuropneumoniae se u
literaturi pominje kao uzro¢nik granulomatoznog hepatitisa kod svinja (Ohba i sar.,
2008).

Od parazitskih hepatitisa kod svinja, u literaturi se opisuje hepatitis koji

nastaje kao posledica migracije larvi Ascaris suum kroz jetru i hepatitisi izazvani



larvenim oblicima pantljicara Taenia hydatigena i Echinococcus granulosus.
Makroskopske promene na jetri kod migracije larvi Ascaris suum ukljucuju pojavu
mlecnih pega koje variraju u veli¢ini i mogu biti i do 2 centimetra u precniku.
Distribucija mlec¢nih pega je najce$c¢e na levom i desnom medijalnom i levom
lateralnom lobusu jetre. Ukoliko je u pitanju akutna faza askaridoze tada se u jetri
uocavaju hemoragi¢no infiltrovana podrucja koja su pracena i nekrozom.
Mikroskopskim pregledom se kod ovog parazitskog hepatitisa moze uociti
krvavljenje, nekroza hepatocita, infiltracija lobulusa eozinofilnim granulocitima kao i
prosirene interlobularne vezivnotkivne septe sa prisutnim tragovima fibrina i velikim
brojem eozinofilnih granulocita i makrofaga (Tahir i Sheikh-Omar i sar., 1985;
Sanford i sar., 1991, Gjestvang 1 sar., 2004). Tokom migracije larve Cysticercus
tenuicolis u jetri se javljaju subkapsularna krvavljenja kao i krvavljenja u samom
parenhimu jetre. Krvavljenja nastaju usled migracije larvi koje oSte¢uju sinusoide
jetre. Larveni oblik Taenia hydatigena Cisticercus tenuicolis se obi¢no uocava na
povrsini jetre obavijen seroznom ovojnicom, dok je larveni oblik Echinococcus
granulosus lokalizovan ceS¢e u samom parenhimu jetre. Cista chinokokusa je
obavijena vezivnotkivhom membranom i ima veliki broj skoleksa (fertilna cista) ili ih
uopSte nema (sterilna cista), dok je cista cisticerkusa obavijena tankim seroznim
omatacem i ima jedan relativno krupan skoleks (Blazek i sar., 1985; Romig i sar.,
2006; Bruzinskaite i sar., 2009).

Svinjski cirko virus tip 2 (PCV2) koji izaziva multisistemski sindrom krzljanja
zalucene prasadi (postweaning multisystemic wasting syndrome — PMWS, eng.) i
virus hepatitisa E su poslednji medu virusima koji su prepoznati kao uzro¢ni agensi
virusnog infektivnog hepatitisa kod svinja (Martin i sar., 2007). Oboljenje jetre je
Cesta klinicka i patomorfoloska karakteristika svinja obolelih od PMWS bilo da je u
pitanju samo infekcija circo-2 virusom ili koinfekcija i sa parvovirusom svinja
(porcine parvo virus — PPV, eng.). Sindrom abortusa i mortaliteta kod krmaca (sow
abortion and mortality syndrome — SAMS, eng.), tesko oboljenje gravidnih krmaca,
gde je hepatitis primarna lezija, je prvobitno povezivan sa infekcijom virusom
reproduktivno-respiratornog sindroma svinja (porcine reproductive and respiratory
syndrome virus — PRRSV, eng.). Kasnije je dokazano da u nastanku hepati¢nih lezija
ucestvuje 1 PCV2. Koinfekcija PCV2 virusom i virusom Aujeckijeve bolesti je
dokazana kod svinja obolelih od PMWS sa teskim hepaticnim lezijama. U

eksperimentalnim uslovima je dokazano da hepaticne lezije mogu nastati kao
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posledica sinergistiCkog dejstva u koinfekciji sa PCV2 i PPV, kao i PCV2 i virusom
PRRS. Patomorfoloske karakteristike hepatitisa koji nastaje kao posledica delovanja
PCV2 virusa su veoma sli¢ne hepatitisu koji nastaje kao posledica infekcije sa
virusom hepatitisa E, ukljucujuci i prisustvo sincicijelnih ¢elija u limfati¢énim tkivima
(Ellis i sar., 2004).

Virus hepatitisa E je prvobitno bio klasifikovan u familiju Caliciviridae.
Kasnije je izvrSena reklasifikacija, pa je virus svrstan u familiju Hepeviridae i rod
Hepevirus Ciji je za sada jedini ¢lan. Ovaj rod ukljucuje sve sojeve otkrivene kod ljudi
i kod zivotinja (Emerson i Purcell, 2003). U populaciji ljudi, virus je prvi put otkriven
1983. godine metodom imunske elektronske mikroskopije (Balayan i sar., 1983).
Medutim, jos je sredinom XX veka u Nju Delhiju u Indiji opisana velika hidri¢na
epidemija hepatitisa koji nije li¢io ni na A ni na B hepatitis pa je bio oznac¢en kao non-
A, non-B hepatitis. Epidemija je nastala usled konzumiranja kontaminirane vode, a
tek je 1980. godine, ispitivanjem zamrznutih seruma od obolelih osoba, seroloski
dokazano da se radi o novom oboljenju — hepatitisu E (Worm i sar., 2002). Virus
svinjskog hepatitisa E, koji je sli¢an virusu hepatitisa E ljudi, je prvi put izolovan i
opisan u SAD 1997. godine (Meng i sar., 1997). Medutim, prva eksperimentalna
infekcija svinja azijskim sojem humanog virusa, pri ¢emu je virus inokulisan
intravenski, opisana je jo§ 1990 (Balayan i sar., 1990). Tokom 1995. godine vrSena su
ispitivanja na svinjama u Nepalu i dokazana je virusna RNK kao i antitela na virus, ali
je identitet virusa ostao nepoznat sve do 1997 godine (Clayson i sar., 1995). Jedan od
mogucih razloga zasto je svinjski virus hepatitisa E kasnije otkriven u poredenju sa
humanim virusom je verovatno i Cinjenica da virus izaziva subklini¢ku infekciju
svinja.

Virus hepatitisa E ne poseduje omota¢, poseduje pozitivno orjentisanu
jednolan¢anu RNK, a dijametar se kre¢e od 27 do 34nm (Emerson i sar., 2004).
Virusni genom sadrzi tri ,,open reading frames* (ORF) regiona. ORF1 se nalazi na 5'
kraju i kodira nestrukturne proteine ukljuc¢uju¢i RNK zavisnu RNK polimerazu. U
okviru ORF1 regiona se nalazi hipervarijabilni region bogat prolinom, za koji se
smatra da je odgovoran za replikaciju virusa in vitro i in vivo uslovima, mada bioloski
i patogenetski znacaj ovog regiona i dalje ostaje nepoznat. ORF2 se nalazi na 3' kraju
i kodira proteine kapsida, a ORF3 se nalazi izmedu ORF1 i ORF2 regiona i kodira
jedan mali protein sa nejasnom funkcijom (Lu i sar., 2005; Li i sar., 2006; Meng,

2010) (Sema 1.).
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Sema 1. Organizacija genoma virusa hepatitisa E (Worm i sar., 2002.)

Postoje Cetiri genotipa virusa hepatitisa E. Genotip 1 je podeljen na 5
subtipova 1 zastupljen je u Aziji i Africi, a povezan je sa velikim epidemijama kod
ljudi izazvanih upotrebom kontaminirane vode, mada je opisana i infekcija svinja
ovim genotipom virusa. Genotip 2 je zastuplien u Aziji, Africi, Cadu, Meksiku i
Nigeriji 1 inficira uglavnom ljude. U okviru genotipa 2 postoje dva subtipa virusa.
Genotip 3 pored ljudi inficira i svinje u razvijenim zemljama Severne Amerike,
Evrope, a dokazan je i u Japanu. Genotip 4 je uglavnom zastupljen u Aziji i povezan
je sa sporadicnim slucajevima infekcije ljudi preko namirnica Zivotinjskog porekla.
Pojedini sojevi koji pripadaju ovom genotipu inficiraju i svinje. Genotipovi 3 i 4 su
takode ustanovljeni i kod divljih svinja i jelena (Lu i sar., 2005; Zheng i sar., 2006;
Caron 1 sar., 2006). U okviru genotipa 3 postoji deset subtipova, a genotip 4 ima 7
subtipova virusa (Tabela 1.). U podrucjima gde su ustanovljeni genotip 3 i genotip 4
virusa, sekvence humanih i svinjskih izolata virusa pokazuju visoku konzerviranost
Sto ukazuje na zajedniCko poreklo virusa iz istog infektivnog izvora (Lu i sar., 2005;

Song, 2010). Uprkos razlikama koje postoje u sekvencama nukleotida kod ova Cetiri



genotipa virusa, ne postoji mogucnost seroloskog razlikovanja i epitopi pokazuju

unakrsnu reaktivnost (Li i sar., 2005).

Tabela 1. Prikaz osnovnih karakteristika genotipova virusa hepatitisa E

. Broj st Geografska
Genotip SRR Prijemdiva vrsta Histribueija
Genotip 1 5 covek, svinja Azija, Afrika
. . Azija, Afrika,
Genotip 2 2 covek Meksiko
Genotip 3 10 Covek, svinja, divlja svinja, | Severna Amerika,
jelen Evropa, Japan
Genotip 4 7 Covek, svinja, divlja svinja, Azja
jelen

Postoji i1 virus hepatitisa E patogen za ptice, koji je prvi put izolovan u SAD
2001. godine iz zuci pili¢a obolelih od hepatitis — splenomegalija sindroma. Avijarni
HEV je genetski razliit od sisarskih sojeva virusa hepatitisa E, pokazujué¢i samo oko
50% poklapanja u nukleotidnoj sekvenci tako da verovatno pripada zasebnom rodu u
okviru familije Hepeviridae. Uprkos znafajnim razlikama u nukleotidnoj sekvenci
izmedu sisarskih sojeva i avijarnog virusa hepatitisa E, izgleda da ipak pripadaju
istom serotipu (Huang i sar., 2004; Meng, 2010).

Hepatitis E je endemsko oboljenje ljudi u Aziji, Africi i Latinskoj Americi. U
ovim podruc¢jima, hepatitis E predstavlja ozbiljan zdravstveni problem (Aggarwall i
Krawczynski, 2000; Krawczynski i sar., 2000). U razvijenim zemljama, HEV
infekcija je sporadi¢na kod ljudi, ali vremenom dobija na znacaju narocito u Japanu,
Severnoj Americi i Evropi, zbog putovanja stanovnistva iz tih podru¢ja u endemske
regione ili zbog konzumiranja termicki netretiranog mesa divljih svinja (Tei i sar.,
2003). U poslednjih nekoliko godina infekcija ljudi virusom hepatitisa E je sve
ucestalija u razvijenim zemljama, na Sta ukazuju brojni autohtoni slucajevi infekcija
ljudi koji nisu putovali u endemske regione. Ovome je svakako doprinelo
usavrSavanje postoje¢ih i pronalazenje novih dijagnostickih postupaka u otkrivanju
ovog oboljenja. Iz tih razloga sprovode se brojna istrazivanja na ovom polju koja
imaju za cilj pronalazenje infektivnog izvora i puteva infekcije ljudi (Bachlein i
Grummer, 2010). U svetu su opisane brojne hidri¢ne epidemije koje su nastale usled

konzumiranja kontaminirane vode (Kasorndorkbua i sar., 2004).



Epidemioloska ispitivanja su pokazala da je infekcija virusom hepatitisa E
endemicna i u Srbiji, s obzirom na ¢injenicu da je u humanoj populaciji ustanovljena
seroprevalencija od 14,4% (78/538). Naime, seroprevalencija HEV infekcije u
zemljama koje nisu endemic¢ne za ovu infekciju se krece od 1,1 do 3% (Deli¢ 1 sar.,
2003.). Istrazivaci u Srbiji su ustanovili narocito visoku seroprevalenciju anti-HEV
IgG kod muskih homoseksualaca i kod prostitutki, Sto objasnjavaju stilom Zivota i
odsustvom preventivnih higijenskih mera. Otkrivenu visoku seroprevalenciju kod
dobrovoljnih davalaca krvi 16,9% (35/206) objasnjavaju loSim ekonomskim
prilikama, ali i niskim stepenom li¢ne i kolektivne higijene, kao i neregulisanim
snabdevanjem pija¢om vodom u nekim ruralnim podruc¢jima (Deli¢ i sar., 2003).

Prilicno visoka prevalencija anti-HEV imunoglobulina klase G je otkrivena
kod ljudi u mnogim zemljama u razvoju, pri ¢emu je u Egiptu, vise od 70% celokupne
populacije ljudi pozitivno na anti-HEV IgG. Iznenadujuée je da je seroprevalencija
visoka 1 u nekim razvijenim zemljama. Razlog za visoku seroprevalenciju i dalje
ostaje nepoznat, mada ga verovatno treba traziti u prenoSenju virusa pri kontaktu ljudi
sa zivotinjama kao i u konzumaciji kontaminiranog i nedovoljno termicki obradenog
mesa zivotinja (Meng, 2010; Pavio i sar., 2010). Osim toga, razlozi visoke
seroprevalencije bi potencijalno mogli biti i mala specificnost metoda koje se koriste
u seroloskoj dijagnostici, kao i mogucénost unakrsne reakcije. Nije iskljucena ni
mogucnost postojanja avirulentnih sojeva ovog virusa (Shata i Navaneethan, 2008).
Dodatni dokaz koji ukazuje na zoonotski potencijal virusa i svrstava ovo oboljenje u
grupu profesionalnih oboljenja farmera i veterinara je nalaz antitela na HEV kod
farmera i veterinara koji rade na farmama svinja, a pri tome ne pokazuju klinicke
znake oboljenja (Withers i sar., 2002; Meng i sar., 2002, Galiana i sar., 2008, Adjei i
sar., 2009). U jednom ispitivanju je ustanovljena seroprevalencija od 18,8% u
populaciji veterinara i farmera na farmama svinja. U kontrolnoj grupi koju su €inili
ljudi koji nisu dolazili u kontakt sa svinjama ustanovljena je seroprevalencija od 4,1%
(Galiana i sar., 2008). Isti autori naglaSavaju veoma znacajnu ulogu primene
higijenskih mera na farmama svinja u cilju zastite od Sirenja ove infekcije. Drugo
ispitivanje koje je vrSeno na Tajlandu je dalo sli¢ne rezultate. U populaciji farmera
koji su zaposleni na farmama svinja ustanovljena su anti-HEV IgG kod 27,9%
ispitanih, dok je seroprevalencija u populaciji farmera koji rade na Zivinarskim
farmama bila 24,5%. U kontrolnoj grupi, koju su ¢inili ljudi koji nisu dolazili u
svakodnevni kontakt sa svinjama ustanovljena je seroprevalencija od 16,7%. Mada je

8



seroprevalencija u kontrolnoj grupi prilicno visoka, statisticki gledano razlika izmedu
kontrolne grupe i druge dve ispitivane grupe je znacajna (Pourpongporn i sar., 2009).
Ove cCinjenice ukazuju da je infekcija virusom hepatitisa E globalni zdravstveni
problem i da se iz tog razloga mora vrSiti kontinuirano pracenje ove infekcije kako u

Sekvencioniranje HEV genoma je ukazalo na Cinjenicu da su izolati ovog
virusa poreklom od svinja viSe slicni izolatima poreklom od ljudi u istom
geografskom podrucju nego izolatima svinja iz drugih regiona (Huang i sar., 2002).
Za razliku od svinjskog virusa hepatitisa E, hepatitis E virus ptica je genetski
nesrodan humanom virusu hepatitisa E (Huang i sar., 2004). U prilog ovome idu i
ispitivanja sprovedena na Tajlandu, gde je utvrdeno da su izolati virusa hepatitisa E
izolovani od obolelih ljudi vrlo sli¢ni izolatima virusa hepatitisa E od svinja i da
pripadaju genotipu 3 (Suwannakarn i sar., 2010).

Eksperimentalne infekcije su pokazale da svinjski sojevi virusa hepatitisa E
mogu da izazovu infekciju kod necCovekolikih primata, ali da se i svinje mogu
inficirati humanim sojem US-2 (Halbur i sar., 2001). Takode, postoje direktni dokazi
povezanosti humanog hepatitisa E sa konzumiranjem nedovoljno termicki obradenog i
termicki netretiranog mesa divljih svinja i jelena (Li 1 sar., 2005; Teo 2010). Opisan je
i slucaj HEV infekcije kod radnika zaposlenog u klanici koji je na liniji klanja bio u
direktnom kontaktu sa trupovima i unutrasnjim organima zaklanih svinja. Pacijent nije
putovao u endemicna podrucja, nije konzumirao sirovo meso i morske plodove, i nije
primao transfuzije krvi, tako da je jedini faktor rizika bilo njegovo zanimanje. Ovakav
nalaz, svrstava ovo oboljenje u grupu profesionalnih oboljenja (Perez-Garcia i sar.,
2007). Mogu¢énost infekcije ljudi koji rade u klanici potrvrduje i drugo ispitivanje u
kome je utvrdeno da 7,3% svinja zaklanih na klanici izmedu 9 i 12 meseci starosti,
izluCuje virus fecesom (Di Martino i sar., 2010).

Slicno kao kod ljudi, infekcija kod svinja virusom hepatitisa E nastaje
orofekalnim putem ili direktnim kontaktom izmedu inficiranih i zdravih zivotinja. S
obzirom na tu ¢injenicu, u epizootiologiji infekcije izazvane virusom hepatitisa E
veliki znacaj imaju izvoriSta vode koja mogu biti kontaminirana virusom hepatitisa E.
Medutim, ispitivanjem 28 farmi u SAD na prisustvo HEV RNK u fecesu, na sedam je
naden pozitivan rezultat metodom RT-PCR. Pri tome, na svim farmama su uzeti
uzorci vode da bi se ispitalo da li je voda koja sluZi za napajanje svinja kontaminirana

virusom hepatitisa E i kao takva potencijalni izvor infekcije za svinje. Medutim, ni
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jedan od ispitanih uzoraka vode RT-PCR metodom nije bio pozitivan na prisustvo
HEV nukleinske kiseline (Kasorndorkbua i sar., 2004). To svakako ne znaci da
kontaminacija vode nije nemoguca, pa se shodno tome posebna paznja mora posvetiti
mogucoj kontaminaciji vode za pice, naroCito ako se ima u vidu da je u pitanju
orofekalni put infekcije. Pored toga, obolele svinje fecesom eliminiSu virus pa tako i
svinjsko dubrivo moze biti potencijalni izvor infekcije. Ispitivanja u SAD su pokazala
da svinjski feces koji se deponuje u lagunama na framama svinja moze biti izvor
infekcije za svinje. Dokazano je takode u eksperimentalnim uslovima da virus iz
fecesa svinja moze da izazove infekciju zdravih svinja. Kontaminirano svinjsko
dubrivo je potencijalni izvor virusa hepatitisa E i kontaminacije zivotne sredine ovim
virusom (Kasorndorkbua i sar., 2004).

Oboljenje je seroloski dijagnostikovano kod razli¢itih zivotinjskih vrsta,
ukljuéujuéi ovcee, koze, goveda, pse, zeCeve, kokoske, glodare, jelene i divlje svinje
(Panda i sar., 2007). Istrazivac¢i u Kini su utvrdili anti-HEV antitela kod 78,8%
ispitanih svinja, 6,3% ispitanih goveda, medutim kod koza nisu otkrili anti-HEV
antitela EIA metodom (Wang i sar., 2002). U Egiptu je hepatitis E seroloski
dijagnostikovan kod radnih konja, pri ¢emu je ispitivanjem bilo obuhvaéeno 200
radnih konja i ELISA metodom utvdena seroprevalencija od 13%. Kod 4% konja RT-
PCR metodom ustanovljena je viremija, kao i znacajno povecanje enzima AST u
serumu (Saad i sar., 2007). Ispitivanja u Brazilu su pokazala da je seroprevalencija
anti-HEV antitela klase G kod divljih glodara 50%, kod svinja 24,28%, kod pilica
20%, kod pasa 6,97%, kod krava 1,42%, kod ljudi 6,25%, dok kod ovaca, koza i
necovekolikih primata nisu ustanovili antitela na virus (Vitral i sar., 2005). Kod
goveda je infekcija virusom hepatitisa E ustanovljena kako seroloski tako 1 direktnim
dokazom nukleinske kiseline virusa metodom RT-PCR. Od 60 seropozitivnih grla sa
jedne farme pozitivno na nukleinsku kiselinu HEV je bilo 7 (11,67%), dok je na
drugoj farmi od 31 seropozitivnih pozitivno bilo 1 grlo (3,23%). Ovaj nalaz ukazuje
da i goveda mogu biti potencijalni izvor infekcije virusom hepatitisa E za ljude (Hu i
Ma, 2010). Hepatitis E je utvrden i kod zeceva u Kini, u farmskim uslovima gajenja.
Soj koji je utvrden kod zeceva je vrlo sli¢an genotipu 3 HEV sa kojim ima oko 82%
preklapanja u nukleotidnoj sekvenci, tako da mozda pripada genotipu 3. Medutim, za
sada nema dovoljno informacija o zoonotskom potencijalu ovog izolata (Zhao i sar.,

2009).
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Da bi ispitali da 1i je infekcija virusom hepatitisa E sezonski zavisna,
istraziva¢i u Kini su ispitivali prisustvo HEV nukleinske kiseline u zuci svinja
zaklanih na klanicama u razli¢itim periodima tokom godine. U ovom ispitivanju nisu
ustanovili da je oboljenje sezonski vezano za godiSnja doba, ve¢ se podjednako cesto
javlja tokom cele godine (Lu i sar., 2009).

Prisustvo virusa hepatitisa E u zapatima svinja je ustanovljeno u mnogim
zemljama sveta (Okamoto, 2007). U Srbiji su tokom 2008. godine, a potom i 2010.
objavljeni rezultati ispitivanja koji ukazuju da je HEV prisutan i u populaciji svinja u
Srbiji (Petrovi¢ i sar., 2008, Savi¢ i sar., 2010). Prisustvo HEV RNK je utvrdeno PCR
metodom, kako u zbirnim uzorcima fecesa tako i u zbirnim uzorcima tkiva (slezina,
jetra i mezenterijalni limfni ¢vor). Devet (30%) od 30 ispitanih zbirnih uzoraka fecesa
sa 3 farme 1 9 (45%) od 20 ispitanih uzoraka tkiva sa dve farme su bili pozitivni na
prisustvo genoma hepatitis E virusa. Prisustvo HEV RNK nije utvrdeno u 10 zbirnih
uzoraka fecesa divljih svinja, kao ni u 15 zbirnih uzoraka tkiva svinja iz seoskih
dvorista (Petrovi¢ i sar., 2008).

