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Hepatitis E virus (HEV) je uzro¢nik akutne hepatis E infekcije kod ljudi. HEV se prenosi
putem zagadene vode i odgovoran je za nastanak mnogobrojnih epidemija velikih razmera u
zemljama u razvoju Azije i Afrike. Hepatitis E je prvi put kod svinja izolovan 1997. godine, a
kasnije je dokazan i kod ostalih Zivotinjskih vrsta, kao $to su: divlje svinje, jelen, zeCevi, pacovi,
ptice i ostalo.

Prva istraZivanja prisustva HEV infekcije kod domac¢ih i divljih svinja u Srbiji sprovedena
su 2008. godine. HEV RNK je dokazana u 30% uzoraka fecesa i 45% uzoraka organa (Petrovic et
al., 2008). Analizom uzoraka krvnih seruma svinja u individualnim gazdinstvima ustanovljena je
seroprevalencija od 34,6% (Lupulovic et al, 2010). Cilj ovog istrazivanja je ispitivanje rasirenosti
HEV infekcije kod svinja na farmama na teritoriji Vojvodine, kao i ispitivanje HEV
seroprevalencije kod ljudi u Vojvodini.

Od metoda za istrazivanje koris¢ene su: nekomercijalni ELISA test (in-house ELISA),
komercijalni ELISA test, Western-blot metod, real-time RT -PCR i imunohistohemijska metoda za
detekciju HEV antigena.

Materijal za ispitivanje su bili uzorci krvi svinja (300) sa 3 farme na teritoriji Juzne Backe i
Srema i uzorci krvi ljudi (294), kao i uzorci fecesa, zuci, jetre i mesa sakupljeni u klanicama od 95
tovljenika i 50 prasadi.

Prisustvo specifi¢nih antitela IgG klase protiv hepatitis E virusa dokazano je kod svinja na
sve tri ispituju¢e farme. Primenom in house ELISA testa ustanovljena je seroprevalencija od 37%
na farmi A, 31% na farmi B i 54% na farmi C, dok je primenom komercijalnog ELISA testa
utvrdeno 40% seropozitivnih svinja na farmi A, 41% na fami B i 65% na farmi C. Uporednom
analizom rezultata dobijenih sa oba ELISA testa, ustanovljena je prosena seroprevalencija od
40,66% in house ELISA testom, odnosno 48,66% komercijalnim ELISA testom.

Sprovedena su i istrazivanja prisustva specificnih antitela IgG klase protiv HEV u krvnim
serumima dobrovoljnih davalaca krvi i kod pacijenata. Primenom in house ELISA testa utvrdena je



seroprevalencija od 15% kod dobrovoljnih davalaca krvi, dok su uzorci krvi pacijenata bili
seronegativni. Testiranjem komercijalnim ELISA testom kod dobrovoljnih davalaca krvi pozitivan
seroloski nalaz je ustanovljen kod 17,86% dobrovoljnih davalaca krvi (pregledani su serumi koji su
u in house testu dali pozitivan ili sumnjiv nalaz, kao i odreden broj seronegativnih uzoraka), a kod
pacijenata 2,12%.

Kao tzv. ,,zlatni standard* za definisanje rezultata sa sumnjivim seroloskim nalazom ¢ije su
ekstinkcije bile blizu cut off vrednosti u in house ELISA testu, koris¢en je Western blot metod.
Pozitivan rezultat je potvrden kod 6 od ukupno pregledanih 11 uzoraka krvi svinja, odnosno od
ukupno pregledanih 11 uzoraka seruma ljudi, pozitivan nalaz je ustanovljen kod 7 uzoraka.

Uzorci sa klanica pregledani su real-time RT- PCR metodom, a HEV RNK je dokazana u u
fecesu (54%), Zuci (26%), jetri (16%) i mesu (10%) prasadi. Kod tovljenika prisustvo HEV RNK je
potvrdeno samo u fecesu (7,27%), dok su svi uzorci tkiva bili negativni.

Patahistoloskim pregledom dokazane su mikroskopske lezije 11 stepena kod 3 uzorka
(11,53%) jetri prasadi od ukupno pregledanin 26 wuzoraka sa pozitivnim RT-PCR.
Imunohistohemijskim pregledom uzoraka jetre prasadi nije dokazano prisustvo antigena hepatitis E
virusa.

Definisani su protokoli laboratorijskog ispitivanja hepatitis E infekcije kod svinja i ljudi,
kao i u uzorcima mesa i jetri svinja u klanicama.
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Abstract:
AB

Hepatitis E virus (HEV) is the causative agent of acute hepatitis E infection in humans.
HEV is transmitted through contaminated water and is responsible for the outbreaks of many large-
scale epidemics in the developing countries of Asia and Africa. Swine HEV was first isolated in
1997, and was later detected in other animal species, such are: wild boar, deer, rabbits, rats, birds
and more.

The first investigations of HEV infection in domestic and wild pigs in Serbia were carried
out in 2008. HEV RNA was detected in 30% of faecal samples and 45% of the tissue samples
(Petrovic et al., 2008). Analysing the blood samples of beckyard pigs, the seroprevalence of 34,6%
was determined (Lupulovic et al, 2010). The aim of this study was to investigate the prevalence of
HEV infection in pigs on farms in Vojvodina, as well as testing the HEV seroprevalence in
humans.

The methods used for this study were: non-commercial ELISA (in house ELISA), the
commercial ELISA, Western blot method, real-time RT-PCR and immunohistochemical method
for the detection of HEV antigen.

Material for the study were: blood samples of pigs (300) from 3 farms on the territory of
South Backa and Srem and blood samples of people (294), as well as faeces, bile, liver and meat
collected in slaughterhouses from 95 fatteners and 50 piglets.

The presence of specific 1gG antibodies against the hepatitis E virus in pigs has been
detected on all three examinated farms. Upon the application of in house ELISA, the
seroprevalence of 37% was establised on farm A, 31% in farm B and 54% on farm C, while using a
commercial ELISA , 40% of seropositive pigs were detected on farm A, 41% of fami B and 65%
Farm C. The comparative analysis of the results obtained with both ELISA, determined the average
seroprevalence of 40,66% by in house ELISA and 48,66% by commercial ELISA.

The research of the presence of specific IgG antibodies against HEV in the serum of blood
donors and patients were also conducted. Upon the application of in house ELISA, the
seroprevalence of 15% were recorded in blood donors, while blood samples of patients were
seronegative. Testing by commercial ELISA, positiv serological findings were diagnosed in
17,86% of blood donors (serums with positive or suspicious results in in house ELISA and a
number of seronegative samples were tested), and in patients 2, 12%.

As so-called "gold standard" for defining the serological results with suspiciousserological
findings, which extinctions were close to cut off values in in house ELISA, we used the Western



blot method. The positive result was confirmed In 6 of 11 blood samples of pigs, while in 11 tested
human serums, the positive result was established in 7 samples.

Samples from slaughterhouses were examined by real-time RT-PCR method, and HEV
RNA has been detected in feces (54%), bile (26%), liver (16%) and meat (10%) of piglets. In
fatteners, the presence of HEV RNA was confirmed only in feces (7.27%), while all tissue samples
were negative.

Pathohistological examination has proved the presence of microscopic lesions grade II,
which were detected in 3 piglet liver samples (11,53%) of 26 tested samples with positive RT-PCR
result. The HEV antigen was not identified in liver samples of piglets by immunohistochemical
examination.

The laboratory protocols were defined for hepatitis E infection in pigs and humans, as well
as in meat and liver samples of pigs in slaughterhouses.
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Razvoj i primena razlicitih laboratorijskih metoda za
dijagnostikovanje infekcije izazvane hepatitis E virusom
kod svinja i ljudi

Sazetak

Hepatitis E virus (HEV) je uzro¢nik akutne hepatis E infekcije kod ljudi. HEV se
prenosi putem zagadene vode i odgovoran je za nastanak mnogobrojnih epidemija velikih
razmera u zemljama u razvoju Azije i Afrike. Hepatitis E je prvi put kod svinja izolovan
1997. godine, a kasnije je HEV dokazan i kod ostalih Zivotinjskih vrsta, kao $to su: divlje
svinje, jelen, zecevi, pacovi, ptice 1 ostalo.

Prva istrazivanja prisustva HEV infekcije kod domacih i divljih svinja u Srbiji
sprovedena su 2008. godine. HEV RNK je dokazana u 30% uzoraka fecesa i 45% uzoraka
organa (Petrovic et al., 2008). Analizom uzoraka krvnih seruma svinja u individualnim
gazdinstvima ustanovljena je seroprevalencija od 34,6% (Lupulovic et al, 2010). Cilj ovog
istrazivanja je ispitivanje rasirenosti HEV infekcije kod svinja na farmama na teritoriji
Vojvodine i ispitivanje HEV seroprevalencije kod ljudi u VVojvodini.

Od metoda za istrazivanje koriS¢ene su: nekomercijalni ELISA test (in-house
ELISA), komercijalni ELISA test, Western-blot metod, real-time RT-PCR i
imunohistohemijska metoda za detekciju HEV antigena.

Materijal za ispitivanje su bili uzorci krvi svinja (300) sa 3 farme na teritoriji Juzne
Backe i Srema i uzorci krvi ljudi (294), kao i uzorci fecesa, zuéi, jetre i mesa sakupljeni u
klanicama od 95 tovljenika i 50 prasadi.

Prisustvo specifi¢nih antitela 1gG klase protiv hepatitis E virusa dokazano je kod
svinja na sve tri ispitujue farme. Primenom in house ELISA testa ustanovljena je
seroprevalencija od 37% na farmi A, 31% na farmi B i 54% na farmi C, dok je primenom
komercijalnog ELISA testa utvrdeno 40% seropozitivnih svinja na farmi A, 41% na fami B
I 65% na farmi C. Uporednom analizom rezultata dobijenih sa oba ELISA testa,
ustanovljena je prose¢na seroprevalencija od 40,66% in house ELISA testom, odnosno
48,66% komercijalnim ELISA testom.

Sprovedena su i istrazivanja prisustva specifi¢nih antitela IgG klase protiv HEV u
krvnim serumima dobrovoljnih davalaca krvi i kod pacijenata. Primenom in house ELISA

testa utvrdena je seroprevalencija od 15% kod dobrovoljnih davalaca krvi, dok su uzorci



krvi pacijenata bili seronegativni. Testiranjem komercijalnim ELISA testom kod
dobrovoljnih davalaca krvi pozitivan seroloski nalaz je ustanovljen kod 17,86%
dobrovoljnih davalaca krvi (pregledani su serumi koji su u in house testu dali pozitivan ili
sumnjiv nalaz, kao 1 odreden broj seronegativnih uzoraka), a kod pacijenata 2,12%.

Kao tzv. ,zlatni standard“ za definisanje rezultata sa sumnjivim seroloSkim
nalazom ¢ije su ekstinkcije bile blizu cut off vrednosti u in house ELISA testu, koris¢en je
Western blot metod. Pozitivan rezultat je potvrden kod 6 od ukupno pregledanih 11
uzoraka krvi svinja, odnosno od ukupno pregledanih 11 uzoraka seruma ljudi, pozitivan
nalaz je ustanovljen kod 7 uzoraka.

Uzorci sa klanica pregledani su real-time RT-PCR metodom, a HEV RNK je
dokazana u u fecesu (54%), zuci (26%), jetri (16%) i mesu (10%) prasadi. Kod tovljenika
prisustvo HEV RNK je potvrdeno samo u fecesu (7,27%), dok su svi uzorci tkiva bili
negativni.

Patahistoloskim pregledom dokazane su mikroskopske lezije 11 stepena kod 3
uzorka (11.53%) jetri prasadi od ukupno pregledanih 26 uzoraka sa pozitivnim RT-PCR.
Imunohistohemijskim pregledom uzoraka jetre prasadi nije dokazano prisustvo antigena
hepatitis E virusa.

Definisani su protokoli laboratorijskog ispitivanja hepatitis E infekcije kod svinja i

ljudi, kao i u uzorcima mesa i jetri svinja u klanicama.

Kljuéne reci: Hepatitis E virus, infekcija, dijagnostika, svinje, ljudi



Development and application of different laboratory
methods for the diagnosis of hepatitis E virus infection in
pigs and humans

Abstract

Hepatitis E virus (HEV) is the causative agent of acute hepatitis E infection in
humans. HEV is transmitted through contaminated water and is responsible for the
outbreaks of many large-scale epidemics in the developing countries of Asia and Africa.
Swine HEV was first isolated in 1997, and HEV was later detected in other animal species,
such are: wild boar, deer, rabbits, rats, birds and more.

The first investigations of HEV infection in domestic and wild pigs in Serbia were
carried out in 2008. HEV RNA was detected in 30% of faecal samples and 45% of the
tissue samples (Petrovic et al., 2008). Analysing the blood samples of beckyard pigs, the
seroprevalence of 34,6% was determined (Lupulovic et al, 2010). The aim of this study
was to investigate the prevalence of HEV infection in pigs on farms in VVojvodina, as well
as testing the HEV seroprevalence in humans.

The methods used for this study were: non-commercial ELISA (in house ELISA),
the commercial ELISA, Western blot method, real-time RT-PCR and immunohistochemical
method for the detection of HEV antigen.

Material for the study were: blood samples of pigs (300) from 3 farms on the
territory of South Backa and Srem and blood samples of people (294), as well as faeces,
bile, liver and meat collected in slaughterhouses from 95 fatteners and 50 piglets.

The presence of specific 1gG antibodies against the hepatitis E virus in pigs has
been detected on all three examinated farms. Upon the application of in house ELISA, the
seroprevalence of 37% was establised on farm A, 31% in farm B and 54% on farm C,
while using a commercial ELISA , 40% of seropositive pigs were detected on farm A, 41%
of fami B and 65% Farm C. The comparative analysis of the results obtained with both
ELISA, determined the average seroprevalence of 40,66% by in house ELISA and 48,66%
by commercial ELISA.

The research of the presence of specific IgG antibodies against HEV in the serum
of blood donors and patients were also conducted. Upon the application of in house
ELISA, the seroprevalence of 15% were recorded in blood donors, while blood samples of

patients were seronegative. Testing by commercial ELISA, positiv serological findings



were diagnosed in 17,86% of blood donors (serums with positive or suspicious results in in
house ELISA and a number of seronegative samples were tested), and in patients 2, 12%.

As so-called "gold standard" for defining the serological results with
suspiciousserological findings, which extinctions were close to cut off values in in house
ELISA, we used the Western blot method. The positive result was confirmed In 6 of 11
blood samples of pigs, while in 11 tested human serums, the positive result was established
in 7 samples.

Samples from slaughterhouses were examined by real-time RT-PCR method, and
HEV RNA has been detected in feces (54%), bile (26%), liver (16%) and meat (10%) of
piglets. In fatteners, the presence of HEV RNA was confirmed only in feces (7.27%),
while all tissue samples were negative.

Pathohistological examination has proved the presence of microscopic lesions
grade Il, which were detected in 3 piglet liver samples (11,53%) of 26 tested samples with
positive RT-PCR result. The HEV antigen was not identified in liver samples of piglets by
immunohistochemical examination.

The laboratory protocols were defined for hepatitis E infection in pigs and humans,

as well as in meat and liver samples of pigs in slaughterhouses.

Key words: Hepatitis E virus, infection, diagnosic, pigs, humans
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1. UvOD

Hepatitis E virus (HEV) izaziva infekciju kod ljudi sa klinickim znacima akutnog
hepatitisa. HEV se prvenstveno prenosi putem zagadene vode i naroCito su ugrozene
zemlje u razvoju u Aziji, Srednjem i Dalekom Istoku i Africi, u kojima su higijenski i
sanitarni uslovi na niskom nivou. Prvi objavljeni podaci o pojavi epidemije datiraju iz
1955-1956 godine. Medutim, zabelezena je relativno vioka HEV seroprevalencija i kod
ljudi u razvijenim zemljama Evrope, u USA i Japanu, koje nisu endemska podrucja, tako
da se pojavila sumnja da zivotinje mogu biti rezervoari virusa. Nakon dokaza i prve
izolacije hepatitis E virusa kod svinja (Meng et al., 1997), HEV je dokazan i kod divljih
svinja, jelena, ptica, pacova, i dr. Ubrzo je potvrden i zoonotski potencija virusa, §to je i
dokazano nakon infekcije ljudi koji su kozumirali nedovoljno termicki obradeno meso i
jetre jelena i divlje svinje (Tei et al., 2003; Li et al., 2005; Masuda et al., 2005).

HEV pripada familiji Hepeviridae, rodu Hepevirus. Do sada su opisana Cetiri
genotipa sisara (HEV 1- 4). Genotipovi 1 i 2 izazivaju epidemije samo kod ljudi u
zemljama u razvoju, dok su genotipovi 3 i 4 dokazani i kod ljudi i kod Zivotinja i
odgovorni su za sporadi¢ne slu€ajeve infekcije u celom svetu.

Klini¢ka slika oboljenja kod ljudi se manifestuje znacima zutice, abdominalnim
bolovima, povisenom temperaturom, povracanjem i mu¢ninom. Mortalitet je uglavnom
nizak(0.2-3%), ali je kod trudnica u tre¢em trimestru trudnoée smrtnost izuzetno visoka
(15-25%). Kod svinja bolest proti¢e asimptomatski.

Patogeneza HEV infekcije kod ljudi se karakteriSe inkubacionim periodom od 2
nedelje do 2 meseca sa prosekom od 40 dana. Viremija je kratkotrajna i nestaje sa pojavom
klinickih simptoma bolesti. Fekalno izlu¢ivanje virusa zapocinje nekoliko dana pre pojave
Zutice (najcesce 5 dana) i traje jo§ oko 2-3 nedelje. Kod svinja se infekcija najéescée javlja u
uzrastu od 2-3 meseca, odmah nakon prestanka zaStitnog dejstva maternalnih antitela.
Inficirane svinje imaju prolaznu viremiju u trajanju od 1-2 nedelje i izlu¢uju virus u fecesu
oko 3-7 nedelja. Kod odraslih svinja se virus rede javlja u fecesu, ali su ove zivotinje
znacajne kao rezevoari virusa i izvor infekcije.

Hepatitis E virus se pominje 1 kao znacajan uzro¢nik kontaminacije hrane. Virus

lako ulazi u lanac ishrane putem inficiranih svinja na liniji klanja. Postoje nalazi HEV u



uzorcima jetre, zuci i fecesa svinja u klanicama, odnosno u jetrama i kobasicama u
mesarama (Berto et al., 2012; Feagins et al., 2007).

Zbog gore navedenih podataka, odlucili smo da ispitamo rasirenost HEV infekcije
kod svinja u industrijskom nac¢inu uzgoja, kao i seroprevalencu kod dobrovoljnih davalaca
krvi 1 pacijenata u Vojvodini. Deo ispitivanja se odnosi na i na analizu uzoraka organa
svinja 1 prasadi na liniji klanja. Znacajan naucni doprinos ovog istrazivanja predstavlja
razvoj novih laboratoriskih tehnika koje ¢e na¢i primenu u rutinskoj dijagnostici. Rezultati
ispitivanja treba da omoguce nova saznanja o hepatitis E virusu, potencijalnom riziku koji
ima kao uzro¢nik kontaminacije hrane, kao i prisustvo infekcije kod dobrovoljnih davalaca

krvi, §to ima direktni uticaj na javno zdravlje.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. ISTORIJAT

Prvi dokumentovani zapisi o pojavi infekcije kod ljudi izazvane hepatitis E virusom
(HEV) poticu iz 1955-1956. godine (Vishwanathhan, 1957). Uzrok izbijanja velike
epidemije, koja je tada pripisana uzro¢niku hepatitisa A a tek kasnije potvrdena kao
hepatitis E infekcija (Purcell and Emerson, 2001), bila je zagadena reka Jumna u Indiji,
¢ija se voda koristila za navodnjavanje obradivog zemljista. Za vreme te epidemije je
obolelo vise od 30.000 ljudi. U Kini je do sada potvrdeno izbijanje najmanje 11 epidemija
izazvanih hepatitis E virusom. Jedna od najvec¢ih epidemija desila se u periodu od 1986. do
1988. godine, kada je obolelo vise od 119.000 hiljada ljudi, a 700 je umrlo (Smith, 2001).

Balayan i saradnici 1983. godine su prvi identifikovali uzro¢nik hepatitis E
infekcije. Ispitivanje je obuhvatalo volontere-dobrovoljce koji su zarazeni oralnim putem
ekstraktom fecesa pacijenata obolelih od uzro¢nika izazivaca Zutice, za koji je potvrdeno
da nije pripadao ni A ni B hepatitisu. Kod volontera su se razvili znaci akutne Zutice sa
epigastricnim bolovima, povracanjem, groznicom, tamnom mokraéom 1 zutim
prebojavanjem koZe i1 beonjaca. U fecesu dobrovoljaca je elektronskim mikroskopom
detektovana virusna Cestica dijametra oko 27 nm. Isti istrazivaci su takode uspeli da
intravenoznom inokulacijom ekstrakta fecesa obolelih ljudi od HEV infekcije inficiraju i
cinomolgus majmune.

Tokom 1989. godine Tam i saradnici su eksperimentalno inficirali macaque
majmune virusom hepatitisa E i uspeli po prvi put da kloniraju i sekvenciraju virusni
genom iz fecesa obolelih Zivotinja.

Prvi pokuSaj da se potvrdi postojanje HEV kod svinja izvrsili su Balayan i sar. 1990
godine. U svom eksperimentu uspeli su da inficiraju svinje uzro¢nikom HEV ljudi, ali je
kasnije potvrdeno da je taj uzro¢nik najverovatnije bio poreklom od svinja (Lu et al, 2004).

Kod svinja su nalazi specifi¢nih antitela protiv HEV, kao i virusne RNK prvi put
opisani u Nepalu (Clayson et all, 1995), ali uzro¢nik nije izolovan. Meng i saradnicu su
1997. godine prvi put identifikovali virus hepatitisa E kod svinja u Americi. Ispitan je
veliki broj svinja na komercijalnim farmama u Americi i ustanovljeno je da virus prirodno
cirkulise kod vecine odraslih jedinki, kod kojih su ustanovljena antitela protiv HEV. Virus
hepatitisa E svinja je izolovan i sekvenciran. Dokazano je da se hepatitis E virus svinja

znacajno razlikovao od do data potvrdenih humanih sojeva izolovanih prethodno u Aziji
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(genotip 1) i u Meksiku (genotip 2). 1zolovani HEV kod svinja definisan je kao genotip 3.
Od tada je prisustvo HEV infekcije kod svinja potvrdeno u mnogim zemljama, kao $to su:
gpanija, Holandija, Novi Zeland, Francuska, Japan, Kanada, Portugalija, Nemacka, Srbija i
dr.

Pojavila su se i prva upozorenja da HEV infekcija moze biti i zoonoza. Specifi¢na
antitela protiv HEV detektovana su kod obolelih ljudi u razvijenim, industrijalizovanim
zemljama koji nisu putovali u ugrozena, endemska podruc¢ja niti su imali kontakt sa
svinjama. U istrazivanju koje je obuhvatalo normalnu populaciju ljudi i dobrovoljnih
davaoca krvi u SAD, koja ne predstavlja endemsko podrucje, ustanovljen je visok nivo
anti-HEV antitela. Kod dobrovoljnih davalaca krvi taj procenat je iznosio 21,3% (Thomas
et al., 1997). Dokazano je da veterinari, uzgajivaci svinja i ljudi u kontaktu sa svinjama
imaju takode visok nivo anti-HEV antitela (Hsieh et al., 1999; Meng et all, 2002.;
Drobeniac et al., 2001).

Iako je ve¢ bilo opisano da su svinje rezervoari bolesti, pojavila se sumnja da i
druge zivotinjske vrste mogu biti nosioci virusa. Prvi slu¢aj infekcije pacova HEV virusom
u Sovjetskom Savezu opisali su Karetnyi i saradnici 1993. godine. Nakon toga, antitela
protiv HEV dokazana su kod zecCeva, zatim kod divljih svinja i drugih domacih zivotinja
kao S§to su ovce, goveda, macke, konji 1 zivina (Zhao et al., 2009; Wang et Ma, 2010; Saad
2007; Bilam et al., 2005)

Usledili su 1 dokazi da su sporadi¢ni slu¢ajevi akutnog hepatitisa E kod pacijenata u
Japanu posledica konzumiranja sirovih ili nedovoljno termicki obradenih jetri svinja i mesa
divljih svinja (Yazaki et al., 2003; Li et al., 2005). Tai i sar. (2003) su opisali akutnu HEV
infekceiju kod ljudi koji su takode jeli nedovoljno termicki obradeno meso jelena.

Hepatititis E virus je na taj nacin potvrden kao zoonozni uzroc¢nik, koji predstavlja
potencijalnu opasnost za ljudsko zdravlje. Sve viSe paZnje je bilo usmereno ka daljem

istrazivanju ovog virusnog agensa.

2.2. ETIOLOGIJA

2.2.1 Taksonomija

Virusni hepatitisi izazivaju inflamatorne poremecaje jetre. Do sada su opisani
hepatitis A, B, C, D i1 E ¢iji su uzroc¢nici virusni agensi. Nomenklatura hepatitis E virusa se
tokom prethodnog perioda veoma ¢esto menjala. Na osnovu svoje sli¢nosti u morfologiji i

organizaciji genoma sa calicivirusima, HEV je najpre svrstan u familiju Caliciviridae (Tam
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et al, 1991). Daljim ispitivanjem uoceno je da HEV na 5' kraju genoma poseduje ne-
strukturni cap protein koji je veoma sli¢an ne-strukturnom proteinu alphavirusa, pa je
premesten U familiju Togaviridae (Koonin et al, 1992). Medutim, ubrzo je primeceno, da
iako ima neke sli¢ne osobine sa sa ovom familijom virusa, poseduje dovoljno svojstva koja
su ovaj virus klasifikovala u poseban rod Hepevirus u okviru nove familije Hepeviridae
(Emerson et al., 2004).

Na osnovu do sada utvrdenih sekvenci hepatitis E virusa, postoje najmanje 4
genotipa sisara (1-4) i jedan genotip ptica (Schlauder et al., 1999; Meng et al., 2009;
Hagshenas et al., 2001). Genotip 1 i genotip 2 su humani genotipovi koji izazivaju hepatitis
E kod ljudi. Najc¢esce su uzrocnici velikih epidemija u endemskim podruc¢jima gde glavni
izvor infekcije predstavlja zagadena voda. Genotip 1 (Burmese soj) se javlja u zemljama u
razvoju u Aziji i Africi, a genotip 2 je otkriven u Meksiku i nekim delovime Afrike (u
Nigeriji i Cadu). Genotipovi 3 i 4 su identifikovani i kod ljudi i kod Zivotinja, kao $to su:
domace svinje, divlje svinje, jeleni, goveda i dr. Kod ljudi, HEV genotip 3 je odgovoran za
sporadi¢ne sluéajeve hepatitisa E u industrijalizovanim zemljama Evrope, SAD i Japana,
dok je genotip 4 identifikovan uglavnom u nekim azijskim zemljama (Kina, Japan i Indija).
Genotip 3 svinja do sada je opisan kod svinja u Evropi, a genotip 4 izolovan je kod svinja u
Aziji. Nedavno je zabelezen i prvi slucaj infekcije svinja sa HEV genotip 4 i u Evropi
(Hakze-van der Honing 2011).U podru¢jima gde su izolovani HEV genotipovi 3 i 4 i kod
svinja i kod ljudi, ustanovljeno je da su izolati medusobno genetski bili sli¢ni i da dele veci
broj zajednickih nukleotidnih sekvenci u odnosu na izolate svinja iz drugog geografskog
podrucja. Hepatitis E genotipovi 1, 2, 3 i 4 su podeljeni, na osnovu svojih nukleotidnih
razlika u 24 podtipa, obeleZzenih abecednim redom: 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 2a, 2b, 3a, 3b, 3c, 3d,
3e, 3f, 39, 3h, 3i, 3j, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f i 4g (Lu et al., 2006). Iako postoje razliiti
genotipovi, za sada je ustanovljeno da postoji samo jedan serotip.

Kod ptica je dokazan HEV virus koji prestavlja jedini zasebni species - Avian HEV u
okviru roda Hepevirus.

Nedavno su izolovani novi sojevi HEV virusa kod ze¢eva u Kini i iz fecesa pacova u
Nemackoj (Zhao et al., 2008; Johne et al., 2009).

Filogenetsko stablo hepatitis E virusa prikazano je na slici 1.



Slika 1: Filogenetsko stablo hepatitis E virusa
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Slika preuzeta iz rada: Pavio et al: Zoonotic hepatitis E: animal reservoirs and emerging risks (Vet.Res.2010)

2.2.2 Morfologija, organizacija genoma i replikacija

HEV virusna Cestica je sfericnog, ikosohedralnog oblika, bez omotaca, dijametra

od 32-34 nm. Genom HEV sisara ¢ini jednostruka, pozitivno-orijentisana RNK,
molekularne mase od 7.2 kb (Slike 2 i 3).

Slika 2: Izgled HEV - elektronski mikroskop Slika 3: Ikosohedralna struktura HEV

Hepatitis E Virus

Slika preuzeta sa : www.virology-online.com

Slika preuzeta sa: EM Data Bank/5173

(pristuljeno Internetu:23.05.2013) (pristupljeno Internetu:23.05.2013)



Genom HEV ¢ini RNK i se sastoji od 3 otvorena rama za ¢itanje (Open reading
frames) ORF 1, ORF 2 i ORF 3; kratkog 5’ kraja na kojem se nalazi nekodirajuci region (5’
NCR) i 3’ kraja sa nekodiraju¢im regionom (3’ NCR). Na 5 kraju virusnog genoma je
ustanovljena i cap struktura za koju se predpostavlja da igra ulogu u zapocinjanju HEV
replikacije. ORF 2 region preklapa ORF 3, ali nikad ne prelazi preko ORF 1 (Slika 4).

Slika 4: Struktura genoma hepatitis E virusa
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Slika preuzeta sa: www.microbiologybytes.com/virology/HEV
(pristupljeno Internetu: 24.05.2013)

ORF 1 se nalazi na 5’ kraju i ¢ini skoro 2/3 celokupnog genoma. Ima ulogu da
kodira nestrukturne proteine koji uéestvuju u virusnoj replikaciji. U ORF 1 su otkriveni i
mnogobrojni funkcionalni domeni, kao Sto su: methyltransferaze, cistein-proteaze slicne
papainu, helikaze i RNK-zavisna RNK polimeraza. Aktivnost helikaze i proteaze do danas
nije poznata. ORF 2, koji se nalazi na 3’ kraju, kodira sintezu kapsidnog proteina od oko
600 aminokiselina duzine. Ovaj protein ima 3 glikozidna imunogena epitopa i1 indukuje
stvaranje neutralizacionih antitela i podsticanje imunoloskog odgovora. Zhang 1 sar. (2008)
su otkrili da aminokiselinske rezidue Leu477 1 Leu613 u kapsidnom proteinu imaju vaznu
ulogu u formiranju neutralizacionih antitela. ORF 3 protein je najmanji HEV protein. U
genotipovima 1, 2 i 3 poseduje samo 123 aminikiseline a u genotipu 4 samo 114

aminokiseline. ORF 3 region kodira mali fosfoprotein, ¢ija uloga za sada nije poznata, ali
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se pretpostavlja da moze imati ulogu u virusnoj replikaciji. N kraj ORF 3 regiona je bogat
cisteinom, vezuje se za HEV RNK i formira komleks sa kapsidnim proteinom. C kraj ORF
3 proteina ima viSe znac¢ajnih uloga i smatra se da je uklju¢en u morfologiju i patogenezu
virusa. ORF 3 antigen je koriS¢en za stvaranje prvog ELISA testa za detekciju HEV
antitela (Herremans et al., 2007). Veliki napredak u istrazivanju morfologije virusa HEV
od strane viSe istrazivackih grupa ¢ini otkrivanje 3D kristalne strukture. Ova istrazivanja su
otkrila da je kapsid virusne Cestice sastavljen od kapsomera, koje ¢ine homodimeri. Ove
kapsomere se nalaze na povrSini viriona i reaguju sa ¢elijama domacina tako $to se vezuju
za celijske receptore i iniciraju virusnu infekciju (Meng, 2010). Takode je otkriveno da
kapsidni protein HEV ORF2 svinja deli 79-80% identi¢nih nukleotidnih sekvenci i 90-92%
amino-kiselinskih sekvenci sa HEV ORF2 ljudi, dok HEV ORF 3 svinja ima 83-85% istih
nukleotidnih sekvenci i 77-82% amino-kiselina identi¢nih sa HEV ljudi (Meng et al.,1997).

Virus avijarnog hepatitisa E se razlikuje od HEV sisara. Genom avijarnog HEV
virusa je samo 6,6 kb dugacak, $to znaci da je za 600 bp kraéi od genoma HEV sisara.

Do sada nije pronadena adekvatna celijska kultura koja je pogodna za rast i
umnozavanje HEV virusa, tako da su mnogobrojni mehanizmi replikacije, transkripcije i
translacije virusa i1 dalje nepoznati. Testirane su razne ¢elijske kulture kao $to su: MRC5 i
VERO koje predstavljaju ne-hepatotropne ¢elije, kao i hepatotropne kulture ¢elija HCCM,
WRL 68, Hep G2 i PLC/PRF/5. Najbolji HEV signal detektovan PCR tehnikom zapaZen je
u ¢elijskoj kulturi PLC/PRF/5 (Meng et al., 1996). U svom istrazivanju, autori Takahashi i
sar. (2010) su uspeli da po prvi put umnoze HEV poreklom iz fecesa obolelih ljudi u
kulturama PLC/PRF/5 1 A549. Iste Celijske kulture su zatim koriS€ene i1 za uspeSno
umnozavanje HEV virusa poreklom iz krvnog seruma 23 pacijenta obolelih od HEV
genotip 1, 3 i 4. Ovi rezultati su ohrabrujuc¢i i daju moguénost rasvetljavanja nepoznatih
¢injenica o mehanizmu virusne replikacije.

Takode su nedovoljno prouceni i virusni receptori, kao 1 nacin prodora virusa u
¢eliju. Nedavno je dokazano da peptid p29 ORF 2 formira partikle veli¢ine 23 nm koje se
vezuju i penetriraju u ¢elije Hep G2, Huh-7, PLC/PRF5 i A549 (He et al 2008).

Model replikacije 1 ekspresije gena je sacinjen na osnovu poznatih ¢injenica o
replikaciji ostalih pozitivno orijentisanih RNK virusa (slika5). Nakon ulaska u prijemcivu
¢eliju (korak 1), virusni genom RNK se olobada (korak 2) 1 zapocinje translacija u citosolu
inficirane Celije i produkcija nestrukturnog polyproteina nsP, koji kodira ORF1 (korak 3).
Virusna replikaza vr$i replikaciju pozitivne RNK u negativhu RNK (korak 4A). Ovo ¢ini

uzorak na osnovu kojeg se vrsi sinteza ostalih mnogobrojnih kopija genoma pozitivne
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RNK, kao i subgenomskih pozitivnin RNK (korak 4B). Zatim se vrsi translacija
subgenomske RNK u strukturne proteine (korak 5). Kapsidni proteini pakuju virusni
genom i formiraju progeni virion (korak 6), koji napusta ¢eliju kroz izlaz u ¢eliji koji jos

uvek nije poznat (Chandra et al., 2008).

Slika 5: Replikacija hepatitis E virusa
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Slika preuzeta iz rada: Chandra V. et al: Molecular biology and pathogenesis of hepatitis E virus; J. Biosci
(2008)

2.2.3 Osobine virusa

Osobine HEV virusa, kao $to su: gustina, otpornost na visoke i niske temeprature i
na jonizjujuce zrafenje, su opisane od strane nekolicine istrazivaca. Gustina HEV virusne
Gestice u CsCL iznosi 1,40 g/cm® a u glicerolu 1,29 g/cm®. Dokazano je da virusna
aktivnost ne prezivljava dejstvo jonizujucih dezinfekcionih sredstava (Purcell i Emerson,
2001). Literaturni podaci o dejstvu visokih 1 niskih temperatura na unistavanje HEV virusa
su veoma znacajni sa stanoviSta bezbedosti hrane i konzumiranja jetri i mesa svinja
inficiranih HEV agensom. Istraziva¢i Emerson 1 sar. (2005) su uporedivali termostabilnost
Hepatitis E 1 A virusa. Za ispitivanje je koriS¢ena suspenzija humanih fecesa obolelih ljudi
od HEV i HAV virusnih infekcija. Nakon toplotne inaktivacije, ¢elijska kultura hepatocita
HepG2/C3A je inficirana virusnom suspenzijom. Inficirane ¢elije su posmatrane pod

fluorescentnim mikroskopom. Istrazivanja su pokazala da je HAV otporniji na visoke
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temperaure od HEV. Hepatitis A virus je bio oko 50% inaktivisan na temperaturi od 60°C
posle 1h, a potpuno je bio uniSten na temperaturi od 66°C. Akluj soj HEV genotip 1 je bio
50% inaktivisan na temperaturi od 45° 1 50°C, a skoro sve virusne Cestice su bile uniStene
na 56°C. Uocene su 1 razlike u termostabilnosti i otpornosti izmedu pojedinih HEV
genotipova. U ispitivanjima je dokazano da Mex soj HEV genotip 2 pokazuje vecu
termostabilnost od Akluj soja i na temperaturi od 56°C nije bio inaktivisan, ali je ¢ak 80%
virusa bilo inaktivisano na 60°C. Sar55 HEV genotip 1 je pokazao vecu termostabilnost od
Mex 14 soja, posto je samo 50% virusnih estica bilo inaktivisano na temperaturi od 56°C,
a 96% na temperaturi od 60°C. Medutim, 1% virusnih Cestica i dalje je ostalo infektivno
posle kuvanja od 1h na temperaturi od 56°C. Feagins i sar. (2008) su ustanovili da je
hepatitis E virus iz jetri inficiranih svinja i dalje stabilan na temperaturi od 56°C i posle 1h
kuvanja. Virus je u jetrama svinja bio potpuno uniSten kuvanjem i pe¢enjem na visokim
temperaturama. Schielke i sar. (2011) su ispitivali termostabilnost HEV virusa
molekularnom metodom real-time RT-PCR. Uzorke suspenzije jetri divljih svinja, koje su
sadrzavale nemacki izolat HEV genotip 3i, su podelili u koli¢ine od po 100uL i podvrgnuli
raznim temperaturnim uslovima: zagrevanju na temperaturama od 56° do 95° C u
razli¢itom vremenskom trajanju; temperaturi od 37 C; sobnoj temperaturi od 22 C i
temperaturi frizidera od 4 C. Iz uzoraka je nakon izlaganja razli¢itim temperaturnim
uticajima, izolovana virusan RNK i testirana real-time RT-PCR metodom. Virus je na
temperaturi od 56° C u trajanju od 30 minuta bio inaktivisan 99,99% (-4,4 logio), na
temperaturi od 56° C u trajanju od 15 minuta 74% (-0,59 logip), a na 60° C u trajanju od
sat vremena 99,94% (-3,25 l0g10). Nedovoljna redukcija virusne aktivnosti je zabelezena
kod podvrgavanja uzoraka temperaturama od 4°C, 22°C i 37°C, §to potvrduje da je HEV
virus sposoban da prezivi u prirodi niske temperature. Virusna redukcija log3 i 4
katagorisane su kao mali rizik od infekcije alimentarnim putem posle kuvanja inficiranog
mesa. U ovom istrazivanju redukcija log 3 postignuta je posle kuvanja na 90° C u trajanju
od 1 minut, a redukcija log 4 na 95° C u trajanju od takode 1 minut.

Smatra se da je HEV otporan i na inaktivaciju kiselinama i slabim bazama u
digestivnom traktu, pa se na taj naCin moze objasniti i prenosenje virusa fekalno-oralnim

putem (Purcell i Emerson, 2001).
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2.3 EPIDEMIOLOGIJA

2.3.1 HEV infekcija kod ljudi
Velike epidemije izazvane hepatitis E virusom javljaju se uglavnom u nerazvijenim

zemljama i zabeleZene su u Nepalu, Burmi, Pakistanu, Indiji, Borneu, Somaliji, Sudanu,

Alziru, Gani, Kini i Meksiku (Bradly et al., 1990) (Slika 6).

Slika 6 : HEV endemic¢na podrudja i seroprevalencija
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Legenda: Crvenom bojom su oznacena podrucja u kojima vise od 25% akutnih virusnih hepatitisa nastaje
usled HEV infekcije (Slika preuzeta iz rada: Chandra et al: Molecular biology and pathogenesis of hepatitis E
virus; J. Biosci 2008)

Kao uzrok infekcija pominje se zagadena pijaca voda i nedovoljni higijenski uslovi
zivota. Jedna od prvih i najbolje dokumentovanih HEV epidemija zabelezena je u Somaliji
tokom 1988. i 1989. godine. Od 245.312 ljudi iz 142 sela, kod 11.413 obolelih osoba su
primeceni znaci zutice, a 146 ljudi je umrlo. Visok procenat mortaliteta zabelezen je kod
trudnica 1 iznosio je 13.8% (Mushahwar et al., 1993). Indija je endemsko podrucje gde su
ve¢ nastajale velike epidemije hepatitis E infekcije, pa su tu izvrSena obimna istrazivanja
seroprevalencije. Anti-HEV antitela su samo sporadi¢no detektovana kod dece uzrasta do 3
godine, ali seropozitivnost se povecavala sa staroS¢u, tako da je kod odraslih ljudi
seroprevalencija iznosila 33-40%. (Arankalle et al., 1995). Fix i sar. (2000) su u jednom
istrazivanju koje je vrSeno u Egiptu, ispitali serume ljudi iz dve velike ruralne oblasti. Ova

zemlja se smatra endemskim podruc¢jem usled nepovoljnih higijenskih uslova za zivot. Kod
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dece uzrasta do 5 godina ustanovljena je HEV seroprevalenca od 91,8%, a zatim se taj
procenat smanjivao i kod dece starije od 5 godina je iznosio 64,7%. Kod odraslih ljudi je
iznosio 50-60%. Uprkos ovim podacima, velike epidemije hepatitis E infekcije u Egiptu
nisu zabeleZene.

Dugo se smatralo da su povremeni registrovani slucajevi HEV infekcije kod
pacijenata u industrijalizovanim zemljama posledica boravka u rizicnim endemskim
podru¢jima. Medutim, posle potvrde o postojanja svinjskog hepatitis E virusa 1997.
godine, izolovani su i mnogi autohtoni sojevi od obolelih ljudi sa znacima akutnog
hepatitisa. Genetskom analizom HEV genoma dokazano je da su izolati svinja i ljudi sa
istog podru¢ja medusobno sli¢ni, §to je potvrdilo pretpostavku o zoonotskoj transmisiji
HEV virusa. U Svedskoj i Danskoj je ustanovljeno prisustvo HEV genotip 3 kod 29
pacijenata koji su se inficirali u Evropi, a HEV genotip 1 kod obolelih ljudi koji su putovali
u inostranstvo (Norder et al., 2009). Autohtoni HEV genotip 3 zabelezen je kod pacijenata
u Spaniji (Fogeda et al., 2009). HEV genotip 3 je potvrden kod obolelih ljudi i u drugim
evropskim zemljama: Italiji, Grckoj, Austriji, Nemackoj, Engleskoj, Francuskoj,

Portugaliji, itd.

2.3.2 Zivotinje kao rezervoari HEV

a) HEV infekcija kod svinja

Epidemiloska istraZivanja rasprostranjenosti hepatitis E infekcije kod svinja na
farmama pokazala je da je HEV ubikvitaran u industrijski razvijenim zemljama kao i u
zemljama u razvoju. Nivo seroprevalencije bio je razli¢it od zapata do zapata i od oblasti
do oblasti. Takode, seroprevalencija se razlikovala u zavisnosti od uzrsta i kategorija
zivotinja. Meng i sar. (1997) su testirali veliki broj prasadi na farmama u SAD 1 zakljucili
da infekcija zapocinje u uzrastu od 2 do 4 meseca, a znatno visi nivo antitela je zabelezen
kod svinja starijih od 4 meseca. Mnogobrojni do sada objavljeni rezultati istrazivanja se
medusobno razlikuju u zavisnosti od nacina i metode istraZivanja. Ispitivanja krvnih
seruma na prisustvo anti-HEV IgM i IgG antitela vrSena su komercijanim i
nekomercijalnim ELISA testovima, a za detekciju virusne RNK u serumima, fecesu, jetri
ili intestinalnim organima kori$¢en je klasi¢ni i real-time RT-PCR. Infekcija hepatitis E
virusom ispitana je u jednoj od prvih pilot studija na manjem broju uzoraka svinja u
Australiji 1 ustanovljena seroprevalencija je iznosila 30% (12/40). Kod prasadi starih 9

nedelja detektovani nivo antitela je iznosio 6%, dok je taj procenat bio znatno visi kod
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zivotinja strarih 16 nedelja i iznosio je 95%. (Chandler i sar., 1999). U Kanadi su
istrazivaci Yoo i sar. (2001) ispitali prisustvo anti-HEV antitela kod 998 uzoraka tovljenika
uzrasta 6 meseci, 1 utvrdili da je prosecna seroprevalencija iznosila 59,4 %.
Seroprevalencija je bila visa u Quebecu (8,8%) i Ontariu (80,1%) u poredenju sa regionom
Alberta 1 Saskatchewan (38,3%). Na Novom Zelandu je procenat seropozitivnih zZivotinja
iznosio 91% kod kategorija uzrasta svinja 20 nedelja (Garavenko et al., 2001). Danski
istrazivaci Breum i sar. (2010) su ispitivali seroprevalenciju kod 213 krmaca i ustanovili da
je HEV infekcija kod ove kategorije Zivotinja iznosila 91,5%. U Madarskoj su Forgach 1
sar. (2010) ustanovili prisustvo HEV infekcije na 39% ispitanih farmi, a najvisa
seroprevalencija od 36% je zabeleZzena kod prasadi uzrasta od 11-16 nedelja. Velika
retrospektivna seroloska studija incidencije HEV infekcije kod svinja u Spaniji u periodu
od 1985. do 1997. godine potvrdila je da je HEV virus odavano bio prisutan medu
populacijom industrijski uzgajanih svinja. Ispitivanje je vrSeno na uzorcima poreklom sa
208 farmi i ukupno je pregledano 2.871 krvi zivotinja. Kod 48,45% (1390/2871) testiranih
jedinki je zabelezeno prisustvo antitela protiv HEV virusa (Casas et al., 2009). Druga
grupa istrazivata iz Spanije (Jimenez de Oya et al., 2011) su ispitali prisustvo HEV
infekcije u 1.141 uzorku seruma svinja iz 85 farmi u 6 provincija. Utvrdeni prosecni nivo
anti-HEV antitela iznosio je 20,4% i bio je visi kod odraslih Zivotinja (30,2%) u poredenju
sa prasadima mladim od 6 meseci (15,5%). U Nemackoj su Bachlein i sar. (2010) testrali
prisustvo HEV infekcije kod 1.072 svinje na farmama i utvrdili da je prose¢na
seroprevalencija iznosila 49,8%. U Francuskoj je 215 seruma prasadi uzrasta od 3 do 6
meseci ispitano na prisustvo anti-HEV antitela. Kod uzrasta od 3 meseca seroprevalencija
je inosila 42%, a kod 6 meseci starih svinja 41% (Kaba et al., 2009). U Kini je veliki broj
istrazivaca vrSio ispitivanja zastupljenosti HEV infekcije kod svinja i1 ostalih vrsta
Zivotinja, poSto ovaj region predstavlja endemsko podrucje. Specifi¢na antitela protiv HEV
su detektovana u krvnom serumu svinja u 78,8% uzoraka (Wang et al., 2002).

Virusna HEV RNK dokazana je u fecesu svinja poreklom sa 10 farmi u Engleskoj.
Seroprevalencija je varirala od 5-35% sa srednjom vrednoséu od 21,5%, a najvisa
ekskrecija virusa je bila kod zivotinja uzrasta 10-12 nedelja (44,0%) (McCreary et al.,
2008). Do sli¢nog zakljucka su dosli i $panski istraziva¢i Fernandez-Barredo et al (2006).
Oni su dokazali da je virusna ekskrecija u fecesu bila najveca kod prasadi uzrasta od 13-16
nedelja. U Holandiji je ispitivanjem obuhvaceno 97 zapata svinja, uzrasta 20 nedelja, a u
53 zapata (55%) je detektovana najmanje jedna zivotinju kod koje je dokazano prisustvo

virusa (Rutjes et al., 2007). Najnoviji podaci istrazivaca iz Portugalije (Berto et al., 2012)
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ukazuju na prisustvo HEV genotip 3 kod svinja u farmskom uzgoju. Pregledano je po 10
uzoraka fecesa svinja iz Cetiri razliCite proizvodne kategorije sa 5 farmi, poreklom iz 5
razli¢itih oblasti Portugalije. Ustanovljena HEV prevalencija je varirala od 10-30%, a po
kategorijama je iznosila: 32% kod svinja u odgoju, 20% u predtovu, 32% kod tovljenika i
4% kod krmaca.

Svi do sada opisani genotipovi izolovani kod svinja u razli¢itim delovima sveta
pripadaju HEV genotipovima 3 i 4. Nedavno je po prvi put detektovan HEV genotip 1 kod
svinja u Kambodzi, gde je ovaj genotip pre toga bio dokazan samo kod humane populacije
(Caron et al.,2006). U razli¢itim istrazivanjima koja su do sada vrSena u Evropi, u fecesu
svinja je ustanovljen samo HEV genotip 3. Istrazivaci iz Holandije i Belgije su po prvi put
ustanovili i prisustvo HEV genotip 4c u uzorcima fecesa svinja na klanicama u Belgiji
(Hakze-van der Honing et al, 2011).

U Srbiji su Petrovi¢ i sar. objavili 2008. godine rezultate prvog preliminarnog
ispitivanja prisustva HEV infekcije kod svinja. Ukupno je pregledano 30 zbirnih uzoraka
fecesa sa 3 farme, 10 zbirnih uzoraka fecesa divljih svinja, 20 zbirnih uzoraka tkiva svinja
sa 2 farme i 15 zbirnih uzoraka tkiva svinja individualnih proizvodaca sa 3 razliCita
epizootioloska podrucja. Kod 30% (9/30) pregledanih uzoraka fecesa i 45% (9/20) uzoraka
tkiva svinja sa industrijskih farmi ustanovljeno je prisustvo genoma hepatitis E virusa
molekularnom metodom RT-PCR. Hepatitis E infekcija je identifikovana na 4 od 5
pregledanih farmi svinja. U uzorcima tkiva divljih svinja i 15 zbirnih uzoraka tkiva svinja
individualnih proizvodata HEV infekcija nije dokazana. Prvo seroloSko ispitivanje
seroprevalencije kod domacih svinja u Srbiji izvrSeno je 2010. godine (Lupulovic et al.,
2010). Ukupno je pregledano 315 seruma svinja individualnih proizvodaca, uzrasta 3-4
meseca, poreklom iz 63 zapata iz 28 gradova 1 sela sa 4 razli¢ita epizootioloska podrucja
Vojvodine. Uzorci su testirani in-house ELISA metodom, a detektovani nivo antitela
iznosio je 34,6% (109/315).

b ) HEV infekcija kod divljih svinja i jelena

Nekoliko istrazivanja prisustva HEV virusa kod divljih svinja i jelena sprovedeno
je u Evropi i Japanu. Izvor infekcije kod ovih divljih Zivotinja do sada nije poznat. Smatra
se da se uzroc¢nik nalazi u kontaminiranoj vodi u Sumama, travi ili se prenosi putem fecesa
drugih zarazenih Zivotinjskih vrsta. Nivo ustanovljene seroprevalencije kod divljih svinja
se veoma razlikuje i kre¢e od 9 do 71%, a kod jelena od 2 do 35%. Pored dobijenih

raznolikihni nivoa antitela, u ovim istrazivanjima je kori$¢en relativno mali broj uzoraka
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HEV infekcije kod divljih zivotinja. Do sada dokazana infekcija kod divljih svinja pripada
HEV genotipu 3, ali je nedavno otkriven i genotip 4, kao i novi nepoznati genotip.
Izolovani genotipovi divljih svinja su genetski sli¢ni izolatima ljudi i domacih svinja sa
istog geografskog poducja (Pavio et al.,2010; Takahashi et al., 2011). U Australiji su
istraziva¢i Chandler i sar. (1999) ukupno testirali in-house ELISA testom i Westren blot
metodom 59 uzoraka krvi divljih svinja i ustanovili kod 15 (17%) Zivotinja prisustvo
antitela protiv HEV virusa. U jednom ispitivanju u Holandiji, od ukupno pregledanih 1.029
uzoraka krvi divljih svinja i 38 uzoraka krvi crvenog jelena ELISA testom kod 12% divljih
svinja, odnosni 5% jelena su pronadena anti-HEV antitela (Rutjes et al., 2010). Adloch i
sar. (2009) su istrazivali rasprostranjenost HEV infekcije kod divljih svinja u Isto¢noj i
Zapadnoj Nemackoj. Ustanovljena seroprevalencija je iznosila 29,9% koris¢enjem ELISA
testa, dok je u uzorcima jetre i zu¢i metodom qRT-PCR analize u 68,2% uzoraka utvrdena
HEV RNK. Japanski istraziva¢i Michitaka i sar (2007) su kod 25,5 % divljih svinja
ustanovili prisustvo HEV infekcije. U Spaniji je ukupno pregledano 150 uzoraka krvi
divljih svinja in-house ELISA testom i kod 42,7% su detektovana antitela protiv HEV

virusa.

c) HEV infekcija kod glodara i ostalih Zivotinjskih vrsta

Nedavno je izolovan novi soj HEV virusa kod ze¢eva u Kini (Zhao et al., 2008). Sa
dve farme zeCeva je sakupljeno 335 seruma i1 pregledano na prisustvo HEV virusa.
Seroprevalencija anti-HEV antitela je iznosila 57%. Na osnovu genetske analize
ustanovljeno ja da genom zeceva ima Cak 82% homolognih sekvenci sa HEV genotip 3, $to
ukazuje na mogucnost da je to samo jedna od varijanti genotipa 3. Trenutno, nema mnogo
informacija o virusu HEV kod zeceva, ali postoji pretpostavka da ima zoonotski potencijal
1 moZe preskociti barijeru vrste. Prisustvo HEV infekcije potvrdeno je 1 kod divljih pacova
u Nemackoj 1 Nepalu i kod pacova u urbanim sredinama u Americi (Johne et al., 2010, He
et al., 2002; Favorov et al., 2000). Analize do sada uradenih parcijalnih sekvenci utvrdile
su da HEV pacova ima 59,9% sli¢nosti sa HEV ljudi i 49,9% sa HEV ptica, tako da
najverovatnije predstavlja zaseban genotip u okviru roda Hepevirus. Jo§ uvek nema
podataka o tome da li HEV pacova moze da inficira ljude, ali je sigurno da ove Zivotinje
predstavljaju rezervoar virusa, naro¢ito u gradskim sredinama.
Postoje dokazi 1 o postojanju infekcije €iji je uzrocnik HEV virus kod konja u

Egiptu. Saad i sar (2007) su ispitali 200 uzoraka krvi konja ELISA testom i ustanovili
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prisustvo 1gG anti-HEV antitela kod 13% ispitanih konja. Filogenetska analiza seruma kod
kojih je potvrdeno prisustvo HEV RNK je pokazala 97-100% identi¢nih nukleotidnih
sekvenci sa humanim izolatima iz Egipta. Ovaj rezultat predstavlja jo§ jedan dokaz o
mogucnostima prenosenja infekcije medu vrstama.

Batts i sar. (2011) su nedavno otkrili novu vrstu virusa Cutthroat trout virus (CTV)
kod jedne vrste pastrmki u Kaliforniji. Genom ovog virusa je po svojoj organizaciji i
veli¢ini veoma slican HEV virusu sisara, ptica i pacova. Genetskom analizom je dokazano
da CTV virus sa HEV virusom sisara i ptica deli samo 13, odnosno 27% zajednickih
sekvenci, §to bi moglo da ovaj novootkriveni virus svrsta u potpuno novi rod.

Postoje izvestaji 1 o detekcije antitela protiv HEV virusa kod pasa u Vijetnamu i
Indiji, kod krava u Americi, Somaliji, TadZikistanu, Turkmenistanu i Ukrajini i kod ovaca

u Turkmenistanu (Tien et al., 1997; Arankalle et al., 2001)

d) HEV infekcija kod ptica

Na farmi u Australiji prvi put je 1999. godine izolovan virus iz uvecanih jetri i
slezine zivine i nazvan je BLSV virus (Big liver and spleen virus) (Payne et al., 1999).
Bolest je takode potvrdena u SAD i Kanadi gde je nazvana Sindrom uvecane jetre i slezine
(Hepatitis - splenomegaly syndrome HS). Predpostavlja se da virus koji izaziva HS
sindrom i BLSV virus medusobno dele 80% nukleotidnih sekvenci, $to ukazuje na
¢injenicu da predstavljaju dve varijante jednog istog virusa. (Hagshenas et al, 2001; Meng
et al., 2008). Iako je ovaj virus morfoloski i genetski slican HEV virusu sisara, genetskom
analizom je ustanovljeno da novootkriveni virus deli 50-60% nukleotidnih sekvenci sa
HEV virusom ljudi i svrstan je u poseban rod unutar familije Hepeviridae: avijarni HEV
virus (avian HEV). Do sada je dokazano da postoje najmanje 3 genotipa avijarnog HEV
virusa, koji su povezani sa geografskim podru¢jima na kojima se pojavljuju: Australija,
SAD i Evropa (do sada potvrden u Spaniji i Madarskoj) (Marek et al, 2010).

Ustanovljeno je da u je u SAD infekcija ubikvitarna medu zivinom. Tokom jednog
istrazivanja pregledano je ukupno 1.276 uzoraka krvi zivine in-house ELISA testom i
utvrdeno je da je 71% zapata i 30% testirane zivine bilo seropozitivno na prisustvo HEV
virusa. Anti-HEV antitela su ustanovljena kod 17% Zivine mlade od 18 nedelja, dok je taj
procenat iznosio 36% kod Zivine starije od 18 nedelja (Huang et al., 2002). Utvrdeno je da
naj¢eS¢e oboljevaju nosilje rase Leghorn, ali se infekcija moZze javiti i kod brojlerskih
nosilja. Bolest uglavnom prolazi subklini¢ki, a morbiditet i mortaliet je naj¢esSce nizak. U

nekim slucajevima se javlja pad nosivosti jaja do 20% i povecani nedeljni mortalitet nosilja
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od 0,3% do najvise 1%. Patomorfoloskom analizom zabelezeno je povecanje jetre i

slezine, hemoragije i subkapsularni hematomi (Meng et al., 2008).

2.4 TRANSMISIJA HEV

2.4.1 Transmisija putem vode

Epidemije hepatitis E infekcije se najcece javljaju za vreme pojave jakih kiSa,
poplava i monsuna u oblastima Azije i Afrike. Tada dolazi do kontaminacije vode
fekalijama. Velike poplave bile su i uzrok epidemije koja je izbila 50-tih godina u Indiji.
Prirodni izvori vode mogu takode biti izvori infekcije, narocito u zemljama sa nedovoljno
razvijenim higijenskim i sanitarnim uslovima Zivota. Koris¢enje neprokuvane vode iz reka
je dovodilo takode do izbijanja epidemija izazvanih virusom HEV. Izbeglice i ljudi koji
zive u kolektivnim kampovima su izlozeni veéem riziku prenoSenja infekcije putem
zagadene vode. Jedna od najvecih epidemija zabeleZene je u izbeglickom kampu u Sudanu,

gde je za 6 meseci obolela 2.6610soba, a 45 soba je umrlo, ukljucujuéi i 19 trudnica. (A.

Bosch, 2007).

2.4.2 Eksperimentalana transmisija virusa medu vrstama

Usmanov i sar. su jo§ 1994. godine uspeli da inficiraji jagnjad HEV virusom ljudi i
kod Zivotinja se razvila klinicka slika bolesti. Rhesus majmuni i Simpanze se mogu u
eksperimentalnim uslovima inficirati HEV virusom svinja genotip 3 i1 4. Kod zaraZenih
Zivotinja je zabelezena serokonverzija HEV antitela, poviSen nivo enzima jetre i
izlu¢ivanje virusa putem fecesa. Vestacka infekcija SPF svinja (Specific- pathogen- free
swine) humanim virusom HEV genotip 3 i 4 je kod zivotinja izazvala viremiju i povisen
nivo anti-HEV antitela, $to je bio dokaz da se svinje mogu zaraziti humanim tipom HEV
virusa. Infekcija svinja humanim HEV genotipom 1 i 2 nije uspela (Meng et al., 2008;
Feagins et al., 2008).

2.4.3. Zoonotska transmisija virusa

Meng i sar. su 1997 godine prvi izolovali HEV virus svinja. Kasnijim analizama
genoma utvrdeno je da HEV svinja i izolati HEV ljudi u Americi (US-1 i US-2) dele 97%
identi¢nih nukleotidnih sekvenci. Posle ovih prvih nalaza, HEV je izolovan kod svinja i

ljudi u mnogim zemljama i prepoznat kao uzro¢nik zoonozne infekcije.
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Analiza seroprevalencije kod ljudi koji su profesionalno izlozeni kontaktu sa
svinjama, kao $to su: uzgajivaci svinja, farmeri, veterinari i radnici u klanicama pokazala je
da je nivo specifi¢nih antitela protiv HEV virusa visi kod ljudi koji su u kontaktu sa
svinjama nego kod ostale populacije. Hsieh i sar. (1999) su otkrili da je 27% radnika na
farmama svinja bilo HEV seropozitivno u poredenju sa 8% seropozitivnih ljudi u
kontrolnoj grupi. U Moldaviji je in-house ELISA testom ispitano 264 uzgajivaca svinja i
255 ljudi koji nisu izlozeni kontaktu sa svinjama. Prevalencija HEV infekcije bila je visa
kod uzgajivaca nego kod kontrolne grupe (51,1% prema 24,7%) (Drobeniuc et al., 2001).
U osam drzava SAD vrSeno je ispitivanje HEV seroprevalencije kod 468 veterinara koji su
radili na svinjarskim farmama. Ispitivanja su vrSena ELISA testom gde je kao antigen
koris¢en americki izolat HEV genotip 3 svinja i HEV genotip 1 ljudi Sar-55. Kod oko 23%
veterinara je ustanovljeno prisusto antitela protiv antigena HEV svinja, odnosno kod 26%
protiv antigena HEV ljudi (Meng et al., 2002). Whiters i sar. (2002) su utvrdili da su
radnici na farmama svinja u Severnj Karolini (SAD) imali 4,5 puta visi nivo IgG antitela
protiv. HEV u odnosu na kontrolnu grupu. Istraziva¢i Olsen i sar. (2006) su ispitali
seroprevalenciju anti-HEV antitela kod 115 radnika na farmama svinja u Svedskoj i
ustanovili da je 13% radnika bilo inficirano. U Holandiji su ispitani uzorci krvi 3
subpopulacije ljudi: 49 veterinara koji su rade na farmama svinja, 153 ostalih veterinara i
644 osobe razli¢itih zanimanja. Seroprevalencija je iznosila: 11%, odnosno 6% i 2%
(Bouwknegt et al., 2008). Na Tajlandu je istrazivanjem obuhvaéeno ukupno 408 zdravih
osoba, a kao dijagnosti¢ka metoda je koriS¢en komercijalni ELISA set kit. Visok nivo anti-
HEV antitela detektovan je kod radnika na farmama svinja (27,9%), nesto niZi procenat je
zabelezen kod radnika na farmama Zivine (24,5%), a najmanji kod sluzbenika (16,7%)
(Pourpongporn et al.,2009). U Gani, koja se smatra endemskim podru¢jem, proseCan
detektovani nivo antitela protiv HEV virusa kod radnika na farmama svinja iznosio je
34,84%, od Cega su 19,26% cinili imunoglobulini IgG klase, a 15,58% IgM. U Austriji su
istraziva¢i Forgach 1 sar. (2007) ispitivali zastupljenost HEV infekcije kod radnika na
farmama svinja i Zivine. Ukupno je pergledano 478 uzoraka krvi. Seroprevalencija kod
radnika na farmama svinja je iznosila 25,49% za IgM i 28,42% za 1gG anti-HEV antitela,
dok je kod radnika na Zivinarskim farama iznosila 36,6% za 19G i 27,37% za IgM antitela.
U pojedinim istrazivanjima zabelezeni su i rezultati u kojima je bila niska seropozitivnost
kod ljudi koji su u stalnom kontaktu sa svinjama. Meader i sar. (2010) su prvi ispitali
seroprevalenciju kod 413 ljudi zaposlenih na farmama svinja u Engleskoj. Detektovan je
nizak nivo anti-HEV antitela od 2,4%.
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Kao jedinstven slucaj, u Francuskoj je dokazana HEV infekcija kod osobe koja se
najverovatnije zarazila od svog kuénog ljubimca, patuljastog praseta vijetnamske rase. Kod
pacijenta su se javili znaci zutice i detektovana su antitela protiv HEV virusa. 1z krvnog
seruma obolele osobe i praseta izolovanje je HEV RNK, a homologija nukleotidnih

sekvenci je inosila 92% (Renou et al., 2007).

2.4.4. Transmisja putem Krvi

HEV infekcija zabeleZena je i kod dobrovoljnih davalaca krvi u industrijalizovanim
I razvijenim zemljama. Ustanovljena seroprevalencija se razlikovala od zemlje do zemlje i
iznosila je: 4% na Novom Zelandu, 3,2% u Francuskoj, 2,3% u Brazilu, 2,8% u Spaniji,
2,5% u Holandiji, 3,2% u Japanu, 4,9% u Svajcarskoj itd. (Dalton et al., 2007; Boutrouielle
et al., 2007; Bortolierio et al., 2006;Mateos et al., 1998; Bouwknegt et al., 2007; Sakata et
al.,, 2008, Kaufmann et al.,, 2011). Pored prethodno navedenih niskih vrednosti
seroprevalencije, pojedini istraziva¢i su ustanovili da je HEV infekcija Siroko
rasprostranjena u SAD i Engleskoj kod dobrovoljnih davalaca krvi. U Americi, Meng i sar.
(2002) su ispitali 400 uzoraka krvi dobrovoljnih davalaca i ustanovili seroprevalencu koja
je iznosila 18%, a u Engleskoj su Bendall i sar. (2010) ustanovili prevalencu od 16,2%
analizom 500 uzoraka krvi dobrovoljnih davalaca. Kod dobrovoljnih davalaca krvi u
zemljama endemskog podruéja zabelezen je visi nivo antitela protiv HEV virusa u odnosu
na razvijene industrijske zemlje. U Iranu, istraZivanje je sprovedeno na 400 dobrovoljnih
davalaca krvi. Specificna antitela protiv HEV su dokazana kod 11,5% testiranih osoba
(46/400) (Assarehzadegan et al., 2008). Prvo istrazivanje prisustva HEV antitela kod
dobrovoljnih davalaca krvi u Saudijskoj Arabiji potvrdilo je visok nivo anti-HEV antitela
kod 16,9% pregledanih uzoraka krvi, u Koreji 11,9% , a u Albaniji 12,1% ( Abdelaal et al.,
1998 ;Ahn et al., 2005; Kondili et al., 2006). Detaljna analiza krvi 44. 816,00 dobrovoljnih
davalaca u Kini potvrdila je da je HEV infekcija prisutna,a prosecna seroprevalencija je
iznosila za 1gG antitela 32,60% i za IgM antitela 0,94% (Guo et al., 2010). U nasoj zemlji
su prva istrazivanja prisustva HEV infekcije kod ljudi objavili su Deli¢ i sar. (2003).
Ispitivanje je obuhvatilo nekoliko rizi¢nih grupa: homoseksualci, prostitutke, i.v.
narkomani, hematoloski bolesnici i dobrovoljni davalaoci Krvi, a prose¢na seroprevalencija
je iznosila 16,9% (35/206).

Posle dokaza prisustva HEV virusa u krvi dobrovoljnih davalaca, zabelezeni su i
slu¢ajevi HEV infekcije kod ljudi putem transfuzije krvi. Kod pacijenta koji je putem

transfuzije primio krv zarazenu HEV virusom javili su se znaci akutnog hepatitisa E,
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povisen nivo alanin aminotransferaze (ALT) i detektovana su anti-HEV antitela. Analizom
krvi davaoca ustanovljeno je takode prisustvo antitela protiv HEV virusa. Davaoc krvi je
konzumirao svinjsko meso pe¢eno na rostilju, a njegov otac je dva meseca posle vecere
preminuo od fulminantnog oblika hepatitisa E. (Matsubayashi et al., 2008). Pored
navedenog slucaja, postoje podaci o0 mnogobrojnim dokazanim HEV infekcijama nastalim
kao posledica transfuzije krvi (Boxall et al., 2006; Colson et al., 2007; Tamura et al.,
2007;)

2.4.5 Perinatalna transmisija

Iako se smatra da je moguénost prenosenja HEV infekcije sa majke na dete
vertikalnim putem veoma mala u razvijenim zemljama, procenat prenosSenja infekcije na
ovaj na¢in u zemljama u razvoju nije zanemarljiv. U istrazivanjima sprovedenim u Indiji i
Argentini, kod 23,3% (Kumar et al., 2004) odnosno 33,3-50% (Sookoian, 2006)
novorodene dece detektovana su antitela protiv HEV . U drugom istrazivanju sprovedenom
u Indiji, 468 trudnica je testirano i 28 (30%) je bilo HEV RNK pozitivno. Kod 12 zena od
28 su se razvilii klinicki znaci bolesti, a dve Zene su preminule pre porodaja. Sva deca
rodena od HEV pozitivnih majki su imali klinicke znake akutne HEV infekcije. (Kumar et

al., 2001; Mushahwar 2008)

2.4.6 Transmisija HEV putem transplantacije organa

Hepatitis E virus moze izazvati nastajanje hroni¢nog oboljenja jetre i cirozu kod
pacijenata sa imunosupresijom kojima je izvrSeno presadivanje jetre. U Holandiji je
ispitano ukupno 274 pacijenata kojima je presadena jetra i kod 11 osoba je utvrden poviSen
nivo anti-HEV antitela. Jedna osoba (1%) je obolela sa znacima hepatitis E infekcije posle
transplantacije (Haagsma et al., 2009). U Francuskoj je vrSeno istraZivanje kod 226
pacijenata kojima je presadena jetra i kod 10 (4%) osoba su detektovana antitela, a dve
osobe su obolele od hepatitis E infekcije (Pischke et al., 2010c). 1z 17 medicinskih centara
u Evropi i SAD uzeti su podaci o istoriji bolesti 85 pacijenata sa HEV infekcijom koji su
bili podvrgnuti operaciji transplantacije jetre. Kod 56 pacijenata (65,9%) je
dijagnostikovana hroni¢na ciroza jetre, a HEV RNK je dokazana u serumu ili fecesu
obolelih ljudi (Kamar et al., 2011). Od 108 testiranih seruma pacijenata kojima je
presadena jetra ili bubreg kod 3 osobe su ustanovljena anti-HEV antitela u istrazivanju
koje su sproveli Buti i sar. (2010) u Spaniji. ZabeleZeni su i slu¢ajevi pojave hroni¢nog

hepatitisa 1 poviSenog nivoa aminotrasnsferaza kod dece kojima je izvrSena transplantacija
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jetre (Halac et al., 2012). Istrazivaci Schlosser i sar. (2011) opisali su slucaj starije osobe
koja je preminula od ciroze jetre sa znacima septickog Soka 15 meseci posle presadivanja
jetre. U serumu preminule osobe detektovana su anti-HEV IgM i 1gG antitela i izolovana je
HEV RNK. | u uzorku jetre donora utvrdena je visoka koncentracija HEV RNK.
Objavljeni podaci ukazuju da postoji opasnost od HEV infekcije kod imunosupresivnih
pacijenata kojima je izvrSena transplantacija jetre, ali je taj procenat veoma nizak. Ove
osobe bi trebale da izbegavaju konzumiranje nedovoljno termicki obradenog mesa i na taj
nacin bi izbegle moguénost zoonotske re-infekcije.

Pored opasnosti od inficiranje HEV virusom putem presadivanja ljudske jetre i
drugih organa, veca moguénost zarazavanja postoji prilikom xenotransplantacije
(transplantacija zivotinjskih organma na ljude). Svinje predstavljaju dobre donore organa,
pre svega jetre, zbog svojih anatomskih i metabolickih karakteristika koje su sli¢ne
ljudskim. Medutim, otkrivanjem postojanja HEV infekcije svinja, pojavljuje se i rizik od
xenozoonozne infekcije (Williams et al., 2001).

2.4.7 Transmisija putem hrane

Nakon uspesnog eksperimentalnog prenosenja HEV infekcije sa ljudi na svinje,
izolacije HEV virusa kod svinja i eksperimentalnog inficiranja majmuna svinjskim HEV
virusom, postavilo se pitanje zoonotskog potencijala virusa i moguénosti inficiranja ljudi
putem zaraZenog mesa. Nekoliko slu¢ajeva pojave akutnih HEV infekcija kod ljudi dovede
se u vezu sa konzumiranjem zaraZenih namirnica.

Matsuda i sar. (2003) su opisali dva slu¢aja oboljevanja ljudi u Japanu sa znacima
akutnog hepatitisa E, koji je nastao nakon konzumiranja jetri divljih svinja. Pacijenti su jeli
u viSe navrata termic¢ki neobradene jetre u sirovom stanju, $to je uobicajna navika u
Japanu. Jedna osoba je preminula sa znacima hepati¢ne kome. U drugom izvestaju navodi
se da je 10 ljudi obolelo od akutnog oblika HEV infekcije u periodu od 2001 do 2002
godine u Hokaidu u Japanu. Devet osoba (90%) je konzumiralo termicki neobradene jetre
svinja ili jetre pecene na rostilju. Ispitano je i 363 uzoraka jetri iz mesara i u 7 (1,9%)
uzoraka je potvrdeno prisustvo virusne RNK HEV genotip 3 i 4. Jedan izolat svinja iz
pakovanja j imao je 100% identi¢ne nukleotidne sekcvence kao i HEV RNK izolovana iz
krvi 86-godisnjeg pacijenta. Druga dva izolata iz jetri svinja su imali 98,5%, odnosno 100
% identi¢ne sekvence sa izolatom dobijenim od 44-godiSnjeg pacijenta (Yazaki et al.,
2003). Dva pacijenta takode sa znacima akutnog hepatitsisa primljena su u jednu bolnicu u

Japanu. Nakon analiza, utvrdeno je prisustvo anti-HEV IgM i IgG antitela, i dokazana je
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HEV RNK. Otkrivanjem istorije slucaja, ustanovljeno je da su oboleli ljudi jeli nedovoljno
pecene kobasice sadinjene od mesa divljih svinja. Filogenetskom analizom genoma virusa
utrdeno je da pripada HEV genotipu 3 (Tamada et al., 2004). Jo§ nekoliko slucajeva
inficiranja ljudi koji su jeli sirivo meso divljih svinja je opisano u Japanu i dovodi se u
vezu sa navikama u ishrani u tom delu sveta (Tei et al., 2004; Li et al., 2005; Masuda et al.,
2005) (Slika 7). Zabelezena je i HEV infekcija kod pacijenata koji su jeli zarazeno sirovo
meso jelena. Prvi znaci bolesti javili su se posle 6-7 nedelja od konzumiranja mesa.
Nukleotidne sekvence HEV RNK kod pacijenata i iz mesa jelena bile su identi¢ne (Tei et
al., 2003). U Francuskoj, na Korzici, je opisano 8 slucajeva infekcije kod osoba koje su jele
kobasice pripremljene od sirovih svinjskih jetri. IzvrSena je genetska anliza 7 uzoraka
kobasica iz supermarketa i ustanovljena genetska sli¢nost izmedu HEV RNK sekvenci
izolovanih iz kobasica 1 iz krvi ljudi (Colson, 2010). Osim svinjskih jetri i mesa divljaci,
kao uzro¢nik alimentarnih infekcija HEV virusom pominju se i zaraZene ostrige, koje su
bile uzro¢nik pojave nekoliko akutnih slucajeva hepatitis HEV infekcije kod pacijenata na
Siciliji (Cacopardo et al., 1997). Zabelezena je pojava HEV infekcije koja je izbila na
prekookeanskom brodu-kruzeru. Na brodu je bilo 789 osoba, a 33 (4%) osobe su obolele sa
znacima akutne infekcije. Kao izvor infekcije navodi se konzumacija zarazenih ostriga
(Said et al., 2009).

Slika 7: Transmisija HEV virusa moguca je putem konzumacije sirove jetre domacih i

divljih svinja

Slika preuzeta sa: www.cfs.gov.hk (Pristupljeno Internetu: 25.05.2013)
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Nakon mnogobrojnih rezultata istraZivanja u kojima je potvrdeno da je HEV virus
zoonozni patogen i da su se ljudi inficirali zarazenim mesom | jetrama, zapocela su
ispitivanja prisustva HEV virusa u jetrama svinja na klanicama, u marketima i mesarama.
Yazaki i sar. (2003) su sproveli jedno od prvih ispitivanja prisustva zarazenosti svinjskih
jetri u mesarama i potrdili prisustvo hepatitis E virusa kod 2% uzoraka. U 127 ispitanih
uzoraka jetri kupljenih u marketu u SAD, u 14 (11%) uzoraka je molekularnom metodom
detektovana HEV RNK. Filogenetska analiza genoma je pokazala da svih 14 pomenutih
izolata pripada HEV genotip 3 (Feagins et al., 2007). U Holandiji je ispitano 62 uzoraka
jetri i u 4 (6,5%) je potvrdrno prisustvo HEV RNK. Utvrdene su genetske sekvence i
dokazano je da pripadaju HEV genotip 3. Izolovani HEV virus iz jetre imao je 93%
homolognih nukleotidnih sekvenci sa humanim HEV virusom i 97% sa svinjskim HEV
virusom prethodno potvrdenim u Holandiji. (Bouwknegt et al., 2007). Od 35 uzoraka jetri
koje su sakupljeni iz dve klanice u Kini, u 3 (8,57%) uzorka je dokazano prisustvo HEV
RNK genotip 4 (Wang et al., 2007). Druga grupa kineskih istrazivaca ispitala je 127
uzoraka jetri sa klanica i u 4 uzorka (3,5%) su detektovali prisustvo HEV RNK, a daljim
analizama je potvrdeno da genetske sekvence pripadaju HEV genotip 4. Takode je
potvrdeno da izolat HEV iz svinjskih jetri deli 96,1-96,4% sekvenci sa izolatima pacijenata
sa akutnom infekcijom hepatitisa E izolovanih iz iste oblasti Kine (Li et al., 2009). Autori
Kulkarni i Arankalle (2008) istrazivali su prisustvo HEV infekcije u 240 uzoraka jetri
svinja poreklom sa pijace i u dva uzorka (0,83%) detektovali HEV genotip 4. Analiza
nukleotidnih sekvenci je pokazala sli¢nost od 90-91% sa izolatima HEV svinja u Indiji. U
jednoj klanici u Kanadi sakupljeni su limfni ¢vorovi, uzorci jetri, zuci, zu¢nih puteva,
fecesa, tonzila i krvi od ukupno 43 Zzivotinje. Kod 14 Zzivotinja od 43 pregledane je
utvrdeno prisustvo HEV genoma u razli¢itim organima (Leblanc et al., 2010). Ispitivanje
uzoraka jetri u klanicama i mesarama vrSeno je i u Brazilu i U Nemackoj, a virusna HEV
RNK ustanovljena je u 9,6%, odnosno 4% uzoraka (Santos et al., 2011; Wenzel et al.
2011). Do sada izneti rezultati istrazivanja prikazali su prisustvo HEV virusa u jetrama
svinja u relativno niskom procentu koji se kretao od 0,85% do najvise 11%. Suprotno ovim
nalazima, u jednoj nedavno sprovedenoj studiji u ltaliji ispitano je 48 uzoraka jetri, a ¢ak u
64,6% uzoraka je detektovana virsna HEV RNK. U jetrama prasadi uzrasta 3-4 mesaca
HEV RNK je dokazana u 95% uzoraka u odnosu na uzorke jetri svinja starih 9-10 meseci,
gde je taj procenat iznosio 42,9%. Genetska analiza sekvenci potvrdila je da svi izolati

pripadaju HEV genotip 3 (Di Bartolo et al., 2011). Nedavno su publikovani prvi rezultati
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istrazivanja prisustva hepatitis E virusa na klanicama u Ceskoj, gde je u 2.5% uzoraka

mesa i 5% uzoraka jetri detektovana HEV RNK ( di Bartolo et al., 2010).