Infekcija virusom hepatitisa E je osim u Srbiji, utvrdena i u susednim
zemljama Republike Srbije. U Madarskoj je oboljenje endemski prisutno u populaciji
ljudi, ali i u populaciji svinja, zatim kod divljih svinja i jelenske divljaci. Ispitujuci
uzorke fecesa i jetre metodom RT-PCR od svinja uzrasta od 6 do 10 nedelja, iz 12
farmi, od ispitanih 132 uzorka fecesa ustanovili su 30 pozitivnih (22,7%) 1 12
pozitivnih uzoraka jetre na prisustvo HEV RNK od 39 ispitanih (30,8%) (Reuter i
sar., 2009). Ispitivanje drugih autora takode u Madarskoj je pokazalo da je 39%
ispitanih farmi pozitivho na prisustvo ovog virusa. Od ispitanih 248 uzoraka fecesa
poreklom od svinja 21% je bilo pozitivno, a od ispitanih 45 uzoraka jetre 31% je bilo
pozitivno. Prevalencija izluCivanja virusa fecesom je pracena kod razli¢itih uzrasnih
kategorija, pa je u uzrastu od 1 do 4 nedelje prevalencija bila 9%, zatim od 5 do 10
nedelja 27%, od 11 do 16 nedelja 36%, a kod svinja starijih od 17 nedelja 10%
(Forgach i sar., 2010). Ispitujuci fecese svinja poreklom sa Sest farmi, istrazivaci u
Sloveniji su ustanovili prisustvo infekcije virusom hepatitisa E u populaciji svinja u
Sloveniji (Steyer i sar., 2011). Retrospektivna seroloska ispitivanja u Spaniji su
pokazala da je HEV prisutan na farmama svinja u Spaniji jo§ od 1985. godine. Od
ispitanih 2871 seruma svinja 48,4% uzoraka je bilo seroloski pozitivno na prisustvo
anti-HEV antitela. Ispitivanjem je bilo obuhvac¢eno 208 farmi svinja pri ¢emu je 95%

farmi imalo najmanje jednu seroloski pozitivnu svinju na HEV (Casas i sar., 2009). U
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populaciji divljih svinja u Spaniji ustanovljena je seroprevalencija od 42,7%, dok je u
istom istrazivanju broj pozitivnih seruma ispitanih RT-PCR metodom na prisustvo
HEV RNK bio 19,6%. Filogenetska analiza je potvrdila da svi sojevi virusa hepatitisa
E koji su otkriveni u Spaniji pripadaju genotipu 3 (de Deus i sar., 2008). Osim
ispitivanja seroprevalencije, istraziva¢i u Spaniji su pratili i distribuciju HEV infekcije
po razli¢itim uzrasnim kategorijama svinja ispitivanjem fecesa metodom RT-PCR i
ustanovili prose¢nu prevalenciju ekskrecije virusa od 17,1%. Kod prasadi uzrasta od 3
do 6 nedelja i prasadi uzrasta 22 nedelje nisu ustanovili prisustvo genoma virusa u
fecesu, kao ni kod krmaca. RNK virusa hepatitisa E su ustanovili kod svih prasadi
starosti od 8 do 10 nedelja i kod 40% prasadi starosti 12 do 13 nedelja (Seminati i sar.,
2008). Sli¢na ispitivanja su radena i u Italiji, pri ¢emu je RT- PCR metodom od
ispitanih 274 uzorka fecesa svinja poreklom sa Sest farmi ustanovljeno 115 pozitivnih
uzoraka na HEV. Sve farme su bile pozitivne na HEV infekciju sa prevalencijom koja
se kretala od 12,8% do 72,5%. Prateci prevalenciju infekcije u razli¢itim proizvodnim
kategorijama, ustanovljeno je prisustvo virusa kod 43,1% nazimica, 38,6% mladih
krmaca koje su imale jedno do dva prasenja i 53,4% starijih krmaca koje su se prasile
viSe od dva puta. Na farmama sa zaokruzenim proizvodnim ciklusom u kategoriji
odbijene prasadi starosti do 120 dana prevalencija se u zavisnosti od farme kretala od
10 do 44%, a u kategoriji tovljenika starosti preko 120 dana prevalencija se u
zavisnosti od farme kretala od 0 do 60%. Filogenetskom analizom je utvrdeno da svi
sojevi pripadaju genotipu 3 virusa (Di Bartolo i sar., 2008). Ispitivanjem ukupno 11
farmi u Ceskoj, na 7 farmi (63,6%) je ustanovljeno prisustvo HEV RNK metodom
RT-PCR, pri ¢emu je filogenetskom analizom utvrdena pripadnost genotipu 3
(Vasickova 1 sar., 2009). Ispituju¢i deset farmi u Velikoj Britaniji, istrazivaci su
ustanovili metodom RT-PCR da je svih deset farmi imalo najmanje jedan pozitivan
uzorak fecesa, i da se prevalencija HEV infekcije na ispitanim farmama kretala od 5%
do 35% (McCreary 1 sar., 2008). Seroloska ispitivanja 96 seruma zdravih svinja
starosti izmedu pet i Sest meseci u Severnoj Grékoj poreklom sa deset farmi su
pokazala da su svih 10 ispitanih farmi pozitivne na anti HEV IgG, a ustanovljena je
seroprevalencija od 80% (Asimoula i sar., 2009). U Holandiji je od ukupno ispitanih
97 farmi svinja metodom RT-PCR, na 53% farmi ustanovljeno prisustvo virusa
hepatitisa E, a prevalencija HEV infekcije u populaciji divljih svinja je bila 4%.
Filogenetskom analizom je utvrdeno da ovi izolati pripadaju genotipu 3 (Rutjes i sar.,

2009).
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Osim u Evropi, HEV infekcija je ustanovljena i na drugim kontinentima.
Ispitivanja u Australiji su pokazala prisustvo ove infekcije na farmama svinja pri
¢emu se prevalencija kretala od 30% do 95%. Medutim, autori naglaSavaju da dalja
ispitivanja treba usmeriti na to, da li HEV izaziva i oboljenje kod svinja i da li postoji
rizik za prenoSenje ove infekcije na ljude (Chandler i sar., 1999).

OpseZna ispitivanja sprovedena su i na Azijskom kontinentu. IstraZivanja u
Pekingu (Kina), su pokazala da se seroprevalencija HEV infekcije na farmama svinja
u predgradima Pekinga krece od 47,5-100%. Na velikim farmama industrijskog tipa
prosecna seroprevalencija je bila 76,6% dok je na manjim porodi¢nim farmama
iznosila 90%. 1z uzoraka tkiva jetre RT-PCR metodom ustanovljeno je prisustvo HEV
RNK u 3,5% uzoraka (Li i sar. 2009a).

Korejski istrazivac¢i su vrsili ispitivanja zastupljenosti HEV infekcije u
centralnim i juznim oblastima Koreje i ispitali RT-PCR metodom ukupno 565 uzoraka
fecesa poreklom sa 12 farmi. Hepatitis E je ustanovljen na svih dvanaest farmi i to sa
prevalencijom ekskrecije virusa od 2,1 do 35,4% u zavisnosti od farme. Prate¢i stopu
izluivanja po razli¢itim proizvodnim kategorijama ustanovljena je prosecna
prevalencija ekskrecije kod prasadi na sisi od 6,3%, pri cemu HEV infekciju u ovoj
kategoriji nisu ustanovili na 7 farmi od ukupno dvanaest ispitanih farmi. U kategoriji
prasadi iz odgoja ustanovljena je prosecna prevalencija ekskrecije od 16,3%, a najvisi
stepen ekskrecije je utvrden u kategoriji svinja u tovu i to 38%. Ispitivanjem su bile
obuhvacene i krmace pri ¢emu je prosecna prevalencija ekskrecije u toj kategoriji
iznosila 9,3%. Na sedam farmi nisu ustanovili izlu€ivanje virusa kod krmaca od
dvanaest ispitanih farmi. Ovakvi nalazi ukazuju na ¢injenicu da su kategorije prasadi
u odgoju i svinja u tovu posebno prijemcive za ovu infekciju. Infekcija se najcesce
javlja nakon odbijanja prasadi (Kim i sar., 2008). Ispitujuc¢i serume 2500 svinja u
Japanu, istrazivaci su ustanovili serokonverziju kod 1448 ispitanih svinja (58%).
Seroprevalencija je zavisila od uzrasta svinja tako da je kod svinja uzrasta 2 meseca
iznosila 7%, uzrasta 3 meseca 40%, 4 meseca 87%, 1 90% kod svinja uzrasta 5 i 6
meseci. Osim toga, ispitali su i prisustvo virusne nukleinske kiseline u serumu svinja
uzrasta 3 i 6 meseci ORF2 prajmerima RT-PCR metodom, i ustanovili da su sve
svinje uzrasta 6 meseci bile negativne na prisustvo HEV RNK, a kod 15% svinja
uzrasta tri meseca je ustanovljena HEV RNK (Takahashi i sar., 2003).

Prisustvo HEV infekcije utvrdeno je i u Juznoj Americi, odnosno Brazilu i

Argentini kao znacCajnim izvoznicima svinjskog mesa. SeroloSka ispitivanja
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raSirenosti HEV infekcije u Argentini ELISA metodom su pokazala prisustvo anti-
HEV antitela u svih pet ispitanih pokrajina Argentine, pri ¢emu se seroprevalencija
kretala od 4 do 58%. Koriste¢i RT-PCR metodu ustanovili su prisustvo HEV RNK u
uzorcima fecesa svinja sa farmi u provinciji Buenos Aires, a sekvencioniranjem je
utvrdeno da ovi izolati pripadaju genotipu 3 (dos Santos i sar., 2009; Munne i sar.,
2007).

Ispitivanja 998 seruma od svinja starosti Sest meseci u Kanadi su pokazala da
je seroprevalencija 59,4%, 1 da je virus hepatitisa E veoma zastupljen na farmama
svinja u Kanadi (Yoo i sar., 2001).

U epizootiologiji HEV infekcije svinja znacajnu ulogu imaju i divlje svinje za
koje je dokazano da su rezervoari razliitih virusa, bakterija i parazita, te tako mogu
biti inficirane i virusom hepatitisa E. U jednom ispitivanju je RT-PCR metodom
dokazano da je 2,5% ispitanih jetri poreklom od ustreljenih divljih svinja, bilo
pozitivno na prisustvo nukleinske kiseline virusa hepatitisa E (Takahashi i sar., 2004;
Kaci i sar., 2008; Reuter i sar., 2009, Kaba i sar., 2010). Ovo je naroCito znacajno
kada je u pitanju ekstenzivna proizvodnja svinja. U takvoj situaciji divlje svinje
dolaze u direktan kontakt sa domacim svinjama, ponekad se ¢ak i medusobno pare,
tako da postoji mogucnost prenosenja infekcije putem krvi ili fekooralnim putem.
Ovu cinjenicu potvrduju ispitivanja istrazivaca koji su ustanovili visok stepen
homologije u nukleotidnim sekvencama virusa hepatitisa E poreklom od domacih i
divljih svinja kao i ljudi. Ova Cinjenica ukazuje na mogucénost da su divlje svinje
potencijalni izvori infekcije za domace svinje, ali i za ljude (Reuter i sar., 2009; Kaba
i sar., 2009). Medutim, preliminarna ispitivanja zastupljenosti HEV infekcije kod
divljih svinja u Srbiji, nisu pokazala prisutnost ove infekcije u populaciji divljih svinja
(Petrovi¢ i sar., 2008).

Osim divljih svinja, pretpostavlja se da u epizootiologiji hepatitisa E znacajnu
ulogu imaju i druge divlje Zivotinje i to pre svega jelenska divljac. Ispitivanja u
Japanu su pokazala da i jeleni mogu asimptomatski biti inficirani virusom hepatitisa
E, ali je otkrivena znatno niza prevalencija kod njih nego kod divljih svinja tako da su
divlje svinje verovatno primarni nosioci virusa (Takahashi i sar., 2004).

Bezbednost hrane jeste veoma znacajan aspekt u epidemiologiji hepatitisa E, s
obzirom da meso i proizvodi od svinjskog mesa mogu biti kontaminirani virusom
hepatitisa E, uzimjuéi pri tome u obzir i ¢injenicu da su svinje rezervoari ovog virusa i
da svinje za klanje takode mogu biti inficirane (Leblanc i sar., 2007). Istrazivanja u
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Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama su pokazala da je oko 11% svinjskih jetri koje se
prodaju na trziStu kontaminirano virusom hepatitisa E. Medutim, ohrabrujuca je
Cinjenica da virus moze biti inaktivisan uobiCajenim postupcima termicke obrade,
mada temperatura od 56°C u toku jednog ¢asa ne moze da inaktiviSe virus (Feagins i
sar., 2008). Virion hepatitisa E je osetljiv na niske temperature i sredstva za
hepatitisa A. Hepatitis A virus je 50% inaktivisan na temperaturi od 60°C u toku
jednog Casa, a u potpunosti na 66°C, dok je HEV 50% inaktivisan na 56°C i skoro
potpuno inaktivisan (96%) na 60°C (Meng, 2010).

Osim u fecesu, prisustvo HEV RNK je utvrdeno u urinu svinja i svinjskom
mesu. Nalaz virusa u urinu ukazuje na moguénost kontaminacije sredine ne samo
fecesom ve¢ i izluCenim urinom, a to svakako doprinosi lakSem Sirenju virusa.
Kontaminacija mesa je zapravo posledica viremije, odnosno prisustva virusa u krvnim
sudovima koji ishranjuju muskulaturu. Ova ¢injenica dodatno ukazuje na moguénost
infekcije ljudi svinjskim mesom koje nije dovoljno termicki obradeno (Bouwknegt i
sar., 2009).

Infekcija svinja virusom hepatitisa E, sli¢no kao kod ljudi, nastaje orofekalnim
putem ingestijom hrane i vode kontaminirane virusom ili direktnim kontaktom
izmedu inficiranih i zdravih Zivotinja (Kasorndorkbua i sar., 2004). Dokazano je da se
virus prenosi sa svinja koje su u eksperimentalnim uslovima peroralno inficirane
virusom hepatitisa E na zdrave svinje koje su u kohabitaciji sa eksperimentalno
inficiranim svinjama (Casas i sar., 2008). Patogeneza HEV infekcije kod svinja se
razlikuje od patogeneze ove infekcije kod ljudi i nije u svemu dovoljno istrazena
(Meng i sar., 1997).

Period koji protekne od momenta infekcije do pojave virusa u fecesu varira i
iznosi od 1 do 4 nedelje, a izluCivanje virusa traje do sedam nedelja (Halbur i sar.,
2001; Meng i sar., 1998). U eksperimentalnim ispitivanjima je utvrdeno da se posle
kontaktne infekcije virus moze ustanoviti u fecesu sedmog dana, a viremija nastaje
dvadesetog dana od momenta infekcije i traje oko 10 dana. Izluc¢ivanje virusa prema
drugim podacima mozZe trajati oko tri nedelje (Bouwknegt i sar., 2009; Kasorndorkbua
i sar., 2004). Ispitujuci izlu¢ivanje virusa fecesom kod svinja prirodno inficiranih
virusom hepatitisa E istrazivaci su ustanovili da je srednja vrednost prevalencije
ekskrecije kod prasadi uzrasta 3 do 5 nedelja 26%, a kod prasadi uzrasta 10 do 12

nedelja 44%. Kod svinja uzrasta 22 do 24 nedelje, srednja prevalencija ekskrecije je
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iznosila 7,9%, a kod krmaca 6% (McCreary 1 sar., 2008). Ovaj nalaz ukazuje na
¢injenicu da se vrhunac ekskrecije virusa javlja upravo kod svinja u porastu odnosno u
periodu od 10 do 12 nedelja starosti, $to je u skladu sa nalazom i drugih autora (Meng
i sar., 1997). Sli¢na istrazivanja ukazuju da se infekcija kod svinja javlja najcesce
izmedu 80 i 120 dana starosti. Razlog ovome je verovatno postojanje protektivnog
prirodnog pasivnog imuniteta kod prasadi u prvim nedeljama zivota koji sticu putem
kolostruma (Martelli i sar., 2008). Nasuprot tome, drugo istrazivanje je pokazalo da i
prasad mlada od dva meseca takode mogu oboleti. Naime, od ispitanih 40 uzoraka
jetre metodom RT-PCR, kod 18 prasadi na sisi (54,5%) ustanovljena je nukleinska
kiselina virusa hepatitisa E (Lee i sar., 2007). Ispitujuci prisustvo HEV nukleinske
kiseline u fecesu razli¢itih uzrasnih kategorija svinja metodom RT-PCR istrazivaci u
Spaniji su ustanovili prevalenciju od 10% kod svinja uzrasta do 4 nedelje, 41% kod
svinja uzrasta od 5 do 12 nedelja, 5% kod svinja uzrasta 13 do 20 nedelja i 7% kod
svinja uzrasta od 21 do 24 nedelje. Ni kod jednog ispitanog nerasta nisu ustanovili
prisustvo virusne RNK u fecesu, dok su kod 18% krmaca ustanovili prisustvo HEV
RNK. Ispituju¢i istovremeno i serume ovih zivotinja na prisustvo virusne RNK
ustanovili su pozitivan rezultat u 20% seruma svinja uzrasta do 4 nedelje, 32% seruma
svinja uzrasta od 5 do 12 nedelja, 10% uzoraka svinja od 13 do 20 nedelje, 11%
uzoraka svinja uzrasta od 21 do 24 nedelje. Kod 5% krmaca su u serumu ustanovili
prisustvo HEV RNK, dok ni kod jednog nerasta nisu ustanovili prisustvo HEV RNK u
serumu (Fernandez-Barredo i sar., 2007). Drugo ispitivanje, takode u Spaniji je
pokazalo da je prevalencija ekskrecije virusa u kategoriji prasadi na sisi 11,1%, a u
kategoriji odlucene prasadi (od odlucenja do uzrasta od 3 meseca) 41,7%. Najvisa
prevalencija ekskrecije virusa je ustanovljena kod svinja u prvom mesecu tova i to od
60%. U drugom mesecu tova prevalencija je iznosila 5%, a u tre¢em mesecu 7,1%. U
kategoriji krmaca ustanovljena je prevalencija ekskrecije virusa od 21,9%, dok ni kod
jednog nerasta nije ustanovljeno izlucivanje virusa (Fernandez-Barredo i sar., 2006).
Znacajno smanjenje prevalencije ekskrecije u toku drugog i tre¢eg meseca tova ovi
autori objaSnjavaju sticanjem efektivnog zaStitnog imunskog odgovora na virus
hepatitisa E. Ispitivanja prevalencije ekskrecije virusa hepatitisa E putem fecesa na tri
farme u Japanu, istraZivaci su ustanovili prevalenciju ekskrecije virusa od 32% na
farmi A, na farmi B 5% 1 na farmi C 48%. Visoka ucestalost detekcije HEV genoma
je ustanovljena izmedu prvog i treCeg meseca uzrasta 1 to od 20 do 75% na farmi A,

od 0 do 9% na farmi B i od 38 do 100% na farmi C. Od Cetvrtog do Sestog meseca
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uzrasta na sve tri farme ustanovljena prevalencija ekskrecije se kretala od 0 do 14% u
zavisnosti od farme. Znacajno manju prevalenciju ekskrecije virusa na fami B autori
objasnjavaju primenom dobre higijenske prakse na toj farmi kao i ¢injenicom da se na
toj farmi prasad nakon odbijanja ne meSaju sa prasadima iz drugih legala u fazi
odgoja i tova (Nakai i sar., 2006).

Ispitivanja na Tajvanu su pokazala da nijedno prase na sisi od dvadeset
ispitanih nije izlucivalo virus fecesom, dok je u kategoriji svinja u odgoju i tovu od
ispitana 34 uzorka ustanovljena prevalencija od 9%. Ispitujuéi serume svinja na
prisustvo HEV RNK isti autori su ustanovili najvisi stepen viremije (4,5%) kod
prasadi uzrasta dva meseca, a nizi u pocetnoj (1,2%) i zavrsnoj fazi tova (1,8%) (Wu i
sar., 2002).

Istraziva¢i u Japanu su pratili infekciju virusom hepatitisa E u dva prirodno
inficirana legla prasadi. Prasad u leglu A su imala maternalna antitela klase Gi A, a
prasad u leglu B su bila seronegativna. Ustanovili su i kasniji nastanak viremije i
serokonverzije u leglu A Sto ukazuje da maternalna antitela Stite od infekcije u prvim
danima zivota. IzluCivanje virusa u oba legla je trajalo od 30 do 110 dana uzrasta, a
viremija od 40 do 100 dana. Bez obzira na postojanje maternalnog imuniteta kinetika
izlu¢ivanja virusa je bila slicna u oba legla. Metodom kvantitativnog real-time RT-
PCR, veca kolic¢ina virusa je ustanovljena u fecesu u odnosu na koli¢inu virusa u
serumu. U uzrastu od 200 dana HEV RNK je ustanovljena u unutra$njim organima
kod 3 od 13 ispitanih svinja (Kanai i sar., 2010).

Infekcija virusom hepatitisa E kod svinja protice uglavnom asimptomatski
(Halbur i sar., 2001; Lee i sar., 2008a). Ispitivanja koja potvrduju ovu ¢injenicu
sproveli su istraziva¢i u Holandiji, pri ¢emu su RT-PCR metodom ispitali fecese
poreklom od devet svinja sa prolivom, i pri tome ni kod jedne svinje nije ustanovljena
nukleinska kiselina virusa u fecesu (van der Poel i sar., 2001). U drugom istrazivanju
kod eksperimentalno inficirane prasadi stare tri nedelje, nije bilo klinickih simptoma
oboljenja izuzev kod jedne jedinke. Obolelo prase je imalo blagu dijareju, a kod
ostalih jedinki koje nisu ispoljavale klinicku sliku bolesti, pri patoanatomskom
pregledu jedino je ustanovljeno blago uvecanje mezenterijalnih limfnih ¢vorova.
Histoloski se u jetri kod eksperimentalno inficiranih svinja uocava blaga limfocitno —
plazmacelijska infiltracija 1 fokalna podrucja nekroze hepatocita. Distribucija virusa
hepatitisa E u tkivima je pra¢ena metodom in situ hibridizacije, pri ¢emu je jetra
pokazivala najveci stepen pozitivne reakcije. Pozitivni signal je uocen u citoplazmi
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hepatocita, zatim u Kupferovim c¢elijama, epitelnim celijama zucnih kanali¢a i
limfocitima. Pozitivni signal nije uofen u degenerisanim hepatocitima. Sa mnogo
manje ucestalosti svinjski HEV je bio zastupljen u ekstrahepati¢nim tkivima kao §to
su limfni ¢vorovi, tonzile, slezina, tanko 1 debelo crevo. Veca koli¢ina virusne cDNK
koja se eksprimira u hepatocitima ukazuje da su ove ¢elije glavno mesto replikacije
virusa hepatitisa E (Lee 1 sar., 2008b). Medutim, druga ispitivanja u kojima je
sprovedena ekperimentalna infekcija svinja svinjskim i humanim sojem virusa, a
potom RT-PCR metodom pracena distribucija virusne RNK, su ukazala da su ¢elije
zuénih kanala, zuéne kese i intestinalnog sistema mesta gde se replikacija virusa
odvija vrlo intenzivno (Halbur i sar., 2001). Pretpostavlja se, da se primarna
ekstrahepati¢na replikacija virusa hepatitisa E deSava u ¢elijama gastrointestinalnog
sistema, a da tek potom virus pri primarnoj viremiji stize u jetru. Posle replikacije u
jetri, virus se oslobada u zu¢ i fecesom izlucuje u spoljasnju sredinu (Meng i Halbur,
2006).