2.4.8 HEV kao zagadivac Zivotne sredine

Zarazene zivotinje, kao rezervoari virusnog agensa, predstavljaju izvor HEV
infekcije. Virus se u akutnoj fazi bolesti izlucuje putem fecesa i dospeva u vodene tokove i
zemljiste. Velike epidemije koje su se pojavljivale u zemljama u razvoju u Aziji i Africi,
vezane su za koris¢enje kontaminiranih izvora vode. U zemljama sa niskih higijenskim
uslovima Zivota, nepreci§¢ena voda iz prirodnih izvora reka i jezera Kkoristi se za kupanje,
pi¢e i navodnjavanje. Takode je hepatitis E virus dokazan i u uzorcima vode iz
kanalizacije, otpadnim vodama na farmama svinja i klanicama, kao i u stajnjaku ( Purcell
et Emerson, 2001: Kasorndorkbua et al., 2005; Meng, 2010). U jednom istraZzivanju
sprovedenom u Holandiji HEV genotip 3 svinja dokazan je u 17% ispitanih uzoraka
povrsinskih voda (Rutjes et al., 2009b). Pina i sar. (2000) ispitali su 12 uzoraka otpadnih
voda u klanicama u Spaniji i u njima dokazali prisustvo HEV virusa. Analiza nukleotidnih
sekvenci je pokazala sli¢nost od 92-94% sa humanim izolatima HEV virusa sa istog
podruc¢ja. U Sloveniji je ispitano 60 uzoraka povrSinskih voda i u 2 (3,3%) uzorka je
utvrdeno prisustvo HEV genotip 3. Jedan od pozitivnih uzoraka poticao je iz vodenih
tokova blizu farme svinja (Steyer et al., 2011). NepreciS¢ena otpadna voda se u nekim
ruralnim oblastima koristi za navodnjavanje polja i predstavlja opasnost za ljudsko
zdravlje. U Turskoj su istrazivac¢i Ceylan 1 sar. (2003) ispitivali seroprevalenciju HEV
infekcije kod radnika u poljima koja se navodnjavaju neprec¢i¢enom vodom. U istraZivanju
je ucestvovalo 46 farmera i 45 osoba kao kontrolna grupa. Anti-HEV antitela su
detektovana kod 34,8% radnika u odnosu na 4,4% kod kontrolne grupe ljudi koji nisu radili
na poljima. U Indiji je HEV seroprevalencija kod radnika koji su radili na ciS¢enju

kanalizacije iznosila 57%, a kod kontrolne grupe 19% (Vaidya et al., 2003).

2.5 PATOGENEZA I IMUNOLOSKI ODGOVOR

Patogeneza 1 imunoloski odgovor HEV infekcije su viSe izucavani kod ljudi, dok
podataka o razvoju bolesti kod svinja nema dovoljno. Hepatitis E virus se prvenstveno
prenosi fekalno-oralnim putem. Osoba se moze inficirati unosenjem kontaminirane hrane
ili vode. Kao rezultat umnozavanja u jetri, HEV virus se dalje prenosi putem zuci kroz

7uéne kanale do tankih i debelih creva i izluCuje preko fecesa. Fekalna ekskrecija virusa

24



zapocCinje oko nedelju dana pre pojave simptoma bolesti i traje joS najmanje 2 do 3 nedelje
posle prestanka simptoma oboljenja (Slika 8). Cesto infekcija moze da prode i
asimptomatski, bez znakova bolesti. Osobe sa asimptomatskom Kklinickom slikom
predstavljaju rezervoare bolesti i mogu dugo da izlucuju virus i na taj nacin ucestvuju u
lancu prenoSenja infekcije daljim zagadivanjem hrane i vode (Worm et al.,, 2002.;
Bouweknegt et al., 2009).

Slika 8: Patogeneza HEV infekcije kod ljudi
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Slika preuzeta sa: www.niaid.ni.gov
(Pristupljeno Internetu: 25.05.2013)

Pojavu 1 razvoj imunoloSkog odgovora kod HEV infekcije proucavali su Tokita i
sar. (2003) kod pacijentkinje kod koje se razvila akutna slika bolesti. Uzorci seruma su
sakupljani u periodu od 6. dana pojave simptoma bolesti do 281. dana. Serumi su
pregledani ELISA testom na prisustvo anti-HEV IgA, 1gG i IgM antitela. 1gA i IgM
antitela su imali najvisi nivo 9. dana od pocetka bolesti i paralelno su poceli naglo da
opadaju, ali su se mogli detektovati u krvi do 6 meseci. Najvisi titar IgG antitela zabelezen
je 145. dana i od tada se beleZi postepeni pad, ali su antitela u krvi pacijentkinje mogla se

se detektuju jo$ 7-8 godina. Posle 6 dana od pocetka bolesti, iz krvi je izolovan RNK, koji
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se zadrzao do 23. dana od pojave simptoma bolesti. Nivo ALT enzima je bio visok od 3-
23. dana posle pojave simptoma.

Istrazivac¢i Takahashi i1 sar. (2005) su kod 15 pacijenata pratili nivo IgM 1 IgA
antitela, kao i prisustvo HEV RNK. Virusna HEV RNK je mogla da se detektuje od 7- 40.
dana u serumu od pocetka pojave simptoma bolesti. Anti-HEV IgA i IgM antitela su mogla
da se detektuju do 37., 55. i 62. dana od pojave simptoma bolesti kod 3 pacijenta, ali su se
kod 12 osoba mogla detektovati i do kraja perioda observacije (do 144. dana). U proseku,
IgM antitela dostizu svoj maksimum za vreme simptomatskog perioda i po¢inju naglo da
opadaju i ne mogu se viSe detektovati posle 3-6 meseci. IgG antitela se pojavljuju posle 3-4
nedelje od pocetka infekcije, za vreme najviseg nivoa ALT enzima. Nivo IgG antitela raste
za vreme simptomatske faze i ova antitela se mogu detektovati i u fazi rekovalescencije i

jos$ nekoliko godina posle prestanka infekcije (Mushahwar, 2008) (Slika 9)

Slika 9: Razvoj humoralnog imunoloskog odgovor HEV infekcije kod ljudi
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Slika preuzeta sa : www.pathmicro.med.sc.edu/virol/HEPE-CDJ1.qgif (Pristupljeno Internetu:24.05.2013)

Celularni imunoloski odgovor za vreme HEV infekcije je veoma malo izucavan.
Srivastava 1 sar. (2007) su ispitivali pomoc¢u protocne citometrije pojavu CD4+/CD8+ T
¢elija u perifernoj krvi pacijenata nakon stimulacije sa HEV ORF 2 proteinom. Ove ¢elije
su zaduzene za sekreciju interferon-y (IFN-y), tumor necrosis faktora (TNF-o) i
interleukina 4 (IL-4). lako je ukupan broj CD4+ ¢elija bio povecan kod obolelih u odnosu
na kontrolnu grupu, odnos CD4+/CD69+ i CD8+/CD69+ koje produkuju interferon gama,
tumor necrosis factor i interleukin-4 ostao je nepromenjen i nakon in vitro stimulacije sa

HEV ORF-2 proteinom. Medutim, nakon stimulacije sa HEV ORF2 proteinom u
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supernatantu stimulisanih mononukleranih celija periferne krvi (PBMCs) zabelezen je
povecan nivo IFN- y i TNF-a. Ovaj detektovani ograni¢eni imunoloski odgovor u
perifernoj krvi moze biti posledica migracije celija ka jetri, kao centralnom organu
odvijanja HEV infekcije.

Kao sto je vec istaknuto, patogeneza HEV infekcije kod svinja nije dovoljno izucavana.
Predpostavlja se da se HEV svinja prenosi takode fekalno-oralnim putem. Primarni organ
umnozavanja virusa nije poznat, ali se predpostavlja da se virus najpre umnozava u
gastroitestinalnom traktu, a zatim se putem krvi, za vreme primarne viremije, $iri do target
organa - jetre. Williams i sar. (2001) su dokazali da se replikacija HEV virusa odvija i
ekstrahepaticno. Nakon vestacke infekcije SPF svinja virusom HEV svinja i ljudi,
detektovana je HEV RNK, koja je odgovorna za replikaciju virusa, u tankim crevima,
limfnim ¢vorovima, debelom crevu 1 jetri. U jednom drugom istrazivanju autora Nilsa de
Deus i sar. (2007), prisustvo HEV RNK dokazano je u uzorcima zuci, mezenterijalnih
limfnih ¢vorova i jetre prasadi uzrasta 1-4 meseca, §to ukazuje na €injenicu da se virus u
ovim organima intezivno umnozava i akumulira.

Podaci o nastanku i trajanju viremije, izluCivanju virusa putem fecesa i pojavi
humoralnog imunoloskog odgovora kod svinja su razli¢iti, u zavisnosti od toga da li su
rezultati dobijeni u uslovima eksperimentalnog inficiranja zivotinja ili putem prirodne
infekcije. Istrazivaci Meng 1 sar. (1997) su ispitali veéi broj svinja na farmama u SAD i
utvrdili da se infekcija uglavnom javljala kod prasadi uzrasta 2-3 meseca. Period
inkubacije, od momenta inficiranja do pocetka izlu¢ivanja virusa putem fecesa, trajao je od
1-4 nedelje. Inficirane svinje pokazivale su znake prolazne viremije koja je trajala 1-2
nedelje. Fekalno izlucivanje virusa pocelo je 2-3 nedelje od momenta infekciranja i trajalo
je 3-7 nedelja. Odrasle svinje, krmace i nerastovi, iako su uglavnom bili seropozitivni, nisu
izluCivale virus putem fecesa. Istrazivaci Nakai i1 sar. (2006) su ispitivali izlu¢ivanje
ekreciju? HEV virusa putem fecesa svinja na farmama u Japanu. Kod 75%, odnosno 100%
prasadi sa dve farme uzrasta 1-3 meseca ustanovljeno je prisustvo HEV RNK u fecesu, dok
je taj procenat iznosio 7% kod odraslih Zivotinja uzrasta 5-6 meseci. U istrazivanju Nilse
de Deus i sar. (2008) HEV virus se prvi put mogao detektovati u fecesu prasadi u uzrastu
od 9 nedelja. Sa 12-15 nedelja Zivota sva prasad su izlucivala virus putem fecesa. Kanai et
al., 2010 su utvrdili da se kod Zzivotinja inficiranih prirodnim putem, HEV virus mogao
detektovati u fecesu prasadi uzrasta 30-110 dana, dok svinje uzrasta od 120 dana nisu vise
izlu¢ivale HEV virus putem fecesa, a viremija je zabelezena kod prasadi starih 40-110

dana. U nedavno sprovedenom istrazivanju Bouwknegt 1 sar. (2009) pratili su patogenezu 1
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transmisiju HEV virusa kod svinja inficiranih putem prirodnog kontakta ili i.v.
inokulacijom virusa. Ustanovili su da fekalnao ekskrecija? izlucivanje virusa kod
kontakno-inficiranih svinja pocinje u proseku 7. dana od momenta inficiranja i traje 23
dana. Viremija se javila posle 13 dana od pocetka fekalnog izlu¢ivanja i trajalo je u
proseku 11 dana. VVreme nastanka fekalne ekskrecije? i viremije kod i.v. inficiranih svinja
je bilo znatno krace. Interesantan je podatak da osim S§to je HEV RNK detektovana u
razli¢itim organima, potvrdena je i u mesu, u slede¢im misi¢ima: Longissimus, Biceps,
Femoris i lliopsoas. Virusna HEV RNK je izolovana kod kontakno inficiranih svinja iz 20
od 39 pregledanih uzoraka mesa, $to predstavlja 51,28%. Dokaz HEV virusa u mesu svinja
predstavlja potencijalnu opasnost za preradu i proizvodnju zdravstveno bezbedne hrane.

Pored detekcije HEV RNK u fecesu ili u krvi za vreme faze viremije, kod svinja je
ispitan i razvoj imunoloskog odgovora nakon HEV infekcije. Nilsa de Deus i sar. (2008) su
istrazivali perzistenciju imuniteta kod prasadi poreklom od seropozitivnih krmaca i utvrdili
da su se IgG anti-HEV maternalna antitela u cirkulaciji prasadi poreklom od izrazito
seroloSki pozitivnih majki mogla detektovati do uzrasta od 9 nedelja, dok su prasad
poreklom od HEV slabo pozitivnih krmaca bila seropozitivna 1-3 nedelje. Sa prestankom
delovanja maternalnog imuniteta, prasad su se inficirala i sa 12 nedelja su se kod svih
prasadi mogla detektovati IgA 1 IgM antitela. IgA antitela su trajala u cirkulaciji 4 nedelje,
a IgM od 5-7 nedelja. Nivo IgA i IgG antitela je poceo da opada sa 18 nedelja. Sa 15
nedelja su detektovana IgG antitela koja su se dugo zadrzala i mogla pratiti do kraja
ogleda, do 22. nedelje Zivota. Rezultati istrazivaca Kanai 1 sar. (2010) prikazali su da su se
u krvi prasadi poreklom od HEV seropozitivnih majki IgA i 1gG antitela mogu detektovati
prvog dana zivota i njihov nivo je naglo opadao do 50. dana. Prasad, koja su rodena od
seronegativnih majki imala su izuzeto nizak nivo maternalnih anti-HEV antitela koji se
zadrzao do 50. dana zivota. Serokonverzija je kod prasadi koja poti¢u od seropozitivnih
majki pocela 60. dana, a kod prasadi poreklom od seronegativnih majki 50. dana. Nivo
antitela 1gG je kod obe grupe Zivotinja bio najvisi 70-90. dana, a zatim je poceo polako da
opada i zadrzao se u cirkulaciji do kraja ogleda koji je trajao 200 dana.

U proseku, u krvi obolelih svinja najpre se detektuju IgM antitela koja se kratko
zadrzavaju, a zatim IgG antitela koja dugo ostaju u cirkulaciji. Prasad rodena poreklom od
seronegativnih majki su seronegativna do uzrasta od 2 nedelje, kada se inficiraju i nivo 1gG
antitela raste. Prasad poreklom od seropozitivnin majki putem kolostruma dobijaju
maternalna antitela, koja se zadrzavaju u krvi 7-9 nedelja. Kada prestane dejstvo

maternalnih antitela, nastaje serokonverzija, prasad se inficira i stvara svoj sopstveni
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imunitet u periodu od 14-21. nedelje Zivota. U tom periodu se mogu detektovati IgM
antitela, koja su dokaz nastanka HEV infekcije. Nivo IgM antitela je najvisi oko nedelju
dana pre pojave IgG antitela i veoma brzo opada u periodu od 1-2 nedelje sa pojavom 1gG
antitela u cirkulacij (Meng et al., 1997) (slika 10).

Slika 10: Humoralni imunoloski odgovor i ekskrecija HEVvirusa kod svinja
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Slika preuzeta iz rada: Pavio et al: Zoonotic hepatitis E: animal reservoirs and emerging risks, Vet.Res. (2010)

Kada je u pitanju avijarni hepatitis E virus, dokazano je da zivina moze predstavljati
dobar model za istrazivanje replikacije i patogeneze virusa, posto je Zivinu moguce lako
inficirati oralnim putem, S§to je u eksperimentima sa svinjama i primatima bilo veoma
tesko. Takode, posto je dokazi da se avijarni HEV virus moze vertikalno prenositi, posto je
prisustvo virusa dokazano u jajima. Dejstvo avijarnog HEV virusa je ograniceno. Virus
moze inficirati ¢urke, ali veStacka infekcija svinja i rhesus majmuna avijarnim HEV

virusom nije uspela (Billam et al., 2005; Huang et al., 2004).

2.6 KLINICKA SLIKA

Prvi pouzdani i tacni podaci o patogenezi 1 klinickoj slicit HEV infekcije kod ljudi
dobijeni su na osnovu dva ispitivanja u kojima su eksperimentalno zarazene osobe koje su
pojele preciscen uzorak stolice pacijenata obolelih od HEV infekcije. U prvom ogledu,
Balayan i sar. (1983) su opisali da su se prvi simptomi bolesti razvili 36. dana posle

vesStacke infekcije sa znacima abdominalnog bola, nauzeje, vomitusa, anorexie, groznice,
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tamne mokrace i uvecene jetre, a posle nekoliko dana javila se i Zutica. Simptomi bolesti
su trajali 60 dana. Nivo enzima jetre ALT i AST bio je poviSen za vreme trajanja bolesti i
smanjio se na normalu sa prestankom znakova oboljenja. U drugom ispitivanju, takode,
sprovedenom na volonteru-dobrovoljcu (Chauhan et al., 1993) simptomi anorexie, tamne
mokrace, epigastri¢nih bolova i groznice javili su se posle 30 dana od inficiranja, a posle 8
dana javila se zutica koja je trajala do 120. dana. Nivo ALT enzima je poceo da raste 30.
dana od nastanka infekcije i dostigao je svoj maksimum 46. dana,a a zatim se postepeno
smanjivao i vratio na normalne vrednosti do 130. dana infekcije. Ekskrecija virusa putem
fecesa zabeleZena je od 30-46. dana od inficiranja. HEV RNK je detektovana u serumu 22.
dana i trajala je do 46. dana. Antitela protiv HEV virusa su zabelezena 41. dana i mogla su
se detektovati u krvi jo§ 2 godine posle zavrSetka infekcije

U proseku, period inkubacije traje oko 40 dana, sa rasponom od 15 do 60 dana.
Povisen nivo enzima jetre amino-alanin transferaze (ALT) nastaje posle 30. dana infekcije
I traje do 120. dana. Viremija je prolaznog karaktera, javlja se uglavnhom za vreme
prodromicne faze 1 nestaje sa pojavom klini¢kih simptoma bolesti. Klini¢ka slika je
karakteristicna za akutne virusne hepatitise sa pojavom Zutice, tamne mokrace, uvecane i

osetljive jetre, abdominalnim bolovima, muc¢ninom, povracanjem i groznicom (Slika 11).

Slika 11: Simptomi zutice kod obolele osobe

Y

Slika preuzeta sa :www.webanswers.com (Pristupljeno Internetu:24.05.2013)

Medutim, klinicka slika moze varirati i zabelezeni su razli€iti rasponi tezine bolesti, od
subklinic¢ke, asimptomatske forme do perakutnog (fulminatnog) toka. Hepatitis E virusna

infekcija je prevashodno oboljenje mladih osoba i ljudi srednjih godina, starosti od 15 do
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40 godina. Mortalitet izazvan HEV virusom iznosi od 0,2 do 3%. Medutim, kod inficiranih
trudnica u treéem trimestru gestacije javlja se fulminantni tok bolesti i mortalitet moze da
iznosi 15-25%. (Purcell et Emerson, 2001; Smith 2001; Skidmore 2002). Najcesce
komplikacije za vreme trudnoce predstavljaju smrt majke i ploda, pobacaji, radanje
nedonoscadi ili smrt novorodenih beba posle porodaja (Patra et al., 2007). Za vreme
epidemije koja je izbila u Kasmiru, 17,3%, 19,4% i 18,6% Zena u prvom, drugom i trecem
trimestru trudnoce je imalo klinicku sliku HEV infekcije u poredenju sa 2,1% inficiranih
Zena koje nisu bile trudne i 2,8% inficiranih muskaraca (Khuroo et al., 1981). Medutim,
rezultati nedavno objavljenog dvadesetogodiSnjeg istrazivanja (Bhatia et al., 2008)
pokazali su da kod pojave fulminantnog oblika hepatitisa nema razlike u stopi mortaliteta
kod trudnih Zena u odnosu na devojke i Zzene koje nisu bile trudne, kao i u odnosu na
muskarce. IstraZivanjem je obuhvaéeno ukupno 1.015 pacijenata sa akutnom oboljenjem
jetre izazavano hepatitis E virusom, koji su leeni u jednom medicinskom centru u Indiji, u
periodu od 1986. do 2006. godine. Od tog broja, 249 su bile trudnice, 341 pacijent su bile
devojke i zene koje nisu bile trudnice i 425 muskaraca. Stopa mortaliteta kod trudnica je
iznosila 53,8% i bila je sli¢na stopi mortaliteta kod devojaka, koje nisu bile trudne (57,2%)
i muskaraca (57,9%). Autori su zakljucili da HEV infekcija ne predstavlja uvek veliku
pretnju za trudnice, kao $to se do nedavno predpostavljalo. Do sada nisu utvrdeni razlozi
zbog kojih postoje razlike u prethodno opisanim stopama mortaliteta, izazvanoj HEV
infekcijom kod trudnica. Smatra se da osim virusnog agensa, znatan uticaj na tezinu
klinicke slike imaju HEV genotip, koli¢ina virusa, druge koinfekcije, imunoloski 1
hormonski faktori za vreme trudnoce, socio-ekonomski status i dr. (Kar et al., 2008).
Genotipovi 1 i 2 su viSe patogeni za ljude od genotipova 3 i 4. Koliko je poznato, do sada
nije opisan fulminantni tok hepatitis E infekcije kod trudnica izazvan sa HEV genotip 3
(Andersson et al.,2008). U jednoj studiji u Japanu, pacijenti oboleli od HEV genotip 4
infekcije imali su tezu klinicku sliku bolesti i vi§i nivo ALT enzima od pacijenata
inficiranih sa HEV genotip 3 (Ohnishi et al., 2006).

Visok nivo morbititeta i mortaliteta se moze javiti i kod imunosupresovanih osoba kod
kojih je izvrSena transplantacija organa ili kod pacijenata sa hroni¢nim oboljenjem jetre
kod kojih je doslo do superinfekcije HEV virusom. Opisani su i slu¢ajevi HEV infekcije sa
klinickom slikom koji nemaju manifestaciju oboljenja jetre, kao Sto su: pankreatitis,
trombocytopenija, hemoliza, autoimuni fenomeni, meningoecephalitis i druge neuroloske
pojave. Ove pojave su opisne samo U poradi¢nim slu¢ajevima kod nefulminantnog oblika
bolesti (R. Aggarwal, 2011).
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Kod svinja koje su se inficirale prirodnim putem, infekcija prolazi asimptomatski i
nema klinicke slike oboljenja (Meng i sar., 1997; Meng i sar., 1998). U istrazivanju koje su
sproveli Halbur i sar. (2001), jedna grupa SPF svinja je inficirana virusom hepatitisa E
svinja, druga grupa US2 HEV humanim sojem a tre¢a grupa su bile kontrolne svinje koje
nisu inficirane. Klini¢ki znaci bolesti se nisu razvili ni kod jedne grupe zivotinja. Oba
virusa su se umnozavala u svinjama, posSto je kod inficiranih svinja zabelezena
serokonverzija, a HEV RNK je mogla da se detektuje u fecesu, zuci, serumu i jetri
zarazenih jedinki. PoviSeni nivo enzima ALT i AST i bilirubina nije zabeleZen ni kod
jedne Zivotinje.

Takode, u eksperimentalnim uslovima, gravidne krmace koje su inficirane intravenski
HEV virusom svinja u razli¢itim stadijumima gestacije nisu imale klinicku sliku oboljenja,
niti su pobacile. Infekcija HEV virusom nije uticala na broj prasadi u leglu
1 vitalnost prasadi. Nivo enzima jetre takode nije bio povisen (Kasorndorkubua et al.,
2003). Sli¢éno ovom ogledu, Tsarev i sar. (1995) su inficirali humanim HEV virusom
gravidne rhesus majmune i nije doSlo do manifestacije klinicke slike bolesti, koja je

karakteristi¢na kod trudnih Zena.

2.7 PATOMORFOLOSKE PROMENE

PatomorfoloSke promene izazavane hepatitis E infekcijom kod ljudi uglavnom nastaju
u jetri i zu¢nim putevima. Predpostavlja se da promene na jetri nastaju direktnim dejstvom
imunoloskog mehanizma ili produktima genske ekspresije u hepatocitima, kao i1 dejstvom
virusnog kompleksa antigen/antitelo. Kod blazih oblika infekcije izazavane hepatitis E
virusom, biopsijom jetre ili nisu zabelezene znacajne inflamatorne promene na jetri ili su
postojali znaci staze zuci (cholestati¢ka forma). Histopatoloske promene su bile prolaznog
karaktera i nestale su za 3-6 meseci (Anderson and Shrestha, 2002). Osim opisanih blagih
patomorfoloskih promena, postoje i objavljeni podaci o znacajnim oSteCenjima jetre i
zuénih puteva. U istrazivanjima Peron i sar. (2007) izvrSana su histoloSka ispitivanja jetre
kod 11 pacijenata u jugozapadnoj Francuskoj, koji su imali znake sporadi¢nog akutnog
oblika hepatitisa E. Oboljenje je najpre dijagnostikovano na osnovu poviSenog nivoa
transaminaza, dokaza specifi¢nih antitela i HEV RNK u serumu i/ili fecesu. Kod 9
pacijenata opisane su nekroti¢no-inflamatorne promene na jetre. Kod 5 slucajeva je bio

prisutan konfluentni oblik nekroze. Cholangitis je zabelezen kod 9, a cholestaza kod 8
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pacijenata. Karakteristicni patoloski znaci akutnog hepatitisa E su bili: intralobularna
nekroza, polimorfna inflamacija i akutni cholangitis sa brojnim neutrofilima. Istrazivaci
Wendum 1 sar. (2005) su zabelezili 1 pojavu destruktivnog oblika cholangitisa sa
histoloskom slikom oS$tecenja epitela Zu¢nih puteva izazavanih dejstom HEV.

Kod svinja inficiranih HEV nisu uocene znacajnije makroskopske promene, osim
blagog povecéanja jetre i limfnih ¢vorova. Mikroskopske promene se uglavnom odnose na
inflamatorne promene sa infiltracijom limfocita i blaze nekroticne promene. U jednom
ogledu Meng i sar. (1997) su 4 praseta, koja su se inficirala hepatitis E virusom svinja
prirodnim putem, zrtvovali za vreme akutne faze bolesti. Patomorfoloskim pregledom nisu
zabeleZene vece lezija na jetri niti u drugim organima i tkivima. Mikroskopski, kod sva 4
praseta su opisane promene od blagog do srednjeg multifokalnog i periportalnog
limfoplazmati¢nog hepatitisa sa blagom fokalnom hepatocelularnom nekrozom. Takode,
kod svih prasadi je zabelezen limfoplazmati¢ni enteritis, a kod 3 praseta blagi multifokalni
limfplazmaticni intersticijalni nefritis. U drugom istrazivanju, ista grupa autora je pod
eksperimentalnim uslovima inficirala SPF prasad. Prvu grupu prasadi inficirali su hepatitis
E virusom svinja, a drugu grupu prasadi sa US2 humanim izolatom HEV. Nisu zabeleZeni
simptomi klini¢ke slike bolesti niti kod jedne grupe, ali je kod obe grupe inficirane prasadi
uoCeno blago povecanje jetre i mezenterijalnih limfnih ¢vorova od 7-55 dana posle
inokulacije. Kod prve grupe prasadi zabeleZene su blage mikroskopske lezije jetre. Kod
druge grupe prasadi zabelezene su teze promene u jetri, koje su odgovarale multifokalnom
limfoplazmati¢nom hepatitisu i uocena je fokalna hepatocelularna nekroza. HEV RNK je
al., 2001).

U jednom istrazivanju u Juznoj Koreji, pregledano je ukupno 40 svinja sa 19 farmi.
Kod 22 (55%) zivotinja RT-PCR metodom je otkrivena HEV RNK u jetri, ali velike
patoloSke lezije nisu potvrdene. U pojedinim sluc¢ajevima uocavalo se blago povecanje
jetre sa pojedinaénim zutim prebojavanjima. Kod svih RT-PCR pozitivnih jetri
mikroskopskim pregledom je uocen fokalni limfoplazmati¢ni hepatitis. Kod blazih
slu¢ajeva zabelezena je fokalna infiltracija limfocita, plazma celija 1 makrofaga u
portalnom delu. Kod tezih slucajeva je opisana veca portalna inflamacija 1 tezi oblik
limfoplazmati¢nog hepatitisa. U mnogobrojnim hepatocitima se mogla uociti vakuolarna
degeneracija i nekretocne promene (Lee et al., 2007).

Istrazivac¢i de Deus i1 sar. (2007) kod prasadi inficiranih prirodnim putem nisu

zabelezeli vidljive makroskopske promene na jetri i mezenterijalnim limfnim ¢vorovima.
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Kod 22 od 69 (31,9%) prasadi primecene su blage i srednje mikroskopske promene sa
znacima hepatitisa. Nakupljanje monunuklearnih ¢elija (makrofaga, limfocita i plazma
¢elija) uoceneo je u periportalnoj oblasti ili su bile razbacane po parenhimu jetre. Opisani
su 1 znaci blage multifokalne hepatocelularne nekroze. Od 26 zivotinja koje su bile HEV
RT-PCR pozitivne, kod 15 (57,7%) je zabelezeno prisustvo hepaticnih lezija. Sledece
ispitivanje istih autora sprovedeno je 2008. godine, i odnosilo se takode na utvrdivanje
toka i promena izazvanih HEV infekcijom kod prirodno inficiranih prasadi na farmama.
HistopatoloSke lezije I i II stepena su registrovane kod 17 (60,7%), odnosho 6 (21,4%)
zivotinja. Lezije I stepana uklucuju blage, multifokalne limfohistiocitne infiltrate u
portalnom delu jetre ili razabacane po jetri. Promene Il stepena predstavljau srednje do
intezivne limfohistiocitne inflamacije portalnog dela sa nakupljanjem mononuklearnih
inflamatornih ¢elija u parenhimu jetre.

U eksperimentu istrazivaca Bouwknegt i sar. (2009), pracen je razvoj HEV infekcije
kod 24 svinje. Prva grupa od 10 svinja su vestacki inficirane i.v putem, 12 zivotinja je
inficirano tokom ogleda, kontaktom sa zarazenim Zivotinjama, a 2 svinje su ve¢ prethodno
bile zaraZene prirodnim puem. Posle Zrtvovanja Zivotinja izvrSeno je histopatolosko
ispitivanje jetre i drugih tkiva i organa i poredenje dobijenih rezultata Nisu zabelezene
velike patoloSke promene ni kod jedne grupe Zivotinja. Mikroskopskim pregledom zapazen
je blagi multifokalni histiocitni hepatitis kod sve tri ogledne grupe. Takode je opisana i
blaga infiltracija limfohistiocitnih ¢elija u subepitelu Zucnih puteva, a u ileumu blaga 1
srednja hiperpalzija Peyerovih ploca. Blaga i srednja hiperplazija je zabeleZena i u limfnim
¢vorovima. Nisu uocene lezije u slezini i1 pankreasu. Medutim, autori su naglasili da u
ogledu nije bila uklju¢ena i kontrolna grupa, tako da se pomenute promene u jetri svinja ne
mogu iskljucivo prpiisati delovanju hepatitis E virusa. U jednom drugom ogledu, gde su i.v
vestaCkim putem inficirane svinje (Lee et al., 2009), patoanatomskim pregledom jetri
zrtvovanih svinja takode nisu zabeleZene vece patoloske promene i lezije. Nije bilo
klinicke slike bolesti, osim kod jedne zivotinje, kod koje se 3 dana posle inokulacije
pojavila dijareja. Mikroskopskim pregledom jetri se mogla uociti blaga limfoplazmati¢na
infiltracija i fokalne nekroticne lezije, kao i hepatocelularna vakuolizacija. U ostalim
tkivima nisu zabalezene histopatoloske promene.

Kureljesi¢ 1 sar. (2010) su ispitali jetre 12 svinja sa linijje klanja 1 ustanovili
patohistoloSke promene koje odgovaraju multifokalnom limfohistiocitnom hepatitisu u
portalnom delu jetre ili su inflamatorne promene bile nepravilno rasporedene u parenhimu

jetre. Infiltrat su Cinile mononuklearne celije. Uocena je 1 nekroza hepatocita. U
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tovljenika RT-PCR metodom. HEV RNK je detetektovana kod 3 (8,1%) svinje. Kod sve tri
zivotinje zabeleZen je limfoplazmati¢ni hepatitis. UoCene su blage inflamatorne promene u
periportalnom delu i intersicijumu, centrilobularna nekroza i degeneracija hepatocita sa
blagom limfoplazmati¢nom infiltracijom.

U pojedinim istrazivanjima, autori isticu i drugacije rezultate. Casas i sar. (2011) su
pregledali 96 jetri svinja na liniji klanja i kod 6 Zivotinja utvrdili prisustvo HEV RNK. Kod
HEV pozitivnih zivotinja nije bilo znacajnih makroskopskih lezija, a samo jedna Zivotinja
(1,7%) je imala promene koje odgovaraju blagom periportalnom hepatitisu. Istrazivaci su
zakljucili da se ne moze ustanoviti korelacija izmedu oSteéenja jetre i prisustva HEV RNK
u jetri svinja.

Martin i sar. (2007) su u svom istrazivanju zeleli da ispitaju da li HEV deluje
samostalno ili u sadejstvu sa nekim drugim agensom, kao $to je np. Circovirus svinja, koji
je uzro¢nik oboljenja nazvanog Sindrom slabljenja odbijene prasadi (PMWS). Ukupno je
pregledano 156 zivotinja. Kod 44 (28,2 %) svinje je utvrdeno prisustvo genoma HEV, a od
tog broja 25 Zzivotinja je imalo simptome PMWS bolesti, dok 19 nije. Kod obe grupe
zivotinja, u uzrcima jetri u kojima je potvrdena HEV RNK, uocden je i hepatitis.
Seroprevalenca HEV antitela je bila nesto visa kod Zivotinja sa hepatitisom u odnosu na
svinje bez hepatitisa (51,9 % vs. 36,1 %). Svinje sa blagim oblikom hepatitisa su bile HEV
seropozitivne, dok su svinje, koje su imale teze inflamatorne promene u jetri, bile HEV
seronegativne. Na osnovu rezultata ovog istrazivanja autori su zakljucili da najverovatnije
HEV i Circovirus nezavisno jedan od drugog izazivaju pojavu hepatitisa kod svinja.
Takode, dejstvo HEV virusa kod svinja ne zavisi od PMWS statusa zivotinja.

Kao §to je ve¢ navedeno, avijarni hepatitis E virus je uzro¢nik Sindroma uvecane jetre
i slezine (HS sindrom), oboljenja koje je dijagnostikovano kod brojlera i komercijalnih
nosilja u SAD. Bolest se karateriSe pove¢anom smrtno$¢u zivine, padom nosivoséu jaja i
lezijama na jetri i slezini. Kod obolelih ptica javlja se hepatomegalija i splenomegalija.
Jetra je najcesce uvecana sa subkapsularnim hemoragijama. Mikroskopski se mogu uoditi
limfocitni periphlebitis i phlebitis i hepatocelularna nekroza. U portalnom delu zapaza se
infiltracija limfocita, plazma celija 1 heterofila. U jetri 1 slezini je zabeleZeno taloZenje
amiloida. (Hagshenas et al., 2001; Billam et al., 2005; Agunos et al., 2006; Morrow et al.,
2008) (Slika 12)
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Slika 12: Subkapsularne hemoragije na jetri zivine obolele od HS sindroma

Slika preuzeta iz rada : Bilam et al.:Systematic Pathogenesis and Replication of Avian Hepatitis E Virus in Specific-
Pathogen-Free Adult Chickens; J. Virol (2005)

2.8. DIJAGNOSTICKE METODE

Infekcija izazvana hepatitis E virusom sli¢na je drugim tipovima akutnih virusnih
hepatitisa ljudi. Klini¢ka slika i simptomi bolesti se ne mogu medusobno razlikovati i zato
je dijagnostika zasnovana pre svega na laboratorijskim ispitivanjima. Uglavhom se
prisustvo HEV markera testira kod pacijenata kod kojih su prethodne analize dale
negativne rezultate, kao Sto su: IgM antitela protiv hepatitis A virusa; detekcija antigena
hepatitis B virusa, IgM antitela protiv hepatitis B virusa i DNK za hepatitis B virus;
antitela i DNK za hepatitis C virus; IgM antitela protiv Cytomegalovirusa i Epstein Barr
virusa. Trenutno je dijagnostika HEV infekcije ljudi zasnovana prvenstveno na ELISA
tehnici i molekularnim metodama: RT- PCR i real-time RT-PCR. Kod svinja infekcija
proti¢e bez simptoma bolesti i u subklini¢koj formi, pa se za dijagnostiku takode Kkoriste
seroloske 1 molekularne tehnike.

Osim navedenih metoda, u upotrebi su i: Western blot metoda, imunohistohemijka
metoda, in situ hibridizacija, imuna elektronska mikroskopija i imuna fluorescentna

mikroskopija. Izolacija virusa za sada nije moguca zbog nedostatka adekvatne celijeske
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kulture za rast i umnozavanje hepatitis E virusa, koja bi se manifestovala pojavom

citopatogenog efekta.

2.8.1  Seroloski testovi - ELISA testovi

Imunoenzimski tetosvi - ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) su glavno
dijagnosticko sredstvo za detekciju IgA, IgM 1 IgG antitela protiv HEV u krvnom serumu.
Ovi testovi se najviSe koriste poSto su visoko osetljivi, brzi i jeftini. Predstavljaju
dijagnosticko sredstvo izbora kod pacijenata sa znacima zutice 1 hepatitisa u poznatim
endemskim oblastima. Pozitivan rezultat za anti-HEV IgM antitela i desetostruko povisen
nivo ALT enzima ukazuju da je prisutna akutna hepatitis E infekcija. Testiranje je potrebno
izvrsiti u toku akutne faze bolesti, jer se na taj nacin mogu izbe¢i lazno negativni rezultati.
Lazno pozitivni anti-HEV IgM rezultati su retki, ali se mogu javiti kod autoimunih bolesti i
reumatoloskih oboljenja. U toku akutne faze se osim anti-HEV IgM antitela moze
detektovati i prisustvo visogog nivoa ili rastuceg titra IgG antitela protiv HEV. Ukoliko je
infekcija zavrSena 1 nastupila je faza rekovalescencije, u serumu se moze utvrditi samo
prisustvo 1gG antitela.