Istovremenim ispitivanjem fecesa i jetre od 42 svinje metodom RT-PCR
ustanovljeno je prisustvo RNK virusa kod 10 svinja. Kod tri svinje virus je detektovan
samo u jetri (Forgach i sar., 2010). Ovakav nalaz se moZe objasniti izlu¢ivanjem
virusa putem fecesa, ili ranom replikacijom u intestinalnom sistemu (Lee i sar.,
2008a). U slicnom ispitivanju ustanovljen je pozitivan rezultat u devet uzoraka jetre i
osam uzoraka fecesa. Kod 4 svinje istovremeno je virus detektovan i u jetri i u fecesu.
Kod 5 svinja virus je ustanovljen samo u jetri, a kod 4 samo u uzorcima fecesa (de
Deus i sar., 2007).

Prate¢i distribuciju antigena svinjskog virusa hepatitisa E u eksperimentalnoj
infekciji Balb/c SPF miSeva metodom indirektne imunofluorescencije, istrazivaci su
dokazali HEV antigen u ¢elijama jetre, slezine, bubrega, jejunuma, ileuma i kolona.
Intenzitet pozitivne reakcije najvise je bio izrazen u slezini, a potom u jetri (Huang i
sar., 2009).

Generalno uzevsi, oste¢enje celija jetre virusima moze nastati kao posledica
direktnog delovanja virusa ili indirektno, usled antivirusnog imunskog odgovora
domacina ili kombinacijom jednog i drugog. Moguce je da snazan imunski odgovor
dovodi do efikasnog uklanjanja virusa i oStecenja jetre razliCitog stepena, a slabiji
imunski odgovor dovodi do perzistencije virusa i oStecenja jetre slabijeg intenziteta
(Srivastava i sar., 2007). Mehanizmi koji reguliSu intenzitet imunskog odgovora su

verovatno od klju¢nog znacaja u odbrani organizma i od ovog virusa.
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U prilog ovoj cCinjenici idu istrazivanja uloge CD8+ T celija u patogenezi
akutne infekcije izazvane virusom hepatitisa A, B i C u kojima je dokazana klju¢na
uloga ovih ¢elija u patogenezi (Vallbracht i sar., 1986; Bertoletti i sar, 1991; Koziel i
sar., 1993).

Mada je HEV svrstan u grupu necitopatogenih virusa, kod infekcije ljudi i
zivotinja dolazi do izvesnih oStecenja jetre (Jameel, 1999). Ovu moguénost neki autori
vide kao posledicu direktnog ostecenja hepatocita virusom hepatitisa E (Zhao i sar.,
2001). Nakon orofekalnog puta infekcije primarno mesto replikacije virusa je
intestinalni sistem. Do sada nije jasno na koji nacin virus dospeva u jetru, mada se
pretpostavlja da tamo stize putem portne vene. U citoplazmi hepatocita se odigrava
proces replikacije virusa, a mehanizmi koji omogucavaju njegovo oslobadanje u zu¢ i
krv nisu u svemu poznati (Jameel, 1999).

Patogeneza oStecenja hepatocita u slucaju infekcije svinja virusom hepatitisa E
je slozena i dalje nerazjasnjena. Prate¢i celularni imunski odgovor tokom akutnog
hepatitisa E ljudi, istrazivaci su ustanovili povecanje populacije CD4+ celjja, ali ne i
CD8+ ¢elija u perifernoj krvi inficiranih ljudi. Ovo objasnjavaju ¢injanicom da CD8+
¢elije imaju vrlo vaznu ulogu u tkivima gde dolaze u dodir sa antigenima. Pored toga,
ustanovili su i pove¢anu produkciju IFN-y od strane mononuklearnih ¢elija periferne
krvi u odgovoru na stimulaciju HEV ORF2 proteinom, §to svakako ima znacaja u
patogenezi oStecenja jetre kod pacijenata obolelih od ove infekcije. Pojava snaznog
humoralnog imunskog odgovora pri infekciji ljudi virusom hepatitisa E ukazuje na
¢injenicu da T limfociti mogu da pruze adekvatnu pomo¢ pri sintezi antitela
(Srivastava i sar., 2007). Istrazivanja u kojima je vrSeno pracenje ¢elijskog imunskog
odgovora na infekciju virusom hepatitisa E kod ljudi su pokazala da je oSte¢enje jetre
imunski posredovano i da nastaje najverovatnije kao posledica delovanja citotoksi¢nih
T limfocita i ¢elija prirodnih ubica (NK ¢elije). Broj CD8+ ¢elija je bio slican u tkivu
jetre pacijenata obolelih od A, B, C i E hepatitisa Sto moZze da ukaze na istovetne ili
sli¢ne mehanizme patogeneze kod razlicitih tipova hepatitisa. Osim toga, isti autori su
dokazali povecanje broja CD56+ NK c¢elija u poredenju sa negativnom kontrolnom
grupom. Medutim, znacajno vise je bio povecan broj CD8+ ¢elija tako da se moze
pretpostaviti da one imaju klju¢nu ulogu u patogenezi infekcije virusom hepatitisa E
(Prabhu 1 sar., 2011). Iz literature je poznato da celularni imunski odgovor ima
znacajnu ulogu u nastanku lezija u jetri kod infekcije ljudi virusom hepatitisa C

(Marianneau i sar., 1998). Drugi autori su ispitivali ulogu citotoksi¢nih T limfocita i
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citokina TNF-a i IFN-y pri hepatitisu C (Bertoletti and Maini, 2000). Pri ispitivanju
patomorfoloskih promena koje nastaju u jetri ljudi obolelih od zute groznice,
istrazivac¢i su ustanovili CD4+ T limfocite kao dominantnu populaciju celija u
prisuthom mononuklearnom infiltratu, kao i hepatocite koji eksprimiraju TGF-f.
Smatra se da je TGF-B odgovoran za apoptozu hepatocita koja je kod ovog oboljenja
bila dominantan nalaz, kao i za slabiji inflamatorni odgovor (Quaresma 1 sar., 20006).
Izvor za TGF-B; u jetri su Kupferove ¢éelije, endotelne Celije, hepatociti, epitelne celije
zucnih kanali¢a i perisinusoidne zvezdaste celije (Hinz i sar., 2007). Kada hepatociti
podlegnu apoptozi oni aktivno izlucuju citokine i hemokine koji aktiviraju prenos
signala do susednih ¢elija i oslobadaju profibrogene i inflamatorne citokine medu
kojima je i TGF-B;. TGF-B,; je najvazniji citokin koji stimuliSe razvoj fibroze u svim
parenhimskim organima, ukljucujuéi i jetru. Prema misljenju nekih autora oslobadanje
TGF-B; predstavlja klju¢ni dogadaj u patogenezi fibroze (Takiya i sar., 1995;
Kisseleva i Brenner, 2008). TGF-f; ima viSestruke funkcije tokom organogeneze,
ostecenja tkiva 1 njegovog oporavka. Pri razvoju fibroze jetre ne dolazi samo do
povecane sinteze TGF-B4, ve¢ je povecana i njegova aktivacija iz latentne u bioloski
aktivnu formu (Friedman, 1999).

Poznato je da je apoptoza aktivni fizioloSki proces u regulaciji populacije
razli¢itth celija, koja se karakteriSe specificnim biohemijskim i morfoloskim
promenama. Razni signali unutar celije ili signali izvan celije mogu aktivirati
biohemijske reakcije u ¢eliji koje ¢e rezultirati apoptozom. U ovaj slozeni proces su
uklju€ene cistein proteinaze, enzimi iz familije kaspaza koji igraju klju¢nu ulogu u
procesu apoptoze (Salvesen i Dixit, 1997; Roulston i sar., 1999). Mnogi virusi
ukljucuju apoptozu celije domacina kao deo njihovog zivotnog ciklusa. S druge
strane, apoptoza ne indukuje inflamaciju, a samim tim smanjuje se i stepen oStecenja
¢elija (Roulston i sar., 1999).

Ispitivanja su pokazala da HEV infekcija proti¢e subklinicki kod prirodno
inficiranih svinja (Di Bartolo i sar., 2008). Eksperimentalna intravenska infekcija
svinja humanim i svinjskim sojevima virusa hepatitisa E, nije uspela da izazove
klinicku sliku bolesti, niti povecanje vrednosti biohemijskih parametara krvi koji
ukazuju na oStecenje jetre (jetrini enzimi, bilirubin) (Halbur i sar., 2001).

U eksperimentalnoj infekciji Balb/c SPF miSeva virusom svinjskog hepatitisa
E, u serumu je ustanovljeno povecanje vrednosti aspartat-aminotransferaze (AST) i to

za 2,6 puta i alkalne fosfataze (AP) u grupama miSeva inficiranih peroralno i
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intravenski. Vrednosti za ukupni bilirubin i alanin-aminotransferazu (ALT) nisu bile
znacajno povecane u odnosu na kontrolnu grupu (Huang i sar., 2009). Prema
podacima iz literature povecanje aktivnosti ALT nije koristan indikator za HEV
infekciju kod primata (Aggarwal i sar., 2000). Nasuprot tome, istrazivaci u Kini su
sproveli eksperimentalnu infekciju rezus majmuna (Macaca mulatta) 1 pri tome
ustanovili povecanje vrednosti enzima ALT 1 histopatoloske promene u jetri koje
dodatno ukazuju na reakciju organizma na ovaj virus (Ji i sar., 2008). Visoke
vrednosti za ALT ustanovljene su i kod distrofije jetre i drugih hroni¢nih hepatopatija,
primarnih tumora jetre i metastaza (Zuri¢ i Stankovi¢, 1991).

Kod SPF eksperimentalno inficirane prasadi kojima su intravenski aplikovani
humani i svinjski sojevi virusa, prisustvo HEV RNK je praceno metodom RT-PCR.
Pozitivno orjentisana RNK je ustanovljena od 3. do 27. dana posle infekcije u jetri,
limfnim ¢vorovima, kolonu, tankom crevu, Zelucu, slezini, bubrezima, tonzilama,
pljuvac¢nim zlezdama i plu¢ima. Medutim, negativno orjentisana - replikativna forma
virusne RNK nije ustanovljena u bubregu, Zelucu, pankreasu, plu¢ima, srcu, misi¢ima,
pljuvacnoj zlezdi i tonzilama. Ovo ukazuje na ¢injenicu da je primarna detekcija ovog
virusa u replikativnoj formi u tankom crevu i kolonu $to podrzava pretpostavku da se
u fecesu nalazi vec¢a kolicina virusa nego u zuci. Replikativna forma virusne RNK je
ustanovljena prvo u tankom crevu, kolonu, limfnim ¢vorovima i jetri. Virus se duze
vremena replikuje u ovim organima nego u ostalim (Williams i sar., 2001).

Ispitivanja uzoraka seruma, zuci, jetre, mezenterijalnih limfnih ¢vorova i
fecesa poreklom od 69 svinja RT-PCR metodom, su pokazala da je HEV RNK
najcesce dokazana u zuci, zatim u mezenterijalnim limfnim ¢vorovima, jetri, fecesu i
na kraju u serumu (de Deus i sar., 2008). Sli¢ne nalaze su ustanovili i drugi autori
(Vasickova i sar., 2009). Prisustvo HEV RNK je ustanovljeno kod svinja starosti 1
mesec (7/23), 2 meseca (8/17) i tri meseca (11/20). Ni kod jedne jedinke mlade od
jednog meseca i starije od tri meseca nije ustanovljeno prisustvo virusa u navedenim
uzorcima. Kod svinja iz ovog eksperimenta nisu ustanovljene patoanatomske promene
na jetri i mezenterijalnim limfnim ¢vorovima. Medutim, histopatoloskim pregledom
31,9% svinja je imalo blagi do srednje izraZeni hepatitis, koji se karakterisao
prisustvom mononuklearnog ¢elijskog infiltrata (makrofagi, limfociti i plazma celije)
uglavom smestenim u periportnim podruc¢jima i nasumi¢no. Uz ovo, bile su prisutne i
multifokalne nekroze hepatocita. Kod jedinki koje su imale najmanje jedan uzorak

pozitivan RT-PCR metodom u 57,7% slucajeva ustanovljene su opisane lezije. Kod
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jedinki €iji su uzorci bili negativni RT-PCR metodom, histoloski su ustanovljene
lezije u jetri u 16,3% slucajeva (de Deus i sar., 2008). Ispitivanja drugih istrazivaca su
pokazala da je od 156 ispitanih seruma svinja, metodom RT-PCR, kod 44 (28,2%)
ustanovljena nukleinska kiselina virusa hepatitisa E, a samo kod 30 (68,2%) su
ustanovljene lezije karakteristine za hepatitis. Isti autori naglasavaju znacaj virusa
hepatitisa E i njegovu sposobnost da samostalno dovede do nastanka lezija u jetri kod
svinja, §to potvrduju pozitivnom korelacijom izmedu hepati¢nih lezija i nalaza anti-
HEYV antitela kod prirodno inficiranih svinja (Martin i sar., 2007).

Da bi se utvrdio uticaj virusa hepatitisa E na gravidne krmace, i njihove fetuse,
vrsena je eksperimentalna intravenska inokulacija virusa gravidnim krmacama. Posle
dokaza HEV RNK u fecesu RT-PCR metodom klini¢ke slike oboljenja nije bilo.
Nakon partusa, kod novorodene prasadi nije ustanovljena infekcija virusom, Sto
ukazuje da u uslovima eksperimentalne infekcije nema vertikalnog prenoSenja virusa
na potomstvo. Takode, nije uocen znacajan uticaj virusa na veli¢inu fetusa i njihovu
vijabilnost, kao ni na telesnu masu novorodene prasadi i njihov prirast. Prasad su
putem kolostruma stekla maternalna antitela na HEV, ali su ve¢ od 71. dana Zivota
bila seronegativna na HEV (Kasorndorkbua i sar., 2003). Medutim u drugom
ispitivanju, u prirodnim uslovima infekcije, istovremeno je dokazana HEV RNK u
abortiranim fetusima 1 u fecesu krmaca. Osim na HEV, svi abrotirani fetusi su
istovremeno bili pozitivni i na cirkovirus tip 2. Ova istrazivanja ukazuju da je moguca
transplacentarna infekcija istovremeno sa HEV i PCV2 kod krmaca sa reproduktivnim
poremecajima (Hosmillo i sar, 2010). Vertikalno prenoSenje virusa je ustanovljeno u
humanoj polulaciji pri ¢emu je dokazana in utero infekcija novrodenceta od inficirane
majke virusom hepatitisa E (Khuroo i sar., 1995).

Prate¢i eksperimentalnu infekciju neCovekolikih primata svinjskim hepatitis E
virusom inokulisanim intravenski, istrazivaci u SAD su ustanovili serokonverziju 4.
nedelje posle infekcije, a antitela su bila prisutna u serumu do kraja
Sesnaestonedeljnog eksperimenta. Ekskrecija virusa je uocena izmedu prve i druge
nedelje posle infekcije i trajala je jos od trece do pete nedelje. Viremija je uocena u
prvoj nedelji, a trajala je narednih 4 do 5 nedelja. Pored toga, u serumu je
ustanovljeno blago povecanje aktivnosti ALT i ICD (izocitrat dehidrogenaza), $to nije
slucaj kada se neCovekoliki primati inficiraju humanim sojevima virusa kada je
znacajnije povecanje aktivnosti enzima. Kod oba inficirana primata, u uzorcima jetre

dobijenim biopsijom u periodu povecanja aktivnosti enzima, uocene su nekro-
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inflamatorne promene koje ukazuju na blagu formu akutnog virusnog hepatitisa.
Inficiraju¢i svinje humanim US-2 sojem virusa nisu ustanovili zanacajno povecanje
aktivnosti  enzima  alkalne  fosfataze, sorbitol  dehidrogenaze,  ALT,
gamaglutamiltransferaze (GGT) 1 bilirubina (Meng i sar., 1998).

U eksperimentalnoj infekciji pacova humanim sojem virusa hepatitisa E,
ustanovljeno je prisustvo HEV RNK u fecesu od 7. dana, a u serumu intermitentno
izmedu 4. i 35. dana metodom RT-PCR. Metodom direktne imunofluorescencije
virusni antigen je utvrden u jetri, mononuklearnim c¢elijama periferne krvi, slezini,
mezenterijalnim limfnim ¢vorovima i tankom crevu. Na osnovu ovog moZe se
zakljuciti da su mononuklearne ¢elije periferne krvi nosioci virusa i da omogucuju
njegov transport putem krvi do razli¢itih organa u organizmu (Maneerat i sar., 1996).

U literaturi koja se odnosi na stepen i tip oStecenja hepatocita virusom
hepatitisa E postoje razli¢iti podaci, ali s obzirom da je ovo oboljenje novijeg datuma,
nema mnogo podataka koji se odnose na patomorfoloske promene. U jednom
ispitivanju Cetiri praseta prirodno inficirana svinjskim virusom hepatitisa E su
obdukovana tokom akutnog stadijuma infekcije. Patoanatomske promene nisu uocene
na jetri kao ni na ostalih 18 ispitanih tkiva i organa tokom obdukcije. Medutim, kod
sva Cetiri praseta, histopatoloskim pregledom je ustanovljen hepatitis, koji se
karakterisao blagim do umerenim multifokalnim i periportnim limfocitno -
plazmacelijskim infiltratom, sa podruc¢jima blage fokalne nekroze hepatocita (Meng i
sar., 1997). Ovakve histopatoloske nalaze u jetri potvrduju i drugi autori (Halbur i
sar., 2001; Lee 1 sar., 2007; de Deus i sar., 2007; de Deus i sar., 2008; Lee 1 sar.,
2008a). Pored hepatitisa, kod sva Cetiri praseta je uocen blagi multifokalni limfocitno
- plazmacelijski intersticijalni nefritis (Meng i sar., 1997). Ima izvesStaja (Williams i
sar., 2001), da lezije u jetri nastaju kao posledica imunskog odgovora na virus, a ne
kao posledica replikacije virusa u hepatocitima.

Na osnovu gustine limfocitno — plazmacelijskih infiltrata u jetri koje su
ustanovili pri eksperimentalnoj infekciji svinja virusom hepatitisa E, neki autori su
predlozili klasifikaciju hepatitisa u pet stadijuma. Nulti stepen je stepen bez
inflamatornih promena; prvi stepen podrazumeva postojanje 1 do 2 fokusa limfocitno
- plazmacelijskih infiltrata u 10 posmatranih lobulusa; drugi stepen podrazumeva
postojanje 2 do 5 fokusa u 10 lobulusa jetre; u treCem stepenu postoji od 6 do 10
fokusa u 10 lobulusa, a ¢etvrti podrazumeva postojanje vise od 10 fokusa infiltrata u

10 lobulusa jetre (Halbur i sar., 2001). S obzirom da je u ovom slucaju bila u pitanju

23



eksperimentalna infekcija, tezinu lezija nastalih kod svinja prirodno inficiranih
virusom hepatitisa E treba pazljivo porediti sa lezijama koje nastaju u
eksperimentalnoj infekciji, pre svega zbog razliCitog nacina inficiranja.

Pri eksperimentalnoj infekciji dugorepog majmuna (Macaca fascicularis)
inficiranim intravenski virusom hepatitisa E, promene u bubrezima su se karakterisale
akutnom tubularnom nekrozom sa fokalnim krvavljenjima, Sto ukazuje da se HEV
verovatno replikuje u bubregu majmuna, a mozda i ¢oveka (Aggarwal i sar., 2001).
Histopatoloske promene u bubrezima se u ovom sluc¢aju razlikuju od onih koje nastaju
u bubrezima svinja pri infekciji virusom hepatitisa E (Meng i sar., 1997).

U eksperimentalnoj infekciji prasadi, makroskopskim pregledom jedino je
ustanovljeno blago uveéanje mezenterijalnih limfnih ¢vorova. Kod eksperimentalno
inficiranih svinja, histopatoloskom analizom ustanovljena je blaga limfocitno —
plazmacelijska infiltracija i fokalna podrucja nekroze hepatocita (Lee i sar., 2008a).
Do sli¢nih nalaza dosli su i drugi autori koji su pratili prirodnu infekciju virusom
hepatitisa E, i ustanovili pri patoanatomskom pregledu da nijedna od ispitanih svinja
nije imala vidljive makroskopske promene na jetri i mezenterijalnim limfnim
¢vorovima (de Deus i sar., 2007). Medutim, kod makroskopskog ispitivanja jetri
svinja prirodno inficiranih virusom hepatitisa E, neki autori su u manjem broju
slucajeva ustanovili blago povecanje jetre i prisustvo retkih zuto obojenih fokusa
diseminovanih po povrsini jetre (Lee i sar., 2007).

Inficirajuéi svinje svinjskim i humanim sojem virusa hepatitisa E, istrazivaci
su histopatoloskim ispitivanjem ustanovili multifokalni limfocitno - plazmacelijski
hepatitis, koji je bio blago do srednje izrazen kod svinja inficiranih svinjskim sojem,
dok je kod svinja inficiranih humanim sojem bio umeren do izrazito tezak. Od ukupno
18 svinja koje su inficirane svinjskim sojem virusa kod 15 su uocene inflamatorne
promene u jetri, a od 19 svinja inficiranih humanim sojem virusa lezije u jetri su
ustanovljene u 16 slucajeva. Osim toga u kontrolnoj grupi koja je brojala 17 svinja,
kod 9 su ustanovljene promene u jetri koje odgovaraju limfocitno - plazmacelijskom
hepatitisu. Osim inflamatornih promena, u jetri su ustanovljene i nekroza hepatocita i
apoptoza pojedinacnih hepatocita koje su se karakterisale prisustvom eozinofilne
citoplazme 1 fragmentacijom ili odsustvom Ccelijskih jedara. Ovakve promene su
ustanovljene kod pet od 17 svinja u kontrolnoj grupi, zatim kod 10 od 18 svinja u
grupi koja je inficirana svinjskim sojem virusa i kod 13 od 19 svinja inficiranih

humanim sojem virusa. Najizrazeniji zapaljenski proces i nekroza hepatocita bila je
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ispoljena od dvadesetog dana posle intravenske inokulacije virusa, pa sve do
pedesetpetog dana kada je i dalje bila umereno izrazena u grupi svinja koje su
inficirane humanim sojem virusa. Kod svinja koje su inficirane svinjskim sojem
virusa, pedesetpetog dana posle inokulacije, lezija u jetri nije bilo ili su bile prisutne
samo u tragovima. Virus je ustanovljen u fecesu u periodu od sedmog do dvadesetog
dana posle inokulacije, a u zuci od treceg do dvadesetsedmog dana. U uzorcima jetre
ustanovljena je virusna RNK tokom infekcije kod svih svinja inficiranih humanim
sojem virusa zrtvovanih u periodu od treceg do 14. dana. Medutim, kod svinja
inficiranih svinjskim sojem virusa u tom periodu je HEV RNK dokazana kod 6 od
devet ispitanih svinja, a kod svih je dokazana u fecesu i u zuci. Ovakav nalaz se moze
objasniti procesom izlu€ivanja virusa putem zuci iz jetre, a potom putem fecesa iz
samog organizma svinje (Halbur i sar., 2001).