U prvim seroloskim testovima koris¢eni su razli¢iti HEV antigeni razli¢itog porekla:
veStacki sintetisani peptidi (Dawson et al., 1992), proteini dobijeni ekpresijom gena i iz
strukturnog i iz nestrukturnog regiona koji kodiraju ORF2 i ORF3 (Goldsmith et al., 1992),
koriSéenje ,,virus-like partcles* (Cestice koja lice na virus) (Li et al., 1997), itd. Ovi prvi
testovi su pokazali veliku specificnost, ali nisku osetljivost, tako da nisu bili pouzdani za
detekciju antitela u rekovalescentnoj fazi. Mogu se koristiti samo kao dodatni testovi za
potvrdu rezultata dobijenih u drugim ELISA testovima ili za isklju¢ivanje ne-specificnih
reakcija.

Savremeni ELISA testovi su zasnovani na koriS¢enju rekombinantnih proteina kao
antigena. Tsarev i sar. su 1993. godina konstruisali prvi rekombinantni baculovirus koji je
sadrzao kompletni ORF2 region humanog hepatitis E virusa. Zatim su inficirali Celije
insekata ovim rekombinantni baculovirusom i1 u inficiranim ¢elijama se sintetizovao
protein koji je imao veli¢inu kompletnog ORF2 produkta. Istrazivaci Meng i sar. (1997) su
ispitali in-house ELISA testom seroprevalenciju HEV svinja na farmama u SAD. Kao
antigen u testu koriS¢en je rekombinantni protein, dobijen postupkom inficiranja celija
insekata recombinantnim baculovirusom koji je sadrzao kapsidni gen ORF2 sekvence
Pakistanskog izolata HEV genotip 1 ljudi - Sar55. Dokazano je da je ovaj rekombinantni

kapsidni protein humanog HEV virusa specificno reagovao sa antitelima protiv HEV
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svinja. Takode su rekombinantni kapsidni proteini HEV genotip 3 svinja i HEV genotip 1
ljudi (Sar55) uspesno koris¢eni u ELISA testu za detekciju seroprevalencije kod ljudi,
odnosno kod veterinara koji rade sa svinjama i kod dobrovoljnih davalaca krvi u SAD
(Meng et al.,2002). Nakon §to je potvrdeno da se rekombinantni kapsidni protein ORF2
HEV svinja (Meng soj) razlikuje od Sar55 humanog HEV virusa samo 5% na nivou
aminokiselina, Engle i sar. (2002) su zeleli da uporede medusobnu osetljivost i specifi¢nost
ELISA testova u kojima se kao antigen koristi rekombinantni protein HEV svinja ili HEV
ljudi. Prvo su testirani uzorci krvi vestacki inficiranih $est rhesus majmuna i dve Simpanze
sa humanim HEV virusom. Njihovi krvni serumi su ispitani prvo ELISA testom gde je kao
anigen koris¢en Sar55 humani HEV virus, a zatim ELISA testom sa antigenom HEV
svinja. Komparacijom rezultata oba testa dokazano je da se rezultati slazu u 98%. Zatim su
testirana 792 krvna seruma svinja i 882 seruma veterinara i dobrovoljnih davaoca krvi,
takode sa oba ELISA testa. Kod ispitivanja krvi svinja, rezultati oba testa su se poklapali u
93%, a kod seruma ljudi ¢ak 99%. Zakljuceno je da nema razlike u detekciji antitela protiv
hepatitis E virusa svinja i ljudi kori§¢enjem oba antigena u ELISA testovima, §to potvrduje
da HEV svinja i ljudi ima iste imunodominantne epitope. Za sada ne postoje seroloski
testovi koji mogu da razlikuju infekciju izazvanu hepatitis E virusom svinja ili hepatitis E
virusom ljudi, posto se HEV genotipovi 3 1 4 svinja i1 ljudi genetski gotovo uopste ne
razlikuju (Meng, 2010).

Antigenski domeni ustanovljeni su kod sva tri HEV ORF proteina: 12 antigenskih
domena u ORF1, 6 antigenskih domena u ORF2 i i 3 antigenska domena u ORF3
(Khudyakov et al., 1999) . U savremenim ELISA testovima za detekciju IgM i IgG antitela
protiv HEV virusa najvise se koriste rekombinatni proteini dobijeni iz C-kraja ORF2 i
ORF3 domena ili iz ve¢eg ORF2 segmenta, kao 1 od celog ORF3 domena. Trenutno je
prihvaceno misljenje da su testovi koji sadrze rekombinatne ORF2 proteine osetljiviji i
pouzdaniji od testova sa rekombinantnim ORF3 proteinom (Ghabrah et al., 1998). Za
ispitivanje anti-HEV IgM, IgA i IgG antitela kod ljudi je razvijeno nekoliko in-house i
komercijalnih testova (Mushahwar, 2008). Sa¢injena je 1 veoma prakti¢na i korisna ELISA,
zasnovana na pre€iS¢enom rekombinantnom proteinu ORF2 HEV genotip 1, koja je
efikasna u detekciji neutralizacionih antitela protiv HEV virusa svih genotipova sisara-1, 2,
31 4 (Zhou et al.,2004). Upotreba ovog testa bi mogla biti korisna u buducnosti za
kvantifikaciju humoralnog imunoloskog odgovora kod testiranja hepatitis E vakcina.

Do nedavno, serolosko ispitivanje HEV infekcije kod svinja se moglo vrSiti samo u

istrazivackim laboratorijama koje su razvile sopstvene in-house ELISA testove, posto

38



komercijalni testovi nisu bili dostupni (Meng et al., 1997; De Deus et al., 2008; Casas et
al., 2009; Peralta et al., 2009). Istraziva¢i iz Spanije, Jimenez de Oya i sar. (2009a, 2009b)
su laboratorijski proizveli rekombinantni protein ORF2 HEV genotip 3 i dokazali da se
uspes$no moze koristiti kao antigen u in-house ELISA testu za dijagnostiku anti-HEV 1gG
antitela kako kod svinja, tako i kod ljudi. Antigen je dobijen inficiranjem Trichoplusia ni
larvi insekata sa rekombinantnim baculovirusom, u kojem je prethodno izvrSena ekspresija
proteina HEV genotip 3 ORF2. Uporedno je ispitano 66 seruma svinja i 40 seruma ljudi in-
house ELISA testom i komercijalnim testom. Komercijalni humani test za detekciju anti-
HEV antitela ljudi je modifikovan za kori$¢enje u detekciji antitela kod svinja. Izmena se
odnosila na koris¢enje konjugovanih anti-svinjskih 1gG antitela umesto konjugovanih
humanih IgG antitela, $to je mozda uticalo na dobijene rezultate ispitivanja.. Osetljivost in-
house testa je iznosila 100% za humane serume, a 96,9% za serume svinja. Komercijalni
test je pokazao osetljivost za humane serume 83,3% a za serume svinja 75%. Specifi¢nost
in-house testa je iznosila 96,4% i 100% za serume svinja i ljudi, dok su kod komercijalnog
kita te vrednosti iznosile 96,4% 1 88,2. Nemacki istrazivaci Baechlein i sar. (2010) razvili
su novi ELISA test (TiHo-ELISA). Kao antigen u testu koristili su sinteticki peptid koji se
sastoji od 30 aminokiselinskih rezidua ORF2 proteina i 29 aminokiselinskih. rezidua ORF3
proteina, koji oba poti¢u od humanog HEV genotipa 1 (Burmise tip). Nedavno je
proizveden i prvi komercijalni ELISA test za detekciju HEV infekcije kod svinja (Prionics,
Svajcarska), ali jo§ uvek nema dovoljno objavljenih rezultata istrazivanja ovim testom.
Potrebno je ista¢i Cinjenicu da je vrSena komparacija razli¢itih humanih ELISA
testova, komercijalnih 1 nekomercijalnih, u kojima su testovi pokazali razli€itu osetljivost.
Mast i sar. (1998) su poredili rezultate ispitivanja 12 testova u kojima su ispitani poznati
pozitivni serumi, a dokazana osetljivost testova se kretala u rasponu od 17-100%. Takode
su ispitani i serumi dobrovoljnih davalaca krvi i rezultati ispitivanja su se poklapali u
rasponu od 49-94% (srednja vrednost: 69%). Postoje i podaci o razliitoj osetljivosti
testova za detekciju HEV kod svinja. Prethodno pomenuti istrazivaci Baechlein 1 sar.
(2010) su uporedivanjem dobijenih rezultata sa dva testa za detekciju anti-HEV antitela
kod svinja (novi TiHo ELISA test i komercijalni test Microgen zasnovan na Western blot
tehnologiji), zakljucili da se dobijene vrednosti medusobno poklapaju u samo 56,1%. Sa
druge strane, istraziva¢i Myint 1 sar. (2006) su ispitivali osetljivost 1 specifi¢nost 5
komercijalnih testova u vreme izbijanja HEV epidemije u Indoneziji. Dokazali su da se
rezultati dobijeni u testiranju sa dva IgM anti-HEV komercijalna ELISA testa poklapaju

81%, a poredenjem rezultata tri IgG i jednog total IgG anti-HEV ELISA testa pokazali su
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da su se vrednosti detektovanih antitela poklapale u 85%. Svi izneti rezultati istraZivanja i
poredenja razlicitih testova ukazuju na potrebu standardizacije seroloSkih testova za
detekciju HEV infekcije kod svinja i ljudi.

Osim pomenutih ELISA testova za detekciju antitela, razvijen je i indirektni
seandwich ELISA test za detekciju HEV antigena u humanim serumima. Vezana antitela
na plo¢i predstavljaju kombinaciju 3 monoklonska antitela. Ova antigen ELISA je
saCinjena tako da moze da detektuje kapsidne proteine HEV genotipova 1 i 4. HEV antigen
se moze detektovati pre porasta nivoa ALT enzima u sluc¢aju akutne infekcije. Test moze
imati primenu za dijagnostiku HEV infekcije pre pojave serokonverzije (Zhang et al.,
2006).

2.8.2 Molekularna metode - RT PCR i rea-ltime RT- PCR

Savremene molekularne tehnike, kao §to su nested RT-PCR (reverzna transripcija
polimeraza lancane reakcije) i real-time RT-PCR (koji se jo§ naziva i kvantitativni RT
PCR - gRT PCR), postale su metoda izbora za detekciju HEV virusne RNK. Kod ljudi se
koriste se za utvrdivanje virusnog genoma u serumu, Zuci i uzorcima fecesa. PCR testiranje
je vazno izvrsiti $to pre, u pocetnoj fazi bolesti, posto viremija i fekalno izlu¢ivanje traju
kratko. Virusna RNK se u krvi obolele osobe moze detektovati 6-40 dana od momenta
izlaganja kontaktu sa virusom, a u fecesu izlu¢ivanje zapocinje oko nedelju dana pre
pojave simptoma oboljenja i traje joS oko 2 nedelje posle prestanka simptoma oboljenja. U
nekim slucajevima, kod pacijenata sa subklinickom formom bolesti, detekcija HEV RNK
moze biti jedini dokaz prisustva infekcije. Takode, u zemljama koje nisu endemska
podrucja kod obolelih ljudi Cesto postoji slab imunoloski odgovor koji se ne moze utvrditi
ELISA testom pa su molekulrane metode neophodne. Osim dijagnosti¢ke uloge,
molekularne metode omogucavaju i karekterizaciju razli¢itih genotipova hepatitis E virusa
(Worm et al., 2002; Mushahwar, 2008; Pino et Saiz , 2007)

Molekularne tehnike se koriste 1 za dokazivanje HEV genoma u klini¢kim uzorcima
seruma, fecesa i organa domacih svinja i drugih zivotinjskih vrsta, kao $to su: divlje svinje,
jeleni, zivina, pacovi i dr. Sa aspekta zastite zivotne sredine, molekulatni metodama
detekcije ispituju se uzorci pijace vode i otpadnih voda poreklom sa svinjarskih farmi i
klanica (Vasickova et al., 2007).

Pokazalo se da je za dokazivanje HEV infekcije seroloSko ispitivanje krvi svinja
ELISA testovima nedovoljno, posto se IgG antitela mogu detektovati najranije dve nedelje

od momenta nastanka infekcije. Viremija i izlu¢ivanje virusa putem fecesa se moze javiti
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kod inficiranih Zivotinja mnogo pre pojave imunoloskog odgovora, Sto zna¢i da i
seronegativne svinje mogu biti inficirane HEV virusom. PoSto je viremija prolaznog
karaktera i traje samo 1-2 nedelje, a putem fecesa se virus duze izlucuje- 3-7 nedelja, feces
se preporucuje kao najbolji uzorak za ispitivanje prisustva HEV RNK kod svinja.
Prethodno je pomenuto da se HEV genotipovi 3 i 4 svinja i ljudi genetski gotovo ne mogu
razlikovati, tako da nije neophodan razvoj posebne molekularne tehnike za detekciju HEV
svinja. (Meng et al., 1998; Meng, 2010; Pavio et al., 2010)

RT-PCR metoda je kvalitativna metoda 1 sluzi za utvrdivanje prisustva ili odsustva
virusne HEV RNK u bioloskim uzorcima. Ova tehnika se sastoji od dva ili tri koraka. Prvi
korak predstavlja reverzna transkripcija u kojoj se koriste specifi¢ni prajmeri, da bi se
virusna RNK prepisala u ¢cDNK (komplementarna DNK). U drugom ili treCem stepenu
PCR ili nested PCR metode koriste se specifi¢ni prajmeri koji sluze da bi se umnozili
segmenti virusne RNK. Do sada su u svetu razvijeni mnogobrojni in-house RT-PCR
testovi. Prvo je razvijen test koji je bio specifican samo za jedan genotip HEV izolata
svinja (Meng,1998), a zatim su ameri¢ki istrazivac¢i Huang i sar. (2002) razvili univerzalni
RT-PCR metod sa degenerativnim HEV prajmerima kojima se mogu detektovati razli¢iti
genotipovi hepatitis E virusa. Ovim RT-PCR testom ispitano je 80 uzoraka fecesa i 16
seruma prasadi uzrasta od 2 do 4 meseca sa 37 razlic¢itih farmi svinja u SAD. Oko 35%
(34/96) ispitanih svinja i 54% (20/37) zapata je bilo sa pozitivnim nalazom na prisustvo
HEV RNK, a unutar ORF2 gena HEV virusa je determinisana sekvenca od 348bp. U
istrazivanju autora de Deus i sar. (2007) koris¢en je nested RT-PCR sa degenerativhim
prajmerima koji su sluzili za umnozavanje HEV ORF2 segmenta. Ovim testom su ispitani
uzorci seruma, Zuci, jetre, limfnih ¢vorova i fecesa kod 69 prasadi i svinja uzrasta od jedne
nedelje do 4 meseca. Virusna RNK je detektovana u najmanje jednom uzorku kod 26
zivotinja od ukupno 69 ispitanih. NajéeCe HEV RNK pozitivan uzorak je bila zuc.
Detektovana sekvenca je iznosila 212 bp.

Nedostatak klasi¢nog RT-PCR metoda je to Sto je podloZzan kontaminaciji i §to se ne
moze ustanoviti koli¢ina virusa u uzorku (Vasickova et al., 2007). Zbog toga je razvijen
kvantitativni ili tzv. real-time RT-PCR test. Ovaj test je visoko osetljiv i specifican.
Rezultati se mogu dobiti brzo, u realnom vremenu 1 moZze se izvr$iti kvantifikacija virusne
RNK u uzorku (koli¢ina virusa u 1 ml bioloSkog uzorka). U upotrebi su dve vrste real-
time RT-PCR meteode za detekciju genoma hepatitis E virusa: SYBR Green RT-PCR i
TagMan RT-PCR. Obe metode, medutim, imaju i svoje nedostatke. U SYBR Green metodi

se koristi cDNK umesto virusne RNK koja potice direktno iz uzorka, $§to moze dovesti do
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pojave slucajne greske. Takode, ova tehnika pokazuje i manju specificnost. Drugi metod,
TagMan RT-PCR u pocetku nije bio dovoljno osetljiv za detekciju male koliine virisnog
genoma u ranoj fazi razvoja HEV infekcije, Sto je prikazano u radu Mansuy 1 sar. (2004a).
U jugozapadnom delu Francuske, od ukupno 461 pacijenta sa znacima hepatitisa nepoznate
etiologije, kod 46 pacijenata ustanovljeno je prisustvo anti-HEV antitela, dok je u 17
slu¢ajeva dobijena sumnjiva reakcija. Prisustvo HEV RNK je zatim ispitano real-time RT-
PCR metodom kod svih testiranih 63 uzoraka krvnih seruma. Kod pacijenata sa potvrdenim
visokim titrom anti-HEV antitela nalaz HEV RNK je bio pozitivan, ali u uzorcima koji su
dali sumnjivu reakciju u ELISA testu, nije ustanovljeno prisustvo virusnog genoma. Ovi
istrazivaci su u svom radu koristili degenerativne prajmere i degenerativne probe, $to je
kasnije dokazano da smanjuje osetljivost i specificnost testa. Drugi nedostatak je bio $to su
koristili two-step RT-PCR metodu (metodu iz dva koraka), koja odvaja RT korak od PCR
koraka, Sto povecava rizik od zagadenja i otezava laboratorijski rad. Dalja istrazivanja su
i§la u pravcu razvijanja osetljivijeg real- time testa zasnovanog na TagMan tehnologiji.
Istrazivaci iz Juzne Koreje (Ahn et al., 2006) su razvili real-time RT-PCR u kojem je
izvrSena in vitro transkripcija cRNK sa klonirane cDNK humanog HEV ORF2 genotip 3.
Prajmeri i1 probe dizajnirani su na osnovu nukleotidnih sekvenci HEV. Osetljivost testa
iznosila je 1.68 x 10" kopija po reakciji. real-time RT-PCR je u poredenju sa RT PCR
konvencionanim RT PCR metodama bili negativni. Nedostatak ovog testa je §to autori
opisuju samo mogucnost detekcije HEV genotip 3, a detekcija ostalih genotipova nije
izvr$ena. Istrazivaci Jothikumur i sar. (2006) razvili su One-step TagMan real-time RT-PCR
za detekciju sva Cetiri HEV genotipa sisara (1- 4). One-step metoda omugucéava da se i RT
1 PCR odvijaju u jednoj tubi, $to smanjuje mogucénost kontaminacije i greske prilikom
pipetiranja. Prajmeri i probe u ovom testu su dizajnirani na osnovu 27 sekvenci ORF 3
regiona. Za evaluaciju testa koriS¢eno je 13 HEV izolata koji su predstavljali sva cCetiri
HEV genotipa. TagMan RT-PCR je identifikovao HEV RNK u svim uzorcima. Francuski
istrazivaci, Enouf i sar. (2006) su dizajnirali Single real-time TagMan RT- PCR test koji
koristi samo jedan set prajmera i proba u okviru HEV ORF2 regiona za detekciju sva 4
genotipa HEV virusa. IzvrSeno je testiranje dve vrste uzoraka. Najpre je ispitano 52 uzorka
fecesa 1 seruma ljudi i svinja, u kojima je klasicnim RT PCR prethodno potvrdeno
prisustvo HEV RNK. Virusna RNK dokazana je u svim uzorcima i real-time metodom.
Drugi deo testiranja odnosio se na 120 uzoraka seruma i fecesa ljudi sakupljenih u periodu

izmedu 6. i 14. dana od pojave klinickih znakova bolesti. Real-time RT-PCR testom je

42



virusna HEV RNK dokazana i u onim uzorcima koji su bili negativni u konvencionalnom
RT PCR testu. Na osnovu iznetih rezultata, autori su zakljucili da je real-time RT-PCR
metoda 10 do 100 puta osetljivija u odnosu na klasicnu RT PCR metodu. Prednost je 1
moguénost kvantifikacije veoma male koli¢ine HEV virusa: od 1,8x 10! do 7,2x10°
kopija/ul uzorka fecesa i seruma. U Kini su Zhao i sar. (2007) HEV RNK je dokazana u
127 (30,5%) uzorka real-time metodom, a u 83 (20,0%) uzoraka klasi¢nim RT -PCR
testom. Dobijeni rezutati su se poklapali u 80% uzoraka. Na osnovu iznetih analiza, autori
zakljucuju da je real-time osetljivija metoda od konvencionalnog RT-PCR testa.
Specifi¢nost real-time testa je iznosila 100%, a detektovano je 5,6 x10° kopija RNK po
reakciji. Prajmeri za real-time RT-PCR su dizajnirani za HEV ORF3 region, a ispitane
sekvence HEV virusa su pripadale HEV genotipovima 1 i 4, koji su najvise zastupljeni kod
ljudi u Kini.

Istrazivaci iz Kanade Ward i sar. (2009) su poredili 4 razli¢ita TagMan real-time
testa: A (Masuy et al., 2004), B (Enouf et al., 2006), C (Ahn et al., 2006) i D (Jothikumar
et al., 2006) sa klasi¢nim RT-PCR testom (Huang et al., 2002). Ukupno je ispitano 87
uzoraka fecesa i 103 uzoraka krvi svinja. Virusna RNK detektovana je u 31 uzorku fecesa i
5 uzoraka plazme klasi¢nim RT PCR. Rezultati dobijeni real- time testovima za fecese i
serume su bili: 710 (A), 010 (B), 1210 (C) 13214 (D). U ovom eksperimentu TagMan
sistem D (Jothikumar et al., 2006) pokazao je vecu senzitivnost i osetljivost za HEV
genotip 3, koji je najzastupljeniji u Kanadi,u odnosu na ostale 3 real-time metode. TagMan
HEV RNK u jednom uzorku fecesa vise. U ovom testu takode nije bilo ni laZzno pozitivnih
rezultata. Ovi autori preporucuju da se u ispitivanjima koriste obe metode, real-time za
screening zbog veée osetljivosti, a nested RT PCR sistem za dalju molekularnu
karakterizaciju HEV genotipova u uzorcima tkiva, hrane i vode.

Ukazala se potreba za brzom, osetljivom i specificnom metodom za detekciju HEV
virusa u razli¢itim uzorcima, ukljucujuci i uzorke hrane i1 kontaminirane vode. Sa namerom
da odgovore na ove zahteve, Gyarmati i sar. (2007) su razvili dva real-time RT-PCR testa.
Jedan je zasnovan na TagMan metodi, a drugi koristi Primer-Probe Energy Transfer
(PriProEt) tehniku. U poredenju sa PriProEt, TagMan test je pokazao nesto bolje osobine.
Medutim, PriProEt bolje podnosi tackaste mutacije u target nukleinskoj kiselini, Sto
predstavlja prednost za detekciju novih genotipova u buducnosti. Oba testa su visoko
osetljiva, sa detekcijom manjom od 20 ekvivalenta virusnog genoma po reakciji, i veoma

su specifi¢ni, u poredenju sa klasiénim RT PCR. Oba real-time RT-PCR testa mogu da
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detektuju sva 4 HEV genotipa u razli¢itim uzorcima tkiva i fekalija. Takode, rizik od
unakrsne kontaminacije (cross-kontaminacija) ne postoji, zato $to se PCR tube ne otvaraju
za vreme dijagnostickog procesa. Testovi se odlikuju velikom brzinom izvodenja, posto se
rezultat moze dobiti za manje od 4 sata (TaqMan) ili nesto viSe od 4 sata (PriProEt) od
momenta kada uzorak stigne u laboratoriju.

U najnovijem istrazivanju ceSkih autora Vasickova i sar. (2012) opisana je
optimizacija two-tube triplex kvantitativnog real-time RT-PCR testa za detekciju i
kvantifikaciju HEV RNK u razli¢itim uzorcima. Prajmeri i probe dizajnirani su tako da
detektuju dva razli¢ita lokusa HEV genoma. Ukupno je ispitano 48 uzoraka krvi divljih
svinja, 17 jelena i 28 muflona. Kao referentna metoda kori$éen je konvencionalni RT PCR.
Utvrdeno je da je qRT-PCR vise specifi¢an, posto je ovim testom HEV RNK detektovana

u 5 uzoraka vise (jedna divlja svinja 1 Cetiri muflona) u odnosu na konvencionalni RT PCR.

2.8.3  Western blot tehnika

Western blot tehnika (ili kako se Cesto naziva protein imunoblot) je analiti¢ka
metoda koja se koristi za detekciju 1 odredivanje specifi¢nih imunoglobulina u uzorcima
tkiva ili ispituju¢ih seruma. Istrazivac¢i Hyams i sar. (1992) su koristili Western blot
metodu za testiranje 39 seruma dece obolele od hepatitisa E u Sudanu. U 23 (59%) uzorka
seruma je utvrdeno prisustvo IgM anti-HEV antitela. Li i sar. (1994) su dizajnirali
rekombinantne proteine koji sadrZze aminokiselinske sekvence iz regiona ORF 2 i ORF 3
kineskog humanog soja HEV i izvrsili fuziju sa glutation S-tranferazom (GST). Proteini su
transferisani na nitroceluloznu membranu i izvrSena je proba sa serumima ljudi inficiranih
HEV virusom ili serumima rhesus majmuna vestacki inficirani sa HEV. Anti-ORF antitela
su mogla detektovati u serumima vecine pacijenata i majmuna do 17 dana infekcije, ali su
brzo nestajala i nisu mogla da se detektuju posle 100. dana infekcije. Anti-ORF 2 antitela
su se mogla detektovati u isto vreme kad i anti-ORF 3 antitela, ali su se duze zadrzala u
cirkulaciji. Autori su zakljucili da carboxy-treminal regiona ORF 2 HEV sadrzi epitope
koji mogu da prepoznaju antitela u konvalescentnoj fazi. Western blot tehniku su koristili i
istrazivaci Chandler i sar. (1999), koji su ispitivali prisustvo HEV infekcije kod svinja u
Australiji, kao i Yoo i sar. (2001), za dijagnostiku HEV infekcije kod svinja u Kanadi.
Razvoj savremene ELISA tehnike, koja je bila brza i jednostavnija za izvodenje, potisnuo
je Western blot metodu. Medutim, posto je osetljivost i specifiénost Western blot metode
veéa od ELISA tehnike, koristi se i dalje kao tzv. ,zlatni standard”. Ova tehnika je

pogodna za tacno definisanje rezultata (pozitivno ili negativno), narocito kod seruma kod
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kojih se u toku viSe ponavljanja dobija sumnjivi rezultat u ELISA testu. Istrazivaci iz
Spanije (Jimenez de Oya et al., 2009) su poredili rezultate ispitivanja prisustva HEV
infekcije u serumima svinja pregledanim komercijalnim i in-house ELISA metodom, a
zatim su serume kod kojih se rezultati dobijeni u oba testa nisu podudarali proverili
Western blot tehnikom. Uzorci 8 svinjskih seruma koji su dali pozitivni nalaz prilikom
testiranja in-house metodom a negativnu u komercijalnom ELISA testu, su bili pozitivni
prilikom provere Western blot metodom. Pet seruma koji su dali pozitivan nalaz u
komercijalnom ELISA testu a negativan u in-house ELISA testu, su takode bili negativni u
Western blot testu.

Na trzistu postoji, za sada jedini, komercijalni Western blot test za detekciju anti-
HEV antitela u serumu ljudi (recomBlot HEV, Microgen, Germany). Istrazivaci Asimoula
i sar. (2009) su modifikovali test i prilagodili ga ispitivanju HEV infekcije kod svinja u
Grckoj. Izmena u testu se odnosila na koris¢enje HRP-konjugovanih 1gG svinjskih antitela
umesto HRP-konjugovanih 1gG humanih antitela. Ukupno je pregledano 96 uzoraka krvi
svinja, a 76 (80%) je bilo HEV pozitivno.

2.8.4  Imunohistohemijska metoda

Imunohistohemijska metoda je tehnika zasnovana na detekciji antigena u ¢elijama
oisecka tkiva na principu specifiénog vezivanja antitela za antigen u tkivu. Istrazivac¢i Ha i
Chae (2004) opisali su upotrebu imunohistohemijske metode za ispitivanje HEV antigena
u parafinskim blokovima razli¢itih tkiva 30 prirodno inficiranih svinja. Najintenzivniji
imunohistohemijski signal zapazen je u citoplazmi hepatocita jetre, dok je u ostalim
organima (limfni ¢vorovi, slezina, bubrg, tonzile i ¢elije lamine propria tankih i debelih

creva) intezitet obojenosti bio znatno maniji.

2.8.5 Insitu hibridizaicja

In situ hibridizacija je metod u kojem se koristi obelezena komplementarna DNK ili
RNK (cDNA ili cRNA) da bi se lokalizovala specificna DNK ili RNK sekvenca u delu
tkiva. Ovaj metod se razlikuje od imunohistohemijskog metoda, koja lokalizuje antigen u
oiseCku tkiva. Istrazivaci iz Juzne Koreje Choi i Chae (2003) su metodom in situ
hibridizacije detektovali hepatitis E virus u jetri i ekstrahepati¢nom tkivu 20 prirodno
inficiranih svinja, poreklom iz 20 zapata. Zivotinje su odabrane na osnovu RT-PCR
pozitivnih rezultata. Za detekciju HEV u parafinskim oiseccima tkiva koriS¢ena je

neradioaktiva digoxigenin-obelezena ¢cDNK. Jak signal se mogao uociti u hepatocitima i
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¢elijama zuc¢nih puteva. Pozitivan signal je bio znatno slabiji u tankim i debelim crevima,
limfnim ¢vorovima, tonzilama, slezini i bubregu. Isti autori (Choi et al., 2003) su poredili
rezultate dobijene RT-PCR metodom i in situ hibridizacijom u uzorcima parafinskih
oiseaka jetri 40 svinja. U svom istrazivanju su utvrdili da se rezultati ispitivanja

poredenjem obe metode poklapaju 100%.

2.8.6  Imunofluorescentna mikroskopija (IFE)

Imunofluorescentna mikroskopija (IFE) je tehnika zasnovana na detekciji antitela
koja reaguju specificno sa HEV antigenom semikvanitativno. Anti-HEV antitela blokiraju
vezivanje fluorescin-konjugovanih anti-HEV 1gG za HEV antigen u smrznutom tkivu
(Krawczynski and Bradly, 1989). Ovaj metod je komlikovan i skupa za izvodenje i zbog

toga nije naso primenu u rutinskoj dijagnostici.

2.8.7 Imunolektronska mikroskopija (IEM)

Ovom tehnikom se dokazuju HEV virusne partikule (VLP-virus like particles) u
uzorcima tkiva (Balayan et al., 1983). HEV partikule precipitiraju sa anti- HEV antitelima.
Koncentracija anti-HEV antitela se odreduje semikvantitativno na osnovu procene koli¢ine
vezivanih antitela. Metod je takode tezak za izvodenje i nedovoljno osetljiv za rutinsku

dijagnostiku.

2.8.8 lzolacija virusa

Trenutno nema dokaza 0 postojanju ¢elijske kulture koja omoguc¢ava umnozavanje
hepatitis E virusa uz posledi¢ni razvoj citopatogenog efekta. Postoje istrazivanja u kojima
je opisano da se u pojedinim ¢elijskim kulturama, kao $to su Celije pluca, bubrega i jetre
ljudi (BS, A549, Hep-G2) hepatitis E virus replikuje. Medutim, u ovim celijskim
kulturama se mogu detektovati samo HEV partikule, a ne i virus. Ove ¢elijske kulture
pokazuju i slabu reproducibilnost (Tam et al., 1997; Worm et al., 2002; Vasickova et al.,
2007)

2.9 TERAPIJA | PROFILAKSA

Lecenje pacijenata obolelih od hepatitis E infekcije se uglavnom ne primenjuje,
osim u slu¢ajevima komplikacija sa akutnim oSte¢enjem jetre. Terapija je potporna i

odnosi se na ublazavanje simptoma bolova u mis$i¢ima, groznice, povra¢anja i dr. Kod
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pacijenata sa oSte¢enjem jetre u terapiju se uvode lekovi koji sprecavaju nastanak edema
mozga. Novija istrazivanja ukazuju na mogucénost nastanka i hroni¢nih promena na jetri
kod imunosupresivnih osoba koje su obolele od HEV i tada je u terapiju potrebno ukljuciti
interferon ili anti-virusne lekove (ribavirin). Vazno je naglasiti da se sva dosada$nja
iskustva leCenja HEV infekcije anti-virusnim lekovima odnose na HEV genotip 3 (R.
Aggarwal , 2011).

Kontrola i prevencija HEV infekcije se, pre svega, odnose na sprovodenje
sanitarnih mera, imunuprofilakse i vakcinacije (I. Mushawar, 2008).

Posto se HEV prenosi fekalno-oralnim putem, unapredenje higijenskih i sanitarnih
mera su najvazniji U zemljama u razvoju, u oblastima gde postoji nizak nivo higijene i gde
se hepatitis E javlja kao endemska infekcija. Mere koje je potrebno sprovoditi odnose se na
koriS¢enje higijenski ispravne vode za pic¢e i navodnjavanje, povecanje li¢ne higijene,
pravilno rukovodenje humanim otpadom, higijenska priprema namirnica i izbegavanje
konzumacije sirovog ili nedovoljno termicki obradenog mesa.

Pasivna imunoprofilaksa se odnosi na zaStitu od HEV infekcije putem infuzije
hiperimunog seruma. U ogledu Tsarev-a i sar. (1994), cynomolgus majmunima je putem
infuzije aplikovan hiperimuni serum koji je u sebi imao visok nivo anti-HEV
imunoglobulina poreklom od obolelih ljudi u rekovalescentnoj fazi bolesti. Posle dva dana
izvrSen je challenge (inficiranje sa visokovirulentnom dozom virusa). Majmuni kojima je
aplikovan hiperimuni serum nisu oboleli od HEV infekcije, a znacajno je bilo smanjeno
izlu¢ivanje virusa putem fecesa. Zivotinje koje su bile u kontrolnoj grupi, samo su
inficirane i nisu prethodno dobile serum i kod njih je zabeleZena serokonverzija, viremija i
izlu¢ivanje virusa u fecesu. Medutim, hiperimuni serum do sada nije testiran na ljudima i
ne postoji u komercijalnom obliku na trzistu.

Komercijalna vakcina protiv hepatits E infekcije jo§ uvek nije dostupna, ali postoji
velika potreba, posto je procenjeno da ¢ak jedna treéina svetske populacije Zivi u zemljama
u razvoju, u neadekvatnim sanitarnim uslovima i u endemskim oblastima gde ¢esto nastaju
HEV epidemije. Zabelezene su hiljade slucajeva obolelih u Kini, Sudanu, Ugandi i dr.
Razvoj atenuirane ili inaktivisane komercijalne vakcine za sada nije mogu¢, zbog toga §to
ne postoji adekvatna Celijska kultura za umnozavanje hepatitis E virusa. Zbog toga su
istrazivanja usmerena na proizvodnju vakcine zasnovane na kori§¢enju rekombinantnog
proteina. Mnogobrojne vakcine su tek u pred-klinickoj fazi ispitivanja na zivotinjama, a
samo pojedine su prosle testiranja I na ljudima. Ohrabruje podatak da je proizvodnja

vakcine moguca, zahvaljujuci i Cinjenici da je do sada otkriven samo jedan HEV serotip
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(Emerson and Purcel, 2003; S. Kamili, 2011; Aggarwal, 2008; Teshale and Hu, 2011;
Pinto and Saiz, 2007).
Istrazivanja ka pronalazenju pogodne HEV vakcine su usmerena u nekoliko

pravaca:

e Hepatitis E vakcine dobijene ekspresijom proteina u bakterijskim éelijama

a) trpE-C2 protein

Prva proizvedena HEV vakcina u sebi je posedovala rekombinantni ORF protein
genotip 1 (Burmese tip), dobijen postupkom ekspresije proteina u bakteriji Escherichia coli
(E.coli.). Rekombinantni protein trpE-C2 je bio saéinjen od 439 aminokiseline smestene na
C kraju ORF2. Ispitivanja su vrsena na Cynomolgus macaques majmunima. Vakcinacija
majmuna nije pokazala punu zasttitu protiv bolesti nakon vestacke infekcije, ali se ovaj
ogled smatra prvim pokuSajem u proizvodnji vakcine za zastitu protiv HEV infekcije

(Purdy et al., 1993).

b) pE2 protein
Mali protein, veli¢ine od 394-607 aminokiselina ORF2 regiona kineskog HEV izolata je
takode proizveden ekspresijom u bakteriji E.coli. Ova vakcina je ispitana na rhesus
majmunima, gde je utvrdeno de je vakcina proizvela imunoloski odgovor kod 2 od 3
vakcinisana majmuna i smanjila ekskreciju virusa putem fecesa, ali nisu objavljeni podaci

da li je zaista sprecila 1 nastanak infekcije (Zhang et al., 2009)

c) HEV 239
HEV 239 je rekombinantni protein koji sadrzi 368-606 aminokiselina ORF2 HEV
genotip 1 (Kineski soj), dobijen ekspresijom u bakteriji E. coli. Posle uspesne vakcinacije
majmuna, ova vakcina je testirna i na ljudima. U pred-klinickim ispitivanjima je bila

sigurna i pokazala dobra imunogena svojstva (Li et al., 2005a).

e Hepatitis E vakcine dobijene ekspresijom proteina u celijama insekata
Proizvedeno je nekoliko vakcina koje su sacinjene od rekombinantnog HEV proteina,
dobijenog ekspresijom proteina u Celijama insekata, a to su : 56-kDa protein, 53-kDa
protein i r62-kDa protein. Najveci uspeh u ispitivanju postignut je sa 56kDa vakcinom,
koja ¢ini rekombinantni protein soja Pakistan Sar55 HEV (genotip 1), dobijen ekspresijom

preko baculovirusa u ¢elijama insekata. Ova vakcina je prosla pred-klini¢ka iapitivanja i
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usla u fazu klinickih ispitivanja na ljudima (Robinson et al., 1998; McAtee et al., 1996;
Zhang et al.; 2001).

e VLP vakcine (Virus-like particles)

Ekspresijom rekombinantnog ORF2 proteina Burmese HEV soja u ¢elijama
insekata, dobijene su Cestice (VLP) koje koje imaju istu antigena svojstva kao i prirodne
HEV cestice. Osim toga, dokazano je da ove Cestice imaju i sposobnost umnozavanja, lako
se mogu pripremiti u ve¢im koli¢inama sa velikim stepenom Ccistoce, tako da predstavlju

pogodne kandidate za razvijanje vakcine protiv HEV infekcije (Li et al., 2004)

e DNK vakcine

Proizvodnja DNK vakcine se razlikuje od tradicionalnog nacina, posto se sinteza
imunizacionog proteina odvija u ¢eliji domacéina i oponasa prirodnu infekciju, indukujuéi
humoralni i celularni imunitet. DNK vakcine takode imaju prednost zato §to su lake za
pripremu, bez potrebe manipulacije sa virulentnim patogenom. Njihova proizvodnja nije
skupa 1 istrazivanja u pronalazenju efikasne vakcine protiv HEV infekcije ¢e takode i¢i u
pravcu proizvodnje DNK vakcine (S. Kamili, 2011).

Do danas su samo dve vakcine, kao $to je ve¢ navedeno, presle u fazu klinickih
ispitivanja. Najpre su Shresta i sar. (2007) ispitali efikasnost i sigurnost HEV vakcine, koju
je ¢inio rekombinantni protein 56kDa, na 1.794 ljudi u Nepalu. Jednu grupu je
predstavljalo 898 ljudi koji su vakcinisani trokratno rekombinantnom HEV vakcinom (0.,
1. i 6. meseca), a drugu grupu 896 ljudi koji su primili placebo vakcinu. Posle trokratne
vakcinacije, hepatitis E se razvio kod 66 ljudi koji su bili u placebo grupi, a samo kod troje
ljudi koji su primili pravu vakcinu, Sto je dokazalo da efikasnost vakcine iznosi 95,5%.
Autori su zakljucili da je vakcina efikasna u prevenciji HEV infekcije. U slede¢em
znaajnom istraZivanju, Zhu i sar. (2010) su ispitali efikasnost i bezbednost rekombinantne
vakcine HEV 239 na velikom broju ucesnika, zdravih muskaraca i Zena, starosti od 16 do
65 godina, u 11 gradova kineske provincije blizu Sangaja, u periodu od 2007. do 2009.
godine.U ogledu je ukupno ucestvovalo 11.604 ljudi, od kojih je 56.302 dobilo tri doze
vakcine 0., 1. i 6. meseca, a 56.302 ljudi je cinilo placebo grupu. Vakcina je imala
protektivno dejstvo od 95, 5% posle prve doze i 100% posle druge i tre¢e doze. Nije
zabelezen ni jedan sklucaj obolelih ljudi u vakcinisanoj grupi za vreme od 13 meseci

pracena efikasnosti vakcinacije posle aplikacije tre¢e doze vakcine. Iako su obe pomenute
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vakcine pokazale veliku efikasnost u toku ispitivanja, nedostatak ispitivanja je §to su
ogledi trajali veoma kratko. Takode, mnoga pitanja su ostala nerazja$njena, kao np.: na
koji nacin vakcina deluje kod bolesnih trudnica i da 1i moze da spre¢i smrtni ishod kod
obolelih pacijenata sa fulminantnim tokom bolesti? Potrebno je svakako nastaviti opseznija

ispitivanja sa ciljem proizvodnje bezbedne HEV vakcine.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Prva preliminarna istrazivanja prisustva HEV infekcije u populaciji domacih i
divljih svinja u Republici Srbiji sprovedena su 2008. godine, kada je ustnovjeno da je 30-
45% pregledanih uzoraka fecesa i organa svinja sa farmi u Republici Srbiji bilo HEV RNK
pozitivno (Petrovic et al., 2008). Nakon toga dokazana su anti-HEV antitela kod domacih
svinja uzgajanih u individualnim gazdinstvima (Lupulovic et al., 2010). Sa nhamerom da se
nastave zapoceta istrazivanja, sproveli smo serolosko ispitivanje rasirenosti HEV infekcije
kod svinja na farmama na teritoriji Vojvodine i dokazivanje prisustva HEV genoma u
uzorcima fecesa, mesa, jetre i zuci kod svinja i prasadi na liniji klanja. Ispitivanja su bila
usmerena i na istrazivanje HEV seroprevalencije kod ljudi u Vojvodini.

Na osnovu sopstvenih preliminarnih istrazivanja , kao i ostalih literaturnih

podataka, postavljeni su slededi ciljevi ispitivanja:

1. Serolosko ispitivanje prisustva i rasirenosti infekcije izazvane hepatitis E virusom
kod svinja na farmama sa industrijskim na¢inom uzgoja i kod ljudi u Juznobackom

i Sremskom okrugu,

2. Utvrdivanje prisustva genoma hepatitis E virusa u fecesu, mesu, zu¢i i jetri prasadi

i svinja na liniji klanja,

3. Razvoj i1 wuvodenje savremenih laboratorijskih  dijagnostickih  metoda:
nekomercijalni ELISA testa (in-house ELISA), komercijalni ELISA test, Western-
blot metoda, real-time RT-PCR i imunohistohemijska metoda za detekciju HEV

antigena,

4. Poredenje osetljivosti i specifi¢nosti laboratorijskih metoda in house i komercijalne
ELISA tehnike

5. Definisanje protokola laboratorijskog ispitivanja,

6. Utvrdivanje postojanja epidemiloske povezanosti izmedu infekcija kod svinja i
ljudi sa istog podrucja i utvrditi epidemioloski znacaj moguénosti inficiranja ljudi

konzumiranjem jetri i mesa inficiranih svinja,

7. Statisticka obrada podataka rezultata istrazivanja
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. MATERIJAL

4.1.1. UZORACI FECESA NA FARMAMA

Radi ispitivanja prisustva hepatitis E infekcije na farmama svinja, sa 6 farmi na
teritoriji Juznobackog i Sremskog okruga prikupljeno je po 5 zbirnih uzoraka fecesa, u
periodu od oktobra 2010. do januara 2011. godine. Fecesi su prikupljeni od tri proizvodne
kategorije Zivotinja: odgoj, predtov i tov. Uzorkovanje je vrSeno sterilnim Stapi¢ima u
koli¢ini od oko 10 g fecesa direktno sa poda, sa tri razliite strane obora. Uzorci su
stavljani u sterilne, plasticne caSice sa poklopcima i1 vidno obelezeni, a zatim
transportovani u frizider torbi sa ledom do laboratorije. U laboratoriji za virusologiju
Naucnog instituta za veterinarstvo ,,Novi Sad“ feces je sterilnim Spatulama odvajan u
strilne tube za Cuvanje uzoraka i zamrzavan na -70°C do pripreme za ekstrakciju RNK ili

je odmah vrSena obrada i priprema uzoraka za ekstrakciju HEV RNK.

4.1.2. UZORCI KRVI SVINJA | LJUDI

a) Uzorci krvi svinja

Na osnovu rezultata real-time RT-PCR testiranja fecesa sa 6 razli¢itih farmi, za
dalja istrazivanja seroprevalencije HEV infekcije odabrane su tri pozitivne farme u kojima
je dokazano prisustvo HEV RNK. Prikupljanje krvi svinja obavljeno je u periodu od
februara do maja 2011. godine.

Sve odabrane ogledne Zivotinje pripadale su rasi Svedski Landras 1 bile su klinicki
zdrave. Uslovi smesStaja 1 ishrane su bili u skladu sa industrijskim na¢inom odgoja svinja.
Prasad su, nakon rodenja, bili sa krmacom od 25-30 dana. Nakon 30 dana, krmace se
prevode u bukariste radi ponovne oplodnje, a prasad u odgajivaliste sa kaveznim sistemom
drzanja. Prve dve nedelje posle prasenja ishrana krmaca je koli¢inski bila umanjena, a
zatim se postepeno povecavala uz dodatak antibiotika. U uzrastu od 42-45 dana prasad se
vakciniSe protiv klasi¢ne kuge svinja, Aujeskijeve bolesti 1 crvenog vetra. U odgajivalistu

se prasad zadrzava do uzrasta od 70-80 dana. Nakon toga se prebacuju u predtov, gde
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ostaju jos oko 60 dana do uzrasta od 130-140 dana i tezine 50-60 kg. U predtovu se svinje
revakcinisu 1 prebacuju u toviliSta, gde ostaju do uzrasta od 180 dana (oko 6 meseci) i
tezine od 110-120 kg. Odabiranje nazimica za priplod vrsi se kada zivotinje u toviliStu
dostignu telesnu masu od 105-110 kg, a na osnovu tzv. ,,8aliranja* (merenje debljine ledne
slanine) i genetskih performansi. 1zdvojene nazimice se odvajaju za reprodukciju i odvode
u poseban objekat sa krmacama, a ostale zivotinje ostaju u toviliStu do kraja tova. Na
farmama su zapazene male razlike medu proizvodnim kategorijama Zivotinja u odnosu na
uzrast 1 tezinu u zavisnosti od tehnologije i menadzmenta. Ove razlike su bile neznatne 1
nisu bitno uticale na rezultat ispitivanja.

Ukupno je uzorkovano 300 krvi svinja, po 100 uzoraka sa 3 farme. Sa svake farme
krv je sakupljana od po 20 Zivotinja iz 5 razli¢itih proizvodnih kategorija: odgoj, predtov,

nazimice, krmace i tovljenici.

Uzorkovanje krvi vrSeno je jednokratno, asepticnom venepunkcijom V. cave
cranialis. Krv je sakupljana u plasti¢ne vakutajnere bez koagulansa, u koli¢ini od oko 5 ml.
Uzorci su dopremani do laboratorije u ruénom frizideru, rashladeni na ledu. U laboratoriji
se iz uzoraka pune krvi izdvajao serum spontanom koagulacijom na sobnoj temperaturi.
Izdvojeni serum je centrifugiran i sakupljan u mikrotube, a zatim zamrzavan na

temperaturi od -20°C do ispitivanja.

b) Uzorci krvi ljudi

Uzorci krvi ljudi sakupljani su u saradnji sa ,,Zavodom za transfuziju krvi
Vojvodine* i ,,Zavodom za javno zdravlje Vojvodine®. Ukupno je sakupljeno 200 uzoraka
dobrovoljnih davalaca krvi u periodu januar-mart 2010. godine, sa teritorije Juznobackog i
Sremskog okruga. Tokom 2010. godine prikupljena su i 94 uzorka krvi pacijenata obolelih
od hepatitisa i rizi¢nih grupa trudnica (53 trudnice i 41 pacijent Infektivne klinike).

Za potrebe ispitivanja hepatitis E infekcije kod dobrovoljnih davalaca Kkrvi,
sprovedena je anonimna epidemioloska anketa i sakupljeni su podaci neophodni za
ispitivanje. Upitnik su popunjavali davaoci krvi prilikom uzorkovanja. Anketni list su
Cinila pitanja koja su se odnosila na: dan, mesec i godinu rodenja, pol, zanimanje, mesto
stanovanja, uzgajanje domacih Zivotinja i ku¢nih ljubimaca i vrste domacih zivotinja.
Postavljena su i pitanja u vezi sa prelezanim infekcijama izazvanim uzro¢nicima virusnog

hepatitisa (A, B, C ili D) i oboljenjima jetre.

53



Osim podataka iz anketnog lista, iz Laboratorije za testiranje krvi i Odeljenja za
transmisivne bolesti Zavoda za transfuziju krvi Vojvodine dobijeni su i podaci o
prenosivim infekcijama koje se obavezno proveravaju rutinski. Markeri u krvi koji se
dokazuju su: hepatitis B povrSinski antigen (HbsAg), antitela protiv hepatitis C virusa
(HCV), antitela i antigen virusa humane imunodeficijencije (HIV) i antitela protiv
Treponema pallidium pallidium (sifilis).

Krv je prikupljana u vakutajnerima i dopremana u Zavod za transfuziju Vojvodine . Iz
krvi se serum spontano izdvajao. Nakon formiranja koaguluma, serum je odvajan u
plasti¢ne epruvete, centrifugiran na 3000 obrtaja u trajanju od 10 minuta, odvajan u
vakutajnere. Iz Zavoda za transfuziju je dopreman u laboratoriju za virusologiju NIV-NS i
zamrzavan na -20°C do ispitivanja.

Iz Laboratorije za virusologiju Zavoda za javno zdravlje Vojvodine dobijeni su
uzorci iz kolekcije krvnih seruma pacijenata obolelih od hepatitisa, koji su bili
hospitalizovani u infektivnoj klinici Klinickog centra Vojvodine, i rizi¢nih grupa trudnica.
Uzorci su odliveni u plastiéne minitube u koli¢ini od 500pul 1 zamrznuti na -20°C. Sve
trudnice su bile u 6-7 nedelji trudnoée i prethodno testirane na prisustvo antitela protiv
virusa humane imunodeficijencije (HIV). Kod obolelih ljudi takode su prethodno vrena
sledeca ispitivanja: prisustvo IgM antitela protiv hepatitis A virusa (HAV IgM), kao 1
hepatitis B povrSinski antigen (HbsAg), antitela protiv hepatitis C virusa (HCV) i antitela
protiv virusa humane imunodeficijencije (HIV).

Uzorci ljudskih seruma koji su u naSim seroloskim ispitivanjima dali pozitivnu ili
sumnjivu reakciju na prisustvo antitela protiv HEV, dodatno su testirane u Laboratoriji za
biohemiju Zavoda za javno zdravlje Vojvodine na prisustvo enzima jetre: alanin
aminotransferaza (ALT) i aspartat aminotransferaza (AST). Odredivanje Kkataliticke
aktivnosti ovih enzima znacajno je za ispitivanje bolesti jetre posto je nivo ovih enzima

poviSen kod virusnih hepatitisa.

4.1.3. UZORCI U KLANICAMA

Uzorci fecesa i tkiva jetre, zu¢i i mesa sakupljani su u klanicama, direktno na liniji
klanja. Uzorkovanje je vrSeno u cCetiri Klanice, na lokalitetu Novog Sada i okoline, u
periodu od januara do maja 2012 godine. Dve klanice su bile velikog kapaciteta
(industrijske klanice), a dve manjeg kapaciteta (zanatske klanice). Uzorci fecesa i tkiva

sakupljeni su od 95 tovljenika, uzrasta 6 meseci i tezine oko 100 kg i 50 prasadi, uzrasta od
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oko 2 meseca i tezine oko 20 kg. Tovljenici su bili poreklom sa 3 farme na kojima je
vr$eno | uzorkovanje Kkrvi za potrebe seroloskih istrazivanja, a prasad poreklom od
individualnih proizvodaca.

U klanicama se redovno sprovodi veterinarski i sanitarni nadzor. Sve zivotinje su
pre klanja podvrgnute klinickom pregledu, a nakon klanja (post mortem) se vrsi pregled
mesa i parenhimatoznih organa na prisustvo parazita i lezija. Sve zivotinje od kojih su
prikupljeni uzorci su bile zdrave, a meso i parenhimatozni organi klasifikovani kao
ispravni za ljudsku upotrebu.

Prilikom klanja Zivotinja, u momentu iskrvarenja, prva i poslednja Zivotinja za
uzorkovanje u nizu su obeleZene zasecanjem uha ili prednje noge. Takode su evidentirani
identifikacioni brojevi Zivotinja i poreklo Zivotinje (farme). Da bi se izbegla unakrsna
kontaminacija, uzorkovanje je vrSeno potpuno asepti¢no na liniji klanja u momentu
evisceracije unutrasnjih organa. Uzorkovanje tkiva jetre sa zuénom kesom i komada mesa
sa trupa vrseno je skalpelom ¢iji su nastavci menjani posle zasecanja svakog uzorka. Svaki
uzorak pojedinacno je stavljan u sterilnu plasticnu vreéicu i obelezen. Uzorci fecesa su
uzimani direktno iz debelog creva, nakon zasecanja sterilnim nozi¢em? i skalpelom i
sakupljani u sterilne caSice. Uzorci su u frizider torbi dopremani do laboratorije za
virusologiju NIV-NS, gde se vrsila dalja obrada. Komadi jetre su deljeni na dva dela: jedan
deo je odmah stavljan u 10% formalin i pripreman za kalupljenje za patohistolosku i
imunohistohemijsku analizu, a drugi deo je secen sterilnim makazama, stavljan u sterilne
kutijice i zamrzavan na - 20°C do obrade. Zu¢ je sterilnim $pricem i iglom aspirirana
direktno iz Zucne kesice, stavljena u sterilne kutijice 1 takode zamrzavana na -20°C. Uzorci

fecesa su ¢uvani na - 20°C do dalje obrade.

4.2.METODE

4.2.1. NEKOMERCIJALNI IMUNOENZIMSKI TEST ZA DOKAZIVANJE
SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV HEPATITIS E VIRUSA KOD SVINJA

Nekomercijalni (in house) ELISA test je proizveden u laboratorijskim uslovima i
sluzi za detekciju IgG antitela protiv HEV genotip 3 u krvnim serumima svinja. Kao

antigen u ovom ELISA testu koristi se rekombinantni baculovirus protein Bacl-A-ORF2r,
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dobijen inficiranjem Trichoplusia ni larvi insekata. Bacl-A-ORF2r predstavlja skraceni i
precisc¢eni oblik proteina ORF-2 kome nedostaje 111 amino-kiselina na N kraju. Inficiranje
larvi i proizvodnja proteina vrsi se u laboratoriji biosigurnosnog nivoa 2 u Odeljenju za
biotehnologiju, u Nacionalnom Institutu za istrazivanja u poljoprivredi i namirnicama
(INIA), u Madridu, Spanija (Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria INIA). Ukratko, larve je potrebno prvo sedirati inkubacijom na ledu 15
minuta. U njih se injektiraju razli¢ite doze (1 x 10° to 3 x 10° PFU/larva) rekombinantnog
baculovirus proteina (Bacl-A-ORF2r). Ove larve se uzgajaju u inkubatoru na 28°C,
uzimaju u razli¢itim periodima postinokulacije i zamrzavaju na -20°C. Zatim se posebnim
postupkom maceracije tkiva iz ovih larvi dobija rekombinantni protein koji se koristi u
ELISA testu. Rekombinanti HEV A-ORF2r protein iz ekstrakta larvi se zatim precicava
imidazolom. Koncentracija proteina se odreduje gel densometrijom, a njegov Sastav

Western blot metodom.

ELISA RASTVORI

Pre pocetka izvodenja testa potrebno je pripremiti sledece rastvore:

Karbonatno-bikarbonatni pufer (pH9,6) (pufer za razredenje i fiksaciju antigena)

e 159 9gNa,CO3
e 2,93gNaHCO;
e Dodaje se destilovana voda do 1L

e Cuva se na sobnoj temperaturi ili u frizideru na 4°C

Fosfatno-citratni pufer (pH5) (pufer za pripremu substrata)

e 10,35 g limunske kiseline
e 36,29 g Na;HPO,
¢ Dodaje se destilovana voda do 1L

e Cuva se na sobnoj temperaturi
OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride)-(rastvor substrata)

e 120 mL fosfatno-citratnog pufera
e 1 tableta OPD Sigma (60 mg) P-1063 (0,5mg/ml krajnje razredenje)
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e Podeli rastvor u koli¢ini od po 6 mL u epruvete i zamrzni na -20°C

e Za jednu ELISA plo¢u potrebna je jedna epruveta rastvora. Pre postavljanja se

dodaje 3,4 uL 30% H>0-

Sumporna kiselina 3N (STOP rastvor-rastvor za zaustavljanje reakcije)

e 120 mL H,SO,
e 10 mL destivovane vode

e Cuva se na sobnoj temperaturi

PBS 10x (koncentrovani rastvor za pripremu rastvora za ispiranje, blocking konjugat)
e 80 g NaCl

e 2gKCI

e 17,2 NazHPO4x 2H,0

e 249gKH,PO,

e Dodaje se 800 ML destilovane vode

e Podesava se pH do7,4

e Dodaje se destilovana voda do 1 L

e Sterilizacija (nije neophodna ) u autoklavu
e Cuva se na sobnoj temperaturi

PBS 1x + Tween 0,05 % (rastvor za ispiranje)

e 100 ml PBS 10x
e 900 ml destilovane vode
e 500 ml Tween 20%

3% Mleko u prahu + PBS 1x Tween 0,05 % (rastvor za bloking)

e 3 gmlekau prahu
e 100 ml PBS 1x + Tween 0,05 %

2.5% Mleko u prahu + PBS 1x Tween 0,05 % (rastvor za pripremu konjugata)

e 2.59g mlekau prahu
e 100 ml PBS 1x + Tween 0,05 %
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Procedura testa:

Pre izvodenja testa, potrebno je pripremiti razredenje A-ORF2 HEV gt3 proteina u
50 mM rastvoru karbonatno/bikarbonatnog pufera u odnosu 1:1000 (1 ul antigena+ 999 ul
karbonatno/bikarbonatnog pufera). U mikrotitar plocu sa ravnim dnom (Nunc, Danska) u
sva polja se nanosi 50 ul razredenog antigena. Ploca se pokrije i ostavi preko naci u
frizideru na 4°C. Ploca se sutradan izvadi i odbaci se sadrzaj bez ispiranja. Na mikrotitar
plocu se u sva polja nanosi 100 ul rastvora za bloking i plo¢a se inkubira u termostatu 1 sat
na 37°C. Za vreme inkubacije ploce, potrebno je odmrznuti ispitujuce i kontrolne serume i
napraviti razredenja sa rastvorom za blocking u odnosu 1:100. Zatim se mikrotitar ploca
ispira sa rastvorom za ispiranje 3 puta. Ostatak sadrzaja se odstrani tapkanjem na
upijajucoj vati. U bazenci¢e ploc¢e se nanosi po 50 ul pozitivnih i negativnih kontrolnih
seruma 1 ispitujué¢ih seruma u duplikatu, po prethodno napravljenoj shemi. Ploca se
inkubira 1 sat u termostatu na 37°C, a zatim se ponovo ispira 3 puta sa rastvorom za
ispiranje. Neposredno pre nanoSenja na ploc¢u potrebno je pripremiti konjugat, tako $to se
sekundarna anti-svinjska IgG antitela obeleZzena peroksidazom HRP (proizvodaé: Abcam,
Engleska) razrede u odnosu 1:30.000 sa rastvorom za razredenje konjugata. U sve
bazenci¢e mikrotitar ploce unosi se 50 ul konjugata i ploc¢a se inkubira 1 sat na 37°C. Posle
sat vremena, plo¢a se ponovo ispira 3 puta i u sve bazenci¢e se nanosi 50 ul substrata
(OPD+ 3,4 ul 30% H,0,). Ploca sa substratom stoji 10 minuta na sobnoj temperaturi u
tamnoj prostoriji. Reakcija se zaustavlja dodavanjem 50 pl stop rastvora (3N H,SOu).
Absorbanca se ocitava na talasnoj duzini od 492 nm u ELISA C¢itacu. Interpretacija
rezultata se vrSi poredenjem ocitanih vrednosti uzorka sa vrednostima absorbance

pozitivne i negativne kontrole.

Interpretacija rezultata:

Kao kontrolni serumi su koriS¢eni prethodno testirani pozitivni 1 negativni serumi
svinja. Negativnu kontrolu je predtavljao pul od 8 negativnih seruma sa absorbancama
nizim od 0.15 (0.05-0.14).

Test je validan ukoliko je srednja vrednost ODggonm pozitivne kontrole dvostruko
visa od srednje vrednosti OD4gonm Negativne kontrole.

Vrednosti absorbance seruma se izrazavaju kao P/N odnos (vrednost absorbance
test uzorka/ vrednost absorbance negativne kontrole). Uzorci koji imaju absorbancu visu ili

jednaku sa cut off vrednosti (P/N > 2.5) se smatraju sa pozitivnim, a ispod te vrednosti sa

58



negativnim nalazom. Ukoliko su vrednosti absorbance blizu cut off vrednosti, uzorke je

potrebno ispitati Western blot metodom.

4.2.2. KOMERCIJALNI IMUNOENZIMSKI TEST ZA DOKAZIVANJE
SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV HEPATITIS E VIRUSA KOD SVINJA

Za dodatna seroloska ispitivanja i poredenje rezultata dobijenih u nekomercijanom
in-house ELISA testu, koristili smo komercijalni test PrioCHECK HEV (Prionics,
Svajcarska). Ovaj test je dizajniran za detekciju specifi¢nih antitela protiv Hepatitis E

virusa genotip 1 i 3 u uzorcima seruma svinja i zasnovan je na indirektnoj ELISA tehnici.

Princip testa:

Izvodenje ispitivanja upotrebom PrioCHECK HEV Ab test kit se sastoji iz 4
koraka: priprema uzorka, inkubacija uzorka, inkubacija sa konjugatom i oéitavanje
rezultata. Za ELISA ploc¢u vezan je rekombinatni antigen ORF 2 i ORF 3 genotipova HEV
1 i 3. Serumi se inkubiraju na plo¢i. Anti-svinjsko antitelo obelezeno peroksidazom
(konjugat) veze se za rekombinantni HEV antigen 1 na taj nacin se vrsi detekcija antitela.
Nakon toga postvlja se TMB substrat, razvija se boja i meri na talasnoj duzini od 450 nm.

Intezitet boje je proporcionalan koli¢ini specifi¢nih antitela protiv HEV u uzorku (Slika
13).

Sikal3: Postupak odvijanja reakcije u ELISA testu

k > l% > o -

wash kg wash no color:
o [}, negative
Incubation sample Incubation conjugate Detection
(serum or meat juice) 30 minutes at 37£3°C 30 minutes at RT
60 minutes at 37£3°C
«» Recombinant Hepatitis E virus 2;_—, Arti-HEV antibodies )/- Anti-Pig 126G HRPO conjugate
(HEV) antigen present in the sample
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Procedura testa:
Za test se koriste svezi serumi svinja ili odmrznuti serumi koji su se prethodno ¢uvali na

-20°C. lzvodenje ELISA testa se vrsi prema uputstvu proizvodaca.

Interpretacija rezultata:
Kriterijumi za validaciju testa:
e Srednja vrednost ODysonm pozitivne kontrole minus ODgsonm Cut —off kontrole mora
biti > 0,3
e Srednja vrednost ODgsonm Cut —off kontrole minus ODuaso, Negativne kontrole mora
biti > 0,05

e Srednja vrednost ODgsonm Negativne kontrole mora biti < 0,15

IzraGunavanje Cut off vrednosti uzorka dobija se kada se srednja vrednost OD4so,m Cut off

kontrole pomnozi sa 1.2:

Srednja vrednost ODysonm Cut off kontrole x 1.2= Cut off

e Rezultat jednak ili veci od Cut off vrednosti se smatra pozitivnim nalazom

e Rezultat izmedu srednje vrednosti ODgysonm Cut off kontrole i Cut off vrednosti je
sumnjiv i preporucuje se ponovno testiranje. Ukoliko se ponovo dobija sumnjiva
reakcija, preporucuje se NOvVo uzorkovanje i testiranje

e Rezultat ispod Cut off vrednosti je negativan

4.2.3. NEKOMERCIJALNI IMUNOENZIMSKI TEST ZA DOKAZIVANJE
SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV HEPATITIS E VIRUSA KOD LJUDI

Postupak izvodenja in house ELISA testa za detekciju anti-HEV antitela u
serumima ljudi je isti kao prethodno iznet postupak ze detekciju HEV kod svinja, osim
izmena koje se odnose na koris¢enje anti-human IgG antitela kao konjugata sa razredenjem

1:10.000 i pozitivnih i negativnih seruma ljudi kao kontrolnih seruma.
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4.2.4. KOMERCIJALNI IMUNOENZIMSKI TEST ZA DOKAZIVANJE
SPECIFICNIH ANTITELA PROTIV HEPATITIS E VIRUSA KOD LJUDI

Za dokazivanje ukupnih antitela (IgM i 1gG) protiv HEV u uzorcima krvnih seruma
ili plazme ljudi, koris¢en je komercijalni ELISA set kit EIAgen HEV Ab, proizvodaca
Adaltis, Italija. Test je zasnovan na koris¢enju sintetickog imunodominantnog antigena
dobijenog iz konzervativnog dela Hepatitis E virusa Meksi¢kog (genotip 1) i Burnise soja
(genotip 2). Ovim testom moze se izvrSiti kvalitativna detekcija prisustva anti-HEV

antitela indirektnom ELISA tehnikom.

Princip testa:

Za mikrotitar plo¢u vezan je HEV-specifican sinteticki antigen. Kada se na plocu
postave razredeni uzorci seruma i ploca inkubira, ukoliko postoje HEV antitela, vezace se
za antigen. Nakon prvog ispiranja ploce, sve preostale komponente iz seruma, koje se nisu
vezale za plocu, ¢e se odstrani. U toku druge inkubacije, vezana HEV antitela, IgG i IgM ,
detektovace se posle dodavanja konjugata, koji predstavlja poliklonalna specifi¢na anti-
HEV IgG i IgM antitela, obelezena peroxidazom (HRP). Dodavanjem TMB (tetrametil
benzidin) substrata, u bazen¢i¢ima u kojima je nastao antigen-antitelo kompleks
detektovan konjugatom, razvice se enzimska reakcija i pojava boje. Intezitet boje je
proporcionalan koli¢ini anti-HEV antitela u testiranom serumu ili plazmi. Interpretacija
rezultata zasnovana je na kvalitativnom odredivanju HEV antitela kao pozitivan, sumnjiv

ili negativan rezultat.

Procedura testa:

Izvodenje teta se vrsi po uputstvu proizvodaca.

Interpretacija rezultata:
Test je validan, ukoliko absorbance kontrola i kalibratora zadovoljavaju sledece

Kriterijume:

Prazan bazeci¢ < 0,100 ODus50nm
Negativna kontrola < 0,500 OD450mnm
Kalibrator S/ICo>1
Pozitivna kontrola > 1000 OD4s0nm
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Izracunavanje Cut off vrednosti vrsi se po sedecoj formuli:

Cut off = Srednja vrednost negativne kontrole (NC OD450nm) + 0.350

Interpretacija rezultata predstavlja odnos ocitane absorbance seruma ODysonm | Cut off

vrednosti (S/Co) i prikazana je u sledecoj tabeli:

S/ICo Interpetacija

<0.9 Negativno
09-11 Sumnjivo

>1.1 Pozitivno

Negativan rezultat znac¢i da pacijent nije inficiran HEV virusom, a pozitivan da je
inficiran 1 treba sprovesti odgovarajucu terapiju. Ukoliko se dobije sumnjiv rezultat,

potrebno je za 1-2 nedelje ponovo uzorkovati krv pacijenta i ponoviti ispitivanje.

4.2.5. WESTERN BLOT

Western blot metoda (poznata i kao imunoblot metoda) je analiticka metoda za
utvrdivanje koli¢ine i prisustva specifi¢nih serumskih imunoglobulina prema virusnim
proteinima u ispitujuéem uzorku i predstavlja tzv. ,zlatni standard“ za serolosku
dijagnostiku HEV infekcije. Svi uzorci seruma svinja i ljudi, kod kojih su o€itane vrednosti
absorbanci nakon visestrukog ponavljanja bile blizu cut off vrednosti u in house ELISA

testu, ispitani su i Western blot metodom.

Princip testa:

Rekombinantni protein ORF2 HEV gt3 (koji je koris¢en u in house ELISA testu)
se prenosi i imobiliSe na nitroceluloznu membranu, a zatim se nanosi primarno antitelo
(ispitujuci serum). Ukoliko u serumu postoje antitela protiv HEV, protein ORF2 HEV gt3
na membrani i 1gG antitela iz ispitujuceg seruma formiraée kompleks. Zatim se nanosi
sekundarno antitelo (anti-svinjska ili anti-ljudska 1gG antitela obeleZzena peroksidazom
HRP) koje ¢e se vezati za kompleks. Dodaje se solucija ECL, koja sluzi za vizualizaciju i

reakcija se ocitava.
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Western blot metod se sastoji iz nekoliko koraka: SDS poliakrilamid gel

elektroforeza, tranfer, bloking, detekcija (nanoSenje primarnih i sekundarnih antitela) i

vizualizacija (razvijanje boje).

SDS poliakrilamid gel elektroforeza

SDS poliakrilamid gel -elektroforeza (SDS PAGE) izvodena je na aparaturi za

elektroforezu Bio-Rad Mini Protean (po metodi: Laemmli, U.K. , 1970)

Reagensi:

akrilamid/bis (30% T, 2,67% C)
1.5M Tris-HCL, pH 8.8

0.5M Tris-HCI, pH 6.8

10% amonijum persulfat
1% TEMED (N,N, N’, N’ - tetrametiletiletilendiamin)
10% SDS (sodium dodecyl sulphate)

4 x Pufer za pripremu uzoraka sa SDS-om, 10 ml:

» 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 0.625 ml
» 50% Glicerol 4.00 ml
> 10% SDS 2.00 ml
» B-merkaptoetanol 1.0 ml
» 1% bromfenol plavo 0.05 mg
» Destilovana H,O 3.27 mi
5x Elektrodni pufer Tris/Glicin sa 1% SDS-om (Laemmli) pH 8.3,zal1 L
» 159 Tris

» 72 g Gilicin

» 5g SDS

» vodado 1L

Vrednost pH je oko 8,3 i ne treba je podesavati. Pre upotrebe se razblazi 1:5.

Priprema razdvajajuceg gela (10%):

Destilovana voda 5.60 ml
1.5 M Tris-HCI, pH8.8 2.80 ml

63



e Akrilamid/bisakrilamid 2.80 ml
e SDS 4% 0.15 ml

Smesa se degasira na vakuum pumpi, a potom se doda:
e amonijum persulfat 56.6 ul
e TEMED 5.6 ul

Nakon laganog meSanja tecan gel se sipa izmedu dve staklene ploce predvidene za

formiranje gela i ostavi da se polimerizuje izmedu 30minuta i 1 Casa.

Priprema koncentrujuceg gela (4%):

e Destilovana voda 1.52 ml
e 0.5M Tris-HCI, pH 8.8 0.62 ml
e Akrilamid/bisakrilamid 0.32 ml
e SDS 4% 0.15ml

Smesa se degasira na vakuum pumpi, a potom se dodaje:
e amonijum persulfat 125l
e TEMED 2.5l

Nakon polimerizacije razdvajajueg gela, preko njega se nanosi smeSa te¢nog

koncentrujuceg gela u koji se uranja ,,CeSalj* za formiranje mesta za nanoSenje uzoraka.

Smesa koncentrujuceg gela se ostavi na sobnoj temepaturi radi polimerizacije 30 minuta.

Priprema uzoraka (denaturacija proteina):

Uzorak za SDS elektroforezu (protein ORF2 HEV gt3) je pripreman prokuvavanjem u toku

5 minuta na 100 °C u puferu za uzorak (razblaZzenje 1:4). Na gelu ukupno ima 15 mesta za

postavljanje uzoraka. Na 1. i 15. mestu, na oba kraja gela, postavljeno je pazljivo Paster

pipetom po 6ul markera Western Blot Protein Standard (Serva), a u ostalih 13 polja po 12

ul HEV proteina (odnosno 3ul pufera za uzorke + 5 ul originalnog uzorka ORF2 HEV

proteina + 4 pl vode) (Slikal4). Elektroforeza se odvija pri konstantnom naponu elektri¢ne

energije od 30 mA oko 60 minuta.
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Slika 14: Nano$enje uzoraka na SDS gel

Imunobloting:

Transfer proteina i imunodetekcija
Western blot je izvoden na elektrobloting aparaturi Bio-Rad Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell prema metodi Towbin-u i saradnici (1979) na nitriceluloznoj

membrani.

Materijal:

e Elektrobloting aparatura

e Strujni ispravljac

e Whatman 3M filter papir

e Nitrocelulozni papir (Hybond-Amersham)

e Male plasticne posude za inkubaciju gela

Reagensi:
Pufer za transfer proteina pH 8.3:
» 25 mM Tris (3.025Q)
» 192 mM glicin (14.4g)
» destilovana voda 800 ml
» metanol 200ml
Ponceau S (0.1% (w/v) Ponceau S u 5%(v/v) siréetnoj kiselini)
10 x PBS (stock solucija)
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PBS 1x + Tween 0,05 % (rastvor za ispiranje)
> 100 ml PBS 10x
» 900 ml destilovane vode
» 500 ml Tween 20

Mleko u prahu 5% + PBS 1x Tween 0,05 % (rastvor za blokiranje)

» 5 g mleko u prahu
» 100 ml PBS 1x + Tween 0,05 %
>
Mleko u prahu 1% + PBS 1x Tween 0,05 % (rastvor za pripremu antitela)

» 1 g mleko u prahu
» 100 ml PBS 1x + Tween 0,05 %

Pre pripreme ,,sendvica“ za transfer na nitroceluloznu membranu, sunderi i filter
papiri su potopljeni u pufer za transfer 15-20 minuta. ,,Sendvi¢* za transfer je pripremljen
po slede¢em redosledu: sunder-filter papir-nitrocelulozna membrana-gel —filter papir-
sunder. Uklonjeni su svi mehuri¢i vazduha izmedu filter papira i gela, kao i izmedu gela i
membrane. Pri stavljanju ,,sendvica“ u nosac¢ celije za transfer treba voditi racuna o
orjentaciji ANODA/sunder- filter papir- nitrocelulozna membrana —gel- filter papir-
sunder/KATODA.

Transfer proteina ORF2 HEV gt3 sa gela na membranu je izvrSen pri konstantnoj
struji od 180 mA u toku 1h i 30 minuta, uz hladenje. Membrana je zatim potopljena u boju

Ponceau S i iseena na stripove (Slika 15).

Slika 15: Protein ORF2 HEV gt3 na membrani nakon transfera obojena sa Ponceau S
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Stripovi su isprani rastvorom za ispiranje, potopljeni u rastvor za blokiranje i 1 sat
inkubirani na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, stripovi su jos jednom kratko ispirani i
inkubirani sa primarnim antitelom preko no¢i na 4°C (primarna antitela su razredenja
ispituju¢ih seruma ljudi ili svinja u odnosu 1:100 sa rastvorom za pripremu antitela uz
obavezno postavljanje pozitivnog i negativnhog kontrolnog seruma). Posle inkubacije sa
primarnim antitelom, potrebno je isprati stripove 2 puta po 15 minuta. Stripovi su zatim
ponovo inkubirani 1 sat sa sekundarnim antitelima koja su konjugovana peroksidazom
(razredenje 1: 30.000 za anti-svinjska antitela ili 1:10.000 za anti-ljudska antitela).
Ponavlja se korak ispiranja 4 puta po 15 minuta. Posle ispiranja, stripovi su potopljeni 1
minut u ECL soluciju (substrat) uz konstantno mesanje. ECL solucija sluzi za vizualizaciju

reakcije i chemilumisniscentnu detekciju.

Chemiluminiscentna detekcija
Materijal:
ECL solucija (A+B) (BioRad)

Solucija A

» luminol 250mM 1ml

» cumarin 90mM 0.44 ml

» TrissHCL 1M pH8.5 10 ml

» Destilovana voda do 100 ml
Solucija B

» H,0,30% 3.05 ul

» Tris-HCL 1M pH8.5 500 ul
» Destilovana voda do 10 mL

Rasvor A i rastvor B se pomesaju i cuvaju na 4°C najduze mesec dana.

Poboljsana hemiluminiscencija (ECL-enhanced chemiluminescent) je metoda koja
omogucava detekciju proteina sa substratom koji luminiscira (svetli) u kontaktu sa
sekundarnim antitelom. Stripovi se izvade iz rastvora luminola, postave u ¢istu posudu i
reakcija se ocitava u aparatu za razvijane filma (BioRad image station). Slikanje se vrsi

nekoliko puta (ekspozicija filma na 5 sekundi, 15 sekundi, 1 minut, 5 minuta).
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Kompjuterski software odmah obraduje podatke, pojacava intezitet boje i dobijaju se
digitalne fotografije Western blot reakcije.

Pozitivan rezultat u Western blot analizi predstavlja pojava proteina na stripu sa
molekulskom masom koja odgovara veli¢ini od 65-68 kDa. Na Slici 16 je Zutom strelicom
obelezen rekombinantni protein A ORF 2 HEV gt3, koji ima molekulsku masu od 65-68
kDa. Sa leve strane se nalaze obelezene molekulske mase razliitih proteina markera (iz

rada autora Nereida Yimnenez de Oya, 2009).

Slika 16: Western blot analiza proteina A ORF 2 HEV gt3

199kDa —
116kDa —
97kDa —

saml A ORF 2 HEV gt3

34kDa —

37kDa —

4.2.6. REAL-TIME RT- PCR

Molekularna metoda One Step real-time RT-PCR (Reverzna transkripcija
polimeraza lanacane reakcije u realnom vremenu) je kvantitativna metoda koja sluzi za
detekciju 1 odredivanje kolicine HEV RNK u ispituju¢em uzorku. Protokol ispitivanja je
kreiran na osnovu podataka iz rada istrazivaca Jothikumar i sar.(2006.).