U eksperimentalnoj infekciji suprasnih krmaca, koje su bile inficirane
intravenski, ustanovljeno je izlu€ivanje virusa putem fecesa, mada klini¢kih znakova
infekcije nije bilo. Histoloskim pregledom u jetri je wuocen multifokalni
limfohistiocitni hepatitis slabog stepena kod 4 od 12 inficiranih krmaca
(Kasorndorkbua i sar., 2003).

Hepatitis E se kod ljudi karakteriSe akutnim zapaljenjem jetre sa izrazenim
multifokalnim  nekrozama, aktivacijom Kupferovih ¢elija, 1 izraZenom
intralobularnom holestazom i to naroCito u perifernolobularnoj zoni. U portnim
prostorima i multifokalno u parenhimu se nalazi limfocitni infiltrat. Limfociti su
dominantna ¢elijska poulacija u infiltratu, mada se mogu naéi i polimorfonuklearni
granulociti u portnim prostorima i intralobularnim infiltratima. CD8+ su ceSce
prisutni u odnosu na CD4+ limfocite. Za razliku od svinja, kod ljudi je opisan i nalaz
limfocitnog destruktivnog holangitisa kod pacijenta kod kojeg je seroloski i RT-PCR
nalaz upucivao na hepatitis E. Ovakav nalaz je Cest u slucajevima infekcije virusom
hepatitisa B i C, a pretpostavlja se da nastaje kao rezultat imunoreaktivnosti protiv
epitelnih ¢elija Zu¢nih kanali¢a koje su inficirane virusom (Deli¢, 1998; Wendum i
sar., 2005). U drugom ispitivanju od ukupno ispitane 54 biopsije jetre od ljudi
obolelih od hepatitisa E je u svim slucajevima ustanovljena hidropsna degeneracija
hepatocita, u 75% slucajeva holestaza, a u 65% biopsija hepatociti sa dva ili viSe
jedara. Osim toga, ustanovljena su apoptotska tela kao i proliferacija Kupferovih
¢elija. Metodom in situ hibridizacije RNK virusa je utvrdena u citoplazmi hepatocita u

neposrednoj blizini jedra (Zhao i sar., 2001).
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Patohistoloski nalaz pri eksperimentalnoj infekciji Balb/c SPF miseva virusom
svinjskog hepatitisa E, ukazuje na inflamatorni proces u parenhimu jetre, sa
podru¢jima fokalne heptocelularne nekroze i1 krvavljenjima. Nalaz u slezini ukazuje
na fokalna podruc¢ja nekroze, a u bubrezima na prisustvo limfocitnog infiltrata i
¢elijskog debrisa (Huang i sar., 2009).

Pri jednoj eksperimentalnoj infekciji svinja makroskopske promene nisu
uocene prilikom obdukcije, dok su histopatoloSke promene uocene u jetri, Zu¢noj
kesici, ileumu i limfnim ¢vorovima. Histoloski, uocen je multifokalni limfohistiocitni
hepatitis 28. dana posle infekcije, a u Zucnoj kesici slabo izrazen limfohistiocitni
infiltrat lokalizovan subepitelno kod tri svinje. Osim toga, blaga do umerena
hiperplazija Pajerovih ploca je uoCena kod svih ispitanih, izuzev kod jedne svinje.
Blaga do srednje izrazena hiperplazija u limfnim ¢vorovima je uocena kod 4 od 12
ispitanih svinja. Kod cetiri svinje je uoceno povecanje aktivnosti enzima AST i ALT
koji mogu da ukazu na proces napredovanja oste¢enja jetre tokom HEV infekcije
(Bouwknegt i sar., 2009).

Prvo saznanje da je hepatitis E potencijalna zoonoza potice jos iz 1990. godine
kada je uspela eksperimentalna infekcija svinja u Centralnoj Aziji sa humanim sojem
virusa (Balayan i sar., 1990). Od tada pa do danas, veliki je broj slucajeva gde postoji
pouzdana sumnja na prenosSenje infekcije sa zivotinja na ljude, kao i prenoSenje virusa
preko namirnica zivotinjskog porekla, ali je mali broj potvrdenih slucajeva.

Infekcija kod ljudi proti¢e akutnim tokom, a u literaturi se navodi da 0,5-3%
obolelih ima fulminantnu formu hepatitisa E, koja moze imati i letalan ishod
(Milogev-Zilovié i sar., 2003). Hepatitis E kod ljudi je slican hepatitisu A, jer ne
dovodi do hroni¢nog oboljenja jetre i ciroze, §to nije slucaj kod hepatitisa B i C (Mast
i Krawczynski, 1996). Medutim, novija ispitivanja su pokazala da infekcija virusom
hepatitisa E moze biti i hroni¢nog toka kod imunokompromitovanih pacijenata
obolelih od sindroma stecene humane imunodeficijencije (AIDS), kod pacijenata kod
kojih je uradena transplantacija kao i kod pacijenata sa hematoloSkim malignim
oboljenjima (Kamar i sar., 2008; Ollier i sar., 2009; Dalton i sar., 2009).

Virus hepatitisa E je uzroc¢nik hepatitisa E kod ljudi i predstavlja veoma vazan
zdravstveni problem u mnogim nerazvijenim zemljama Azije i Afrike. Infekcija
nastaje orofekalnim putem mada su opisani i slucajevi prenosenja virusa i preko
transfuzije krvi. Klinicki se oboljenje kod ljudi karakteriSe Zuticom, hepatomegalijom,

anoreksijom, abdominalnim bolom, povracanjem i poviSenom temperaturom i
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uglavnom protice akutnim tokom. Osim u klini¢koj, oboljenje se moze javiti i u
subklinickoj formi kada nema izrazenih simptoma infekcije. Inkubacioni period iznosi
od 15 do 40 dana, a povecanje aktivnosti jetrinih enzima se javlja u dva navrata tokom
trajanja klinickih simptoma sa jednim meduperiodom u trajanju od oko nedelju dana
sa normalizacijom njihove aktivnosti. PoviSena aktivnost alanin-aminotransferaze
(ALT) moze trajati i 1 do 2 nedelje posle ozdravljenja. Infektivne virusne Cestice su
prisutne u zuéi i fecesu tokom perioda kasne inkubacije i prisutne su jo$ 1 do 2
nedelje nakon pojave klinickih simptoma oboljenja. [gM antitela se pojavljuju tokom
akutne faze i nestaju za tri do Sest meseci, dok IgG antitela perzistiraju od 2 do 13
godina. Histoloski se u jetri kod ljudi obolelih od hepatitisa E uocava portalni triaditis,
holestaza, inflamacija lobulusa i degeneracija hepatocita. Iz literature je poznato da
virusi hepatitisa B i hepatitisa C imaju sposobnost da modulisu apoptozu. Medutim, u
slu¢aju virusa hepatitisa E ovo podrucje nije dovoljno istrazeno, mada se
histopatoloskim pregledom biopsija jetre poreklom od ljudi obolelih od hepatitisa E
uocavaju apoptotska tela - Councilman tela. Stopa mortaliteta od ove infekcije je
niska (manje od 1%) ali moze biti znacajna kod trudnica i dostizati 25% (Balayan,
1997; Jameel, 1999; Worm i sar., 2002; Emerson 1 Purcell, 2003; Kumar i sar., 2004,
Pischke i sar., 2010). Iako se hepatitis E klinicki dijagnostikuje kod malog broja
pacijenata iz razvijenih zemalja, iznenadujuca je visoka prevalencija otkrivenih anti-
HEYV antitela u humanoj populaciji (Drobeniuc i sar., 2001).

Imunski odgovor svinja pri infekciji virusom hepatitisa E se karakteriSe najpre
prolaznom pojavom imunoglobulina klase M (IgM) u serumu, a zatim se javljaju
dugozive¢i imunoglobulini klase G (IgG) i to u periodu kasne viremije i tokom faze
izlu¢ivanja virusa. Proteini kapsida svinjskog virusa hepatitisa E su imunogeni i
podsti¢u nastanak protektivnog imuniteta sli¢no kao kod humanog virusa hepatitisa E.
Dokazano je da ORF2 kapsidni protein svinjskog virusa hepatitisa E ima zajednicke
epitope sa humanim i avijarnim virusom hepatitisa E. Smatra se da svi sojevi virusa
hepatitisa E koji su izolovani do sada, ukljucujuéi i svinjske genotipove 3 i 4
pripadaju jednom serotipu. Ovo potvrduju eksperimenti sprovedeni na primatima koji
su imali protektivni imunitet za razliite genotipove humanih hepatitis E virusa.
Seropozitivne krmace putem kolostruma prenose anti-HEV antitela na svoju prasad
tako da su prasad seropozitivna i imaju maternalna antitela koja traju 7 do 9 nedelja.
Smatra se da maternalna antitela Stite prasad od nastanka HEV infekcije u prvim

nedeljama Zivota (Meng i Halbur, 2006).
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Nakon infekcije protektivni imunoglobulini klase G kod ljudi iS¢ezavaju u
periodu od 6 do 12 meseci, mada prema nekim ispitivanjima mogu biti prisutna i 1 do
4 godine posle infekcije. Samo je u jednom ispitivanju dokazano postojanje anti-HEV
IgG 14 godina posle infekcije kod oko 50% ljudi koji su bili inficirani tokom jedne
epidemije hepatitisa E (Aggarwal i Jameel, 2008).

U patogenezi virusnih infekcija znacajnu ulogu imaju i humoralni i celularni
imunski odgovor. Mada antitela koja nastaju pri infekciji virusom hepatitisa E imaju
verovatno neutralizacionu aktivnost, njihovo trajanje i tacna uloga u zastiti od HEV
infekcije ostaje i dalje nejasna (Srivastava i sar., 2007).

Posto je kod svinja infekcija virusom hepatitisa E asimptomatska, dijagnostika
se rutinski ne sprovodi. Medutim, razvijene su brojne metode dijagnostike pre svega u
nauc¢no-istrazivacke svrhe.

U dijagnostici HEV infekcije svinja se mogu koristiti indirektne i direktne
metode dijagnostike. Indirektne metode su zasnovane na dokazivanju serokonverzije
odnosno imunoglobulina klase G i klase M. Ove seroloSke metode se primenjuju
Sirom sveta u cilju utvrdivanja seroprevalencije HEV infekcije u humanoj polulaciji
kao i1 u populaciji razli¢itih vrsta domacih i divljih Zivotinja. Najcesc¢e koris¢ena
seroloska metoda za utvrdivanje serokonverzije je indirektna ELISA (de Deus i sar.,
2007; Casas 1 sar., 2008; de Deus i sar., 2008; Seminati 1 sar., 2008; dos Santos 1 sar.,
2009). Kao antigen u ovoj metodi koristi se uglavnom ORF2 antigen. S obzirom da je
indirektna ELISA zasnovana na dokazivanju serokonverzije, odnosno antitela, smatra
se nepouzdanom metodom u dijagnostici u akutnoj fazi bolesti kada jos nije doslo do
sinteze antitela. Pouzdanijim se smatraju direktne metode koje utvrduju antigen virusa
hepatitisa E direktno u uzorku. Mada je u literaturi opisana izolacija virusa u kulturi
tkiva 1 njegov citopatogeni efekat, izolacija svinjskog virusa hepatitisa E u kulturi
tkiva je vrlo teska, tako da se preporucuje upotreba drugih dijagnosti¢kih postupaka
(Smith, 2001; Jameel, 1999). Od direktnih metoda u dijagnostici HEV infekcije mogu
se koristiti RT-PCR, in situ hibridizacija i imunohistohemijske metode. RT-PCR je
molekularna metoda zasnovana na utvrdivanju genoma virusa u uzorku. Kao uzorak
moze se koristiti feces, zu¢ ili tkiva poreklom od inficiranih Zivotinja (de Deus i sar.,
2008). In situ hibridizacija je metoda za direktnu vizuelizaciju virusnog genoma u
tkivu (Lee i sar., 2008b). Izvodenje in situ hibridizacije je uglavnom ograniceno na
dijagnosticke laboratorije koje poseduju dobre tehnicke i materijalne mogucnosti, s

obzirom da je izvodenje ove metode prilicno skupo. Neki autori su
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imunohistohemijski detektovali antigen virusa hepatitisa E u jetri kod prirodno
inficiranih svinja. Trideset svinja iz razli¢itih zapata su odabrali na osnovu pozitivnih
nalaza na HEV dobijenih RT-PCR tehnikom, i kod svih trideset su u jetri
imunohistohemijski utvrdili HEV antigen. Pozitivna reakcija je utvrdena osim u jetri,
odnosno hepatocitima, i u tankom i debelom crevu, limfnim ¢vorovima, tonzilama,
slezini i bubrezima (Ha i Chae, 2004). Mada je imunohistohemijska metoda mnogo
prakti¢nija za detekciju svinjskog HEV, komercijalna monoklonska ili poliklonska
antitela protiv svinjskog virusa hepatitisa E nisu jo§S dostupna (Lee i sar., 2008b).
Medutim, neki autori smatraju (Lee i sar., 2007) da imunohistohemijska metoda nije
pogodna za dijagnostiku hepatitisa E u fazi eliminacije virusa, kada se virus
intenzivno izlucuje preko zuci, ve¢ samo u fazi inkubacije i fazi pojave prvih klinickih
simptoma oboljenja.

Direktna vizuelizacija virusnih Cestica u uzorcima fecesa svinja obolelih od
HEV infekcije elektronskim mikroskopom se ne smatra pouzdanom dijagnostickom
procedurom, zbog toga Sto je u jednom ispitivanju od 25 uzoraka koji su bili pozitivni
metodom RT-PCR samo u jednom slucaju dokazana virusna partikula koja ima
morfoloske karakteristike virusa hepatitisa E. Ovako relativno mali broj pozitivnih
uzoraka metodom elektronske mikroskopije se moze objasniti veCom osetljivos¢u RT-
PCR metode. Pored toga, virus hepatitisa E je veoma osetljiv na promene temperature
(smrzavanje i odmrzavanje), tako da je i to verovatno jedan od razloga zasto je u samo
jednom slucaju virion dokazan metodom elektronske mikroskopije (van der Poel i
sar., 2001). I pored toga §to se RT-PCR smatra visoko osetljivom metodom, ova
metoda sluzi pre svega za dokazivanje nukleinske kiseline virusa, koja kao takva ne
moze da dovede do infekcije. Ova metoda takode moze da otkrije nukleinsku kiselinu
u sklopu nekompletnih i defektnih virusnih cestica koje takode ne mogu da dovedu do
infekcije (Petrovi¢ i sar., 2009).

Za proucavanje HEV infekcije postoje eksperimentalni zivotinjski modeli koji
omogucavaju prac¢enje ove infekcije u eksperimentalnim uslovima. Kao Zivotinjski
model najces¢e se koristi svinja 1 razliCite vrste primata, mada se mogu koristiti i
pacov i mi$, ali i druge vrste glodara kao na primer mongolski gerbil. Primati se
uglavnom koriste radi proucavanja infekcije sa genotipovima 1 i 2, dok se svinje kao
vrlo pogodan model koriste radi proucavanja infekcije sa genotipovima 3 i 4. S
obzirom da se eksperimenti najCeS¢e sprovode radi razumevanja patogeneze ove

infekcije kod ljudi, neophodno je paZzljivo vrsiti ekstrapolaciju ovih rezultata dobijenih
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u eksperimentalnim uslovima. Neka eksperimentalna ispitivanja su prevashodno
sprovedena radi razumevanja patogeneze ove infekcije kod svinja (de Deus i sar.,
2007; Li 1 sar., 2009b; Huang i sar., 2009).

Kod procene histopatoloskih promena u jetri, treba iskljuciti druge infektivne
agense koji mogu dovesti do slicnih promena, ili infektivne agense koji mozda
ispoljavaju sinergisticko patogeno dejstvo sa virusom hepatitisa E. Cesto se u
literaturi navode infekcije cirko virusima i virusom PRRS kao infekcije koje mogu
biti udruzene sa HEV infekcijom (Meng i Halbur, 2006). Hepatitis je jedna od
osnovnih karakteristika infekcije svinja cirkovirusom tip 2 (PCV2), mada je priblizno
jedna tre¢ina svinja obolelih od PMWS sa prvim i drugim stadijumom promena u
jetri, negativna na prisustvo virusa u jetri (Martin i sar., 2007). Ispitivanja su pokazala
da je infekcija virusom hepatitisa E povezana sa nastalim lezijama u jetri kod svinja, i
da ta povezanost ne zavisi od toga da li je ta Zivotinja istovremeno inficirana i sa
PCV2 virusom. Dakle, oba uzro¢na agensa (HEV i PCV2) verovatno mogu nezavisno
jedan od drugog da dovedu do hepaticnih lezija kod svinja. Medutim, za razliku od
virusa hepatitisa E koji izaziva subklini¢ku infekciju sa lezijama u jetri prvog i drugog
stadijuma, PCV2 izaziva klinicki manifestno oboljenje, a lezije u jetri su obicno vise
izrazene (Martin i sar., 2007).

Virusni hepatitis koji se javlja kod svinja inficiranih cirkovirusom tip 2 se
karakteriSe umerenom infiltracijom portalne regije celijama zapaljenja, zatim
vakuolizacijom, povecanjem i zaokrugljivanjem hepatocita sa kariomegalijom.
Posledicno dolazi do suzavanja sinusoidnih kapilara (Clark, 1997; Segales i sar.,
2004). Mogu se javiti i lezije sa generalizovanom perilobularnom fibrozom,
disorganizacijom reznji¢a sa masovnim gubitkom hepatocita. Ove promene su
uglavnom udruzene sa zuticom i makroskopskim promenama na jetri (Segales 1 sar.,
2004). U ciljne ¢elije jetre za PCV2 infekciju spadaju Kupferove celije, celije
inflamatornog infiltrata i hepatociti. Antigen PCV2 je u Kupferovim celijama i
¢elijama mononuklearne loze lokalizovan u citoplazmi, izuzetno retko u jedru.
Nasuprot tome, nukleinska kiselina PCV2 u hepatocitima je najcesce lokalizovana u
jedru, a retko u citoplazmi (Allan i sar., 2000; Rosell i sar., 2000). Ponekad je moguce
dokazati virusni genetski materijal i u cirkuliSu¢éim mononuklearnim celijama u
sinusoidima i portnim regijama jetre, kao i u endotelnim c¢elijama kapilara. U
izrazenim slucajevima PMWS Kupferove c¢elije, po koja endotelna celija, celije

inflamatornog infiltrata i ¢elije granuloma su pozitivne na nukleokapsidni protein
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PCV2. Sli¢no kao i u limfnom ¢voru makrofagi ucestvuju u fagocitozi i u citoplazmi
sadrze antigene virusa. Prisustvo virusnog antigena u njihovom c¢elijskom jedru je
zanemarujuce u odnosu na koli¢inu virusnog antigena u citoplazmi (Krakowka i sar.,
2004).

Neki autori su na osnovu tezine lezija u jetri svinja inficiranih cirkovirusom tip
2 hepaticna oStec¢enja podelili u Cetiri stadijuma (Rosell i sar., 2000). Prvi stadijum
oSte¢enja jetre se karakteriSe niskim intenzitetom inflamatorne reakcije portnog
prostora multifokalnog karaktera. Drugi stadijum se karakteriSe umereno do
intenzivno izrazenom Celijskom infiltracijom u parenhimu jetre uz aktivaciju
Kupferovih ¢elija. Rede se mogu nacéi apoptotska tela u parenhimu jetre.
Karakteristi¢no obelezje treceg stadijuma osStecenja jetre je prisustvo mononuklearnog
infiltrata u jetrinom parenhimu, disorganizacija arhitekture reznjic¢a razliitog stepena
i prisustvo apoptotskuh tela. Intenzivna difuzna inflamatorna infiltracija je prisutna u
portnim prostorima. U polovini slucajeva uocCava se povecanje hepatocita sa
izrazenom kariomegalijom. Ne retko, zapaza se i kondenzacija hromatina uz jedrov
omotaé. Cetvrti stadijum se karakteri$e generalizovanom perilobularnom fibrozom sa
izrazenom disorganizacijom arhitekture reznjica i masovnim gubitkom hepatocita.
Preostala stroma je difuzno infiltrovana mononuklearnim celijama (Rosell i sar.,
2000). Ovi nalazi pokazuju da hepatociti mogu da budu ciljne ¢elije za PCV2 i dase u
njima vr$i replikacija virusa. Verovatno se hepatociti inficiraju preko Kupferovih
¢elija, endotelnih celija sinusoida i mononuklearnih ¢elija koji su lokalizovani
periportno. Infekcija hepatocita se kvalitativno razlikuje od infekcije Ccelija
monocitno-makrofagne linije, utoliko §to je kod hepatocita lokalizacija virusa u jedru
dok je kod ovih drugih u citoplazmi. Infekcija hepatocita dovodi do promene u
morfolo§kom izgledu ovih ¢éelija i do njihovog raspada, uklju¢ujué¢i megalocitozu sa
kariomegalijom 1 apoptotsku alteraciju (Clark, 1997; Rosell i sar., 2000).
Histopatoloski nalaz upucuje na misljenje da su PCV2 i apoptoza najverovatnije u
vezi sa smréu hepatocita. Tako, ekstenzivni gubitak hepatocita, difuzna zapaljenska
infiltracija jetre i perilobularna fibroza dovode do zadnjeg stadijuma oStecenja jetre.
Makroskopski, ove jetre su ciroti¢ne, i bez moguénosti za regeneraciju. Proliferacija
bilijarnih kanala nije obavezan nalaz (Rosell i sar., 2000; Segales i sar., 2004).