Pre izvodenja real-time RT-PCR reakcije potrebno je izvrsiti obradu uzoraka i

ekstrakciju RNK upotrebom TRIzol reagenta.
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Obrada uzoraka:

Uzorke jetre, mesa, zuci i fecesa, koji su bili zamrznuti na -20°C, potrebno je
ostaviti na sobnoj temperaturi da se odmrznu pre obrade.

Uzorci fecesa su pripremani tako da se dobije 10% razredenje u fiziolosSkom
rastvoru. Koli¢ina od 250 mg uzorka je uzeta sterilnim Stapi¢em i stavljena u sterilnu
plasticnu epruvetu, a zatim je dodat fizioloski rastvor u koli¢ini od 2.25 ml . Dobijena
suspenzija je u trajanju od 1 minut kratko vorteksovana, a zatim centrifugirana na 3000
obrtaja u trajanju od 15 minuta. Dobijeni supernatant je odliven i Kkoristio se odmah za
izolaciju nukleinske kiseline ili je zamrzavan na -70°C.

Obrada uzoraka tkiva jetre i mesa se vrsila u sterilnim tarionicima, slobodnim od
tragova RNK. Od svakakog organa je sterilnim makazama zasecan komadi¢ veli¢ine
1xlcm (oko 1gr) i sitno iseckan u tarioniku uz dodavanje kvarcnog peska.Tkivo je
homogenizovano, a zatim je dodato 10 ml fizioloSkog rastvora, da bi se dobilo krajnje
razredenje od 1:10. Iz tarionika je sadrzaj odliven u plasticne sterilne epruvete i
centrifugiran na 3000 obrtaja 15 minuta. Ovako dobijen supernatant je direktno koriS¢en za
ekstrakciju RNK ili je zamrznut na -70°C.

Uzorci zuci su se za ekstrakciju koristili bez prethodne obrade.

Izolacija RNK upotrebom Trizola:
Reagensi:
e TRIzol® Reagent (U.S. PatentNo.5,346,994 Invitrogen life technologies);
e Chloroform (99%) for molecular biology;
e Isopropanol (99%) for molecular biology;
e 75% Ethanol (u DEPC tretiranoj vodi);

e DEPC (diethylpyrocarbonate) tretirana voda (potpuno ¢ista od RNase enzima)

Postupak izvodenja izolacije:

Pre pocetka ekstrakcije RNK, potrebno je supernatante (jetra, feces i meso) i
uzorke zuci izvaditi iz zamrzivaca i ostaviti da se odmrznu na sobnoj temperaturi U
laminarnoj komori. Pre pocetka rada pravi se protokol za izolaciju RNK u koji se unosi
redosled uzoraka i kontrola. Negativna kontrola je PCR ¢ista voda, a za pozitivnu kontrolu
se uzima suspenzija hepatitis E virusa ¢ije se prisustvo utvrduje u ispitivanim uzorcima. U
odnosu na broj ispitujuéih uzoraka uzimaju se PCR ¢iste mikrotube (,,ependorfice*) od 1,5

ml uz dodatak za jednu pozitivnu i jednu negativnu kontrolu. U mikrotubu se dodaje po
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250ul uzorka. U istoj koli¢ini se postavlja i pozitivna i negativna kontrola. U svaku
ependorficu se dodaje po 750 ul reagensa TRIzol i dobro promesa. Ispitujuci uzorci i
kontrole se inkubiraju sa TRIzol-om na sobnoj temperaturi 5-10 minuta. Zatim se u svaku
ependorficu dodaje po 200ul hloroforma. Dobijenu suspenziju je potrebno promesati
vortexom punom brzinom 15 sekundi, a zatim se inkubira na sobnoj temperaturi 5
minuta. Posle kratke inkubacije, potrebno je opet suspenziju centrifugirati na 14000 rpm
u trajanju od 15 minuta na 4°C (centrifuga sa hladenjem). Gornja vodena faza (koja
sadrzi RNK) se pazljivo odpipetira u nove ependorfice od 1,5 ml i u nju se dodaje 500ul
izopropanola. Ova meSavina se inkubira na sobnoj temperaturi 10 minuta, a zatim se
centrifugira na 14000rpm u trajanju od 10 minuta na 4°C. Supernatant, koji se izdvojio, se
pazljivo odbacuje odlivanjem, a RNK sa dna ependorfice se spere (resuspenduje) sa 500ul
75% etanola (-20°C). Suspenzija RNK i etanola se vorteksuje punom brzinom 15 sekundi i
centrifugira na 10000 rpm 5 minuta na 4°C. Dobijeni supernatant se potpuno odbaci
odlivanjem, a na dnu ostaje pelet (ektrahovana i precis¢ena RNK). Ependorfica sa peletom
se osusi okretanjem na papirnu vatu u trajanju od 15 do 30 minuta. OsuSena RNK se
resuspenduje vodom (RNAza sklobodnom vodom). Volumen vode je potrebno prilagoditi
koli¢ini RNK (najc¢esée sa 40ul). Ovako dobijena RNK se mora $to pre zamrznuti do
upotrebe u real-time RT-PCR reakciji.

Detekcija HEV

Za izvodenje reakcije potrebni su real-time PCR aparat (Applied Biosystem),
reagensi, oligonukleotidi i kontrole. Standardne krive koje se koriste u gPCR reakciji su
kreirane na osnovu serijskih razredenja poznate koli¢ine RNK interne ampflikacione
kontrole (IACs). Za garanciju kvaliteta testa su potrebne razli¢ite kontrole: NTC (non

template control - kontrola bez uzorka), IAC kontrola, pozitivna i negativha HEV kontrola.

Reagensi:

- RNA UltraSense One-step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen):
» RNA UltraSense Enzyme Mix

RNA UltraSense 5x Reaction Mix.

20x Bovine Serum Albumin (BSA)

50-mM Magnesium Sulfate (Mg SO,)

ROX Reference Dye

- Tris-EDTA pH 8 (Applied biosystems)

vV V VYV V
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- Nuclease-free water (Qiagen)

Oligonukleotidi:

Forward primer: HEV-F (5’- GGT GGT TTC TGG GGT GAC -3°)

Reverse primer: HEV-R (5’- AGG GGT TGG TTG GAT GAA -3°)

HEV Proba (Tagman probe): HEV-P (5’-FAM- TGA TTC TCA GCC CTT CGC -BGQ1-3")
IAC MGB TagMan proba: IACP (5’-VIC- CCA TAC ACA TAG GTC AGG -MGB- NFQ- 3”)

Postupak izvodenja ispitivanja:
Pre pripreme reagenasa potrebno je izvaditi uzorke (ekstrahovane RNK) iz
zamrzivaca na -70°C 1 ostaviti u laminarnoj komori, u hladnom nosacu da se otope. U

tabelama A i B su prikazane potrebni reagensi i priprema PCR mix-a.

Tabela A: Prajmeri i probe koje su potrebne za pripremu mixa

Tabela 1: Radna razredenja prajmera i proba
Stock H.O Krajnje Molaritet
volumen razredenje*
Primer HEV-F 25ul 475 pl 500ul S5uM
Primer HEV-R 25ul 475 pl 500ul S5uM
Primer HEV-P 10ul 490 nl 500pul 2uM
Proba IAC Sul 495 ul 500ul 2uM

*Krajnje razredenje se alikvotira u ependorfice od po 50 pl i ¢uva na -20°C

TabelaB: Reagensi od kojih se priprema PCR mix

Tabela 2: QRT-PCR mix (za jednu rakciju)
Reagensi Radna koncentracija | Krajnja koncentracija Volumen (ul)

RNA Ultrasense reaction mix 5x 1x 4.00
Primer HEV-F 5ul 250 nM 1.00
Primer HEV-R 5ul 250 nM 1.00
Primer HEV-P 2 100 nM 1.00
Proba IAC 1 50 nM 1.00
ROX reference dye 50x 1x 0.40
RNA Ultrasense enyme mix 1.00
IAC * 0.60
PCR ¢ista voda 5.00
Ukupni volumen mixa 15

Uzorak 5

Krajnji volumen 20

*Priprema IAC probe se vrsi po posebnom uputstvu
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Slika 17: Priprema PCR Mix-a




U zasebnoj prostoriji (tzv. Cista soba) se pripremaju razredenja hemikalija za
PCR Mix (Slika 17). Sve reagense je potrebno pre rada izvaditi iz zamrzivaca i staviti u
hladni nosa¢ da se odmrznu. Kada se hemikalije zagreju, sadrzaj svake ependorfice se
kratko centrifugira (spinuje) na 3000 rpm 30 sekundi, da bi se homogenizovao sadrzaj.
Uzima se Cista ependorfica, postavlja se u hladni nosa¢ i dodaju se svi navedeni
reagensi iz tabele 2 (u zavisnosti od broja ispitujuc¢ih uzoraka). Pripremljeni Mix se
kratko homogenizuje vortex-om i centrifugira (spinuje) na 3000 rpm 30 sekundi. Zatim
se u svako polje PCR mikrotitar ploc¢e sa 96 polja (96-well optical reaction plate-
Applied Biosystems) nanosi po 15 ul Mix-a po Semi. Plo¢a se poklopi i prenosi iz Ciste
sobe u tzv. prljavi deo (gde se vrsi ekstrakcija RNK), i u laminarnoj komori nanosi po 5ul
uzoraka na pozicije sa Seme. Na sva navedena polja za kontrole (IAC, NTC, HEV
pozitivna kontrola i HEV negativna kontrola) postavlja se po 5ul kontrola. Ploca se zalepi
sa adhezivnim pokriva¢em i stavlja u real-time PCR aparat za izvodenje reakcije.

Prethodno je potrebno podesiti temperaturne cikluse na sledeci nacin:

Redosled reakcija: Temperature i vreme Broj ciklusa
Reverzna transkripcija 50°C, 15 minuta 1
Prezagrevanje 95 °C, 2 minuta 1
Denaturacija 95 °C, 15 sekundi
Amplifikacija 55°C, 20 sekundi 50
Ekstenzija 72°C, 35 sekundi

Kada se reakcija zavrsi, svi rezultati o¢itavanja kalibracionih kriva se pamte u

racunaru.
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Interpretacija rezultata:

Rezultat real-time RT-PCR se tumaci na osnovu pojave eksponencijalne krive §to
znadi da je doslo do umnoZavanja PCR produkta u svakom ciklusu. Sto je vise PCR
produkta u uzorku koji se analizira, raste i eksponencijalana kriva koja predstavlja vidljiv
dokaz da u uzorku postoji produkt. Eksponencijalna kriva pozitivnog uzorka je sli¢na
eksponencijalnoj krivi pozitivne kontrole i IAC kontrole. U negativnhom uzorku i kontroli
bez uzorka (non-template control) nema PCR produkta, odnosno nema vidljive reakcije niti

rasta eksponencijalne krive.

4.2.7 PATOHISTOLOSKO I IMUNOHISTOHEMIJSKO ISPITIVANJE

Patohistolosko ispitivanje:
Za patohistolosko i imunohistohemijsko ispitivanje su ispitani uzorci jetre prasadi

na osnovu pozitivnih RT-PCR rezultata u uzorcima jetre, Zuci i mesa prasadi. Uzorci jetre
veli¢ine 2x1x0,5cm su fiksirani u 10% neutralnom formalinu u trajanju od 48 - 72 Casa.
Posle fiksacije tkivo je obradivano u automatskom tkivnom procesoru (dehidratacija kroz
seriju alkohola, prosvetljavanje u ksilolu, impregnacija parafinom) i uklopljeno u
parafinske blokove. Parafinski isecci debljine 3 do Spum seceni su na mikrotomu i bojeni

hematoksilin-eozin (HE) bojom.

Imunohistohemijsko ispitivanje:
Imunohistohemijsko ispitivanje je izvedeno po metodologiji streptavidin-avidin

metode opisanoj u radu Ha i Chae (2004), sa modifikacijama koje se odnose na korisc¢enje

komercijalnog kita za detekciju i vizualizaciju reakcije.

Materijal:
1. Predmetne plocice: Superfrost ultra plus (Thermo Scientific).
2. Primarno antitelo: Rabbit polyclonal anti-HEV antibody ab 1036 (Abcam)
3. Proteinaza K: Proteinase K V302b ( Promega)
4. Kit za detekciju: Novolink Polymer detection system RE7150-K (Leika)
e Peroxidase block

e Protein block
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e Post Primary secondary antibodies

e Dab chromogen

e Novolink DAB Substrate Buffer

e Hematoxylin
5. Rastvor za ispiranje: TBS (100 ml Tris HC1 (Ph=7,5) + 900 ml fizioloski rastvor)
6. Diluent za razredenje antitela: IHC Diluent (Leica, UK)

Parafinski isecci debljine 3-5um su montirani na pozitivno elektrisane predmetne
plocice tipa ,,Superfrost “. Dehidratacija tkivnih oiseCaka vrSena je potapanjem iseCaka u
serijska razredenja alkohola: dva puta u ksilol, dva puta u apsolutni alkohol i dva puta u
96% alkohol. Svako ispiranje u alkoholu je trajalo po 5 minuta. Na kraju su iseéci isprani u
destilovanoj vodi. Demaskiranje HEV antigena postignuto je proteinazom K (20 ul
Proteinaze K + 1 ml TBS) u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi. Posle 15 minuta
izvr$eno je ispiranje sa destilovanom vodom i TBS. Endogena peroksidaza blokirana je u
3% H,0, (Peroxidase block iz kita) na sobnoj temperaturi (18-22°C) u trajanju od 15
minuta. Isecci su isprani ponovo sa destilovanom vodom i TBS i prosuSeni na papirnoj
vati. Pripremljeno je primarno razredenje antitela u odnosu 1:50 sa diluentom IHC Diluent.

Isecci su inkubirani sa primarnim antitelom 1 sat na sobnoj temperaturi (Slika 18).

Slika 18: Inkubacija preparata sa primarnim antitelom

Posle sat vremena preparati su ponovo isprani TBS-om i blago prosuseni na
papirnoj vati. Zatim je izvrSena inkubacija sa sekundarnim antitelom Post Primary (iz kita
za detekciju) u trajanju od 20 minuta na sobnoj temperaturi. Ponavlja se ispiranje sa TBS i

nanosi se Polymer (iz kita za detekciju) i inkubira jo§ 20 minuta na sobnoj temperaturi.
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Reakcija postaje vidljiva nanosenjem diaminobenzidina DAB (DAB se pravi od 1 ml
substrata i 50 ul DAB hromogena iz kita), a inkubacija traje 15 minuta. Zatim se vrsi
viSekratno ispiranje iseCaka, najpre destilovanom, a zatim obi¢nom vodom. Kontrastiranje
iseCaka izvrSeno je u hematoksilinu (Hematoxylin boja iz kita) u trajanju od 1 minut.
Uzorci su izvadeni iz hematoksilina i rehidrirani u serijskim razredenjima alkohola i u vodi
(destilovana voda, 96% alkohol, apsolutni alkohol, ksilol). Posle ispiranja isecci su
montirani pomo¢u medijuma za montiranje DPX (veStacka smola) 1 posmatrani pod
mikroskopom. Ukoliko se formirao antigen-antitelo kompleks, na mestu pozitivne reakcije
javiée se precipitat smede boje. Kao negativna kontrola kori$¢ena su 4 tkivna isecka HEV

RNK negativnih jetri.

4.2.8 UTVRPIVANJE POSTOJANJA EPIDEMILOSKE POVEZANOSTI IZMEDU
INFEKCIJA KOD SVINJA | LJUDI | NALAZ HEV RNK U UZORCIMA NA
KLANICAMA

Da bi se ustanovila potencijalna epidemioloska povezanost izmedu infekcija kod
ljudi i zivotinja, izvrSeno je poredenje prisustva pozitivnog HEV seroloskog nalaza kod
dobrovoljnih davalaca krvi, koji u svom domacinstvu uzgajaju domace zivotinje i vrste
zivotinja sa kojima dolaze u kontakt, pre svega svinje, koje predstavljaju znacajne
rezervoare hepatitis E virusa.

Utvrdivanje mogucnosti inficiranja ljudi mesom i jetrama svinja izvrSeno je na
osnovu ispitivanja i dokaza prisustva HEV genoma u uzorcima na liniji klanja. Meso i jetra
svinja, a posebno prasadi, se ¢esto konzumiraju, a da je njihova termicka obrada slabo
sprovedena. Na taj nain ove namirnice mogu da predstavlja potencijalnu opasnost za

infekciju ljudi.

4.2.9 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Obrada podataka vrSena je statistickim programom Statistika 10. Za statisticku
analizu seroprevalencije medu kategorijama svinja na oglednim farmama, kao i prosec¢nih

ukupnih vrednosti nivoa antitela koris¢en je hi-kvadrat test-Piersonov test. Statisticki
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znacajna razlika je prikazana kao p-vrednost. Ukoliko je izracunata p-vrednost bila manja
od 0.05 (p<0.05), ustanovljena je statiatisticki znacajna razlika, odnosno statisticki visoko
znacajna razlika ukoliko je p<0.001. U slu¢ajevima kada je p-vrednost bila ve¢a od p>0.05
statisti¢ki znacajna razlika medu poredenim vrednostima nije ustanovljena.

Ispitivanje specificnosti 1 osetljivosti poredenih metoda ( in house i komercijalna
ELISA) analizirano je kappa-metodom. Ova metoda je pogodna za obradu podataka kada

se dobijaju rezultati ,,pozitivno — negativno®, umesto kvantitativnih vrednosti.
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5. REZULTATI ISPITIVANJA

Dobijeni rezultati ispitivanja su radi bolje preglednosti i tumacenja podeljeni u

nekoliko celina, po redosledu kako je navedeno u ciljevima istrazivanja.

5.1 Rezultati ispitivanja prisustva HEV RNK u fecesu svinja

Da bi odabrali farme na kojima ¢e se vrSiti ispitivanja HEV seroprevalencije,
izabrano je 6 farmi na kojima je ispitano prisustvo HEV RNK u fecesu svinja u
industrijskom nac¢inom uzgoja, na teritoriji Juzne Backe i Srema. Uzorci fecesa pregledani

su one step real-time RT-PCR metodom. Rezutati ispitivanja prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1: Rezultati ispitivanja prisustva HEV RNK u fecesu svinja na farmama

Farma Proizvoq_na real-time Farma | Proizvodna kategorija real-time
kategorija RT-PCR RT-PCR
Odgoj (65 dana) - Odgoj (70 dana) +
Predtov (95dana) + Predtov (90 dana) +
1 Tov (110 dana) + 4 Tov (110 dana) +
Tov (120 dana) + Tov (120 dana) +
Tov (125 dana) - Tov (130 dana) +
Odoj (66 dana) + Odgoj (65 dana) +
Predtov (75 dana) - Odgoj (80 dana) +
2 Tov (92 dana) + 5 Predtov (100 dana) +
Tov (92 dana) + Predtov (100 dana) +
Tov (125 dana) + Tov (120 dana) -
Odgoj (70 dana) + Odgoj (65 dana) -
Predtov (90 dana) + Predtov (74 dana) -
3 Predtov (95 dana) + 6 Predtov ( 88 dana) +
Tov (110 dana) + Tov (110 dana) -
Tov (120 dana) + Tov (120 dana) -

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je hepatitis E infekcija
prisutna na svim pregledanim farmama. Na farmi 1, HEV RNK je dokazana kod svinja u
kategoriji predtova i kod tovljenika uzrasta 110 i 120 dana, a na farmi 2 u fecesu prasadi u
odgoju i kod tovljenika. Na farmi 3 i 4 kod svih proizvodnih kategorija je utvrdeno
prisustvo HEV RNK. Pregledom fecesa na farmi 5, HEV je detektovan u kategorijama
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odgoja i predtova, dok je na farmi 6 virusni genom dokazan samo kod starijih svinja u
predtovu, uzrasta od 88 dana.
U tabeli 2 je dat prikaz prisustva HEV RNK u fecesima svinja u odnosu na ukupan

broj ispitanih uzoraka po farmi (u procentima).

Tabela 2: Ukupan procenat HEV RNK pozitivnih uzoraka fecesa na farmama

Farma HEV RNK pozitivno (%) | HEV RNK negativno (%)
1 60% 40%
2 80% 20%
3 100% 0%
4 100% 0%
5 80% 20%
6 20% 80%

Procenat HEV pozitivnih uzoraka fecesa na farmama je varirao u rasponu od 20%
(farma 6) do 100% (farme 3 i 4).

Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja za dalja ispitivanja odabrane su 3 farme
(farme 2, 4 i 6). Kriterijumi za odabir farmi su bili razli¢iti procenti utvrdenog prisustva
HEV RNK u fecesu: 20% na farmi 6, 80% na farmi 2 i 100% na farmi 4. Na ovim
farmama su je vrSeno uzorkovanje krvi svinja i izvrSene seroloske analize prisustva
specificnih antitela protiv HEV, kao 1 dalje pra¢enje i uzorkovanje organa i fecesa na
klanicama. U daljem tekstu farme ¢emo oznacavati slovima abecede: farma 6 imace

oznaku farma A, farma 2 je farma B, a farma 4 je farma C.

5.2 Rezultati seroloskih ispitivanja krvnih seruma svinja na prisustvo

specifi¢nih antitela protiv HEV

5.2.1 Seroloski rezultati ispitivanja krvnih seruma svinja in house ELISA testom

Radi utvrdivanja prisustva specificnih IgG antitela protiv hepatitis E virusa u
krvnim serumima svinja na farmama A, B i C, vrseno je serolosko ispitivanje in house
ELISA testom. Ukupno je pregledano 300 seruma svinja sa sve tri ogledne farme. Svi
serumi, ¢ije su ekstinkcije u ELISA testu bile blizu cut off vrednosti, dodatno su testirani
Western blot metodom (rezultati ispitivanja Western blot metodom prikazani su na strani

95). Rezultati istrazivanja su prikazani pojedina¢no, po farmama.
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Ustanovljene vrednosti HEV seroprevalencije kod svinja sa farme A prikazane su u tabeli

3.

Tabela 3: Prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV in house ELISA testom u
krvnim serumima svinja na farmi A

Kategorija: Poziti|:|/rlfc\);t:zgsl'§i3 rgl)o (%) Negat:j/Ec\J;ttleg'Ei3 rz(a-r)lo (%) p-vrednost
Odgoj 5/20 (25%) 15/20 (75%)
Predtov 2 /20 (10%) 18/20 (90%)
Nazimice 12 /20 (60%) 8/20 (40%) 0.01067
Krmace 9/20 (45%) 11/20 (55%)
Tovljenici 9/20 (45%) 11/20 (55%)
Ukupno: 37/100 (37%) 63/100 (63%0)

Od ukuno pregledanih 100 uzoraka krvnih seruma svinja, kod 37 (37%) Zivotinja je
ustanovljeno prisustvo anti-HEV antitela, dok su 63 (63%) Zivotinje bile seronegativne.
Najniza seroprevalencija zabelezena je kod svinja u predtovu (2/20, 10%), a najvisa kod
nazimica (12/20, 60%). Anti-HEV antitela dokazana su kod 25% (5/20) svinja u odgoju i
kod 45% (9/20) Zivotinja u kategorijama krmaca i tovljenika. Ustanovljena je statisticki
znacajna razlika poredenjem rezultata HEV seroloski pozitivnih uzoraka seruma medu

kategorijama svinja na farmi A (p=0.01067).

Slika 19: In house ELISA test

Na farmi B je kod 31 (31%) Zivotinje detektovano prisustvo antitela protiv HEV,
dok kod 69 (69%) zivotinja nije ustanovljeno prisustvo ovih antitela. Procenat
seropozitivnosti je varirao od 0% (0/20) u kategoriji odgoja do 55% (55/100) u kategoriji
nazimica i tovljenika. Kod svinja u predtovu utvrdeno je 25% (5/20) seropozitivnih
zivotinja, a kod krmaca 20% (4/20). Izra¢unata p-vrednost je iznosila 0.00029, §to znaci da
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je ustanovljena visoko statisticki znacajna razlika poredenjem rezultata seroprevalencije
medu kategorijama svinja na farmi B. U tabeli 4 dat je prikaz rezultata ispitivnja prisustva

anti-HEV antitela kod svinja na farmi B.

Tabela 4: Prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV in house ELISA testom u
krvnim serumima svinja na farmi B

Kategorija: Poziti|:|/r|1£c\);telzgt(i3 rgrrl)o (%) Negat::I/Ec\);t(Iag'S rz(;l_r)wo (%) p-vrednost
Odgoj 0 /20(0%) 20/20 (100%)
Predtov 5/20 (25%) 15/20 (75%)
Nazimice 11/20 (55%) 9/20 (45%) 0.00029
Krmace 4 /20 (20%) 16/20 (80%)
Tovljenici 11/20 (55%) 9/20 (45%)
Ukupno: 31/100 (31%0) 69/100 (69%0)

Analizom podataka prisustva HEV infekcije na farmi C, uocava se da je stepen
zarazenosti na ovoj farmi bio znatno visi u odnosu na prethodne dve farme. Prisustvo
specifiénih antitela dokazano je kod 54 (54%) svinje, a 46 (46%) jedinki je bilo
seronegativno. Kod 85% (17/20) tovljenika ustanovljen je pozitivan seroloski nalaz, a
zatim slede svinje u predtovu sa 80% (16/20) i prasad u odgoju sa 75% (15/20) HEV
pozitivnih zivotinja. Samo u kategorijama nazimica i krmaca je detektovana niza
seroprevalencija koja je iznosila 15% (3/20). Izracunata je visoko statisti¢ki znacajna
razlika poredenjem broja seropozitivnih Zivotinja medu kategorijama svinja (p=0.0000).

Rezultati ispitivanja na farmi C prikazani su u tabeli 5.

Tabela 5: Prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEVin house ELISA testom u
krvnim serumima svinja na farmi C

< o HEV 1gG (+) HEV 1gG ()
ategoriia: | poitivnoltestirano (%) | Negativno/testirano (%) | P-vrednost
Odgoj 15/20 (75%) 5/20 (15%)
Predtov 16/20 (80%) 4/20 (20%) 0.0000
Nazimice 3/20 (15%) 17/20 (85%)
Krmace 3/20 (15%) 17/20 (75%)
Tovljenici 17/20 (85%) 3/20 (15%)
Ukupno: 54/100 (54%) 46/100 (44%)
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Osim pojedinacnog prikaza seroprevalencije na farmama, izvrsena je i uporedna
analiza seroloskih ispitivanja po kategorijama svinja na farmama A, B i C i statisticka

obrada podataka. Rezultati su prikazani u tabeli 6.

Tabela 6: Uporedni prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV in house ELISA
testom u krvnim serumima svinja na farmama A, B i C

Kategorija Farma A Farma B Farma C p-vrednost
pozitivno/testirano (%) | pozitivno/testirano (%) | pozitivno/testirano (%)

Odgoj 5/20 (25%) 0/20 (0%) 15/20 (75%) 0.0000
Predtov 2/20 (10%) 5/20 (25%) 16/20 (80%) 0.0000
Nazimice 12/20 (60%) 11/20 (55%) 3/20 (15%) 0.074908
Krmate 9/20 (45%) 4120 (20%) 3/20 (15%) 0.07122

Tovljenici 9/20 (45%) 11/20 (55%) 17/20 (85%) 0.02557
UKUPNO: 37/100 (37%) 31/100 (31%) 54/100 (54%) 0.00274

NajviSa seroprevalencija je zabelezena na farmi C (54%), zatim sledi farma A
(37%), a najmane seropozitivnih zivotinja je bilo na farmi B (31%). Izracunata je statisticki
znacajna razlika u odnosu na broj seropozitivnih Zivotinja na sve tri ispituju¢e farme
(p=0.00274).

Najveci broj seropozitivnih prasadi u odgoju ustanovljen je na farmi C i iznosio je
75% (15/20), zatim sledi farma A sa 25% (5/20), dok na farmi B ni kod jednog praseta nije
ustanovljeno prisustvo anti-HEV antitela. Poredenjem HEV seroprevalencije u kategoriji
odgoja na sve tri farme ustanovljena je visoko statisticki znacajna razlika (p=0.0000).

Analize rezultata anti-HEV antitela kod svinja u predtovu pokazale su da je 80%
(16/20) zivotinja na farmi C bilo seroloski pozitivno, na farmi B je taj procenat iznosio
25% (5/20), a na farmi A je kod samo 10% (2/20) Zivotinja detektovano prisustvo
specificnih antitela protiv hepatitis E virusa. Ustanovljena je statisticki visoko znacajna
razlika (p=0.0000) poredenjem seropozitivnih svinja u kategoriji predtova na sve tri farme.

Najvise seroloski pozitivnih nazimica, 60% (12/20), zabelezeno je na farmi A, na
farmi B 55% (11/20), a na farmi C 15% (3/20) nazimica je bilo HEV pozitivno. Izracunata
p-vrednost je iznosila 0.074908 i nije ustanovljena statisticki znacajna razlika medu
seroprevalencijom kod nazimica na sve tri farme.

U kategoriji krmaca, na farmi A je kod 45% (9/20) zivotinja ustanovljeno prisustvo
anti-HEV antitela, na farmi B 20% (4/20) i na farmi C 15% (3/20) seropozitivnih krmaca.
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Medutim, statistiCkom analizom dobijenih rezultata prisustva specifi¢nih antitela protiv
HEV u grupi krmaca nije ustanovljenja znacajna razlika (p=0,07122).

U grupi tovljenika HEV infekcija prisutna je u znaCajnom procentu na svim
oglednim farmama. Na farmi C je kod 85% (17/20) tovljenika zabeleZeno prisustvo anti-
HEYV antitela, na farmi B kod 55% (11/20), odnosno kod 45% (9/20) tovljenika na farmi A.
Variranja u broju seropozitivnih Zivotinja u kategoriji tovljenika su velika, pa je
ustanovljena statisticki znac¢ajna razlika (p=0,02557).

Radi boljeg prikaza, na Grafikonu 1 je data analiza uporednog ispitivanja prisustva

anti-HEV antitela na sve tri ispitujuée farme.

Grafikon 1: Uporedni prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV virusa u krvnim
serumima svinja in-house ELISA testom na farmama A, Bi C
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Prikaz seroprevalencije u zbirnim uzorcima krvnih seruma po proizvodnim
kategorijama, na sve 3 farme, dat je u tabeli 7. Od ukupno pregledanih 300 uzoraka
seruma, kod 122 (40,66%) svinje je utvrdeno prisustvo anti-HEV antitela, dok je 178
(59,34%) zivotinja bilo seronegativno. Kod 33,33% (20/60) prasadi je ustanovljen
pozitivan seroloski nalaz. Nivo antitela raste sa staro$cu, tako da je u kategoriji svinja u
predtovu kod 38,33% (23/60) jedinki zabeleZeno prisustvo anti-HEV antitela, a u kategoriji
nazimica je ustanovljeno 43,33% (26/60) seropozitivnih Zivotinja. Zatim je zabeleZen pad
nivoa antitela i najniza seroprevalencija je detektovana u kategoriji krmaca, 26,66%
(16/60). Najvisi nivo seroprevalencije zabeleZen je kod tovljenika, gde je 61,66% (31/60)

zivotinja bilo seropozitivno. Ustanovljena je statisticki znaCajna razlika poredenjem
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seroprevalencije u uzorcima seruma svinja po kategorijama na svim ispituju¢im farmama
(p=0.00155).

Tabela 7: Pregled prose¢nih vrednosti prisustva antitela protiv HEV in house ELISA
testom u ukupnom broju uzoraka krvnih seruma svinja na farmama A, Bi C

Kategorija: | _ . HEV19G (+) HEV19G ()
Pozitivno/testirano (%) | Negativno/testirano (%) |P-vrednost
0dgoj 20/60(33,33%) 40/60 (66,66%)
Predtov 23/60 (38,33%) 37/60 (61,66%)
Nazimice 26/60 (43,33%) 34/60 (56,67%) 0.00155
Krmace 16/60 (26,66%) 44160 (73,33%)
Tovljenici 37/60 (61,66%) 23/60 (38,33%)
Ukupno: 122/300 (40,66%) 178/300 (59,34%)

Grafi¢ki prikaz kretanja proseénih vrednosti nivoa natitela u ukupnom broju uzoraka krvi

svinja po kategorijama na sve tri farme dat je u grafikonu 2.

Grafikon 2: Prose¢ne vrednosti nivoa antitela po kategorijama svinja na farmama A, Bi C
(in house ELISA test)
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5.2.2 Seroloski rezultati ispitivanja krvnih seruma svinja komercijalnim ELISA testom
Svi uzorci krvi svinja (300 uzoraka) sa farmi A, B i C testirani su na prisustvo
specificnih antitela protiv HEV komercijalnim ELISA testom. Rezultati ispitivanja su

prikazani tabelarno i graficki.
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Tabela 8: Prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV komercijalnim ELISA testom u
krvnim serumima svinja na farmi A

Kategorija: Poziti|:|/rlfc\);t£t(i3 rSr-l)o (%) Negat::'/E;;ttlegiis rgr)lo (%) p-vrednost
Odgoj 4/20 (20%) 16/20 (80%)
Predtov 3/20 (15%) 17/20 (85%)
Nazimice 12/20 (60%) 8/20 (40%) P=0.00565
Krmade 11/20 (55%) 9/20 (45%)
Tovljenici 10/20 (50%) 10/20 (50%)
Ukupno: 40/100 (40%) 60/100 (60%0)

Rezultati ispitivanja na farmi A prikazani su u tabeli 8. Na osnovu iznetih podataka
uocava se da su kod 40% (40/100) svinja detektovana specifi¢na antitela protiv HEV, dok
je 60% (60/100) zivotinja bilo seronegativno. Najmanje seropozitivnih zivotinja, 15%
(3/20) zabelezeno je u kategoriji svinja u predtovu, a najvise, 60% (12/20) u kategoriji
nazimica. Pozitivan seroloski nalaz je ustanovljen kod 20% (4/20) prasadi u odgoju, 50%
(10/20) tovljenika i 55% (11/20) krmaca. Analizom rezultata seroprevalencije na ovoj
farmi ustanovljena je statisticki znacajna razlika poredenjem svih Kkategorija Zivotinja
(p=0.00565).

Slika 20: Komercijalni ELISA test

Na farmi B anti-HEV antitela su detektovana kod 41% (41/100) svinja, a negativan
seroloSki nalaz je putvrden kod 59% (59/100) Zivotinja. Sva prasad u odgoju su bila
seronegativna (20/100, 100%). Najmanje seropozitivnih zivotinja, 25% (5/20) ustanovljeno
je u kategoriji krmaca, a najviSe u kategoriji tovljenika, 80% (16/20). Kod svinja u
predtovu, prisustvo specifi¢nih antitela je dokazano u serumima 35% (7/20) ispitanih

zivotinja, a kod nazimica je 65% (13/20) jedinki bilo seroloski pozitivno. Izraunata je
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visoko statisticki znacajna razlika u seroprevalencije medu svim poredenim kategorijama

svinja (p=0.00000). Rezultati ispitivanja na farmi B prikazani su u Tabeli 9.

Tabela 9: Prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV komercijalnim ELISA testom u

krvnim serumima svinja na farmi B

Kategorija: _HEVI9G (+) HEV 19G (-) P-
Pozitivno/testirano (%)|Negativno/testirano (%) | vrednost
Odgoj 0/20 (0%) 20/20 (100%)
Predtov 7/20 (35%) 13/20 (65%)
Nazimice 13/20 (65%) 7120 (35%) P=0.0000
Krmace 5/20 (25%) 15/20 (75%)
Tovljenici 16/20 (80%) 4120 (20%)
Ukupno: 41/100 (41%0) 59/100 (59%6)

Rezultati ispitivanja prisustva anti-HEV antitela na farmi C dati su u tabeli 10.

Tabela 10: Prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV komercijalnim
ELISA testom u krvnim serumima svinja na farmi C

Kategorija: Po7i t::'/rlfgfttlagg ré;)o (%) Negzltliz\é(%gst(iZano p-vrednost
Odgoj 17/20 (85%) 3/20 (15%)
Predtov 20/20 (100%) 0 /20 (0%)
Nazimice 4/20 (20%) 16/20 (80%) P=0.0000
Krmace 6/20 (30%) 14/20 (70%)
Tovljenici 18/20 (90%) 2/20 (10%)
Ukupno: 65/100 (65%0) 35/100 (35%0)

Na farmi C je kod 65% (65/100) ispitanih svinja ustanovljeno prisustvo specifi¢nih
antitela protiv hepatitis E virusa, dok je 35% (35/100) zivotinja bilo seronegativno. Sve
svinje u predtovu su bile seropozitivne (20/100, 100%). Anti-HEV antitela su detektovana
kod 90% (18/20) tovljenika i 85% (17/20) prasadi u odgoju. Najmanje seropozitivnih
zivotinja zabelezeno je u kategoriji nazimica (20%, 4/20) 1 krmaca (30%, 6/20). Na osnovu
iznetih rezultata izraCunata je visoko statisticki znacajna razlika u seroprevalenciji medu

kategorijama zivotinja (p=0.0000).
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Poredenje rezultata seroloskih ispitivanja prisustva HEV infekcije u krvnim
serumima svinja komercijalnim ELISA testom na sve tri ogledne farme, kao i izracunata p-

vrednost prikazani su u Tabeli 11.

Tabela 11: Uporedni prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV komercijalnim
ELISA testom u krvnim serumima svinja na farmama A, B i C

Kategorija pozitivlrjs/rtg?iéno (%) pozitivlr?g/r';(ransztiirzno (%) pozitivlr:(?/rtgtiirino (%) p-vrednost
Odgoj 4/20 (20%) 0/20 (0%) 17/20 (85%) 0.00000
Predtov 3/20 (15%) 7/20 (35%) 20/20 (100%) 0.00000
Nazimice 12/20 (60%) 13/20 (65%) 4/20 (20%) 0.00766
Krmace 11/20 (55%) 5/20 (25%) 6/20 (30%) 0.10808
Tovljenici 10/20 (50%) 16/20 (80%) 18/20 (90%) 0.01189
UKUPNO: 40/100 (40%0) 41/100 (41%0) 65/100 (65%0) 0.00033

Najvise seropozitivnih jedinki zabelezeno je na farmi C, 65% (65/100), zatim sledi
farma B sa 41 % (41/100) i farma A sa 40% (40/100). Na sve tri farme ustanovljena su
znacajna vrariranja medu Zivotinja sa seroloski pozitivnim nalazom (p=0.00033).

Posmatrajuéi kategoriju prasadi u odgoju, zapaza se da je najvise HEV pozitivnih
prasadi, 85% (17/20) bilo na farmi C, zatim sledi farma A sa 20% (4/20), dok na farmi B
nije ustanovljena nijedna seropozitivna Zivotinja (0%, 0/20).

Kod svinja u predtovu na farmi C su sve svinje bile seroloski pozitivne (100%,
20/20), dok je na farmi B i A broj pozitivnih Zivotinja u predtovu iznosio 35% (7/20),
odnosno 15% (3/20). Kod prasadi u odgoju i u predtovu ustanovljena je visoko statisti¢ki
znacajna razlika u variranju broja seropozitivnih zivotinja, a izraunata p-vrednost je
iznosila p=0.00000).

Prisustvo specificnih antitela protiv HEV na farmama A i B detektovano je kod
65% (13/20), odnosno 60% (12/20) ispitanih nazimica,a najmanje seropozitivnih nazimica
zabelezeno je na farmi C (20%, 4/20). Ustanovljena je statisticki znacajna razlika u odnosu
broj seroloski pozitivnih jedinki u kategoriji nazimica na sve tri farme (p=0.00766).