Ispitivanja istrazivaca u Srbiji su pokazala da je najucestalija histopatoloska
promena u jetri poreklom od prasadi obolele od PMWS bila infiltracija portalne regije

mononuklearnim ¢elijskim elementima razli¢itog intenziteta. Grupe mononuklearnih
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éelija se takode mogu naéi i u sinusoidnim prostorima jetre. Cest je nalaz poveéanog
broja Kupferovih ¢elija u sinusoidnim prostorima jetre. Neke Kupferove ¢elije imaju
zarezasto jedro nalik na srp, dok druge imaju okruglasto ili zvezdasto jedro. U
periportnom delu lobulusa ponekad se mogu videti multifokalne nekroze pojedinacnih
hepatocita. Spomenute promene uglavnom ne naruSavaju arhitekturu reznjica jetre.
Kod manjeg broja obolelih prasadi uocljivi su znaci periportne fibroze. U tom slucaju,
pored izrazenih interlobularnih vezivno-tkivnih septi, uocljiv je i gubitak veceg broja
hepatocita i difuzna infiltracija mononuklearnim c¢elijama, uz narusenu arhitekturu
lobulusa (Becskei i sar, 2010).

Virus svinjskog hepatitisa E je ubikvitaran virus kod svinja Sirom sveta i ima
zoonotski potencijal. Stoga, postoje dva osnovna problema kada je u pitanju HEV: 1.
Infekcija virusom hepatitisa E je infekcija visoko rizi¢nih grupa kao $to su veterinari,
zatim odgajivaci svinja i 2. PrenoSenje svinjskog virusa hepatitisa E putem svinjskih
ksenograftova u ljudske recipijente pri ksenotransplantaciji i potencijalno posledi¢no
prenoSenje virusa na druge ljude. Potencijalni ksenozoonotski rizik se moze
prevenirati adekvatnim ispitivanjem i striktnim postovanjem procedure za svinje
donore (Meng, 2003; Meng i Halbur, 2006).

Pojava akutnog hepatitisa E kod ljudi u razvijenim zemljama se mozda
potcenjuje zbog toga S§to se javljaju sporadicni slucajevi koji se cCesto ne
dijagnostikuju kao hepatitis E. Odgovaraju¢a li¢na higijena, i uopSte primena
higijenskih mera na javnim mestima, zatim farmama svinja, moze smanjiti rizik od
prenoSenja ovog virusa (Meng i Halbur, 2006). Ukoliko se sporadic¢ni slucajevi
hepatitisa E kod ljudi i dalje budu javljali kao rezultat konzumiranja nedovoljno
termicki obradenog svinjskog mesa, trebalo bi, u tom slucaju, raditi na eliminaciji
virusa hepatitisa E u komercijalnoj proizvodnji svinja (Meng i Halbur, 2006).

Vakcinacija kao metod kontrole ove bolesti u humanoj populaciji ¢e u
budu¢nosti verovatno biti dostupna, s obzirom da se radi na razvijanju rekombinantne
vakcine za ljude. Nemogucénost efikasne kultivacije virusa hepatitisa E na ¢elijskim
kulturama u velikoj meri ograni¢ava razumevanje biologije i mehanizama delovanja
virusa i usporava napredak u razvoju same vakcine (Meng, 2010).

Neka od ispitivanja su pokazala da je jedna od mogucih preporuka za kontrolu
ove infekcije svakako primena biosigurnosnih mera kao i pridrzavanje principa dobre
proizvodacke i higijenske prakse na farmama svinja. Ukoliko postoji moguénost na

farmama bi trebalo, posle odbijanja prasadi i prebacivanja u druge tehnoloske faze
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proizvodnje, onemoguciti meSanje prasadi iz razlicitih legala u istim boksevima i tako
spreciti potencijalno Sirenje virusa iz zarazenih legala (Nakai i sar., 2006). Osim
navedenih i drugi stresni faktori kao Sto je na primer promena hrane kao i nacina
ishrane mogu uticati na $irenje infekcije (Kelley, 1980).

Epizootioloska ispitivanja u Japanu su pokazala da se u vise od 95% slucajeva
infekcija svinja virusom hepatitisa E deSava do uzrasta od 150. dana i da je mogu¢nost
ekskrecije virusa mala 180. dana kada se tovljenici obi¢no upucuju na klanje. Ipak bi
u slucaju znacajnijeg povecanja incidencije infekcije moglo do¢i do pomeranja ove
granice ka starijim kategorijama svinja i potencijalne moguénosti prenoSenja
infekcije sa svinja na ljude. Ukoliko bi incidencija infekcije pocela da raste bilo bi
neophodno sprovesti radikalne mere, kao na primer odvajanje zdravih od inficiranih
svinja na kraju perioda dojenja kako bi se smanjio broj inficiranih Zivotinja na kraju

perioda tova (Satou i Nishiura, 2007).
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3. Cilj i zadaci

Cilj ovih ispitivanja bio je da se utvrde karakter i stepen oSte¢enja hepatocita

kod svinja prirodno inficiranih virusom hepatitisa E. U tu svrhu ispitani su:

1. Prevalencija infekcije svinja virusom hepatitisa E na farmama u Srbiji

ispitivanjem rektalnih briseva svinja razli¢itih proizvodnih kategorija;
2. Prisustvo virusne RNK u jetri;

3. Biohemijski parametri krvi (ukupni proteini, albumini AST, ALT, GGT,

ukupni bilirubin);
4. Makroskopske promene na jetri kod zaklanih svinja;

5. Karakter i distribucija histoloskih lezija u jetri svinja inficiranih virusom

hepatitisa E;
6. Imunofenotipizacija i gustina mononuklearnog infiltrata jetre;
7. Distribucija ¢elija koje eksprimiraju TGF-f;;
8. Evaluacija histoloskih lezija;

9. Odnos izmedu stepena histoloskih lezija i biohemijskih parametara krvi

inficiranih svinja.
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4. Materijal i metode

4.1. ZIVOTINJE

Ispitivanja su izvrSena na 4 farme svinja iz razli¢itih regiona Srbije. Ispitane
farme su brojale od 200 do 1500 priplodnih krmaca i imale su zatvoreni proizvodni
ciklus. Prasad u odgoju su bila smestena u kaveze ili bokseve sa Zicanim podom ili sa
podom od perforirane plastike, a tovljenici u bokseve sa resetkastim podom. Ishrana
se obavljala iz automatskih hranilica ad /libitum sa potpunom krmnom smeSom za
pojedine proizvodne kategorije.

Da bi se ustanovila prevalencija HEV infekcije u populaciji svinja, uradeno je
uzorkovanje rektalnih briseva po proizvodnim kategorijama od klini¢ki zdravih
svinja. Na farmi A uzorkovano je ukupno 113 rektalnih briseva i to: 10 iz kategorije
krmaca, 10 iz kategorije prasadi na sisi (uzrasta od 0 do 28 dana), 31 iz kategorije
prasadi iz odgoja (uzrasta od 28 do 75 dana) i 62 iz kategorije svinja iz tova (uzrasta
od 75 do 120 dana). Na farmi B, C i D uzorkovano je po 40 rektalnih briseva i to po
10 iz svake proizvodne kategorije: krmace, prasad na sisi (uzrasta od 0 do 28 dana),
prasad iz odgoja (uzrasta od 28 do 75 dana) i svinje iz tova (uzrasta od 75 do 120
dana). Rektalni brisevi su suspendovani u PBS-u, pH 7,2, centrifugirani i supernatant

za ekstrakciju RNK ¢uvan na temperaturi od -78 °C do momenta ispitivanja.

4.2. BIOHEMIJSKA ISPITIVANJA

Kod svinja kod kojih je metodom RT-PCR u uzorku rektalnog brisa utvrdena
nukleinska kiselina virusa hepatitisa E, izvrSena je punkcija vena cava cranialis i
uzeta je krv za biohemijska ispitivanja. Nakon koagulisanja krvi, izvrSeno je
centrifugiranje i izdvajanje seruma, u kome su uz pomo¢ poluautomatskog
biohemijskog spektrofotometra (Rayto RT-1904 VC, Juzna Koreja) odredeni sledeci
parametri: ukupni proteini, albumini, aspartat-aminotransferaza (AST), alanin-

aminotransferaza (ALT), y-glutamil-transpeptidaza (GGT) i ukupni bilirubin.
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4.3. MAKROSKOPSKI PREGLED I UZIMANJE UZORAKA

Svinje kod kojih je RT-PCR metodom u uzorku rektalnog brisa utvrdena
nukleinska kiselina virusa hepatitisa E, upucene su na redovno klanje. Na liniji klanja
izvrSen je detaljni makroskopski pregled jetre i uzeti uzorci za histopatolosku,
imunohistohemijsku, RT-PCR 1 bakteriolosku analizu. Kontrolnu grupu svinja cinilo
je deset svinja kod kojih RT-PCR metodom iz rektalnog brisa nije ustanovljeno
prisustvo HEV RNK. Te svinje su takode upucene na redovno klanje, gde je na liniji
klanja izvrSen detaljan makroskopski pregled jetre 1 wuzeti uzorci jetre za
histopatolosku, imunohistohemijsku, RT-PCR i bakteriolosku analizu, kao i od
inficiranih svinja. Iz istih uzoraka jetre uradena je molekularna detekcija genoma

svinjskog cirkovirusa 2.

4.4. HISTOLOSKO I IMUNOHISTOHEMIJSKO ISPITIVANJE

Uzorci jetre veli¢ine 2x1x0,5 cm za histopatoloska i imunohistohemijska
ispitivanja su fiksirani u 10% neutralnom formalinu u trajanju od 48 - 72 ¢asa. Posle
fiksacije tkivo je procesovano u automatskom tkivhom procesoru (dehidratacija kroz
seriju alkohola, prosvetljavanje u ksilolu, impregnacija parafinom) i uklopljeno u
parafinske blokove. Parafinski isecci debljine 3 do Sum bojeni su hematoksilin-eozin
(HE) 1 Masson trihrom (MTH) metodom.

Od imunohistohemijskih metoda koriS¢ena je trostepena streptavidin-biotin
metoda (LSAB2). U tkivnim iseccima je najpre izvrSeno demaskiranje antigena,
maskiranih fiksiranjem u formalinu. Demaskiranje CD3 i CD79 antigena vrSeno je
zagrevanjem u mikrotalasnoj pe¢i na 560W u trajanju od 21 minut, u citrathom puferu
pH=6, dok je demaskiranje TGFf; postignuto proteinazom K u trajanju od 40 minuta
na sobnoj temperaturi. Endogena peroksidaza blokirana je u 0,3% H,O, u metanolu,
na temperaturi od 18°C u trajanju od 15 minuta. Sva ispiranja i razblaZzenja tokom
reakcije radena su u PBS-u pH=7,2-7,4. Preinkubacija je vrSena u 10% kozjem
serumu u PBS-u u trajanju od 20 minuta. Odmah zatim iseCci su inkubirani sa

primarnim antitelima i odgovaraju¢im kitom za vizuelizaciju.
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U imunohistohemijskoj metodi kori$¢ena su:
1. primarna antitela:
o monoklonsko mouse-anti-human CD79 (Dako, M7051) u razredenju
1:50 u trajanju 60 minuta u vlaznoj komori na temperaturi od 18 °C
e monoklonsko rabbit-anti-human CD3 (Dako, A0452), u razredenju
1:50 u trajanju od 60 minuta u vlaznoj komori na temperaturi od 18 °C
e rabbit polyclonal antibody TGFp; (v) (Santa Cruz Biotechnology, sc-
146) u razredenju 1:100 preko noéi na temperaturi od 4 °C
2. odgovarajuci kit za detekciju:
e Dako Cytomation LSAB2 System-HRP (Dako, K0675)
e Dako Envision GI2 Doublestain sistem (K5361)

Antigen-antitelo kompleks koji je nastao u tkivu postao je vidljiv primenom
diaminobenzidina (DAB+, Dako, K3468) u trajanju od 10 do 15 minuta. Na mestu
pozitivne reakcije javlja se precipitat smede boje. Kontrastiranje isecaka izvrseno je u
hematoksilinu (Mayer-ov hematoksilin) u trajanju od 10 sekundi. Nakon bojenja
iseCci su montirani pomoc¢u vodenog medijuma za montiranje Glycergel (Dako,
C563).

Kao negativna kontrola koris¢eni su istovetni tkivni isecci koji nisu tretirani
primarnim antitelima. Kao pozitivna kontrola koris¢eni su tkivni isecci kod kojih je
prethodno imunohistohemijski potvrdeno prisustvo ispitivanih antigena.

Za istovremenu vizuelizaciju dva razli¢ita antigena na istom tkivnom isecCku
jetre svinja koris¢en je ,,DAKO Envision GI2 Doublestain® sistem (K5361).
Vizuelizacija se zasniva na peroksidazi (HRP) i DAB+, kao hromogenu prvog
antigena i alkalnoj fosfatazi (AP) i ,,permanent red“ (PR), kao hromogena za
obelezavanje drugog antigena. Na ovaj nacin prvim primarnim antitelima obeleZeni
molekuli su obojeni smedom bojom, a molekuli obelezeni drugim primarnim
antitelom intenzivnom ruzi¢astom bojom. Ovaj sistem ne sadrzi biotin i na taj nacin se
znacajno smanjuju nespecifi¢na bojenja usled endogene biotin-avidin aktivnosti.

Procedura pripreme tkivnih isecaka (deparafinizacija, dehidratacija i
demaskiranje antigena), identicna je kao i kod klasiénog imunohistohemijskog
bojenja. Posle zavrSene procedure demaskiranja antigena radeno je ispiranje tkivnih
iseCaka sa puferom za ispiranje u trajanju od 5 minuta. Blokiranje endogenih alkalnih

fosfataza, peroksidaza i pseudoperoksidaza vrSeno je aplikovanjem  ,,Dual
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endogenous enzyme blocks* reagensa, u trajanju od 5 minuta (£ 1 minut). Potom je
usledilo inkubiranje sa primarnim antitetlom u optimalnoj koncentraciji i vremenu.
Nakon ovog koraka usledila je inkubacija sa ,,HPR/Polymer* reagensom, u trajanju
od 10 minuta (+ 1 minut). Nakon toga je usledilo inkubiranje sa prvim hromogenom -
DAB+. Inkubacija sa radnim rastvorom hromogena vrSena je u trajanju od 5-15
minuta, uz kontrolu stepena obojenosti pod svetlosnim mikroskopom. Nakon bojenja
sa prvim hromogenom usledilo je aplikovanje ,,Doublestain block* reagensa u trajanju
od 3 minuta. Dalje sledi inkubacija sa drugim primarnim antitelom u preporucenoj
koncentraciji i vremenu trajanja. Inkubacija sa ,,Rabbit/Mouse LINK®“ reagensom
uradena je u trajanju od 10 minuta (+ 1 minut). Nakon ovog koraka usledilo je
aplikovanje ,,Polymer/AP* reagensa u trajanju od 10 minuta (+ 1 minut), a na kraju
aplikovanje radnog rastvora drugog hromogena, PR u trajanju od 5-20 minuta.
Kontrastiranje isecaka je izvrSeno u hematoksilinu (Mayer-ov hematoksilin) u trajanju
od deset sekundi. Montiranje je uradeno sa vodenim medijumom za montiranje

DAKO Glycergel (C563).

4.5. SEMIKVANTITATIVNA ANALIZA

Evaluacija histopatoloskih promena je zasnovana na kriterijumima koji su
koris¢eni za procenu gustine i distribucije limfocitno — plazmacelijskog infiltrata u
jetri svinja eksperimentalno inficiranih virusom hepatitisa E (Halbur i sar., 2001).

Kriterijumi za semikvantitativnu analizu prikazani su u tabeli 2.

Tabela 2. Kriterijumi za semikvantitativnu analizu

p?‘::ﬁ:Ze Opis promene

0 Bez inflamatornih promena

| Jedan do dva fokusa limfocitno-plazmacelijskog infiltrata u 10
' posmatranih lobulusa jetre

) Dva do pet fokusa limfocitno-plazmacelijskog infiltrata u 10
' posmatranih lobulusa jetre

3 Sest do deset fokusa limfocitno-plazmacelijskog infiltrata u 10
’ posmatranih lobulusa jetre

4 Vise od 10 fokusa limfocitno-plazmacelijskog infiltrata u 10
’ posmatranih lobulusa jetre
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4.6. MORFOMETRIJSKA ANALIZA

Histoloski preparati su pregledani optickim mikroskopom Olympus BX51 uz
upotrebu uobicajenih uvelicanja (20x, 40x, 100x, 200x, 400x i 600x). Za
morfometrijsku analizu koris¢en je morfometrijski softver Olympus Cell B. U svakom
preparatu su izbrojane CD3 i CD79 pozitivne Celije koje su se nalazile u lobulusima i
portnim prostorima jetre. Pomenuta merenja izvrSena su u svakom preparatu na
dvadesetpet nasumicno odabranih vidnih polja na uveli¢anju objektiva 40x. Unutar
svakog vidnog polja definisana je mreZzica sa poljima veli¢ine 100x100 mikrometara.
Brojanje je izvrSeno u Cetiri slu¢ajno izabrana kvadrata u svakom vidnom polju, $to
iznosi 0,04mm” po vidnom polju. S obzirom da je merenje izvedeno na dvadesetpet
nasumic¢no odabranih vidnih polja ukupna povrSina na kojoj je izvrSeno merenje
iznosi 1mm? za svaki ispitani preparat.

Nakon odredivanja broja CD3 i CD79 pozitivnih ¢elija izracunata je prosecna
vrednost i standardna devijacija za svaku ispitanu grupu.

Digitalne fotografije su napravljene pomocu optickog mikroskopa Olympus

BX51 sa digitalnom kamerom Olympus Color View III.

4.7. MOLEKULARNA DETEKCIJA VIRUSA HEPATITISA E

Uzorci tkiva jetre, zapremine 1 cm’, za molekularnu detekciju dela ORF2
fragmenta virusa hepatitisa E RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain
reaction) metodom, su najpre homogenizovani u tarioniku, zatim su suspendovani u
9ml PBS, centrifugirani na 2000 obrtaja u minuti u trajanju od 10 minuta, a odliveni

supernatant je do momenta ispitivanja ¢uvan na temperaturi od -78 °C.

I Ekstrakcija — Ekstrakcija RNK i HEV RT-PCR i RT-nested-PCR iz uzoraka
rektalnih briseva i tkiva jetre — prema uputstvu proizvodjaca QI4amp ViralRNA Mini
kit (Qiagen, Hilden, Nemacka)
Protokol za ekstrakciju RNK:
1. U mikrotubu od 1,5 ml sipati 560 pl pripremljenog AVL pufera koji sadrzi
RNK nosac;
2. Dodati 140 pl supernatanta suspendovanog fecesa i vorteksovati 15 sekundji;

3. Inkubirati na sobnoj temperaturi (15-25 °C) u trajanju od 10 minuta;
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10.

11.

Kratko centrifugirati na 8000 obrtaja u minuti;

Dodati 560 pl etanola (96-100%) i vorteksovati 15 sekundi;

Kratko centrifugirati na 8000 obrtaja u minuti;

Pazljivo uzeti 630 pl ovog rastvora i pipetirati u mini spin kolonu (2 ml), a
potom centrifugirati na 8000 obrtaja u minuti. Prebaciti spin kolonu u novu
mikrotubu 1 filtrat odbaciti;

Pazljivo otvoriti mini spin kolonu i dodati 500 pl pufera AW1 i centrifugirati
na 8000 obrtaja u minuti. Prebaciti spin kolonu u novu mikrotubu i filtrat
odbaciti;

Pazljivo otvoriti mini spin kolonu i dodati 500 pl AW2 pufera i centrifugirati
na 13000 obrtaja po minutu u trajanju od 3 minuta. Prebaciti mini spin kolonu
u novu mikrotubu zapremine 1,5 ml, a filtrat odbaciti. Dodati 60 ul AVE
pufera i inkubirati na sobnoj temperaturi u trajanju od 1 minut. Centrifugirati
na 8000 obrtaja u minuti u trajanju od 1 minuta;

Ekstrahovana RNK je ¢uvana na temperaturi od -87 °C ili je odmah kori$¢ena

u reakciji lancane polimeraze.

IT Reakcija lan¢ane polimeraze - Svi uzorci su ispitani RT-PCR metodom, dok su

svi negativni RT-PCR uzorci podvrgnuti nested-PCR metodi.

1.

RT-PCR i nested-PCR — HotStar Taq MasterMix Kit (Qiagen, Hilden,
Nemacka) i dva degenerisana seta prajmera za ORF2 region genoma HEV:
HEVORF2con-s1 — 5’GACAGAATTRATTTCGTCGGCTGG - 3’ i
HEVORF2con-al — 5’CTTGTTCRTGYTGGTTRTCATAATC - 3. Za
nested PCR korisS¢eni su slede¢i prajmeri: HEVORF2con-s2 -
5’GTYGTCTCRGCCAATGGCGAGC - 3 i HEVORF2con-a2 -
5’GTTCRTGYTGGTTRTCATAATCCTG — 3. Konacni produkt posle RT-
PCR je duzine 197 baznih parova, a posle nested-PCR 145 baznih parova;

One step RT-PCR po jednom uzorku: 2 pl RNK se doda u reakcionu smesu
krajnje zapremine 18 pl (Qiagen, Hilden, Nemacka) koji sadrzi: 7,2 pl vode
slobodne od RNaza, 4 ul 3X Qiagen pufera, 0,8 pl ANTP mesavine nukleotida,
po 0,6 ul forward i reverse prajmera (HEVORF2con-s1 i HEVORF2con-al) i

0,8 pl mesavine enzima neophodnih za reakciju;
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3. Ciklus reverzne transkripcije na 50 °C u trajanju od 30 minuta;

4. Denaturacija na 95 °C u trajanju od 15 minuta;

5. 40 ciklusa denaturacija na 94 °C u trajanju od po 45 sekundi, vezivanje
prajmera na 49 °C u trajanju od 45 sekundi i polimerizacija na 72 °C u trajanju
od 1 minuta; jedan ciklus krajnje elongacije u trajanju od 7 minuta na 72 °C;

6. Negativni uzorci su nadalje podvrgnuti nested-PCR gde su koriS¢eni interni
prajmeri HEVORF2con-a2 i HEVORF2-con-s2;

7. 1 x PCR pufer (HotStar Master Mix Kit, Qiagen, Hilden, Nemacka) u koli¢ini
od 10 ul, po 0,4 pl forward i reverse prajmera i 7,2 ul vode slobodne od
Rnaza;

8. prvi ciklus na 95 °C u trajanju od 15 sekundi, 35 ciklusa na 94 °C u trajanju od
45 sekundi, na 49 °C u trajanju od 45 sekundi i na 72 °C u trajanju od jednog
minuta i jedan ciklus elongacije od 7 minuta na 72 °C;

9. Amplifikovani produkti se boje etidium bromidom u 2% agaroznom gelu;

10. Negativni 1 pozitivni uzorci su bili ukljuceni kao kontrole. Kao negativna
kontrola kori$¢ena je destilovana voda, dok je kao pozitivna kontrola koris¢en
uzorak dobijen sa Odeljenja za virusologiju Naucnog instituta za veterinarstvo

»Novi Sad“ iz Novog Sada.