Pozitivan seroloski nalaz zabelezen je kod 55% (11/20) krmaca na farmi A, zatim

slede farma C sa 30% (6/20), odnosno farma B sa 25% (5/20) krmaca. IzraCunata p-
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vrednost iznosila je p=0,10808, odnosno nije bilo znacajnih odstupanja u seroprevalenciji
medu ispitanim kategorijama zivotinjama.

U kategoriji tovljenika utvrdena je visoka seroprevalencija od 90% (18/20) kod
tovljenika na farmi C, neSto niza, 80% (16/20) na farmi B, a najniZa seroprevalencija od
50% (10/20) zabelezena je na farmi A. Obracunata p-vrednost je iznosila p=0.01189, sto
zan¢i da nije bilo znacajnih variranja u poredenju seroprevalencije unutar ove kategorije

svinja.

Prikaz rezultata ispitivanja i poredenja seroprevalencije na sve tri ogledene farme

dat je i graficki (Grafikon 3).

Grafikon 3: Uporedni prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV komercijalnim
ELISA testom u serumima svinja na farmama A, Bi C
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U tabeli 12 prikazani su rezultati ispitivanja prisustva specifi¢nih antitela protiv
hepatitis E virusa po proizvodnim kategorijama svinja, zbirno, na sve tri ogledne farme. Od
ukupno 300 pregledanih seruma svinja, kod 146 (48,66%) svinja je ustanovljeno prisustvo
anti-HEV antitela, dok je 154 (51,34%) svinja bilo seronegativno. Najmanje seropozitivnih
zivotinja je detektovano u kategoriji prasadi u odgoju, 35% (21/60). Nivo antitela se
znacajno povecavao 1 ve¢ kod svinja u predtvovu je zabelezeno 50%(30/60) seropozitivnih
jedinki. U kategoriji nazimica belezi se blagi pad seroprevalencije, a anti-HEV antitela su
ustanovljena kod 48,33% (29/60) zivotinja. Najmanje seroloski pozitivnih Zivotinja je
utvrdeno u kategoriji krmaca (22/60, 36,66%). Visok nivo antitela detektovan je kod
tovljenika, gde je kod 73,33% (44/60) zivotinja ustanovljen pozitivan seroloski nalaz.

Obracunata p-vrednost je iznosila p=0,00015, odnosno izrac¢unata je visoko statisticki

87



znacajna razlika u ukupnom broju uzoraka seropozitivnih Zivotinja medu kategorijama

svinja na ispituju¢im farmama.

Tabelal2: Pregled prose¢nih vrednosti prisustva antitela protiv HEV virusa u zbirnim
uzorcima krvnih seruma svinja komercijalnim ELISA testom na farmama A, B i C

Kategorija: | HEV 19G (+) 0 HEV 19G () oz | P-vrednost
ozitivno/testirano (%) | Negativno/testirano (%)
Odgoj 21/60 (35%) 39/60 (65%)
Predtov 30/60 (50%) 30/60 (50%)
Nazimice 29/60 (48,33%) 31/60 (51,67%) P=0,00015
Krmace 22/60 (36,66%) 38/60 (63,34%)
Tovljenici 44/60 (73.33%) 16/60 (26,67%)
Ukupno: 146/300 (48,66%) 154/300 (51,34%)

U Grafikonu 4 se nalazi graficki prikaz kretanja nivoa antitela u zbirnim uzorcima

krvnih seruma svinja na faramama A, B i C.

Grafikon 4: Prosecne vrednosti nivoa antitela po kategorijama svinja na farmama A, Bi C
(komercijalni ELISA test)
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5.2.3. Uporedni prikaz seroloskih ispitivanja krvi svinja na na prisustvo specifi¢nih

antitela protiv HEV in house i komercijalnim ELISA testovima

U Tabeli 13 su prikazani rezultati uporednih ispitivanja dobijenih HEV

seroprevalencija u uzorcima krvnih seruma svinja in house i komercijalnim ELISA testom
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(Tabela 13). Na farmi A je pozitivan seroloski nalaz dokazan komercijalnim ELISA testom
kod 40% (40/100) zivotinja, a in-house ELISA testom kod 37% (37/100) svinja. Utvrdena
seroprevalencija in house ELISA testom se kretala od 10% (2/20) kod svinja u predtovu do
60% (12/20) kod krmaca. Komercijalnim ELISA kitom je najmanje seropozitivnih svinja
ustanovljeno u kategoriji odgoja (3/20, 15%) a najvise u kategoriji nazimica (12/20, 60%).
Na farmi B, 41% (41/100) zivotinja je bilo spozitivno testiranjem komercijalnim kitom, a
31% (31/100) in-house ELISA testom. Nivo anti-HEV antitela se kretao od 0% (0/20) kod
prasadi u odgoju do 55% (11/20) kod tovljenika u in-house ELISA testu, odnosno od 0%
(0/20) kod prasadi u odgoju do 80% (16/20) kod tovljenika komercijalnim ELISA testom.
Na farmi C je u poredenju sa farmama A i B utvrden najveéi broj seropoztivnih jedinki,
65% (65/100) komercijalnim testom a 54% (54/100) in-house ELISA testom. Najniza
seroprevalencija je detektovana u kategoriji nazimica i krmaca, gde je pozitivan seroloski
nalaz zabelezen kod 15% (3/20) jedinki, a najvisi kod tovljenika, 85% (17/20), testirano in
house ELISA testom. Komercijalnim ELISA testom su detektovana antitela u rasponu od
20% (4/20) kod nazimica do 100% (20/20) kod svinja u predtovu.

Tabela 13: Uporedni prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV ispitanih
komercijalnim i in house ELISA testom na farmama A, Bi C

Farma A Farma B Farma C

pozitivno/testirano (%) pozitivno/testirano (%) pozitivno/testirano (%)

Kategorija Prionigs In-house Prionigs In-house Prionigs In-house
0dgoj 4120 (20%) 5/20 (25%) 0/20 (0%) 0/20 (0%) 17/20 (85%) 15/20 (75%)
Predtov 3/20 (15%) 2/20 (10%) 7/20 (35%) 5/20 (25%) 20/20 (100%) | 16/20 (80%)
Nazimice 12/20 (60%) | 12/20 (60%) 13/20 (65%) 11/20 (55%) 4120 (20%) 3/20 (15%)
Krmade 11/20 (55%) 9/20 (45%) 5/20 (25%) 4/20 (20%) 6/20 (30%) 3/20 (15%)
Tovljenici 10/20 (50%) 9/20 (45%) 16/20 (80%) 11/20 (55%) 18/20 (90%) 17/20 (85%)

UKUPNO: | 40/100 (40%) | 37/100 (37%) | 41/100 (41%) | 31/100 (31%) | 65/100 (65%) | 54/100 (54%)

Uporedni rezultati ispitivanja seroprevalencije in house i komercijanim ELISA
testom u zbirnim uzorcima po proizvodnim kategorijiama na sve tri farme prikazani su u
Tabeli 14. Pregledom 300 seruma svinja, pozitivan nalaz je ustanovljen kod 48.66%
(148/300) zivotinja ispitanih komercijalnim kitom, odnosno 40.66% (122/300) in-house
ELISA testom. Najniza seroprevalencija, testiranjem komercijalnim ELISA Kkitom,
zabeleZana je kod prasadi u odgoju, 35% (21/60), a najvisa, 73.33% (44/60) kod tovljenika.
U in house ELISA testu nivo nivo detektovanih anti-HEV antitela se kretao od 26.66%
(16/60) kod krmaca do 61.66% (37/60) kod tovljenika.
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Tabela 14: Uporedni prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV ispitanih
komercijalnim i in-house ELISA testom, po kategorijama svinja, na farmama A, Bi C

% HEV IgG (+)
Pozitivno/testirano (%)

Kategorija Prionigs In-house
Odgoj 21/60 (35%) 20/60 (33,33%)
Predtov 30/60 (50%) 23/60 (38,33%)
Nazimice 29/60 (48,33%) 26/60 (43,33%)
Krmace 22/60 (36,66%) 16/60 (26,66%)
Tovljenici 44/60 (73.33%) 37/60 (61,66%)
UKUPNO: 146/300 (48.66%0) | 122/300 (40.66%)

IzraCunavanje podudarnosti dobijenih rezulata seroloskih ispitivanja seruma svinja

sa dva dijagnosticka testa: in-house 1 komercijalnim ELISA testom, izvrSeno je

statistickom obradom podataka - Kappa test (k) (Tabela 15).

Tabela 15: Podudarnost metoda in-house i ELISA testa za dobijene seroloske

nalaze seruma svinja na farmama A, Bi C

Komercijalni
test (Prioniqs)

* - 2
]
3 + 117 5 122
<
< - 29 149 178
> 146 154 300

Pozitivan seroloski nalaz sa oba testa je detektovan u 117 uzoraka seruma, a
negativan u 149 uzoraka. Rezultati se nisu podudarali kod 29 seruma svinja, gde je in
house ELISA testom zabelezen negativan nalaz a komercijalnim testom pozitivan rezultat.
Suprotno ovom podatku, u 5 pregledanih uzoraka, in house ELISA testom je detektovano

prisustvo specifi¢nih antitela a komercijalnim testom nije.
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Izraunati nivo osetljivosti za ispitivani in-house u odnosu na komercijalni
(Prionigs) test iznosio je 0,80 (80%), a izraCunati nivo specifi¢nosti za ispitivani In-house
u odnosu na komercijalni (Prionigs) test iznosio je 0,96 (96%).

Kapa analizom dva poredena seroloska dijagnosticka testa (In-house i komercijalni
ELISA test) izracunata je ¥ = 0,771, Sto predstavlja skoro idealno podudaranje poredenih
testova (Valci¢, 1998).

Rezultati ispitivanja seruma svinja dobijeni sa in-house i komercijalnim (Prionigs)
ELISA testom su obradeni statistickom metodom korelacije i prikazani su u grafikonu 5.

Utvrden je visok nivo pozitivne korelacije r =0,77 (p<0.05)

Grafikon 5: Graficki prikaz korelacije dve ELISA metode: komercijalni (Prionigs) i

In-house test za uzorke krvnih seruma svinja

Scatterplot: Prioniqs vs. In-house (Casewise MD deletion)
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Correlation: r = 76847
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Visok nivo pozitivne linearne korelacije r = 0.77 (p < 0.05)

5.3 Rezultati seroloskih ispitivanja krvnih seruma ljudi na prisustvo specifi¢nih

antitela protiv HEV

5.3.1 Seroloski rezultati ispitivanja krvnih seruma ljudi in house ELISA testom

Ispitivanje prisustva specificnih antitela protiv hepatitis E virusa u krvnim serumima

ljudi in house ELISA testom vrSeno je u uzorcima Krvnih seruma dobrovoljnih davalaca

krvi iz Zavoda za transfuziju krvi Vojvodine i pacijenta i trudnica iz Instituta za javno

zdravlje Vojvodine. Kod 11 uzoraka su dobijene ekstinkcije blizu cut off vrednosti i

izvrSeno je testiranje uzoraka Western blot metodom (rezultati ispitivanja Western blot
metodom prikazani su na strani 95).

U Tabeli 16 prikazani su rezultati HEV seroprevalencije dobrovoljnih davalaca

krvi. Ukupno je pregledano 200 uzoraka krvi (158 Zena i 42 muskarca), a 15% (30/200)
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davalaca je bilo seropozitivno. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u seropozitivnosti
izmedu muskaraca i zena (16.7% prema 14.6%). HEV seroprevalencija je rasla sa staro$¢u
i bila je visa kod osoba starijih od 51 godine (21.5%) u odnosu na osobe od 31 do 50
godina zivota ili osobe mlade od 30 godina (14.2%, odnosno 5.4%, p<0.027). Vecina
pregledanih davalaca krvi, 89% (178/200), zivi na selu i ve¢ina ima dve ili vise razli¢itih
zivotinjskih vrsta u svom dvoristu. Anti-HEV antitela su detektovana kod dva dobrovoljna
davaoca iz gradske sredine (9.1%, 2/22) i kod 28 ljudi iz seoskog podrucja (15.7%,
22/178). Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u visinu seroprevalencije kod osoba
koje se bave poslom veceg rizika za nastanak HEV infekcije (kontakti sa zivotinjama) u
odnosu na osobe sa manje riziénim profesijama. HEV seroprevalencija kod radnika je
iznosila 17.7% (16/90), a kod farmera 15% (3/20) (podaci nisu prikazani u tabeli).

Tabela 16: Prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV u krvnim
serumima dobrovoljnih davalaca krvi

Dobrovoljni davaoci krvi (n=200)

% HEV IgG (+) % HEV 19G (-)
ool Zene 23/158 (14.6%) 135/158 (85.4%)

Muskarci 7142 (16.7%) 35/42 (83.3%)

18-30 2137 (5.4%) 35/37 (94.6%)

Starost 31-50 14/98 (14.2%) 84/98 (85.8%)

51-70 14/65 (21.5%)* 51/65 (78.5%)

) Grad 2122 (9.1%) 21/23 (90.9%)

Mesto stanovanja

Selo 28/178 (15.7%) 149/177 (84.3%)

*p<0.027

| ako nivo ALT enzima nije ispitan kod svih dobrovoljnih davalaca (zbog
nedostatka ispituju¢ih seruma), kod 23 testirana uzorka je ustanovljena prosecna vrednost
ALT od 25 IU/ml (raspon od 6-148). Vrednosti vise od 41 IU/ml utvrdene su kod 36.8%
HEV seropozitivnih pacijenata i kod 25% HEV seronegativnih pacijenata (referentna
vrednost ALT: muskarci < 41 Ul/ml, zene < 31 UI/ml). Niti kod jedne osobe od 8
testiranih sa istorijom bolesti Hepatitis A infekcije nije ustanovljeno prisustvo anti-HEV
antitela. Takode, nijedna osoba nije bila seropozitivna na HIV, HBV ili HCV markere.

Iz Instituta za javno zdravlje VVojvodine pregledana su 94 uzorka krvi na prisustvo
specifi¢nih antitela protiv HEV. Od tog broja, 53 osobe su bile trudnice u 6. i 7. nedelji

gestacije (prose¢na starost trudnica iznosila je 28.9 godina, u rasponu od 19 do 39 godina),
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koje su rutinski testirane na anti-HIV antitela i 41 pacijent (22 muskarca i 19 Zena,
prosecne starosti 28.6 godina, u rasponu od 1 do 69 godina), koji su testirani na prisustvo
anti-HEV IgM, anti-HCV i HIV Ag/Ab. Svi uzorci seruma trudnica i pacijenata bili su
HEV seronegativni. Poredenjem dobijenih rezultata prisustva anti-HEV antitela izmedu
dobrovoljnih davalaca krvi i trudnica i pacijenata ustanovljena je statistiCka znacajna
razlika (p<0.0004).

5.3.2 Seroloski rezultati ispitivanja krvnih seruma ljudi komercijalnim ELISA
testom
Komercijalnim ELISA testom (EIAgen HEV Ab, proizvodaca “Adaltis” Italija)
ispitano je 94 uzoraka seruma trudnica i pacijenata (53 trudnice i 41 pacijent Infektivne
klinike) i 56 uzoraka seruma dobrovoljnih davalaca krvi. Radi poredenja dva ELISA testa,
serumi dobrovoljnih davalaca krvi su odabrani na osnovu rezultata in-house ELISA testa
(svi uzorci sa pozitivnim nalazom, uzorci sa rezultatom blizu cut off vrednosti, kao i
odredeni broj seronegativnih uzoraka). Komercijalnim ELISA testom detektovano je
prisustvo specifi¢nih IgG antitela protiv HEV genotip 1 i 2. Rezultati ispitivanja prikazani

su u Tabelama 18 i 19.

Tabela 18: Prikaz rezultata prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV komercijalnim ELISA testom
u krvnim serumima dobrovoljnih davalaca krvi

HEV 1gG (+)
Pozitivno/testirano (%)

HEV IgG (-)
Negativno/testirano (%)

Dobrovoljni davaoci krvi 10/56 (17.86%) 46/56 (82.14%)

Tabela 19: Prikaz rezultata prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV komercijalnim ELISA testom
u krvnim serumima pacijenata i trudnica

HEV IgG (+) HEV 19G (-)
Pozitivno/testirano (%) Negativno/testirano (%)
Trudnice 1/94 (1.06%) 93/94 (98.94%)
Pacijenti 1/94 (1.06%) 93/94 (98.34%)
UKUPNO: 2194 (2.12%) 92/94 (97.88%)

93




Od 94 pregledanih uzoraka trudnica i pacijenata, kod dve osobe je utvrdeno prisustvo anti-
HEV antitela, sto ¢ini seroprevalenciju od 2.13% (2/94). Jedna seropozitivna osoba je bila
trudnica, starosti 29 godina (1/94; 1,06%), a druga, pacijent Infektivne Klinike, zena,
starosti 34 godine (1/94; 1,06%). Od testiranih 56 krvi dobrovoljnih davalaca, prisustvo
anti-HEV antitela je ustanovljeno kod 10 (17.86%) davalaca.

5.3.3 Uporedni prikaz seroloskih ispitivanja krvi ljudi na prisustvo specifi¢nih

antitela protiv HEV in-house i komercijalnim ELISA testovima

Seroloski rezultati ispitivanja krvi dobrovoljnih davalaca, trudnica i pacijenata
komercijalnim i in house ELISA testovima prikazani su u Tabeli 20. Sa oba testa je ukupno
pregledano 150 uzoraka krvi (56 dobrovoljnih davalaca krvi i 94 uzoraka krvi pacijenta i
trudnica). Uzorci krvnih seruma dobrovoljnih davalaca krvi za testiranje komercijalnim
ELISA kitom odabrani su na osnovu rezultata in-house ELISA testa. Komercijalnim
testom je pozitivan seroloski nalaz utvrden kod 17,86% (10/56) davalaca, a in house
ELISA testom kod 53,57% (30/56) osobe. Niti kod jedne trudnice i pacijenta nije utvrdeno
prisustvo anti-HEV antitela in house ELISA testom, dok su specificna antitela
komercijalnim testom dokazana kod jedne trudnice i jedne pacijentkinje (2/94; 2.12%). U
odnosu na ukupan broj pregledanih uzoraka, anti-HEV antitela su komercijalnim ELISA
testom ustanovljena kod 8% (12/150) osoba, dok je utvrdena seroprevalencija in house
ELISA testom iznosila 20% (30/150).

Tabela 20: Uporedni prikaz prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV u krvnim serumima
ljudi ispitanih komercijalnim i in house ELISA testom

HEV 1gG (+)
Kategorija Pozitivno/testirano (%)
Adaltis In-house
Dobrovoljni davaoci krvi 10/56 (17,86%) 30/56 (53,57%)
Trudnice i pacijenti 2/94 (2,12%) 0/94 (0%)
UKUPNO: 12/150 (8%0) 30/150 (20%0)

Podudarnost rezulata seroloskih ispitivanja ljudskih seruma ispitanih sa dva
dijagnosticka testa: in house i komercijalnim ELISA testom, izvrSeno je statistiCkom

obradom podataka - Kappa test (k). Rezultati su prikazani u Tabeli 21.
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Tabela 21: Podudarnost metoda in-house i komercijalnog ELISA testa za dobijene
seroloske nalaze anti-HEV antitela u krvnim serumima ljudi

Komercijani

test (Adaltis)

+ -
2 >
3+ 9 21 30
<
= - 3 117 120

Y 12 138 150

Pozitivan seroloski nalaz je ustanovljen kod 9 uzoraka, a negativan kod 117
uzoraka analizom sa oba testa. Rezultati se nisu podudarali kod 3 uzorka (u in house testu
je rezultat bio negativan a u komerijalnom pozitivan), odnosno kod 21 uzorka (u in house
testu rezultat je bio pozitivan, a u komercijalnom testu negativan).

IzraCunati nivo osetljivosti za ispitivani in house u odnosu na komercijalni test
iznosio je 0,75 (75%), a izraCunati nivo specifi¢nosti za ispitivani in house u odnosu na
komercijalni test iznosio je 0,847 (84,7%).

Kapa analizom dva poredena seroloska dijagnosticka testa (in house i komercijalni
ELISA test) izraunata je vrednost ¥ = 0,354, §to predstavlja srednji nivo podudaranja
poredenih testova (Valci¢, 1998).

Rezultati ispitivanja prisustva anti-HEV antitela ljudi sa dve ELISA metode: in
house i komercijalnim testom su uporedeni statistickom metodom korelacije ( grafikon 6) i

istanovljen je nizak nivo negativne linearne korelacije r=-0.41

Grafikon 6: Graficki prikaz korelacije dve uporedene metode: komercijalni i in-house
ELISA test za uzorke krvnih seruma ljudi

Scatterplot: Prioinigs vs. In-house (Casewise MD deletion)
In-house = 162,23 - 5972 * Prioinigs
Correlation: r = - 4055

G

N

In-house

o 100 200

1004 100,8 101,2 101,6 102,0 102,4
1006 101,0 101,4 101,8 1022 102,86

l 0,95 Confint
Prioinigs

Nizak nivo negativna linearne korelacije r = -0.41 (p < 0.05)
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5.4 REZULTATI ISPITIVANJA KRVNIH SERUMA SVINJA | LJUDI
WESTERN BLOT METODOM

Na slici 21 su prikazani rezultati Western blot analize 11 ispitujuéih seruma svinja
sa farmi A, B i C, ¢ije su oCitane ekstinkcije u in-house ELISA testu bile blizu cut off
vrednosti. Od 11 pregledanih uzoraka, kod 6 je potvrden pozitivan nalaz. Na prvoj i
poslednjoj poziciji (1. i 15. kolona) se nalazi marker; od 2.-12. reda ispitujuci serumi
svinja; na poziciji 13 je HEV negativan svinjski serum (negativna kontrola), a na mestu 14
je HEV pozitivan svinjski serum (pozitivna konrola). Iznad ispitujuéih seruma su oznake
»+ili - 77 §to znaci da je rezultat pozitivan ili negativan u Westren blot tehnici (pojava
band-a molekulske mase od 65-68 kDa). Na osnovu dobijenih rezultata definisani su

pozitivni ili negativni rezultati ispitivanja prisustva anti-HEV antitela u in house ELISA

testu.

Slika 21: Rezultati ispitivanja Westren blot metodom krvnih seruma svinja na
prisustvo 1gG antitela protiv HEV
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Slika 22: Rezultati ispitivanja Westren blot metodom krvnih seruma ljudi na
prisustvo 1gG antitela protiv HEV
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Western blot metodom su ispitani i krvni serumi dobrovoljnih davalaca krvi, ¢ije su
dobijene OD vrednosti u in house ELISA testu takode bile blizu cut off vrednosti. Rezultati
su prikazani na slici 22. Pregledano je 11 seruma dobrovoljnih davalaca krvi, a kod 7 je
potvrden pozitivan nalaz. Na pozicijama 1 1 15 je postavljen marker. Ispituju¢i serumi ljudi
se nalaze na pozicijama od 2 do 12. Na poziciji 13 i 14 nalaze se pozitivan i negativan

ljudski serum (pozitivna i negativna kontrola).

5.5 REZULTATI DETEKCIJE HEV RNK U ORGANIMA | FECESU
SVINJA

Da bi ispitali prisustvo hepatitis E virusa u proizvodnom lancu prerade svinjskog
mesa, u klanicama su sakupljani uzorci od 50 prasadi i 95 tovljenika, $to je ukupno c¢inilo
145 zivotinja. Pregledani su uzorci fecesa, jetre, mesa i zuci. Detekcija HEV RNK vrSena
je One Step real-time RT- PCR metodom.

Rezultati One Step real-time RT-PCR prikazani su na slici 23 i tabelarno (tabele 22,
231 24).

Slika 23: Rezultat real-time RT-PCR
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Tabela 22: Rezultati detekcije HEV RNK u uzorcima fecesa, jetre, zuci i mesa tovljenika i
prasadi na liniji klanja
Kategorija: HEV RNK
Pozitivno/testirano (%)

Feces Zué Jetra Meso
Prasad 27/50 (54%)  13/50 (26%) 8/50(16%)  5/50 (10%)
Tovljenici  4/55(7.27%)  0/95 (0%)  0/95(0%)  0/95 (0%)

U tabeli 22 su prikazani rezultati ispitivnja prisustva HEV RNK u uzorcima organa
I fecesa tovljenika i prasadi u klanicama. U kategoriji prasadi uzrasta 8 do 10 nedelja, od
50 pregledanih uzoraka fecesa i tkiva, HEV RNK je detektovana najcesée u fecesu (54%),
zatim zuéi (26%), jetri (16%), a najmanje u mesu (10%). U Kkategoriji tovljenika,
pregledano je 95 uzoraka organa i 55 uzoraka fecesa (nisu svi uzorci fecesa bili dostupni za
analizu). HEV RNK nije dokazana ni u jednom uzorku jetre, zuci ili mesa, a pozitivan
HEV nalaz potvrden je u samo 4 uzorka fecesa (7.27%).

U tabeli 23 je prikazano prisustvo HEV genoma u fecesu, zu¢i, jetri i mesu svih
pregledanih prasadi (ukupno). Kod 17 prasadi (17/50, 34%), HEV RNK je dokazana samo
u fecesu, a kod 3 Zivotinje (3/50, 6%) samo u zuci. U ostalim organima se HEV prevalenca
kretala od 2 do 4%. Virus je detektovan u najmanje jednom uzorku od 32 praseta (32/50,
64%). Kod 18 prasadi (18/50, 36%) nije dokazano prisustvo genoma hepatitis E virusa niti

u jednom uzorku.

Tabela 23: Molekularna detekcija HEV u uzorcima fecesa, zuéi, jetre i mesa prasadi

(ukupno)

Uzorak  HEVpozitimoftestirano (%) |
Feces, Zu¢, jetra i meso 2/50 (4%)
Jetra, Zuc i meso 1/50 (2%)
Feces i jetra 2/50 (4%)
Feces i Zu¢ 2/50 (4%)
Feces, jetra i Zu¢ 1/50 (2%)
Feces, Zu¢ i meso 1/50 (2%)
Samo feces 17/50 (34%)
Samo Zué 3/50 (6%)
Prasad pozitivha u najmanje jednom 32/50 (64%)
uzorku
Prasad negativna u svim uzorcima 18/50 (36%)
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Pojedinacna analiza distribucije virusne HEV RNK u fecesu, jetri, zu¢i I mesu

svakog praseta sa pozitivnim nalazom prikazana je u Tabeli 24.

Tabela 24: Distribucija HEV RNK u uzorcima fecesa, jetre, zu¢i i mesa prasadi
(individualno)

Red.br. Oznaka praseta Feces Jetra Zut Meso
1 43 - + + +
2 44 +
3 46 +
4 47 + -

5 48 + +

6 49 + + + +

7 50 + -

8 52 + + + +

9 54 + + ar

10 55 + -

11 56 + + - +

12 168 - - +

13 172 + - -

14 174 + + +

15 175 +

16 176 + + +

17 177 +

18 178 + -

19 180 + +

20 181 +

21 182 +

22 183 +

23 185 + -

24 186 + - +

25 187 - - +

26 189 + - -

27 190 + + +

28 193 + - -

29 194 - - +

30 195 +

31 196 +

32 197 - - + -
UKUPNO: 27/50 (54%) 8/50 (16%6) 13/50 (26%b) 5/50 (10%)

5.6 PATOHISTOLOSKO I IMUNOHISTOHEMIJSKO ISPITIVANJE JETRI
SVINJA

Patotohistoloski i imunohistohemijski su pregledani isecci tkiva jetre 26 prasadi

kod kojih je real-time RT-PCR metodom dokazano prisustvo HEV RNK u jetri, zu¢i ili

mesu. Negativnu kontrolu su predstavljali uzorci 4 jetre sa negativnim RT-PCR nalazom.

99



HEV negativni uzorci jetre svinja— patohistoloski pregled

U uzorcima 4 jetre poreklom od HEV negativnih tovljenika (negativna kontrola)
nisu ustanovljene patohistoloske promene. HistoloSkim pregledom jetri 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 odvojen od

okolnih lobulusa vezivno-tkivnim septama (Slika 24).

Slika 24: Histoloski izgled jetre zdrave svinje

HEV pozitivni uzorci jetre svinja — patohistoloski pregled

Od ukupno 26 HEV RNK pozitivnih uzoraka jetri, zuci i mesa prasadi, u 3 uzorka
(11.53%) jetri dominantan nalaz ¢ini prisustvo mononuklearnog c¢elijskog infiltrata
razli¢ite distribucije 1 gustine. Uoceni mononuklearni infiltrat se sastoji od limfocita,
plazma celija 1 makrofaga (Kupferove celije). Mononuklearni ¢elijski infiltrat nalazi se
uglavnom u portnim prostorima jetre (Slika 25), gde je blago zastupljen, dok je u
pojedinim uzorcima ¢elijski infiltrat rasporeden multifokalno u parenhimu jetre (Slika 26).

Histopatoloskim pregledom ustanovljeno je da je osnovna arhitektura jetre oCuvana.
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Slika 25: Mononuklearni ¢elijski infiltrat u portnim prostorima jetre praseta
(obelezen strelicom)

Slika 26: Mononuklearni ¢elijski filtrat rasporeden multifokalno u parenhimu jetre
(obelezen strelicom)

Fokalno se u uzorcima jetre uocCava pelioza — proSirenje sinusoida u obliku
jezeraca. Ni u jednom uzorku nije ustanovljena nekroza hepatocita, balonirajuca
degeneracija niti acidofilna telaSca. Opisane promene u jetri odgovaraju nespecificnom

hepatitisu, mada ovakav nalaz ne iskljucuje blagu nekroti¢nu virusnu inflamaciju.
Imunohistohemijsko ispitivanje:

Imunohistohemijskim pregledom uzoraka jetre prasadi nije dokazano prisustvo antigena
hepatitis E virusa.
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5.7 PROTOKOL LABORATORIJSKOG ISPITIVANJA

Na osnovu iznetih rezultata istrazivanja, dat je predlog protokola za laboratorijsku

dijagnostiku HEV infekcije koji se odnosi na: ispitivanje zdravstvenog stanja svinja,

Ispitivanje zdravstvene bezbednosti mesa i jetri svinja na liniji klanja i pregled krvi

dobrovoljnih davalaca krvi. U protokolu su definisani: vrsta uzorka, broj uzoraka, nacin

uzorkovanja, laboratorijske dijagnosticke metode i postupci u slucaju pozitivnog i

negativnog rezultata ispitivanja.

1. Protokol laboratorijskog ispitivanja zdravstvenog stanja svinja:

Za potrebe laboratorijskog ispitivanja prisustva HEV infekcije na farmi potrebno
je dostaviti po 20 uzoraka krvi od svake proizvodne kategorije svinja i 5 zbirnih
uzoraka fecesa u koli¢ini od 10g sa 3 razlicite strane obora

Za ispitivanja HEV seroprevalencije primenjuje se in house ili komercijalni
ELISA test za detekciju anti-HEV 1gG antitela

Uzorke krvi svinja koji su nakon viSestrukog ponavljanja u ELISA testu imali
ekstinkcije blizu cut off vrednosti ispitati Western blot testom kao potvrdnim
testom

Uzorci fecesa ispituju se na prisustvo HEV RNK real-time RT-PCR metodom
Ukoliko se dokaze prisustvo HEV infekcije u uzorcima krvi i virusna HEV RNK
u fecesima na farmama potrebno je predloziti epizootioloski nadzor i redovnu
kontrolu, kao i predlog programa za sprovodenje higijensko-sanitarnih mera radi
sprecavanja daljeg Sirenja bolesti.

Ukoliko se dobije negatvan seroloski rezultat 1 ne dokaze prisustvo HEV RNK u
fecesu svinja, potrebno je izvrsiti uzorkovanje za 2-3 meseca i ponoviti

ispitivanja

2. Protokol laboratorijskog ispitivanja zdravstvene bezbednosti mesa i jetri na

liniji klanja:

Za potrebe laboratorijskog ispitivanja dostaviti 50g mesa sa trupa i komad jetre
sa zu¢nom kesom prasadi i tovljenika sa linije klanja

Uzorke mesa, jetri i Zuci potrebno je pregledati real-time RT-PCR metodom
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e Ukoliko se dokaze pozitivan PCR nalaz, izvrsSiti 1 patohistoloski pregled
uzoraka jetri

e Preporuka je da se uzorci mesa i jetre sa pozitivnim PCR nalazom pravilno
termicki obrade (temperatura od 90°C u trajanju od 1,5 minuta inaktivise virus)

e Poboljsati higijensko-sanitare mere u klanici

3. Protokol laboratorijskog ispitivanja krvi dobrovoljnih davalaca krvi

e Prilikom sakupljanja krvi dobrovoljnih davalaca potrebno je sprovoditi
epidemiolosku anketu sa svim relevantnim podacima (pol, starost, istorija
bolesti)

e Krvne serume dobrovoljnih davalaca krvi, rizicnih grupa trudnica i
pacijenata sa istorijom hepatitisa nepoznate etiologije neophodno je
pregledati in house ili komercijalnim ELISA testom na prisustvo specifi¢nih
antitela protiv hepatitis E infekcije

e Uzorci krvnih seruma ljudi koji su dali nakon visestrukog ponavljanja
ekstinkcije blizu cut off vrednosti ispitati Western blot testom kao
potvrdnim testom

e HEV pozitivne uzorke krvi iskljuciti iz upotrebe za transfuziju

e Vrsiti redovnu kontrolu Krvi dobrovoljnih davalaca na prisustvo specifi¢nih

antitela protiv hepatitis E virusa

5.8. REZULTATI UTVRPIVANJA EPIDEMILOSKE POVEZANOSTI IZMEDU
INFEKCIJA KOD SVINJA | LJUDI

Podaci o broju i vrsti domacih zivotinja, broju domacinstava koja uzgajuju domace
zivotinje, kao i HEV seropozitivnim vlasnicima zivotinja prikazani su u Tabeli 25. Iz
tabele se zapaza da najve¢i broj domacinstava ima pse (59%, 118/200), zivinu (44%,
88/200) 1 svinje (42%, 84/200). Najvisa HEV seroprevalencija medu drzaocima Zivotinja
zabeleZena je kod dobrovoljnih davalaca krvi koji su u svojim dvoristima imali konje
(16,6%, 1/6), a najmanja kod ljudi koji su drzali ovce i koze (3,5%, 1/28), dok nijedna
seropozitivna osoba nije zabeleZena u kategoriji vlasnika goveda. U poslednjoj koloni
tabele 25 prikazani su rezultati HEV pozitivnih dobrovoljnih davalaca krvi, drzaoca
domacih Zivotinja, u odnosu na ukupan broj seropozitivnih davalaca (30/200), gde je

ustanovljeno da je najvise HEV pozitivnih davalaca bilo u kategoriji vlasnika pasa (63,3%,
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19/30), a najmanje u kategoriji vlasnika konja i kuni¢a (3.3%, 1/30). Medutim, nije
ustanovljena korelacija izmedu HEV seropozitivnosti kod dobrovoljnih davalaca krvi u

odnosu na kontakt sa svinjama, kao najvaznijim rezervoarom hepatitis E virusa, kao ni sa

drugim zivotinjskim vrstama.

Tabela 25: Vrste zivotinja i broj zivotinja u domacinstvima dobrovoljnih davalaca krvi

Vrsta zivotinjau | Broj domacinstava sa | Broj anti-HEV (+) Broj arlti_HEV (+)
dvoristu zivotinjama /ukupno | vlasnika/ukupno (%) Vla}smkaIUkUpno
anti-HEV (+) (%)
Svinje 84/200 (42%) 11/84 (13,1%) 11/30 (36,6%)
Goveda 13/200 (6,5%) 0 0
Konji 6/200 (3%) 1/6 (16,6%) 1/30 (3,3%)
Zivina 88/200 (44%) 13/88 (14,8%) 13/30 (43,3%)
Ovce/koze 28/200 (14%) 1/28 (3,5%) 1/30 (3,3%)
Psi 118/200 (59%) 19/118 (16,1%) 19/30 (63,3%)
Macke 73/200 (36,5%) 10/73 (13,7%) 10/30 (33,3%)
Kunici 17/200 (8,5%) 1/17 (5,8%) 1/30 (3,3%)
Bez Zivotinja 33/200 (16,5%) 3/33 (9%) 3/30 (10%)
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6. DISKUSIJA

Hepatitis E virus (HEV) je uzro¢nik nastanka mnogobrojnih epidemija u nerazvijenim
zemljama Azije i Afrike, u kojima postoje slabi higijenski uslovi Zivota. Infekcija se najcesce
prenosi putem zagadene hrane i vode, a klini¢ka slika kod ljudi se manifestuje simptomima
Zutice, poviSene telesne temperature, mucnine, povrac¢anja,tamnog prebojavanja mokrace i dr.

Pojavom sporadi¢nih slucajeva oboljenja ljudi 1 u visoko razvijenim zemljama Evrope 1
u SAD, zapocela su ispitivanja koja su pokazala da postoji iznenedjujuce veliki broj
seropozitivnih osoba, naro¢ito medu uzgajiva¢ima svinja, veterinarima i ostalim osobama koje
su bile u kontaktu sa Zivotinjama, a infekcija je dokazana i kod dobrovoljnih davalaca krvi.
Postavljena je sumnja da zivotinje mogu predstavljati rezervoar virusa, $to je potvrdeno i
prvom izolacijom uzroénika virusa kod svinja 1997. godine (Meng i sar.). Visoka
seroprevalencija anti-HEV antitela ustanovljena je kod svinja na farmama u celom svetu. lako
infekcija kod svinja prolazi asimptomatski, bez klinickih znakova oboljenja, svinje
predstavljaju izvor zaraze i put prenosenja i odrzavanja uzro¢nika u prirodi.

Mnogobrojni autori su opisali i infekciranje ljudi nedovoljno termicki obradenim
mesom i jetrama zarazenih divljih i domacih svinja i jelenova, ¢ime je potvrden i zoonotski
potencijal virusa.

U ovom radu prikazano je prisustvo i rasirenost HEV infekcije na tri svinjarske farme u
Juznobackom i Sremskom okrugu i dokaz prisustva virusnog genoma u mesu, zuéi i jetrama
prasadi na liniji klanja. U ispitivanju su primenjeni i savremeni laboratorijski testovi, koji ¢e
omoguciti unapredenje dijagnostike 1 pracenje ove znacajne zoonozne infekcije. Obrazlozenje
rezultata istrazivanja ¢e biti prikazano po celinama, u skladu sa redosledom postavljenih

ciljeva ispitivanja.

6.1 Utvrdivanje prisustva HEV RNK u fecesu svinja na farmama

Da Dbi odabrali farme na kojima ¢e se vrsiti seroloska istrazivanja HEV
seroprevalencije, prvo smo ispitali prisustvo HEV RNK u fecesu svinja na 6 farmi. Odabrane
su svinje uzrasta 2 - 4 meseca iz kategorija odgoja, predtova i mladeg tova. HEV je dokazan u
fecesu svinja na svim ispituju¢im farmama. Prevalenca virusa je iznosila 20% na farmi 6, 60%
na farmi 1, 80% na farmama 2 i 5 i 100% na farmama 3 i 4. Na osnovu dobijenih rezultata, za
dalja ispitivanje odabrali smo 3 farme (A, B i C) na kojima je prisustvo HEV RNK dokazano u
20%, 80% i 100% uzoraka fecesa.
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Sli¢ne podatke iznose i1 drugi autori koji opisuju da je ekskrecija virusa najintezivnija u
uzrastu od 8 do 12 nedelja, a zatim postepeno opada i virus se veoma retko moze detektovati u
fecesu zivotinja starijih od 6 meseci (Fernandez-Barredo et al., 2006; Meng et al., 1997;
McCreary et al., 2008; Seminati et al., 2007).