Vizuelizacija lanCane reakcije polimeraze je postignuta gel elektroforezom u
agaroznom gelu koncentracije 2%, u 1 x TBE puferu, sa dodatkom etidium bromida
kao fluorescentnog indikatora. Proces elektroforeze je obavljen u Hoeffer submarine
aparatu za elektroforezu, pri naponu od 60 V i jacini struje od 10mA tokom 30
minuta.

Radi odredivanja karakteristi¢ne duzine amplifikovanog segmenta kori§¢en je
molekularni marker Fast ruler DNA ladder, low range (Fermentas, Lithuania).

Da bi se izbegla unakrsna kontaminacija, svaka faza dijagnostickog postupka
(od pripreme uzorka do nested-PCR) je radena u odvojenim prostorijama koje su

namenjene PCR dijagnostici, uz primenu odgovaraju¢e opreme i materijala.
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4.8. MOLEKULARNA DETEKCIJA SVINJSKOG CIRKOVIRUSA TIP 2
(PCV2)

Uzorci tkiva jetre, zapremine 1 cm’, za molekularnu detekciju dela ORF2
fragmenta svinjskog cirkovirusa tip 2 PCR (polymerase chain reaction) metodom, su
najpre homogenizovani u tarioniku, zatim su suspendovani u 9ml PBS, centrifugirani
na 2000 obrtaja u minuti u trajanju od 10 minuta, a odliveni supernatant je do

momenta ispitivanja ¢uvan na temperaturi od -78 °C.

I Ekstrakcija — prema uputstvu proizvodjaca QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden,

Nemacka)

II Reakcija lancane polimeraze — prema uputstvu proizvodaca HotStar Taq
MasterMix Kit (Qiagen, Hilden, Nemacka) uz upotrebu oligonukleotidnih prajmera
koji amplifikuyju ORF2 region genoma PCV2: ORF2 forward 5’
GGTAATACTTACAGCGCACTTC 3’ i

ORF?2 reverse 5 CCCCATGCCCTGAATTTCC 3°.

4.9. BAKTERIOLOSKA ANALIZA

Uzorci jetre za bakterioloSka ispitivanja zasejani su na agar sa 5% ovcije krvi i
Mac Conkey agar i inkubirani na 37 °C tokom 48 ¢asova. Istovremeno su uzorci
zasejani na Zeissler-ov agar i inkubirani u anaerobnim uslovima (Genbox anaer bio

Merieux) tokom 48 Casova.

4.10. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

U statistickoj analizi dobijenih rezultata, kao osnovne statisticke metode

koriS¢eni su deskriptivni statisticki parametri (aritmeticka sredina X , standardna
devijacija SD, standardna greska SE, minimalna vrednost Xy, i maksimalna vrednost
Xmax 1 koeficijent varijacije CV). Prilikom testiranja i utvrdivanja statisticki znacajnih
razlika upotrebljena su dva testa. Prvi test, potpuno slucajan plan (ANOVA), je grupni
test 1 na osnovu njega je ustanovljeno eventualno postojanje signifikantnih razlika

izmedu posmatranih grupa. Drugi test je pojedinac¢ni test, Tukey test, pomocu kojeg
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su ustanovljene statistiCki signifikantne razlike izmedu grupa, pojedinacno.
Signifikantnost razlika je odredena na nivou znacajnosti od 5% i1 1%. Svi dobijeni
rezultati su prikazani tabelarno i graficki. StatistiCka analiza dobijenih rezultata je
izvrSena u statistickom paketu Palisade StatTools verzija 1.0.1, u programskom

dodatku za Microsoft Excel 2007.
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5. Rezultati

5.1. REZULTATI ISPITIVANJA PREVALENCIJE INFEKCIJE VIRUSOM
HEPATITISA E

Rezultati ispitivanja prevalencije infekcije virusom hepatitisa E prikazani su u

tabeli 3.

Tabela 3. Prevalencija ekskrecije virusa hepatitisa E fecesom po proizvodnim kategorijama

svinja
Broj pozitivnih svinja u razli¢itim proizvodnim kategorijama
Farma Prasad na sisi Prasad u Svinje u tovu . o o
] (%) odgoju (%) (%) Krmace (%) | Ukupno (%)
A 0/10 (0) 6/31 (19,35) 3/62 (4,84) 0/10 (0) 9/113 (7,96)
B 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0) 0/40 (0)
C 0/10 (0) 3/10 (30) 0/10 (0) 0/10 (0) 3/40 (7,5)
D 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0) 0/40 (0)
Ukupno 0/40 (0) 9/61 (14,75) 3/92 (3,26) 0/40 (0) 12/233 (5,15)

Od ukupno ispitane 4 farme infekcija virusom hepatitisa E je ustanovljena na
dve farme (50%). Ukupno je ispitano 233 svinje, od kojih je kod dvanaest u uzorku
rektalnog brisa dokazana HEV RNK (5,15%). Prevalencija ekskrecije virusa fecesom
se kretala od 7,5 do 7,96 % u zavisnosti od farme. Ni kod jednog praseta na sisi, kao
ni kod jedne ispitane krmace nije dokazano izlucivanje virusa. U kategoriji prasadi u
odgoju od ukupno ispitanih 61 kod 9 je dokazana HEV RNK u uzorku rektalnog brisa
(14,75 %), dok je u kategoriji svinja u tovu od ukupno ispitanih 92 kod 3 svinje
utvrdeno izlucivanje virusa fecesom (3,26 %).

Istovremenim ispitivanjem rektalnih briseva i jetre poreklom od 233 svinje
metodom RT-PCR HEV RNK je dokazana u 12 uzoraka rektalnih briseva i pet
uzoraka jetre. Istovremeno prisustvo HEV RNK u uzorku rektalnog brisa i jetre je

ustanovljeno kod pet svinja (41,67%).
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5.2. REZULTATI ISPITIVANJA BIOHEMIJSKIH PARAMETARA KRVI

Rezultati ispitivanja biohemijskih parametara krvi inficiranih svinja prikazani

su u tabeli 4.

Tabela 4. Rezultati biohemijskih parametara krvi inficiranih svinja

Itjrl;‘t‘g'l‘l‘l Albumini | AST ALT GGT inJlli(:lf)bl;il

e (g/dl) aun avn | aup | T
X 6,81 2,42 87,46 65,41 40,54 8,95
SD 0,48 041 31,29 1142 10,29 1.81
SE 0,14 0,12 9,03 3.29 2,97 0,52
CV (%) 7,05 16,94 35,78 28,81 28,86 20,23
Xom 5,79 1.91 56,43 49,28 2251 531
Xorme 7.78 361 166,07 | 89,29 57,58 11,47

Kao $to se iz tabele 4. moze videti, prose¢na koncentracija ukupnih proteina
kod inficiranih svinja iznosila je 6,81+0,48 g/dl, dok se kocentracija kretala u
intervalu od 5,79 do 7,78 g/dl sa koeficijentom varijacije od 7,05%. Prosecna
koncentracija albumina bila je 2,42+0,41 g/dl, sa intervalom od 1,91 do 3,61 g/dl i
koeficijentom varijacije od 16,94%. Prose¢na aktivnost enzima AST je bila
87,46+£31,29 1U/1, sa minimalnom vredno$¢u od 56,48 1U/l i maksimalnom vredno$éu
od 166,07 IU/l. Koncentracija ALT se kretala od 49,28 do 89,29 IU/
(}=65,41i11,42 IU/1), sa koeficijentom varijacije od 28,81%, a aktivnost enzima
GGT od 22,51 do 57,58 TU/1 (}=40,54i10,29 IU/) i koeficijentom varijacije od
28,86%. Koncentracija ukupnog bilirubina u ovoj grupi svinja je bila u opsegu 5,31
do 11,47 pmol/l (X =8,95+1,81 pmol/l) sa koeficijentom varijacije od 20,23%.

Rezultati ispitivanja biohemijskih parametara krvi kontrolne grupe svinja

prikazani su u tabeli 5.
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Tabela 5. Rezultati biohemijskih parametara krvi kontrolne grupe svinja

I[)Jrl;‘t‘g‘l‘l‘l Albumini | AST ALT GGT | JKupnt

ol (/dl) aun) (1un) avn | WD
X 7,12 2.40 79,07 51,39 50,14 7.29
SD 0,37 0.49 20,93 575 10,26 1,40
SE 0,12 0.15 6,62 1.82 325 0.44
CV (%) 5.19 2042 2647 11,19 20,46 19.20
Xom 6,61 1,68 4351 39,40 37,13 4,26
Xooms 7.65 2.95 21,17 | 5898 66,85 8.89

Kao $to se iz tabele 5. moze videti, prosecna koncentracija ukupnih proteina u
kontrolnoj grupi svinja iznosila je 7,12+0,37 g/dl, sa minimalnom vrednos$¢u od 6,61

g/dl 1 maksimalnom vrednos$¢u od 7,65 g/dl i koeficijentom varijacije od 5,19%.

Koncentracija albumina se kretala u intervalu od 1,68 do 2,95 g/dl (}=2,40i0,49
g/dl), sa koeficijentom varijacije od 20,42%. Prosecna aktivnost enzima AST je bila
79,07+£20,93 IU/1, sa minimalnom vredno$¢u od 48,51 IU/I, maksimalnom vredno$éu

od 121,17 IU/1 i koeficijentom varijacije od 26,47%. Najniza aktivnost enzima ALT je

bila 39,40 IU/1, a najvisa 58,98 1U/1 (}=51,39i5,75 IU/) sa koeficijentom varijacije
od 11,19%, dok je najniza vrednost za GGT u ovoj grupi svinja bila 37,13 IU/], a

najvisa 66,85 1U/I (}=50,14d:10,26 IU/1) sa koeficijentom varijacije od 20,46%.
Prosec¢na koncentracija ukupnog bilirubina bila je 7,29+1,40 pmol/l, dok su vrednosti
za ovaj parametar bile u intervalu od 4,26 do 8,89 umol/l, sa koeficijentom varijacije
od 19,20%.

Rezultati znacajnosti razlika izraCunatih srednjih vrednosti ispitivanih
biohemijskih parametara inficiranih svinja i svinja iz kontrolne grupe su prikazani u

tabeli 6.
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Tabela 6. Statisticka znacajnost razlika srednjih vrednosti ispitivanih biohemijskih
parametara inficiranih svinja i svinja iz kontrolne grupe

I‘)Jrl;‘t‘g‘l‘l‘l ATy AST ALT GGT blijlli‘r“upb“i;
) (g/dI) LUy aun) Uy ol
NZ NZ NZ p<001 | p<005 | p<005

Legenda: NZ —nema statisticke znacajnosti razlika
p < 0,01 — utvrdena statistiCka znacajnost na nivou od 99%
p < 0,05 — utvrdena statisticka znacajnost na nivou od 95%

Iz tabele 6. se moze videti da nije bilo statisticki znacajne razlike u
vrednostima ukupnih proteina, albumina i AST izmedu grupe inficiranih svinja i
kontrolne grupe. Statisticki veoma znacajna razlika izmedu inficiranih svinja i
kontrolne grupe je utvrdena za ALT (p < 0,01), dok je za vrednosti GGT i ukupnog
bilirubina razlika izmedu grupe inficiranih svinja i kontrolne grupe bila statisticki

znacajna (p < 0,05).

5.3. MAKROSKOPSKI NALAZ

5.3.1. Kontrolna grupa

Pregledom jetre kontrolne grupe svinja dobro se uocava Sest lobusa obavijenih
vezivno-tkivnom kapsulom koja je glatka, sjajna, vlazna i prozirna. Ispod kapsule se
uocava parenhim sa dobro diferenciranim lobulusima jetre. Parenhim jetre je jedre
konzistencije, svetlo smede boje. Na preseku jetre vide se zucni kanali¢i kao i preseci

vecih krvnih sudova jetre.

5.3.2. Jetra svinja inficiranih virusom hepatitisa E

Makroskopskim pregledom ustanovljeno je blago povecanje jetre (slika 11 2).
Izrazito dilatirana zuéna kesa je ustanovljena u &etiri slu¢aja (33,33%). Zuéna kesa je
prosirena, prominira preko ruba jetre i pri tom je bila ispunjena ve¢om koli¢inom zuci
(slika 3). U Sest slucajeva (50%), ustanovljeno je uvecanje portnih limfnih ¢vorova
(slika 4). Limfni ¢vorovi su na preseku slaninasti i serozno prokvaseni, dok se kora i

srz ne mogu razlikovati (slika 5).
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Slika 1. Blago uvedéanje jetre svinje inficirane Slika 2. Blago uvecanje jetre svinje inficirane
virusom hepatitisa E virusom hepatitisa E

Slika 3. Jetra svinje inficirane virusom hepatitisa Slika 4. Jetra svinje inficirane virusom

E - uvecanje Zucne kese koja prominira preko hepatitisa E - povecanje portnog limfnog ¢vora
ruba jetre

Slika 5. Jetra svinje inficirane virusom hepatitisa
E - presek portnog limfnog ¢vora
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5.4. HISTOPATOLOSKI NALAZ

5.4.1. Kontrolna grupa

Histoloskim pregledom jetre svinja koje nisu inficirane virusom hepatitisa E
uocavaju se poligonalni do okrugli jetrini reznji¢i u ¢ijem srediStu se nalazi centralna
vena od koje se radijalno pruzaju hepatociti slozeni u Remakove gredice. Svaki
lobulus je jasno od okolnih lobulusa odvojen vezivno-tkivnim septama. Hepatociti su
poliedarnog oblika sa jednim ili dva jedra smeStena u sredini ¢elije, homogenom
citoplazmom i jasnom meducelijskom granicom. Izmedu Remakovih gredica vide se
sinusoidni kapilari oblozeni plocastim epitelom. U sinusoidnim kapilarima su
smestene Kupferove celije okruglog oblika ili oblika zareza. U uglovima izmedu
reznji¢a nalaze se portni prostori u kojima se jasno vide Zu¢ni kanali¢i, ogranak
hepati¢ne arterije i portne vene. U jednom portnom prostoru nalazi se od jedan do tri
7uéna kanaliéa. Zuéni kanali¢i su obloZeni cilindri¢nim epitelom. Lumen zuénih
kanala je prazan. Ogranci hepati¢ne arterije su oblozeni endotelom, a tunica media je
sastavljena od glatko-miSi¢énih celija vretenastog oblika. Ogranci portalne vene su
takode obloZeni endotelom. SrediSnji sloj zida je graden od vretenastih glatko-
miSi¢nih celija sa homogenom citoplazmom. Oko Zu¢nih kanali¢a, arterija i vena

nalazi se stroma sastavljena od kolagenih vlakana i retkih fibroblasta.

5.4.2. Jetra svinja inficiranih virusom hepatitisa E

Histoloskim pregledom uzoraka jetre svinja inficiranih virusom hepatitisa E
dominantan nalaz ¢ini prisustvo mononuklearnog celijskog infiltrata razliCite
distribucije i gustine. UoCeni mononuklearni infiltrat se sastoji od limfocita, plazma
¢elija i makrofaga. U slucajevima u kojima je izraZzena nekroza uz opisani
mononuklearni ¢elijski infiltrat vide se i polimorfonuklearni granulociti. U svih 12
uzoraka (100%) mononuklearni ¢elijski infiltrat nalazi se u portnim prostorima jetre
(slika 6), gde je blago do umereno zastupljen, dok je u 10 uzoraka (83,33%) uocen
multifokalno u parenhimu jetre (slika 7, 8 i 9) (tabela 7, grafikon 1). Hepatociti su
pokazivali razli¢it stepen degeneracije. Pored hepatocita sa zamu¢enom citoplazmom
i delimicno ili potpuno maskiranim jedrom, uocavaju se i hepatociti vakuolizovane

citoplazme. Stepen vakuolizacije je bio razli¢it pocev od penusavog izgleda

49



citoplazme pa sve do nalaza krupnih vakuola koje potpuno ispunjavaju citoplazmu
hepatocita (slika 10). U ovako izmenjenim hepatocitima ponekad su jedra bila
nekrobioti¢na i postavljena uz plazminu membranu, a u nekim slucajevima jedra su
nedostajala. Promene ovog karaktera nisu imale zonalni raspored, ve¢ su nasumicno
rasporedene po lobulusima jetre. U nekim uzorcima jetre u centrolobularnom i
srednjezonalnom podrucju uocavaju se znaci hepatocelulolize, sve do potpunog
iSCezavanja ostataka hepatocita (slika 11 i 12). Ovakva podrucja su okruzena
prosirenim sinusoidnim kapilarima i brojnim aktiviranim Kupferovim ¢elijama. Kao
posebno interesantan nalaz istice se prisustvo pojedinac¢nih hepatocita nasumicno
rasporedenih po lobulusima ¢ija je citoplazma kondenzovana i acidofilnog karaktera.
Acidofilni hepatociti su okruzeni svetlom halo zonom §to se uklapa u morfolosku
sliku apoptoze (slika 13).

Opisane histopatoloske promene upucuju na akutni virusni hepatitis sa
nekroinflamatornim promenama u tkivu jetre, bez narusavanja arhitekture lobulusa

jetre. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena data je u tabeli 7 i grafikonu

1.

Tabela 7. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u jetri svinja inficiranih virusom

hepatitisa E
Tip promene Ucdestalost promene (%)

Mononuklearni ¢elijski infiltrat u portnim prostorima jetre 12/12 (100)

Multifokalni mononuklearni éelijski infiltrat u parenhimu jetre 10/12 (83,33)
Hidropsna degeneracija hepatocita 10/12 (83,33)
Povecani broj Kupferovih ¢elija 7/12 (58,33)
Acidofilna apoptotska tela 4/12 (33,33)
Podrucja masivne nekroze 2/12 (16,67)

14

1. Mononuklearni ¢elijski infiltrat u
portnim prostorima jetre

- 2. Multifokalni mononuklearni
B ¢elijski infiltrat u parenhimu jetre
€ 3. Hidropsna degeneracija
al hepatocita
4. Povecani broj Kupferovih ¢elija
2] I i: . Acidofilna apoptotska tela
1 2 3 4 5 6 &

12

)}

Podrucja masivne nekroze

Grafikon 1. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u jetri svinja inficiranih
virusom hepatitisa E
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Slika 7. Jetra svinje, mononuklearni celijski
infiltrat lokalizovan u proSirenim sinusoidima
jetre, HE

Slika 6. Jetra svinje, mononuklearni celijski
infiltrat lokalizovan u portnom prostoru jetre, HE

Slika 9. Jetra svinje, mononuklearni celijski
infiltrat u portnom prostoru i parenhimu jetre, HE

Slika 8. Jetra svinje, multifokalno rasporeden
mononuklearni Celijski infiltrat u parenhimu
jetre, HE

S!ika 10.' Jetra S‘.’.i.n _je, hepatociti podlegli Slika 11. Jetra svinje, masivna nekroza

hidropsnoj degeneraciji i nekrozi, HE hepatocita u centrolobularnom i srednjezonalnom
podru¢ju gde je istovremeno  prisutan
mononuklearni ¢elijski infiltrat, HE
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Slika 13. Jetra svinje, hepatociti podlegli
apoptozi u vidu acidofilnih apoptotskih tela, HE

Slika 12. Jetra svinje, masivna nekroza
hepatocita u centrolobularnom i srednjezonalnom
podru¢ju gde je istovremeno  prisutan
mononuklearni ¢elijski infiltrat, HE

Izrazena lobularnost jetre svinja narocito se dobro isti¢e u uzorcima bojenim
Masson trihrom metodom (MTH) (slika 14). U nekim uzorcima jetre inficiranih svinja
bojenim Masson trihrom metodom (MTH) prisutna je povecana koli¢ina vezivnog
tkiva u portnim prostorima jetre. Uz akumulaciju vece koli¢ine vezivnog tkiva ovde
se vide dilatirani zucni kanali¢i sa proliferisanim epitelom okruzeni novostvorenim
kanali¢ima manjeg dijametra. Krvni sudovi ovih portnih prostora imaju zadebljalu
tuniku mediju u kojoj se jasno vide umnozene glatko-miSi¢ne celije (slika 15).
Izuzetno retko, uocena je povecana koliina vezivnog tkiva ne samo u portnim

prostorima jetre ve¢ i u susednim lobulusima u vidu Sirih ili uzih traka (slika 16). Oba

opisana nalaza govore u prilog hronicnom osteéenju jetre i uklapaju se u sliku fibroze.

Slika 14. Jetra svinje, lobulusi medusobno Slika 15. Jetra svinje, portna fibroza, vezivno tkivo u
odvojeni uskim trakama vezivnog tkiva, MTH portnim prostorima (zeleno) i glatko-misi¢ne celije u
zidovima krvnih sudova (crveno), MTH
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Slika 16. Jetra svinje, portna fibroza, trake
vezivnog tkiva (zeleno) i glatko-miSiéne celije u
zidu krvnih sudova i oko zuc¢nih kanali¢a
(crveno), MTH

5.5. REZULTATI SEMIKVANTITATIVNE ANALIZE

Semikvantitativna analiza (tabela 8, grafikon 2) je pokazala da je u ispitanim

uzorcima jetre inficiranih svinja najCeS¢e prisutan prvi stepen oStecenja koji se

karakteriSe nalazom najvise dva fokusa limfocitno-plazmacelijskog infiltrata. Rede je

viden drugi stepen oStecenja jetre uz prisustvo do pet fokusa limfocitno-

plazmacelijskog infiltrata. Uzorci sa Sest do deset fokusa limfocitno-plazmacelijskog

infiltrata su nadeni samo u dva uzorka. Takode je, u samo dva uzorka konstanotvano

vise od deset fokusa limfocitno-plazmacelijskog infiltrata, odnosno Cetvrti stepen

oStecenja parenhima jetre.

Tabela 8. Evaluacija histopatoloskih promena prema Halbur i sar., 2001

Stepen Onpis promene Ucdestalost
ostecenja PISP promene (%)
0 Bez inflamatornih promena 0(0)
Jedan do dva fokusa limfocitno-plazmacelijskog

1. . . . 5(41,67)
infiltrata u 10 posmatranih lobulusa jetre

5 Dva do pet fokusa limfocitno-plazmacelijskog 325)

) infiltrata u 10 posmatranih lobulusa jetre

Sest do deset fokusa limfocitno-plazmadelijskog

3. . . . 2 (16,67)
infiltrata u 10 posmatranih lobulusa jetre
Vise od 10 fokusa limfocitno-plazmacelijskog infiltrata

4. . . 2 (16,67)
u 10 posmatranih lobulusa jetre
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Grafikon 2. Evaluacija histopatoloskih promena prema Halbur i sar., 2001

5.6. IMUNOHISTOHEMIJSKI NALAZ

5.6.1. CD3

U uzorcima jetre zdravih svinja na CD3 antitelo pozitivno reaguju pojedinacni
limfociti u sinusoidnim prostorima jetre, centralnoj veni, portnim prostorima i krvnim
sudovima portnih prostora (slika 17).

Imunohistohemijskim ispitivanjem uzoraka jetre svinja inficiranih virusom
hepatitisa E ustanovljeno je da dominantnu ¢elijsku populaciju u mononuklearnom
¢elijskom infiltratu ¢ine CD3+ T ¢elije (Slika 18, 19, 20, 21). CD3+ T limfociti su
ustanovljeni kako u portnim prostorima jetre, isto tako medu mononuklearnim
¢elijama koje infiltriraju lobuluse. Imunopozitivna reakcija je naro¢ito dobro uocljiva
u uskom sloju citoplazme uz samu plazminu membranu ¢elija ili u podrucju plazmine

membrane.

5.6.2. CD79

U uzorcima jetre kontrolne grupe svinja na CD79 antitelo pozitivno reaguju

pojedinacni limfociti u sinusoidnim prostorima jetre (slika 22).
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U ispitanim uzorcima jetre svinja inficiranih virusom hepatitisa E ustanovljen
je mali broj ¢elija pozitivnih na CD79 c¢elijski antigen (slika 23 i 24). Ove celije
pripadaju grupi B limfocita i bile su pojedinacno zastupljene kako u mononuklearnom
infiltratu smestenom u parenhimu, tako i u mononuklearnom infiltratu lokalizovanom

u portnim prostorima jetre.

5.6.3. Tehnika dvostrukog imunohistohemijskog bojenja

U wuzorcima jetre inficiranih svinja na kojima je primenjena tehnika
dvostrukog imunohistohemijskog bojenja je dokazano da je mononuklearni ¢elijski
infiltrat sastavljen od CD3 i CD79 pozitivnih limfocita. Nadalje, uoceno je
dominantno prisustvo CD3 pozitivnih ¢elija, dok su CD79 pozitivne celije bile

pojedinacno rasute u infiltratu (slika 25).

5.6.4. TGF-p,

U uzorcima jetre kontrolne grupe svinja blaga citoplazmatska ekspresija TGF-
B1 dokazana je na pojedinacnim celijama u portnom prostoru jetre. U jetrinim
reznji¢ima nije bilo reakcije na ovo antitelo (slika 26).

Imunohistohemijskim ispitivanjem uzoraka jetre inficiranih svinja na TGF-f;
pozitivno reaguju celije mononuklearnog infiltrata i polimorfonuklearne celije
smestene u parenhimu jetre (slika 27). Intenzivnu pozitivnu reakciju na TGF-B,

pokazivale su ¢elije zapaljenskog infiltrata u uzorcima jetre sa apoptozom hepatocita.
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et O =5 I-'.I;GI-! - = i
Slika 17. Normalna jetra svinje, ekspresija CD3 Slika 18. Jetra svinje, ekspresija CD3 pozitivnih
pozitivnih ¢elija u sinusoidnim prostorima jetre, ¢elija u mononuklearnom celijskom infiltratu
centralnoj veni, portnim prostorima i krvnim parenhima, CD3, LSAB2

sudovima portnih prostora, CD3, LSAB2

Slika 19. Jetra svinje, jaka ekspresija CD3
pozitivnih ¢elija u mononuklearnom ¢elijskom
infiltratu portnog prostora jetre, CD3, LSAB2

Slika 20. Jetra svinje, ekspresija CD3 pozitivnih
¢elija u mononuklearnom (¢elijskom infiltratu
parenhima i portnog prostora jetre istovremeno,
CD3, LSAB2

Slika 21. Jetra svinje, umerena ekspresija CD3 Slika 22. Normalna jetra svinje, ekspresija CD79
pozitivnih ¢elija u mononuklearnom celijskom pozitivnih ¢elija u sinusoidnim prostorima jetre,
infiltratu parenhima jetre, CD3, LSAB2 CD79, LSAB2



Slika 23. Jetra svinje, umerena ekspresija CD79 Slika 24. Jetra svinje, umerena ekspresija CD79
pozitivnih ¢elija u mononuklearnom c¢elijskom pozitivnih ¢elija u mononuklearnom ¢elijskom
infiltratu parenhima, CD79, LSAB2 infiltratu portnog prostora, CD79, LSAB2

Slika 25. Jetra svinje, Celije koje eksprimiraju Slika 26. Normalna jetra svinje, ekspresija TGF-
CD3 (smede) se nalaze u blizini ¢elija koje By pozitivnih ¢elija u portnom prostoru, TGF-f;,
eksprimiraju CD79 (crvene) u portnom prostoru, LSAB2

Doublestain system

Slika 27. Jetra svinje, Celije koje eksprimiraju
TGF-B;, se nalaze u gustom zapaljenskom
infiltratu jetrinog parenhima, TGF-f,, LSAB2
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5.7. REZULTATI MORFOMETRIJSKE ANALIZE

Kako je u tabeli 9 prikazano broj i CD3 i CD79 pozitivnih ¢elija je ve¢i u uzorcima

jetre inficiranih u odnosu na kontrolnu grupu svinja.

Tabela 9. Broj ¢elija izraZen po jedinici povriine (X/ mm®). Sve vrednosti su date kao srednje
vrednosti =+ standardna devijacija

x Inficirana grupa
Celijski T (5 X . Kontrolna grupa vrednosti
marker (Xumin = Xmax) X £SD (Xpin- Xona) (n=10) | P
(n=12)
CD3 234,80 £ 79,98 (166-350) 183 + 8,49 (177-189) p <0,05
CD 79 26,00 + 17,71 (10-49) 3,00+ 1,41 (2-4) p <0,01

Legenda: p < 0,01 —utvrdena statisticka znacajnost na nivou od 99%
p < 0,05 — utvrdena statisticka znacajnost na nivou od 95%

Broj CD3+ ¢elija je statisticki veéi (p<0,05) u uzorcima jetre inficiranih svinja.

Statisticki znacajno veci broj (p<0,01) CD79+ ¢elija je ustanovljen kod inficiranih svinja.

5.8. MOLEKULARNA DETEKCIJA SVINJSKOG CIRKOVIRUSA TIP 2 (PCV2)

PCR analizom 12 uzoraka jetre poreklom od svinja kod kojih je u uzorku rektalnog

brisa dokazana HEV RNK, nije ustanovljeno prisustvo nukleinske kiseline cirkovirusa 2.

5.9. BAKTERIOLOSKA ANALIZA

Ni u jednom uzorku jetre svinja kod kojih je u uzorku rektalnog brisa dokazana HEV

RNK nije ustanovljeno prisustvo aerobnih i anaerobnih bakterija.

5.10. ODNOS IZMEDU STEPENA HISTOLOSKIH LEZIJA I BIOHEMIJSKIH
PARAMETARA KRVI INFICIRANIH SVINJA

U tabeli 10 su dati deskriptivni statisticki parametri ukupnih proteina kod inficiranih

svinja sa razli¢itim stepenom oStecenja jetre.
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Tabela 10. Deskriptivni statisticki parametri za ukupne proteine kod inficiranih svinja sa razli¢itim
stepenom oStecenja jetre

X (g/dl) SD SE Xinin Xinax CV (%)
I stepen 7137 0,37 0,2131 7,05 7,78 5,00
11 stepen 6,77 0,14 0,0705 6,58 6,91 2,08
111 stepen 6,75 0,14 0,0833 6,63 6,91 2,14
IV stepen 6,15 0,52 0,3650 5,79 6,52 8,39

Legenda: Ista slova oznacavaju signifikantnu razliku. x,y,z p<0,01; a, b, ¢, p<0,05.

Izracunavanjem deskriptivnih statistickih parametara (tabela 10) ustanovljeno je da je
prosecna koncentracija ukupnih proteina bila najveca kod svinja sa prvim stepenom oste¢enja
(7,37+0,37 g/dl), a najniza kod svinja sa Cetvrtim stepenom ostecenja jetre (6,15+0,52 g/dl),
Sto je prikazano i na grafikonu 3. Najvecu standardnu devijaciju za ukupne proteine je imala
grupa inficiranih svinja koja je imala Cetvrti stepen ostec¢enja (0,52) $to nam ukazuje da su u
ovoj grupi bila i najveca odstupanja od prosecne vrednosti, kao i najveci koeficijent varijacije
(8,39%). Najmanju standardnu devijaciju (0,14) i najmanji koeficijent varijacije (2,08 i

2,14%) imala je grupa svinja koje su imale drugi i tre¢i stepen oStecenja jetre.

i

I stepen 1I stepen IIT stepen IV stepen

Grafikon 3. Prosec¢ne vrednosti ukupnih proteina kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom
ostecenja jetre
Signifikantnost razlika aritmetickih sredina izmedu ispitivanih grupa ukupno
ustanovljena je pomocu analize varijanse (ANOVA). Dobijena F vrednost (7,76) ukazuje na
postojanje znacajnih razlika (p<0,01) izmedu ispitivanih stepena ostecenja jetre ukupno.
Nakon toga pojedinacnim studentovim Tukey testom ustanovljene su signifikantne
razlike izmedu grupa ponaosob. Ovim testom ustanovljena je vrlo znacajna razlika (p<0,01)

izmedu prosecnih vrednosti ukupnih proteina kod grupe inficiranih svinja sa prvim stepenom
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osteCenja 1 grupe svinja sa Cetvrtim stepenom oStecenja jetre. Na osnovu ovih rezultata
mozemo sa 99,00% verovatnote da tvrdimo da ¢e se, pod nepromenjenim uslovima
ispitivanja, ovakvi rezultati ponoviti i ubuduce. Izmedu ostalih testiranih grupa nisu
ustanovljene znacajne razlike (p>0,05).

U tabeli 11. su dati deskriptivni statisticki parametri albumina kod inficiranih svinja
sa razli¢itim stepenom oStecenja jetre.

Izracunavanjem deskriptivnih statistickih parametara (tabela 11) ustanovljeno je da je
prosecna koncentracija albumina bila najve¢a kod svinja sa prvim stepenom oStecenja
(2,90+0,62 g/dl), a najniza kod svinja sa Cetvrtim stepenom oStecenja jetre (2,07+0,22 g/dl),
Sto je prikazano i na grafikonu 4. Najvecu standardnu devijaciju za albumine je imala grupa
inficiranih svinja koja je imala prvi stepen oste¢enja (0,62) $to nam ukazuje da su u ovoj
grupi bila i najveca odstupanja od prosecne vrednosti, kao i najveci koeficijent varijacije
(21,37%). Najmanju standardnu devijaciju (0,09) i najmanji koeficijent varijacije (3,91%)

imala je grupa svinja sa drugim stepenom ostecenja jetre.

Tabela 11. Deskriptivni statisticki parametri za albumine kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom

osteéenja jetre
X(g/d1) SD SE Xinin >, G CV (%)
I stepen 2,90 0,62 0,3574 2,50 3,61 21,37
IT stepen 2,31 0,09 0,0521 2,22 2,40 391
111 stepen 2,32 0,10 0,0517 2,17 2,41 4,47
IV stepen 2,07 0,22 0,1550 1,91 2,22 10,62

i

I stepen 1I stepen 11T stepen IV stepen

Grafikon 4. Prosecne vrednosti albumina kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom
ostecenja jetre
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Signifikantnost razlika aritmetickih sredina izmedu ispitivanih grupa ukupno
ustanovljena je pomocu analize varijanse (ANOVA). Dobijena F vrednost (3,14) ukazuje da
ne postoje statisticki signifikantne razlike (p>0,01) izmedu ispitivanih stepena ostecenja jetre
ukupno.

U tabeli 12 su dati deskriptivni statisticki parametri za AST kod inficiranih svinja sa

razli¢itim stepenom oStecenja jetre.

Tabela 12. Deskriptivni statisticki parametri za AST kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom

ostecenja jetre
X [IU/M) SD SE Xomin Xinax CV (%)
I stepen 63,46 6,09 3,5130 56,48 67,65 9,59
Il stepen | 67,83 9,67 5,5830 60,26 78,72 14,26
Il stepen | 88,14 9,49 5,4770 80,23 98,66 10,76
IV stepen | 130,40% | 30,92 17,8500 111,20 166,10 23,72

Legenda: Ista slova oznacavaju signifikantnu razliku. x,y,z p<0,01; a, b, ¢, p<0,05.

IzraCunavanjem deskriptivnih statistickih parametara (tabela 12) ustanovljeno je da je
prosecna vrednost AST bila najveca kod svinja sa cetvrtim stepenom oStecenja
(130,40+£30,92 TU/), a najniza kod svinja sa prvim stepenom oStecenja jetre (63,46+6,09
IU/1), $to je prikazano i na grafikonu 5. Najvecu standardnu devijaciju za vrednost AST je
imala grupa inficiranih svinja koja je imala Cetvrti stepen osStecenja (30,92) §to nam ukazuje
da su u ovoj grupi bila i najveca odstupanja od prose¢ne vrednosti, kao i najveci koeficijent
varijacije (23,72%). Najmanju standardnu devijaciju (6,09) i najmanji koeficijent varijacije

(9,59%) imala je grupa svinja sa prvim stepenom ostecenja jetre.
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Grafikon 5. Prosec¢ne vrednosti za AST kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom
osteéenja jetre
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Signifikantnost razlika aritmetickih sredina izmedu ispitivanih grupa ukupno
ustanovljena je pomocu analize varijanse (ANOVA). Dobijena F vrednost (9,53) ukazuje na
postojanje znacajnih razlika (p<0,01) izmedu ispitivanih stepena oSte¢enja jetre ukupno.
Nakon toga pojedina¢nim studentovim Tukey testom ustanovljene su signifikantne razlike
izmedu grupa ponaosob. Ovim testom ustanovljena je vrlo znacajna razlika (p<0,01) izmedu
prosecnih vrednosti za AST kod grupe inficiranih svinja sa prvim stepenom oStecenja i grupe
svinja sa Cetvrtim stepenom oS$tecenja jetre, kao 1 izmedu prosec¢nih vrednosti za AST kod
grupe inficiranih svinja sa drugim stepenom oStec¢enja i grupe svinja sa cetvrtim stepenom
ostecenja jetre. Na osnovu ovih rezultata mozemo sa 99,00% verovatnoée da tvrdimo da ¢ée
se, pod nepromenjenim uslovima ispitivanja, ovakvi rezultati ponoviti i ubuduce. Izmedu
ostalih testiranih grupa nisu ustanovljene znacajne razlike (p>0,05).

U tabeli 13 su dati deskriptivni statisticki parametri za ALT kod inficiranih svinja sa

razli¢itim stepenom oSteéenja jetre.

Tabela 13. Deskriptivni statisticki parametri za ALT kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom

oStecenja jetre
Xun) SD SE i Ximax CV (%)
I stepen 52,31% 4,29 3,0300 49,28 55,34 8,19
II stepen 58,45” 4,86 2,4300 51,51 62,77 8,32
IIT stepen 68,01 2,21 1,5600 66,45 69,57 3,24
IV stepen 77,647 8,00 4,0000 71,23 89,29 10,30

Legenda: Ista slova oznacavaju signifikantnu razliku. x,y,z p<0,01; a, b, ¢, p<0,05.

IzraCunavanjem deskriptivnih statistickih parametara (tabela 13) ustanovljeno je da je
prosecna vrednost ALT bila najveca kod svinja sa Cetvrtim stepenom ostec¢enja (77,64+8,00
IU/), a najniza kod svinja sa prvim stepenom oStecenja jetre (52,31+4,29 IU/I), §to je
prikazano i na grafikonu 6. Najvecu standardnu devijaciju za vrednost ALT je imala grupa
inficiranih svinja koja je imala Cetvrti stepen oStec¢enja (8,00) $to nam ukazuje da su u ovoj
grupi bila i najveca odstupanja od prosecne vrednosti, kao i najveci koeficijent varijacije
(10,30%). Najmanju standardnu devijaciju (2,21) i najmanji koeficijent varijacije (3,24%)

imala je grupa svinja sa tre¢im stepenom ostecenja jetre.
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Grafikon 6. Prosecne vrednosti za ALT kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom oStecenja jetre

Signifikantnost razlika aritmetickih sredina izmedu ispitivanih grupa ukupno
ustanovljena je pomoc¢u analize varijanse (ANOVA). Dobijena F vrednost (10,71) ukazuje na
postojanje znacajnih razlika (p<0,01) izmedu ispitivanih stepena oSte¢enja jetre ukupno.
Nakon toga pojedina¢nim studentovim Tukey testom ustanovljene su signifikantne razlike
izmedu grupa ponaosob. Ovim testom ustanovljena je vrlo znacajna razlika (p<0,01) izmedu
prosecnih vrednosti za ALT kod grupe inficiranih svinja sa prvim stepenom ostecenja i grupe
svinja sa Cetvrtim stepenom ostecenja jetre, kao i izmedu prosecnih vrednosti za ALT kod
grupe inficiranih svinja sa drugim stepenom oStecenja i grupe svinja sa Cetvrtim stepenom
oStecenja jetre. Na osnovu ovih rezultata mozemo sa 99,00% verovatnoce da tvrdimo da ¢e
se, pod nepromenjenim uslovima ispitivanja, ovakvi rezultati ponoviti i ubuduce. Izmedu
ostalih testiranih grupa nisu ustanovljene znacajne razlike (p>0,05).

U tabeli 14. su dati deskriptivni statisticki parametri za GGT kod inficiranih svinja sa

razli¢itim stepenom oSteéenja jetre.

Tabela 14. Deskriptivni statisticki parametri za GGT kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom

ostecenja jetre
X [IU/M) SD SE Xomin Xinax CV (%)
I stepen 43,73 5,35 3,0900 37,86 48,34 12,24
11 stepen 37,75 9,76 5,6360 31,14 48,96 25,86
Il stepen | 39,44 10,85 6,2640 30,98 51,67 27,51
IV stepen | 4124 17,66 10,1900 22,51 57,58 42,81
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IzraCunavanjem deskriptivnih statistickih parametara (tabela 14) ustanovljeno je da je

prose¢na vrednost GGT bila najveca kod svinja sa prvim stepenom oSte¢enja (43,73£5,35

IU/), a najniza kod svinja sa drugim stepenom ostecenja jetre (37,75+£9,76 1U/I), Sto je

prikazano i na grafikonu 7. Najvecu standardnu devijaciju za vrednost GGT je imala grupa

inficiranih svinja koja je imala Cetvrti stepen oStecenja (17,66) Sto nam ukazuje da su u ovoj

grupi bila i najveca odstupanja od prosecne vrednosti, kao i najveci koeficijent varijacije

(42,81%). Najmanju standardnu devijaciju (5,35) i najmanji koeficijent varijacije (12,24%)

imala je grupa svinja sa prvim stepenom osStecenja jetre.

Grafikon 7. Prosecne vrednosti za GGT kod inficiranih svinja sa razli¢itim stepenom
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Signifikantnost razlika aritmetickih sredina izmedu ispitivanih grupa ukupno

ustanovljena je pomocu analize varijanse (ANOVA). Dobijena F vrednost (0,14) ukazuje da

ne postoje statisticki signifikantne razlike (p>0,01) izmedu ispitivanih stepena oStecenja jetre

ukupno.

U tabeli 15 su dati deskriptivni statisticki parametri za ukupni bilirubin kod inficiranih

svinja sa razlicitim stepenom ostecenja jetre.

Tabela 15. Deskriptivni statisticki parametri za ukupni bilirubin kod inficiranih svinja sa razli¢itim
stepenom oStecenja jetre

X (pmol/l) SD SE Ximin Xinax Ccv
I stepen 6,159 1,18 | 0,8350 531 6,98 19,22
11 stepen 8,26" 0,49 | 02835 7,86 8,81 5,94
11 stepen 9,33 1,00 0,50 8,67 10,81 10,70
IV stepen 11,01 0,59 0,34 10,34 11,47 5,41

Legenda: Ista slova oznacavaju signifikantnu razliku. x,y,z p<0,01; a, b, ¢, p<0,05.
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Izracunavanjem deskriptivnih statistickih parametara (tabela 15) ustanovljeno je da je
prosecna koncentracija ukupnog bilirubina bila najve¢a kod svinja sa Cetvrtim stepenom
ostecenja (11,01£0,59 pmol/l), a najniza kod svinja sa prvim stepenom oStecenja jetre
(6,15£1,18 umol/l), sto je prikazano i na grafikonu 8. Najveéu standardnu devijaciju za
vrednost ukupnog bilirubina je imala grupa inficiranih svinja koja je imala prvi stepen
ostecenja (1,18) Sto nam ukazuje da su u ovoj grupi bila i najveca odstupanja od prosecne
vrednosti, kao 1 najve¢i koeficijent varijacije (19,22%). Najmanju standardnu devijaciju
(0,49) imala je grupa svinja sa drugim stepenom oSteCenja jetre, a najmanji koeficijent

varijacije (5,41%) imala je grupa svinja sa ¢etvrtim stepenom ostecenja jetre.
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Grafikon 8. Prose¢ne vrednosti za ukupni bilirubin kod inficiranih svinja sa razli¢itim
stepenom ostecenja jetre

Signifikantnost razlika aritmetickih sredina izmedu ispitivanih grupa ukupno
ustanovljena je pomocu analize varijanse (ANOVA). Dobijena F vrednost (14,59) ukazuje na
postojanje znacajnih razlika (p<0,01) izmedu ispitivanih stepena oStecenja jetre ukupno.
Nakon toga pojedina¢nim studentovim Tukey testom ustanovljene su signifikantne razlike
izmedu grupa ponaosob. Ovim testom ustanovljena je vrlo znacajna razlika (p<0,01) izmedu
prose¢nih vrednosti za ukupni bilirubin kod grupe inficiranih svinja sa prvim stepenom
ostecenja i grupe svinja sa tre¢im stepenom ostecenja jetre, kao i izmedu prosecnih vrednosti
za ukupni bilirubin kod grupe inficiranih svinja sa prvim stepenom oste¢enja i grupe svinja sa
Cetvrtim stepenom ostecenja jetre. Na osnovu ovih rezultata mozemo sa 99,00% verovatnocée

da tvrdimo da ¢e se, pod nepromenjenim uslovima ispitivanja, ovakvi rezultati ponoviti i
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ubuduce. Pored toga, ovim testom je ustanovljena znacajna razlika (p<0,05) izmedu
prosec¢nih vrednosti za ukupni bilirubin kod grupe inficiranih svinja sa drugim stepenom
ostecenja i grupe svinja sa Cetvrtim stepenom oStecenja jetre. Izmedu ostalih testiranih grupa

nisu ustanovljene znacajne razlike (p>0,05).
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6. Diskusija

Infekcija virusom hepatitisa E je ustanovljena u veéini zemalja u kojima postoji
intenzivna proizvodnja svinja. Osim kod svinja, infekcija ovim virusom je sve ¢eS¢e prisutna
i kod ljudi, kako u zemaljama u razvoju, tako i u razvijenim zemljama. S obzirom da su
sojevi virusa izolovani kod svinja i kod ljudi genetski medusobno vrlo sli¢ni, i da je u oba
slucaja u pitanju oralna infekcija, postoji realna opasnost da su inficirane svinje izvor
infekcije za ljude. Poznato je da su veterinari, zatim ljudi zaposleni na klanicama i radnici na
farmama svinja izloZeni pove¢anom riziku od infekcije ovim virusom, $to ovo oboljenje
svrstava u grupu profesionalnih oboljenja. Svakako, bi u buduénosti trebalo ocekivati da se u
zakonsku legislativu nase zemlje uvrsti i ovo oboljenje, kako bi se mogao vrsiti odgovarajuéi
monitoring zaklanih svinja na klanicama u svrhu dobijanja higijenski bezbednih namirnica
zivotinjskog porekla. Prisustvo HEV RNK u urinu svinja i svinjskom mesu (Bouwknegt i
sar., 2009) ukazuje na mogucénost kontaminacije sredine ne samo fecesom ve¢ i izlu¢enim
urinom, a to svakako doprinosi lakSem S$irenju virusa. Kontaminacija mesa je posledica
viremije, odnosno prisustva virusa u krvnim sudovima muskulature. Ova Cinjenica dodatno
ukazuje na mogucnost infekcije ljudi svinjskim mesom koje nije dovoljno termicki obradeno
(Bouwknegt i sar., 2009). S obzirom da je u pitanju subklinicka infekcija svinja (Di Bartolo i
sar., 2008), tim pre je povecan rizik da se meso i proizvodi od mesa svinja inficiranih
virusom hepatitisa E nadu na trziStu i postanu realna opsanost po ljudsko zdravlje. Navedene
¢injenice su i bile razlog da se pristupi ovim istrazivanjima.

RT-PCR analizom je potvrdeno da je 12 svinja ispitanih u ovom istrazivanju bilo
pozitivno na prisustvo genetskog materijala virusa u uzorku rektalnog brisa, §to nesumnjivo
potvrduje da su ispitane svinje inficirane ovim virusom. Istovremeno prisustvo virusne RNK
u jetri i uzorku rektalnog brisa ustanovljeno je kod pet svinja. Ovakav nalaz se moze objasniti
¢injenicom da se virus izlucuje iz organizma svinje, a izlucivanje virusa prema podacima iz
literature, moze trajati od 3 do 7 nedelja (Halbur i sar., 2001; Kasorndorkbua i sar., 2004).
Postoji i druga mogucénost, da je virus u uzorku rektalnog brisa detektovan u fazi primarne
replikacije u digestivnom sistemu, pa ga iz tog razloga joS nema u jetri. Ispitivanja
prevalencije na Cetiri farme, sa ukupno ispitanih 233 svinje, su pokazala prevalenciju od
5,15%, §to je u svakom slucaju nizi procenat u odnosu na druge zemlje (Seminati i sar., 2008;
Forgach i sar., 2009). Prevalencija ekskrecije virusa fecesom na dve pozitivne farme u ovom

ispitivanju je bila 7,5% 1 7,96%, $to je znaajno niZze u odnosu na ispitivanja drugih autora
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(Di Bartolo i sar., 2008). Medutim, ovakav nalaz se moZe objasniti ¢injenicom da se na ove
dve farme primenjuju principi dobre proizvodacke i higijenske prakse kao i ¢injenicom da se
na tim farmama prasad nakon odbijanja ne meSaju sa prasadima iz drugih legala u fazi
odgoja. Ustanovljena visoka prevalencija ekskrecije virusa kod prasadi u odgoju (14,75%)
ukazuje na cCinjenicu da se vrhunac ekskrecije virusa javlja upravo kod svinja u porastu
odnosno u uzrastu od 10 do 12 nedelja, $to je u skladu sa nalazom i drugih autora (Meng i
sar., 1997). Razlog ovome je verovatno postojanje prirodnog pasivnog imuniteta kod prasadi
u prvim nedeljama zivota koji sticu putem kolostruma, i koji ih $titi od HEV infekcije
(Martelli 1 sar., 2008; Seminati i sar., 2008). Ova ¢injenica je verovatno razlog $to u nasem
ispitivanju ni kod jednog praseta na sisi nije ustanovljeno izlucivanje virusa. Pored toga, ni
kod jedne ispitane krmace nije ustanovljeno izlu€ivanje virusa, o ¢emu u literaturi postoje
neslaganja (Seminati i sar., 2008; Forgach i sar., 2009).

Mada je hepatitis E kod svinja definisan kao subklinicko oboljenje, ova istrazivanja su
pokazala da postoje promene u koncentracijama pojedinih biohemijskih parametara u krvnom
serumu inficiranih svinja. Tako je ustanovljena statisticki veoma znacajna razlika (p<0,01) za
ALT izmedu inficiranih svinja i svinja iz kontrolne grupe, dok je za vrednosti GGT i ukupnog
bilirubina razlika izmedu grupe inficiranih svinja i kontrolne grupe bila statisticki znacajna
(p<0,05). Pored toga, ustanovljena je vrlo znacajna razlika (p<0,01) izmedu prosecnih
vrednosti za ALT kod grupe inficiranih svinja sa prvim stepenom oste¢enja i grupe svinja sa
cetvrtim stepenom oStecenja jetre, kao i izmedu prosecnih vrednosti za ALT kod grupe
inficiranih svinja sa drugim stepenom ostecenja i grupe svinja sa ¢etvrtim stepenom ostecenja
jetre. Mada je za vrednost GGT razlika izmedu grupe inficiranih svinja i kontrolne grupe bila
statistiCki znacajna nije postojala statisticki znacajna razlika (p>0,01) izmedu ispitivanih
stepena oStecenja jetre ukupno za vrednost ovog enzima. Poznato je da enzimi transaminaze
(ALT i AST) katalizuju prenosenje amino grupe u toku sinteze proteina u jetri. U toku
oste¢enja hepatocita ovi enzimi dospevaju u krvnu plazmu i tako predstavljaju korisne
markere za otkrivanje poremecaja funkcije jetre. Visoke vrednosti za ALT ustanovljene su
kod distrofije jetre i drugih hroni¢nih hepatopatija, primarnih tumora jetre i metastaza (Zuri¢ i
Stankovi¢, 1991). Dobijene vise vrednosti za bilirubin u ispitivanoj grupi ukazuju na moguci
poremecaj ekskrecije bilirubina iz jetre ili ovaj organ nije u stanju da u dovoljnoj meri
biotransformiSe bilirubin iz krvi. Izracunavanjem deskriptivnih statistickih parametara
ustanovljeno je da je prosecna koncentracija ukupnog bilirubina bila najveca kod svinja sa
cetvrtim stepenom oStecenja (11,01+0,59 umol/l), a najniza kod svinja sa prvim stepenom

ostecenja jetre (6,15+1,18 pmol/l). Izmedu grupa ponaosob ustanovljena je vrlo znacajna
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razlika (p<0,01) izmedu prosec¢nih vrednosti za ukupni bilirubin kod grupe inficiranih svinja
sa prvim stepenom oste¢enja i grupe svinja sa tre¢im stepenom ostecenja jetre, kao i izmedu
prosecnih vrednosti za ukupni bilirubin kod grupe inficiranih svinja sa prvim stepenom
osteCenja 1 grupe svinja sa Cetvrtim stepenom oStec¢enja jetre. Prosecne vrednosti ukupnih
proteina, albumina i AST u krvnom serumu svinja inficirane i kontrolne grupe u ovom
ispitivanju bile su u opsegu fizioloskih vrednosti. Mada su prosecne vrednosti ukupnih
proteina i AST u grupi inficiranih svinja bile u opsegu fizioloskih vrednosti, ipak je
ustanovljena vrlo znacajna razlika (p<0,01) izmedu prosecnih vrednosti ukupnih proteina i
AST kod grupe inficiranih svinja sa prvim stepenom oStecenja i grupe svinja sa Cetvrtim
stepenom oStecenja jetre, kao i izmedu prose¢nih vrednosti za AST kod grupe inficiranih
svinja sa drugim stepenom oS$tecenja i grupe svinja sa cetvrtim stepenom oStecenja jetre.
Prose¢na koncentracija albumina bila je najveca kod svinja sa prvim stepenom ostecenja
(2,90+0,62 g/dl), a najniza kod svinja sa ¢etvrtim stepenom oStecenja jetre (2,07+0,22 g/dl),
iako nije utvrdena ststisticki znacajna razlika (p>0,01) izmedu ispitivanih stepena oStecenja
jetre ukupno.

Eksperimentalna infekcija virusom hepatitisa E rezus majmuna (Macaca mulatta)
potvrdila je vezu izmedu vrednosti alanin transaminaze i histopatoloSkih promena u jetri Sto
dodatno ukazuje na reakciju hepatocita na ovaj virus (Ji i sar., 2008). U eksperimentalnoj
infekciji Balb/c SPF miSeva virusom svinjskog hepatitisa E, u serumu je ustanovljeno
povecanje vrednosti aspartat-aminotransferaze (AST) i to za 2,6 puta i alkalne fosfataze (AP)
u grupama miseva inficiranih peroralno i intravenski, dok vrednosti za ukupni bilirubin i ALT
nisu bile znacajno povecane u odnosu na kontrolnu grupu (Huang i sar., 2009). Kod ljudi sa
virusnim hepatitisom E poveéanje aktivnosti jetrinih enzima se javlja u dva navrata tokom
trajanja klinickih simptoma sa jednim meduperiodom od oko nedelju dana u kome se njihova
aktivnost normalizuje.

Svinje, kako je ve¢ naglaseno, kod kojih je RT-PCR metodom u uzorku rektalnog
brisa utvrdena nukleinska kiselina virusa hepatitisa E, upucene su na redovno klanje.
Makroskopskim pregledom jetre svinja prirodno inficiranih virusom hepatitisa E je
ustanovljeno blago povecanje sto je u skladu sa opisima i drugih autora (Lee i sar., 2007). Pri
proceni ovog nalaza treba biti jako obazriv s obzirom da povecanje jetre moze nastati kao
posledica povecane koli¢ine krvi i oStecenja jetre Zivim agensima (PCV2 i bakterije) Sto je
iskljuc¢eno PCR 1 bakterioloSkom analizom. [zrazito dilatirana Zuc¢na kesa se ne moze dovesti
u vezu sa HEV infekcijom, s obzirom na ¢injenicu da se ovakva patoloska promena najcesce
javlja u slucaju opstrukcije Zu¢nih puteva i u slucajevima kada Zivotinje ne konzumiraju
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hranu pa nema nadrazaja za luCenje Zuc€i. UocCeno povecanje portnih limfnih ¢vorova je
posledica reaktivne hiperplazije (Bouwknegt i sar., 2009).

Analizom histoloskih rezultata jetre poreklom od prirodno inficiranih svinja proistice
da je kod svih (100%) mononuklearni ¢elijski infiltrat bio prisutan u portnim prostorima, gde
je blago do umereno zastupljen, dok je u 10 uzoraka (83,33%) uocen multifokalno u
parenhimu jetre. [z evaluacije histopatoloskih promena prema Halbur i sar. (2001) proistice
da je u ispitivanim uzorcima jetre sa prvim stepenom promene bilo 5 uzoraka jetre (41,67%)),
sa drugim stepenom oStecenja tri uzorka (25%), a sa tre¢im i Cetvrtim stepenom oStecenja po
2 uzorka jetre (16,67%).

Dominantnu ¢elijsku populaciju u mononukleranom ¢elijskom infiltratu ¢ine CD3
pozitivni limfociti. Populacija CD79 pozitivnih limfocita manje je zastupljena. Infiltrat
ovakvog sastava u svih 12 uzoraka (100%) lokalizovan je u portnim prostorima jetre, a u 10
uzoraka (83,33%) i multifokalno u parenhimu jetre. OStecenja hepatocita se kre¢u od blagog
intracelularnog edema, preko vakuolarne degeneracije sve do hepatocelulolize. Slican nalaz
je ustanovljen kod ljudi obolelih od hepatitisa E (Zhao i sar., 2001). Kao posebno
interesantan nalaz istie se prisustvo apoptoze hepatocita kod inficiranih svinja. Apoptoza je
ustanovljena i u eksperimentalnoj infekciji svinja svinjskim i humanim sojem virusa
hepatitisa E (Halbur i sar., 2001). Poznato je da je apoptoza aktivni fizioloski proces u
regulaciji populacije razli¢itih ¢elija, koja se karakteriSe specificnim biohemijskim i
morfoloskim promenama. Razni signali unutar Celije ili signali izvan ¢elije mogu aktivirati
biohemijske reakcije u celiji koje ¢e rezultirati apoptozom. U ovaj slozeni proces su
ukljuCene cistein proteinaze, enzimi iz familije kaspaza koji igraju klju¢nu ulogu u procesu
apoptoze (Salvesen i Dixit, 1997; Roulston i sar., 1999). Mnogi virusi ukljucuju apoptozu
¢elije domacina kao deo njihovog zivotnog ciklusa. S druge strane, apoptoza ne indukuje
inflamaciju, a samim tim smanjuje se i stepen oStecenja celija (Roulston i sar., 1999). S
obzirom na ovu ¢injenicu moze se samo pretpostaviti da se kod infekcije virusom hepatitisa E
u jetri svinja sa apoptozom nalazi umereno zastupljen mononuklearni infiltrat. Masivne
nekroze hepatocita u centrolobularnom i srednjezonalnom podrucju bile su praéene gustim
mononuklearnim infiltratom. MoZe se pretpostaviti da je broj limfocita u direktnoj
povezanosti sa nastalim nekroticnim procesom. Ovakav nalaz ukazuje da oStecenje hepatocita
nastaje kao posledica imunoreaktivnosti odnosno, ukazuje na znacaj prisutnih limfocita u
patogenezi oste¢enja (Meng i sar., 1997; Halbur i sar., 2001; Lee i sar., 2007; de Deus i sar.,
2007; de Deus i sar., 2008; Lee i sar., 2008). Istrazivanja hepatitisa E kod ljudi su pokazala da

je ostecenje jetre imunski posredovano i da nastaje najverovatnije kao posledica delovanja
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citotoksi¢nih T limfocita i ¢elija prirodnih ubica (NK ¢elije) (Prabhu i sar., 2011). Prisustvo
veceg broja aktiviranih Kupferovih ¢elija je posledica povecane sinteze proinflamatornih
citokina. Povecanje broja Kupferovih celija je ustanovljeno i u jetri ljudi obolelih od
hepatitisa E (Zhao i sar., 2001). Ustanovljena fibroza kod inficiranih svinja je posledica
hroni¢nog oStecenja jetre. Vrlo je moguce da se radi o hroni¢nom hepatitisu E opisanom kod
ljudi (Wendum i sar., 2005), mada ne treba iskljuciti i druge Stetne agense.

Prisustvo TGF-B; pozitivnih ¢elija smestenih u mononuklearnom ¢elijskom infiltratu
parenhima jetre moze se dovesti u vezu sa apoptozom hepatocita, koja je bila prisutna kod
tre¢ine ispitanih svinja, i smanjenim inflamatornim odgovorom. Ova hipoteza je bazirana na
¢injenici da TGF-B,; indukuje apoptozu ¢elija jetre i zu¢nih kanali¢a kod razlicitih bolesti jetre
(Takiya i sar., 1995; Quaresma i sar., 2006). Nadalje, prisustvo TGF-f; pozitivnih ¢elija je u
vezi sa razvijenom fibrozom ustanovljenom kod inficiranih svinja, imaju¢i u vidu da su

receptori za TGF-B; smesSteni na miofibroblastima.
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7. Zakljudci

Na osnovu sprovedenih istrazivanja, dobijeni su sledeci zakljucci:

1. Ostecenja i svinja sa Cetvrtim stepenom oStecenja jetre; utvrdena je statisticki vrlo
znacajna razlika (p<0,01) izmedu prosecnih vrednosti za ukupni bilirubin kod
inficiranih svinja sa prvim stepenom oStecenja i svinja sa tre¢im stepenom ostecenja
jetre RT-PCR analizom 233 rektalna brisa od klinicki zdravih svinja, razlicitih
uzrasnih kategorija utvrdena je prevalencija virusa hepatitisa E od 5,15% od ¢ega kod

prasadi u odgoju 14,75% i kod svinja u tovu 3,26%.

2. Istovremeno prisustvo virusa hepatitisa E u rektalnom brisu i jetri utvrdeno je RT-

PCR metodom kod pet svinja (41,67%).

3. Utvrdena je statisticki veoma znacajna razlika za vrednost ALT izmedu inficiranih
svinja 1 kontrolne grupe (p<0,01), dok je za vrednosti GGT i ukupnog bilirubina
razlika bila statisticki znacajna (p<0,05). Nije utvrdena statistiCka znacajnost razlike

za vrednosti ukupnih proteina, albumina i AST.

4. Histopatoloskom analizom u wuzorcima jetre inficiranih svinja utvrden je
mononuklearni ¢elijski infiltrat u portnim prostorima jetre u 100% pregledanih
uzoraka; multifokalni mononuklearni ¢elijski infiltrat u parenhimu jetre u 83,33%;
hidropsna degeneracija hepatocita u 83,33%; povecani broj Kupferovih ¢Celija u

58,33%; acidofilna apoptotska tela u 33,33% i masivna nekroza u 16,67% uzoraka.

5. Evaluacijom histopatoloskih rezultata je utvrden prvi stepen osStecenja jetre kod
41,67%, drugi stepen kod 25%, treci stepen kod 16,67% i Cetvrti stepen kod 16,67%

svinja prirodno inficiranih virusom hepatitisa E.

6. Imunohistohemijskom analizom utvrden je statisticki ve¢i broj CD3 pozitivnih ¢elija
(p<0,05) u uzorcima jetre inficiranih svinja, dok je broj CD79 pozitivnih ¢elija bio

statisticki znacajno veéi (p<0,01).

7. Celije koje eksprimiraju TGF-B; su se nalazile u zapaljenskom infiltratu smestenom u
parenhimu jetre. Intenzivnu pozitivnu reakciju na TGF-f; pokazale su ¢elije infiltrata

u uzorcima jetre sa apoptozom hepatocita.
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8. Ispitani odnos izmedu stepena histoloskih lezija i biohemijskih parametara krvi
inficiranih svinja je pokazao statisticki vrlo znacajnu razliku (p<0,01) izmedu
prosecnih vrednosti za ukupne proteine, AST, ALT i ukupni bilirubin kod inficiranih
svinja sa prvim stepenom ostec¢enja i svinja sa Cetvrtim stepenom ostecenja jetre, kao i

izmedu prosecnih vrednosti za AST i ALT kod inficiranih svinja sa drugim stepenom.
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Hpuaor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

IHoTnucann Bpanucinas Kypespymuh
Opoj ymmca

HU3jaBmpyjem
7la je IOKTOpcKa JucepTalyja o HacJaoBOM

HcnutnBame nMyHOQEHOTHIIA MOHOHYKJIEapHOT hesnjcKor HHPUITpaTa y jeTpH CBHbA

MPUPOIHO HHPUIMPAHUX BUPYCOM XemaTutuca E

® PE3YITAT COIICTBCHOI UCTPpAXXMUBAYKOI' paja,

e J1a MPEJIOKCHA JHMCepTallfja Y LEIUHA HU y JCJIOBHUMa HHUje OWia MpeuioKeHa 3a
nobmjame OWIO Koje JWIUIOME TIpeMa CTYAWjCKAM TporpaMuMa  JIpYrux
BUCOKOIIKOJICKAX YCTaHOBA,

® J1a Cy pE3yJITaTh KOPCKTHO HABCICHU U

e Ja HUCAM KpIIMO/Ja ayTOpCcKa IpaBa M KOPUCTHO HMHTENEKTYyaJHy CBOJUHY JIPYIHX
JMna.

IToTnuc AOKTOpaHaa

V¥ Beorpany, 07.05.2012.
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puaor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eJfIeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paaa

Nwme u npesume aytopa : bpanucnas Kypemymuh
Bpoj ynuca
Cryaujcku mporpam: JOKTOPCKE aKaJIeMCKe CTyIuje

Hacnos pana: McnutuBame MMyHO(MEHOTHIIA MOHOHYKJIEapHOT henujckor nHpUiITpaTa y
JETpHU CBUHbA NPUPOAHO HHPHULIMPAHUX BUpYyCcOM XenaTuruca E

Mentop: [Ipod. Ip Munujana Kuexesuh

ITornucanmn Bbpanncnas Kypespymmh

M3jaBJbyjeM Jia je ImTaMIlaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia UICTOBETHA €JIEKTPOHCKO] Bep3uju
KOjy caM Tpenao/na 3a oOjaBjpMBame Ha moprany Jururainor pemodutopujyma
Yuugepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jla ce o0jaBe MOjM JIMYHU MOJAlM BE3aHU 3a J00Hjame aKaJeMCKOI 3Bamba
JIOKTOpa HaykKa, Kao LITO Cy UMe U IIpe3uMe, ToIMHA U MeCTo pol)ema u 1aTyMm oalpaHe paja.
OBH JIMYHM NOJAlM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXHHUM CTpaHMIAMa AUTUTaIHE OuOIuoTeKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTajiory M y nmyOnukauujama Y HuBep3utera y beorpany.

IHoTnue noxkTOpanga
¥ Beorpany, 07.05.2012.
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puaor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnamthyjem VYHuBepsuteTcky OubOmmoreky ,,CBero3ap Mapkosuh™ na y Jlururamzau
pemo3uTopujymMm YHHBep3uTera y beorpamy yHece MoOjy MOKTOPCKY JAWCEPTAIHjy IO
HACJIOBOM:

UcnutnBame nMyHOQEHOTHIIA MOHOHYKJIEApHOT hierjcKor HHPUITpaTa y jeTpH CBHba
NPUPOTHO MHPHULIUPAHUX BUpYycoM XenaTtutuca E

KOja je Moje ayTOPCKO JIETO.

Jlucepranujy ca CBUM MpPWIO3MMA IpeJao caM y eNEeKTPOHCKOM (opmary MOromHoMm 3a
TPajHO apXUBUpAHE.

Mojy IOKTOpPCKY AuCepTalyjy MnoxpameHy y JUruranHu perno3uTopujyMm YHUBEp3UTETa Y
beorpamy mory na KOpucTe CBHM KOjU TNOWITYjy onxpeade caapikaHe y oJaOpaHOM THITY
nmunenne Kpeatusne 3ajennutie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce 0Ay4dHo/ma.

1. AytopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIINj AITHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEPITHjATHO — Oe3 mpepajie

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPITH]AJTHO — JETTUTH IO UCTHM yCJIOBUMA

5. AytopcTBo — 0€3 mpepane

6. AyTOpCTBO — JIEIUTH MO UCTUM YCIOBHUMA

(Monumo n1a 3a0KpyKHTE caMo jeJHy O]l MeCT MOHYhEeHUX JIMIEHIIN, KpaTaK OIUC JTUIICHIN
1at je Ha nonehuHu ucTa).

HoTnuce nokTopanaa

¥ Beorpany, 07.05.2012.
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