6.2 Serolosko ispitivanje prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV kod svinja

Ispitivanje seroprevalencije je vrSeno primenom seroloskih testova-nekomercijani
(in house) i komercijalni ELISA test.

In house ELISA testom prisustvo specifi¢nih antitela protiv HEV dokazano je kod
svih kategorija svinja na farmama industrijskog tipa na teritoriji Juzne Backe i Srema.
Dobijeni rezultati u skladu su sa podacima o Sirokoj rasprostranjenosti hepatitis E infekcije
na farmama svinja u svetu, objavljenim od strane mnogobrojnih autora (Meng et al. 1997;
Chandler et al. 1999; Seminati et al. 2008;; Kaba et al 2009; Reuter et al., 2009; Bachlein
et al. 2010; Breum et al. 2010; Casas et al. 2011; Martinelli et al. 2011; Jimenez de Oya et
al. 2011).

Prose¢na utvrdena vrednost anti-HEV antitela za ukupan broj uzoraka krvi sa sve
tri farme je iznosila 40,66%. U prethodnom radu nase istrazivacke grupe (Lupulovic i sar.,
2010) pozitivan seroloski nalaz ustanovljen je kod 34.6% svinja u individualnim
gazdinstvima, S§to je procenat priblizan rezultatu koji smo dobili ispitivanjem svinja u
farmskom uzgoju. Visoka seroprevalencija i prisustvo anti-HEV IgG antitela, sa podacima
slicnim na$im rezultatima, zabeleZena je i u istrazivanjima mnogih drugih istrazivaca. U
Spaniji je HEV seroprevalencija na farmam svinja iznosila 48.4% (Casas et al., 2009), u
Francuskoj 40.5% (Kaba et al., 2009), u Italiji 50.21% (Martineli et al., 2011), u Kanadi
59,4% (Yoo et al., 2001), u Australiji 30% (Chandler et al., 1999), u Nemackoj 49,8%
(Baechlein et al., 2010), u Japanu 56% (Takahashi et al., 2005), itd.

Prisutna je neujednacenost u broju HEV pozitivnih svinja na farmama. Na farmi A
seroprevalencija je iznosila 37%, na farmi B 31% i na farmi C 54%. Pavio i sar. (2010) su
takode zakljucili da seroprevalencija varira u odnosu na lokaciju i veli¢inu farme. U
Kanadi su u oblastima Quebec i Ontario ustanovljena anti-HEV antitela kod 88.8% i
80.1% svinja, a u Alberti i Saskatchewanu 38.3% (Yoo et al., 2001). Prva objavljena
ispitivanja koje se odnose na prisustvo HEV infekcije kod svinja na ostrvima Java i Bali

pokazala su da je infekcija neravnomerno rasporedena. Broj HEV seropozitivnih zivotinja
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na Baliju je iznosio 68.8% a na ostrvu Java 90.0% (Utsumi et al., 2011). U Spaniji su u 6
razliCitih provincija zabelezena znacajne razlike u broju HEV pozitivnih svinja a
seroprevalencija se kretala od 2.5% u Salamanki do 26.4% u Saragossi (De Oya et al.,
2011). Meng i sar. (1997) su ustanovili variranje u broju pozitivnih jedinki medu razli¢itim
oblastima u Americi.

U nasem istrazivanju smo utvrdili da postoji neujednacenost u broju HEV
pozitivnih zivotinja medu proizvodnim kategorijama. Broj zivotinja sa pozitivnim nalazom
se kretao u rasponu od 0% kod kategorije prasadi u odgoju na farmi B do 85% kod
tovljenika na farmi C. U literaturi su opisani rezultati istrazivanja koji su u saglasnosti sa
nasim rezultatima. Munne i sar. (2006) su ustanovili velika variranja medu zapatima svinja
u Argentini koja su se kretala od 4 do 58%. U ispitivanjima sprovedenim u Brazilu,
Guimaraes 1 sar. (2005) su zabeleZeili variranja u broju seropozitivnih Zivotinja medu
zapatima od 15 do 100%. U radu Martinelija i sar. (2011) u Italiji su zabelezena variranja
medu zapatima od 0 do 100% U Rumuniji su istraziva¢i Anita i sar. (2012) opisali da se
procenat seroprevalencije kretao od 0% do 44.4% medu zapatima svinja na pet pregledanih
farmi.

Ukoliko posmatramo prosecne vrednosti nivoa anti-HEV antitela za ukupan broj
uzoraka na farmama A i B, zapaza se da seroprevalencija raste sa staro$c¢u zivotinja. Kod
mladih kategorija Zivotinja u odgoju 1 predtovu je 15% testiranih Zivotinja bilo pozitivno u
uzrastu do 3 meseca, da bi se taj procenat povecao do 46.66% kod Zivotinja strarijih od 3
meseca (nazimice, krmace 1 tovljenici). Do sli¢nih zaklju€aka dosli su i autori de Oya 1 sar.
(2011) koji su ustnovili da je broj anti-HEV IgG pozitivnih Zivotinja bio ve¢i kod odraslih
Zivotinja starijih od 6 meseci (30.2%) nego kod svinja ispod 6 meseci starosti (15.5%).
Istraziva¢i Chandler 1 sar. (1999) su kod prasadi uzrasta 9 nedelja kod samo 6% Zivotinja
utvrdili anti-HEV antitela, dok je kod 95% zivotinja uzrasta od 16 nedelja ustanovljena
serokonverzija. Takahsahi i sar. (2005) su IgG antiti-HEV antitela detektovali kod samo
10% prasadi uzrasta mesec dana, ali je 73% svinja bilo seropozitivno u uzrsatu od 3 do 6
meseci. Wang i sar. (2002) su u Kini ustanovili da je samo 10% prasadi mladih od 3
meseca imalo anti-HEV antitela a taj procenat je kod zivotinja straijih od 3 meseca iznosio
78.8%.

Na farmi A kod 25% prasadi u odgoju utvrdeno je prisustvo anti-HEV IgG antitela
koja predstavljaju pasivni imunitet nastao putem kolostruma majki. Medutim, ova zaStita je
bila kratkotrajna, nivo antitela je postepeno opadao, i ve¢ u uzrastu od 3 meseca (predtov)

je kod samo 10% zivotinja detektovano prisustvo antitela. Procenat seropozitivnih
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Zivotinja zatim pocinje ponovo da raste sa staro$¢u zivotinja, §to se obja$njava nastankom
HEV infekcije i serokonverzijom. U kategoriji nazimica, krmaca i tovljenika pozitivan
seroloski nalaz zabelezen je kod 45-60% zivotinja. Na farmi B kod prasadi u odgoju nije
detektovana nijedna seropozitivna zivotinja, a u predtovu je zabelezen znacajan skok nivoa
antitela gde je pozitivan nalaz ustanovljen kod 25% jedinki. Posto je na ovoj farmi
prisustvo specifi¢nih antitela protiv hepatitis E virusa detektovano kod samo 20% krmaca,
predpostavljamo da je bilo manje maternalnih antitela u kolostrumu krmaca, a time je i
znaajno smanjena zaStita podmlatka. Iz iznetih podatka se mozZe predpostaviti da je
serokonverzija kod ove prasadi nastupila ranije, odmah nakon odvajanja od krmaca i
prebacivanja u boksove, gde dolazi do meSanja sa drugim svinjama i nastanka HEV
infekcije. Vise autora je opisalo rezultate ispitivanja sli¢ne nasim. Meng i sar. (1997) su
ustanovili da su prasad poreklom od visoko seropozitivnih krmaca u prvom mesecu Zivota
imala visok nivo antitela, koji je znacajno poceo da opada nekoliko nedelja posle rodenja i
gotovo nestao u uzrastu od 8 do 9 nedelja. Nakon toga, u uzrastu od 13 do 14 nedelja je
nastala infekcija hepatitis E virusom i serokonverzija, a vec¢ina prasadi je razvila sopstveni
imunitet. Prasad poreklom od krmaca sa niskim titrom anti-HEV antitela je bila
seronegativna na rodenju i kod njih je serokonverzija nastupila ranije, odnosno bili su
odmah podlozni HEV infekciji. Do sli¢nih rezultata su dosli i istraZivaci de Deus 1 sar.
(2008) koji su ustanovili da su IgG antitela kod prasdai poreklom od visoko pozitivnih
majki posedovala kolostralna antitela do uzrasta od 9 nedelja, dok su prasad rodena od
slabo pozitivnih majki imala kolostralna antitela samo u prve 2-3 nedelje Zivota i kod njih
je infekcija nastupila ranije. U uzrastu od 15 nedelja je kod vecine Zivotinja detektovana
serokonverzija. Casas i sar. (2011) su dokazali da je trajanje maternalnog imuniteta kod
prasadi u direktnoj korelaciji sa nivoom anti-HEV antitela kod krmaca, odnosno §to je bio
visi nivo antitela kod majki to je bilo duze i trajanje maternalnog imuniteta. Istrazivaci
Vitral 1 sar. (2005) pratili su nivo antitela kod prasadi razli¢itog uzrasta. Pad kolostralnih
antitela je nastupio u uzrastu od 2 do 8 nedelja. Sa 9-10 nedelja zabelezen je blagi porast
nivoa antitela kada su antitela detektovana kod samo 13% zivotinja, dok je posle toga
seroprevalencija naglo pocela da raste tako da je 83.3% svinja bilo seropozitivno sa 15-16
nedelja Zivota. Seminati i sar. (2008) su takode zakljucili da maternalna antitela rapidno
opadaju kod prasadi posle odbijanja, a da HEV infekcija nastaje sa pocetkom tova. U radu
autora Feng i sar. (2011) je dokazano da prasad putem kolostruma sti¢e pasivni imunitet,

ali da se inficiraju hepatitis E virusom u uzrastu od 30 do 60 dana.
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Na farmi C se rezultati ispitivanja razlikuju od rezultata dobijenih na farmama A i
B. Najvise pozitivnih nalaza ustanovljeno u kategoriji mladih Zzivotinja, u odgoju i
predtovu (75% i 80%), kao i kod tovljenika (85%). Niska seroprevalencija zabelezena je
kod nazimica i krmaca (15%), §to verovatno utice na nedovoljnu zastitu prasadi, koja ne
dobija dovoljnu koli¢inu maternalna antitela putem kolostruma. Na ovoj farmi je ukupan
broj seroloski pozitivnih jedinki bio najvisi (54%), Sto znaci da je infekcija endemskog
karaktera. Rano odbijanje prasadi, prenatrpanost objekata i losi higijenski uslovi drzanja su
svakako klju¢ni faktori u ranom nastanku infekcije. I drugi istrazivaci su zaklju€ili da
razlic¢iti uslovi menadzmenta na farmama, higijena i proizvodna struktura predstavljaju
uzrok brzog Sirenja HEV infekcije (de Oya et al. 2011, Utsumi et al., 2011). U gusto
naseljenim farmama prasad rano dolazi u kontakt sa virusom i zarazom, S$to je
karakteristi¢no za infekcije koje nastaju enteralnim putem (Vitral et al., 2005; Guimaraes et
al., 2005). Martineli i sar. (2011) su vrsili ispitivanja HEV infekcije na farmama u Italiji i
zakljucili da je seroprevalencija bila viSa na velikim farmama i medu zapatima sa ve¢im
brojem Zivotinja.

Ukoliko se posmatra broj pozitivnih nalaza u ukupnom broju uzoraka krvi svinja sa
sve tri farme, moze se zapaziti da seropozitivnost raste od kategorije prasadi u odgoju
(33.33%) do kategorije tovljenika (61.66%), sa izuzetkom krmaca gde je seroprevalencija
najniza (26.66%). Ovaj podatak se moZe objasniti ¢injenicom da se suprasne nazimice i
krmace odvajaju u posebne objekte, gde ostaju izdvojene i tada je smanjeno meSanja
zivotinja. lako je vecéina autora u svojim radovima objavila podatke o visokoj
seroprevalenciji kod krmaca (Casas et al., 2011; Martineli et al., 2011; Garkavenko et al.,
2001; Seminati et al., 2008), postoje i rezultati ispitivanju koji odgovaraju nasim nalazima.
Meng i sar. (1999) su testirali veliki broj svinja i zapazili da postoje znacajna variranja
medu kategorijama krmaca. Istrazivaci Clemente-Casares i sar. (2003) su na farmama u
Spaniji ustanovili prisustvo anti-HEV antitela kod 33.3% krmaca prvopraskinja i 42.8%
krmaca visepraskinja. Choi i sar. (2003) su zabelezili prisustvo anti-HEV antitela kod samo
8.8% krmaca na farmama u Koreji.

Kod tovljenika na svim farmama je ustanovljena visoka prosec¢na vrednost nivoa
antitela od 61.66%, koja se u zavisnosti od farme kretala od 45 do 85%. Mnogobrojni
autori su u svojim istrazivanjima ustanovili veliki broj seropozitivnih zivotinja u kategoriji
tovljenika. Vitral i sar. (2005) su dijagnostikovali prisustvo anti-HEV antitela kod 97.3%
tovljenika starijih od 25 nedelja. Blacksell i sar. (2007) su kod 51.2% tovljenika na klanici
dokazali anti-HEV antitela, Li i sar. (2009 ) kod 78.4% tovljenika, a Wacheck i sar. (2012)
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u Nemackoj kod 68.6% tovljenika. Dokaz HEV infekcije kod tovljenika znaci da zarazene
svinje ulaze u klanice, a organi i meso poreklom od ovih Zzivotinja ulaze u lanac ishrane,
Sto moze ugroziti ljudsko zdravlje.

Mnogobrojni istrazivaci opisali su u svojim radovima ispitivanje seroprevalencije
kod svinja koristeci in-house ELISA test sa antigenom HEV genotip 1 ili 2 (Garkavenko et
al., 2001; Vitral et al., 2005; Wang et al., 2002). Medutim, moze se desiti da ovi testovi ne
detektuju antitela protiv HEV genotip 3, koji je najzastupljeniji genotip kod svinja i ljudi u
industrijalizovanim zemljama koje nisu endemska podrucja (Meng et al., 2003; Pinto and
Saiz, 2007, Worm et al., 2002). Istrazivaci de Oya i sar. (2009) su razvili tehniku dobijanja
rekombinatnog ORF 2 HEV genotip 3 proteina, koji je koriS¢en za ispitivanja prisustva
anti-HEV antitela kod svinja i ljudi u naSem istrazivanju. Do pojave komercijalnih ELISA
kitova za detekciju anti-HEV antitela kod svinja, mnogobrojna istrazivanja vrSena su
humanim ELISA kitom sa modifikacijama koje su se odnosile na koris¢enje konjugovanih
anti-svinjskih antitela umesto anti-ljudskih antitela (Martineli et al., 2011, Kaba et al.,
2009; Utsumi et al., 2011; Yoo et al., 2001). Modifikacijom komercijalnog ELISA testa se
najces¢e menja i smanjuje osetljivost testa (de Oya et al., 2009). Utsumi i sar. (2011) su
zakljucili da modifikovani komercijalni testovi gube osetljivost ukoliko pretrpe izmene, i
da se ispitivanja kod svinja moraju vrsiti sa najmanje jo$ jednim dodatnim testom.

Osim pomenutog in house testa, dizajniranog u laboratorijskim uslovima, na trzistu
se nedavno pojavilo nekoliko komercijalnin ELISA testova za serolosko ispitivanje
prisustva hepatitis E infekcije kod svinja. Jedan od tih testova je i ,,Priocheck® (Prionics)
koji je po prvi put u Srbiji testiran sa serumima svinja iz naseg istrazivanja. Svih 300
uzoraka krvi svinja sa oglednih farmi je pregledano ovim testom i broj seropozitivnih
zivotinja na farmi A je iznosio 40%, na farmi B 41% i na farmi C 65%. Medu zapatima se
seroprevalencija kretala od 0% u kategoriji odgoja na farmi B do 90% kod tovljenika na
farmi C. Prosecna vrednost nivoa anti-HEV antitela svih Zivotinja iznosila je 48.66%, i
najniza vrednost je zabelezena u kategoriji odgoja (35%) a najviSa u kategoriji tovljenika
(73.33%). U dostupnoj literaturi nema puno radova u kojima je HEV seroprevalencija
ispitana komercijalnim ELISA testovima. Nekolicina autora je Kkoristila u svojim
istrazivanjima Priocheck test za testiranje prisustva anti-HEV 1gG antitela kod svinja na
farmama (Anita et al., 2012; Reisp et al., 2012) ili na klanicama (Wacheck et al., 2012).

Komercijalnim ELISA kitom detektovan je nesto veéi broj seroloski pozitivnih
zivotinja u odnosu na rezultate dobijene in-house ELISA metodom. Podudarnost rezultata

in-house i komercijalnog ELISA testa iznosila je 80%, a izraCunati nivo specifi¢nosti in-
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house u odnosu na komercijalni test 96%. Kapa analizom poredenih testova je izracunata
k= 0.771, §to predstavlja skoro idealno podudaranje rezultata ispitivanja sa oba testa.
Istraziva¢i Bechlein i sar. (2010) su poredili rezultate in-house ELISA testa (TiHo0) i
komercijalnog testa i ustanovili da se rezultati ispitivanja poklapaju u samo 56.1%.
Podudarnost rezultata od 80% dobijenih u nasim ispitivanjima poredenjem in house i
komercijalnog testa je visoka i moze se objasniti ¢injenicom da je u oba testa za mikrotitar
plo¢u vezan antigen HEV genotip 3.

Ustanovljen visok nivo anti-HEV antitela in house i komercijalnim ELISA testom
(40.66% odnosno 48.66%) dokaz su da je HEV infekcija Siroko rasprostranjena na
farmama svinja industrijskog tipa u VVojvodini.

6.3 Serolosko ispitivanje prisustva specifi¢nih antitela protiv HEV kod ljudi

U svetu su do sada objavljeni podaci o epidemijama HEV infekcije velikih
razmera, uglavnom u endemski zarazenim zemljama Azije i Afrike (Aggarwal et al., 2011;
Mushahwar et al., 2008). U razvijenim zemljama Evrope i SAD su zabelezeni samo
sporadi¢ni sluCajevi akutnih slucajeva HEV infekcije koji su smatrani ,,uvezenim
slu¢ajevima iz zarazenih zemalja (Emerson et Purcel , 2003; Pavio et al., 2010). Medutim,
poceli su sve vise da se objavljuju i podaci o povecanju broja seroloski pozitivnih ljudi iz
ne-endemskih zemalja, koji nisu putovali u inostranstvo. Od trenutka dokazivanja
postojanja hepatitis E virusa svinja (Meng et al., 1997), nastala je sumnja da su svinje i
ostale zivotinjske vrste glavni rezervoari virusa. Ubrzo je dokazano da je hepaitis E
infekcija i zoonoza, posto su se u Japanu razboleli ljudi nakon konzumacije nedovoljno
termiCki obradenih jetri divljih svinja (Yazaki et al., 2003; Takahashi et al., 2004).
Potvrdeni su i drugi mnogobrojni nacini prenoSenja infekcije, putem tarnsfuzije krvi ili
vertikalna transmisija sa majke na dete (Muushahwar 2008; Meng et al., 2002; Colson et
al., 2007 ). Mnogbrojni autori isticu podatke o povisenom nivou anti-HEV antitela kod
ljudi koji su profesionalno u kontaktu sa svinjama, kao §to su veterianri, uzgajivaci svinja,
radnici u klanicama i ostale osobe koje su profesionalno izlozene kontaktu sa virusom
(Meng et al., 2002; Meng et al., 2010; Wilhelm et al., 2011)

Iako su do sada objavljeni podaci o prisustvu HEV infekcije kod svinja u nasoj
zemlji, veoma malo podataka postoji o0 HEV infekciji u populaciji ljudi u Srbiji. U nasem

istrazivanju analizirali smo 200 uzoraka krvnih seruma dobrovoljnih davalaca krvi i 94
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uzoraka krvi pacijenta Infektivne klinike u Novom Sadu, a testiranja su vrSena in-house i
komercijalnim ELISA testom.

Primenom in house ELISA testa dokazano je prisustvo anti-HEV IgG antitela kod
15% (30/200) dobrovoljnih davalaca krvi, dok anti-HEV antitela nisu detektovana kod
trudnica i pacijenata. Rezultati seroprevalencije od 15% kod dobrovoljnih davalaca krvi su
slicni podacima pilot studije sprovedene u nasoj zemlji (Deli¢ i sar., 2003), gde je visoka
HEV seroprevalencija (14.4%) detektovana kod razli¢itih rizi¢nih grupa stanovniStva
(homoseksualci, prostitutke, intravenski narkomani). Dostupni literaturni podaci o
prisustvu hepatitis E infekcije kod dobrovoljnih davalaca krvi ukazuju na velika variranja u
broju pozitivnih nalaza. Mnogobrojna ispitivanja u svetu se podudaraju sa na$im nalazima.
Kontrolom 400 zdravih dobrovoljnih davalaca krvi u SAD, anti-HEV ustanovljena su kod
18% ljudi (Meng et al., 2002). Thomas i sar. (1997) su kontrolom 300 dobrovoljnih
davalaca krvi u SAD detektovali prisustvo anti-HEV antitela kod 21.3% osobe. Kod
dobrovoljnih davalaca krvi u Engleskoj ustanovljena seroprevalencija je iznosila 16.2%, u
Iranu 11.5%, u Saudiskoj Arabiji 16.9%, u Koreji 11.9%, u Francuskoj 16.6%, u Kini 18%
(Bendal et al. 2010; Assarehzadegan et al., 2008; Abdelaal et al., 1998; Ahn et al., 2005;
Mansuy et al. 2008; Choi et al., 2003). Sa druge strane, postoje istrazivanja u kojima je
opisan znatno nizi procenat nivoa anti-HEV antitela kod dobrovoljnih davalaca krvi u
indusrijski razvijenim zemljama. U Spaniji je kod dobrovoljnih davalaca krvi ustanovljena
seroprevalencija iznosila 2.8%, u ltaliji (Sardinija) 5%, u Francuskoj 3.2%, u Svajcarskoj
4,9% (Mateos et al.,1998; Masia et al., 2009; Boutrouille et al. 2007; Kaufman et al.,2011).
Iznenadujuce visoka seroprevalencija od 52.5% zabeleZena je kod dobrovoljnih davalaca
krvi u jugozapadnom delu Francuske, §to se moZe objasniti i navikom lokalnog
stanovniStva da konzumira nedovoljno termicki obradeno meso 1 kobasice od sirovog mesa
(Mansuy et al., 2011).

Posto je faza viremije HEV infekcije kratkotrajna, u zemljama koja nisu endemski
inficirana podrucja i gde je veoma mala incidenca pojave akutne faze bolesti, odredivanje
seroprevalencije kod ljudi je uglavhom zasnovano na seroloskim testovima. U rezultatima
istrazivanja mnogih autora postoje znatna variranja u broju seropozitivnih ljudi u
razvijenim zemljama. Uzroci ovih variranja mogu biti razlicit stepen izlozenosti kontaktu
sa virusom ili kontakt sa razli¢itim genotipovima virusa, testiranje razli¢itih populacija
ljudi i starosnih kategorija, ali i znatne razlike u osetljivosti i specificnosti pojedinih
testova (Bouwknegt et al., 2008; Bendal et al., 2010). Myint i sar. (2006) su uporedno

ispitivali serume ljudi sa pet razli¢itih testova i ustanovili da je senzitivnost testova i
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detekcija imunoloskog odgovora bila veca u sluc¢ajevima akutne HEV infekcije u odnosu
na asimptomatsku HEV infekciju.

U naSim rezultatima nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u vrednostima
ALT enzima kod HEV-IgG pozitivnih i HEV-IgG negativnih davalaca krvi. Vrednosti vise
od 41 1U/ml (referentna vrednost) su zabelezene kod 36.8% seropozitivih davalaca i kod
25% seronegativnih davalaca. Ovi podaci potvrduju da je poveéanje nivoa ALT enzima od
malog znacaja za screening HEV seroprevalencije. Povisen nivo ALT enzima javlja se u
veoma kratkom periodu od momenta nastanka infekcije, za vreme pojave klini¢kih
simptoma bolesti, kada se HEV RNK ne moze vise detektovati u krvi (Kaufman et al.,
2011). Autori Mateos i sar. (1999) su ustanovili HEV seroprevalenciju od 3.4% kod
dobrovoljnih davalaca krvi u Spaniji, ali vrednosti ALT nisu bile povisene ni kod jedne
HEV pozitivne osobe.

U anonimnoj anketi koju smo sproveli prilikom sakupljanja uzoraka Kkrvi
dobrovoljnih davalaca, 8 osoba se izjasnilo da je bolovalo od hepatitis A virusne infekcije
(HAV), ali niti kod jedne osobe nije ustanovljeno prisustvo anti-HEV antitela, niti je
ustanovljeno prisustvo HIV, HBV ili HCV markera. Do sli¢nih rezultata su dosli i drugi
autori. U istraZivanju sprovedenom medu urbanom populacijom u Burundiju, u Africi, nije
se mogla potvrditi povezanost u visini seroprevalencije anti-HAV i anti-HAV antitela.
Autori su zakljucila da, iako se oba virusa prenose fekalno-oralnim putem, patogeneza obe
infekcije je potpuno razli¢ita (Aubry et al., 1997). Korelacija u broju pozitivnih nalaza anti-
HEV i anti-HAV antitela kod ispitanih dobrovoljnih davalaca krvi u Brazilu takode nije
potvrdena (Bortoliero et la., 2006). Sli¢no ovim podacima, i istrazivac¢i Mast i sar. (1997)
nisu dokazali povezanost ove dve infekcije, Sto su objasnili pretpostavkom da oba virusa
imaju razlic¢iti model transmisije 1 da se razlikuju faktori rizika nastanka oboljenja, Sto se
pre svega odnosi na pojavu HEV infekcije u podrucjima koja nisu endemski zaraZena.
Suprotno ovim nalazima, u pojedinim radovima se opisuje povezanost HEV i HAV
infekcije (Christensen et al., 2002; Barzilai et al. 1995). U Saudijskoj Arabiji su Abdelaal i
sar. (1998) zapazili visoku korelaciju u seroprevalenciji anti-HEV i anti-HCV antitela kod
davalaca krvi. Dobrovoljni davaoci krvi kod kojih je potvrdeno postojanje anti-HCV
antitela su 5 puta vise bili izloZeni riziku od moguc¢nosti nastanka HEV infekcije u odnosu
na anti-HCV negativne osobe. Autori Chandra i sar. (2012) su kod pacijenata obolelih od
akutnog virusnog hepatitis E u Indiji pronasli meSane infekcije HEV-HAV kod 1.2%
obolelih, HEV-HBYV kod 6.1% i HEV-HCV kod 1.7% osoba.
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Visi nivo anti-HEV antitela ustanovili smo kod osoba starijih od 51 godine (21.5%)
u odnosu na osobe od 18-30 godina (5.4%) i od 31 do 50 godina Zivota (14.2%). Dobijeni
rezultati su sli¢ni objavljenim podacima drugih autora koji navode da su starije osobe vise
podlozne riziku nastajanja infekcije izazvane hepatitis E virusom (Christensen et al., 2002;
Christensen et al., 2008; Meng et al., 2002; Boutroille et al., 2007; Dalton et al., 2008b, Lin
et al., 2000, Park et al., 2012). Meng i sar. (2002) su kod 39% ispitanih veterinara starijih
od 60 godina utvrdili prisustvo anti-HEV anitela u odnosu na 13% seropozitivnih
veterinara mladih od 30 godina. Dobrovoljni davaoci krvi stariji od 40 godina su imali
znacajno visu seroprevalenciju u odnosu na osobe mlade od 30 godina (Abdelaal et al.,
1998). Meader i sar. (2009) su ustanovili da HEV seroprevalencija raste sa staros¢u kod
populacije farmera u Engleskoj i da su osobe starosti od 51 do 60 godina Zivota podloznije
riziku nastanka hepatitis E infekcije.

U naSim istrazivanjima nije utvrdena znacajna razlika poredenjem broja HEV
seropozitivnih muskaraca i Zena (16.7% prema 14.6%). Do sli¢nih zakljucaka su dosli i
istrazivac¢i Kaufmann i sar. (2011), koji su prisustvo anti-HEV antitela utvrdili kod 5.4%
muskaraca 1 4.1% Zena dobrovoljnih davalaca krvi. I drugi autori naglasavaju da pol nema
znacajnih uticaja niti je u korelaciju sa pojavom HEV infekcije (Masia et al., 2009;
Bortoliero et al., 2006). Medutim, postoje i suprotna misljenja. IstraZivaci Assarchzadegan
1 sar. (2008) su tokom ispitivanja u Iranu ustanovili viSu HEV seroprevalenciju kod muskih
dobrovoljnih davalaca krvi (14.6%) u poredenju sa Zenama (5.7%).

Od ukupnog broja dobrovoljnih davalaca krvi, 89% (178/200) osoba potice iz
seoske sredine. Anti-HEV antitela su detektovana samo kod dve osobe iz gradske sredine
(9.1%, 2/22), dok je 28 (15.7%, 28/178) seropozitivnih davalaca krvi pripadalo seoskom
stanovniStvu. Uzrok ve¢em broju seroloski pozitivih osoba medu seoskim stanovniStvom u
nasoj zemlji, mogu predstavljati loSe higijenske navike, neadekvatno snabdevanje vodom,
upotreba sanitarno neispravne vode i kori$éenje zagadenih izvora vode za navodnjavanje i
napajanje stoke. Istraziva¢i Ceylan 1 sar. (2003) su zakljucili da zagadena voda koja se
koristi za navodnjavanje moze predstavljati potencijalni izvor HEV infekcije, poSto su anti-
HEV antitela detektovana znatno vise? ¢esce kod ljudi koji su radili u polju i bastama koje
su zalivane zagadenom vodom (34.8%) u odnosu na nisku seroprevalenciju kod kontrolne
grupe ljudi (4.4%).

U naSem istraZivanju nije ustanovljena korelacija izmedu seroloski pozitivnih
dobrovoljnih davalaca krvi i njihovog kontakta sa domaéim Zivotinjama. Najvise HEV

pozitivnih nalaza je zabelezeno kod ljudi koji su u svojim domacinstvima drzali konje
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(16.6%, 1/6), a najmanja kod ljudi koji su drzali ovce i koze (3.5%, 1/28). Takode nema
statisticki znacajne razlike u seroprevalenciji izmedu osoba koje se bave rizi¢nim
profesijama, kao Sto su farmeri, 1 potencijalno manje rizi¢nim poslovima, kao §to su radnici
ili studenti. U populaciji farmera je ustanovljena seroprevalencija iznosila 15% (3/20) a
kod radnika 17.7% (16/90). Do sli¢nih zakljucaka dosli su Olsen i sar. (2006) koji nisu
nasli razliku u broju seroloski pozitivnih nalaza kod farmera i kontrolne grupe ljudi u
Svedskoj (13% prema 9%). U radovima drugih autora se takode navodi da profesionalna
izlozenost kontaktu sa Zivotinjama ili posedovanje zivotinja u domacinstvu ne predstavlja
rizik za nastanak HEV infekcije (Bortoliero e al., 2006; Masia et al., 2009; Stoszek et al.,
2005; Meader et al., 2008). Sa druge strane, objavljeni su podaci o povisenom nivou anti-
HEV antitela kod veterinara i farmera koji rade na svinjarskim farmama (Meng et al.,
2002; Drobeniuc et al., 2001; Hsieh et al., 1999; Adjei et al., 2010),

In house ELISA testom u populaciji trudnica i pacijenata Infektivne klinike nije
ustanovljena nijedna seropozitivna osoba.

Komercijalnim ELISA kitom (,, Adaltis “, Italija) ukupno je pregledano 150 uzoraka
(94 krvnih seruma pacijenata i trudnica i 56 seruma dobrovoljnih davalaca krvi). Anti-
HEV antitela dokazana su kod jedne trudnice i jednog pacijenta (2.12%, 2/94) i kod 10
dobrovoljnih davalaca krvi (17.86%, 10/56). Rezultati testiranja istih uzoraka dobrovoljnih
davalaca krvi in house ELISA testom pokazuju da su kod 30 (53.57%, 30/56) osoba
detektovana antitela protiv HEV, a nije zabelezen nijedan pozitivan rezultat kod trudnica i
pacijenata. Izracunati nivo osetljivosti in house i komercijalnog testa je iznosio 0.75 (75%)
a specificnosti 0.847 (84.7%), odnosno kappa analizom je izraunat srednji nivo
podudaranja rezultata (k=0.354).

Slabija podudarnost in house i komercijalnog ELISA testa moze se objasniti
¢injenicom da postoje razlike u antigenu koji se koristi u pomenutim testovima. Osetljivost
komercijalnih kitova je slabija u odnosu na nekomercijalne, posto se u njima najées$ce kao
antigen koriste fragmenti ORF-2 ili ORF-3 proteina HEV genotip 1 i 2 (Sto je slucaj i sa
testom proizvodaca Adaltis). Komercijalni testovi zato ne mogu da detektuju HEV genotip
3, koji je najzastupljeniji u industrijalizovanim zemljama Evrope i SAD (Herremans et al.,
2007). In house ELISA test, koji smo koristili u nasim ispitivanjima, dizajniran je tako da
detektuje antitela protiv HEV ORF-2 genotip 3 i prethodno je standardizovan Western blot
metodom. Senzitivnost testa za ljudske serume je iznosila 100%, a specificnost 96.4%

(Jimenez de Oya et al., 2009). Autori Ghabrah i sar. (1998) su u svom istrazivanju
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zakljucili da su testovi zasnovani na koris¢enju ORF-2 antigena senzitivniji od testova koji
sadrze HEV ORF-3.

Komercijalnim kitom je detektovan HEV pozitivan seroloski nalaz kod jednog
pacijenta i jedne trudnice, $to nije bio slucaj u in house testu. Pozitivni uzorci verovatno u
ovom slucaju predstavljaju infekciju HEV genotip 1 ili 2, ali je neophodno izvrsSiti analizu i
drugim metodama da bi se potvrdili dobijeni rezultati.

U literaturi su opisana znatna variranja u senzitivnosti razlicitih testova za detekciju
HEV infekcije kod ljudi. Mast i sar. (1998) su poredili 12 ELISA testova sa ljudskim
serumima poznatog nalaza i utvrdili da se rezultati podudaraju u rasponu od 49 do 94%.
Poredenjem dva komercijalna ELISA testa za ispitivanje anti-HEV 1gG antitela u krvnim
serumima ljudi, Park i sar. (2012) su ustanovili da je seroprevalencija dobijena jednim
testom iznosila 23.1%, a drugim 14.3%, dok je pozitivan rezultat potvrden sa oba testa kod
samo 12 uzoraka (8.1%). Fix i sar. (2000) tvrde da i serija (lot) pojedinih komercijalnih
ELISA kitova moze dati razli¢ite rezultate kod testiranja istih uzoraka, Sto objasnjavaju
predpostavkom da i razliiti reagensi iz test kita mogu da variraju u svom sastavu.

Svi ispitani dobrovoljni davaoci krvi, kao i riziéne grupe trudnica i pacijenata nisu
imali simptome klini¢ke slike HEV infekcije, ali na osnovu pozitivnog seroloskog nalaza
mozemo predpostaviti da su bili ranije u kontaktu sa virusom. Medutim, dokazano je da se
hepatitis E virus moze preneti putem transfuzije krvi. Ustanovljen visok nivo anti-HEV
antitela kod populacije dobrovoljnih davalaca u nasoj zemlji ukazuje na potrebu uvodenja
screening testa produkata krvi, koji za sada nije obavezan.

Uporednim ispitivanjem uzoraka krvi svinja i ljudi in house i komercijalnim ELISA
testom na prisustvo anti-HEV antitela ustanovljene su razlike u osetljivosti i specifi¢nosti

oba testa. Radi tacnog definisanja pozitivnog nalaza koristili smo Western blot metodu.

6.4 Western blot analiza krvnih seruma svinja i ljudi

Sa ciljem da definiSemo prisustvo i koli¢inu antitela u uzorcima ¢ije su obracunate
ekstinkcije bile blizu cut off vrednosti u in-house ELISA testu, primenjena je Western blot
metoda. Ukupno je ispitano 11 seruma svinja, od kojih je kod 6 uzoraka potvrden pozitivan
nalaz, i 11 seruma ljudi gde je 7 uzoraka bilo pozitivno.

Western blot je jedna od prvih metoda koja je u upotrebi za dijagnostiku akutne

HEV infekcije kod ljudi (Hyams et al., 1992). Nakon toga razvile su se i druge metode, a
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za utvrdivanje seroprevalencije najzastupljeniji su danas in house i komercijani ELISA
potvrdni test za definisanje rezultata sa sumnjivom reakcijom u ELISA testu (de Oya et al.,
2009; Herremans et al., 2007). U uslovima niske seroprevalencije u zemljama koje nisu
endemska podrucja, ELISA tehnika nije dovoljna da bi se sa ta¢nos$¢u utvrdilo prisustvo
HEV infekcije u populaciji ljudi. To su dokazali Herremans i sar. (2007), koji su potvrdili
pozitivan rezultat Western blot metodom kod samo polovine od ukupno 12 pozitivnih
nalaza u ELISA testu. Kombinacija ova dva testa je neophodna da bi se izbegla pojava
lazno-pozitivnih rezultata. Ispitivanje seroprevalencije kod svinja u Kanadi upotrebom
ELISA testa i Western blot metode kao dodatne tehnike su vrSili i Yoo i sar. (2001) i
dokazali da se kombinacijom dva testa dobijaju pouzdani rezultati seroprevalencije. Innis i
sar. (2002) su dizajnirali sopstveni in-house ELISA test za detekciju HEV infekcije kod
ljudi, ali je kao konfirmatorni test posluzila Western blot tehnika.

U WB tehnici koristili smo rekombinatni protein HEV ORF 2 gt 3, koji je
proizveden postupkom ekspresije gena u larvama Trichoplusia ni insekata u
laboratorijskim uslovima i uspe$no je upotrebljen i u in house ELISA testu i Western blot
metodi (de Oya et al., 2009). Chandler i sar. (1999) su takode proizveli rekombinantni
protein ORF 2 koji su koristili za detekciju anti-HEV 1gG antitela u ELISA i WB testu. Da
bi proverili osetljivost Western blot tehnike, ispitali su serume sa visokom anti-HEV IgG
reaktivnoScu sa dva razlicita rekombinanatna proteina-ORF 2 i C2. Protein ORF 2 je dao
bolje rezultate kada je u pitanju senzitivnost i detekcija anti-HEV antitela kod ljudi u
postinfektivnoj, kovalescentnoj fazi, kao i kod starijih kategorija svinja.

6.5 Detekcija HEV genoma real-time RT- PCR metodom u uzorcima svinja u
klanicama
Da bismo ispitali prevalencu hepatitis E virusa kod svinja na liniji klanja, primenili
smo one step real time RT- PCR molekularnu metodu. Pregledani su uzorci od 145
zivotinja (50 prasadi 1 95 tovljenika). Od ukupnog broja pregledanih prasadi, kod 32
zivotinje zabelezen je pozitivan nalaz u najmanje jednom uzorku (64%, 32/50). HEV RNK
je najcesce detektovana u fecesu (54%, 27/50), zuci (26%, 13/50), jetri (16%, 8/50) i mesu

(10%, 5/50) prasadi. Kod tovljenika je virusni genom ustanovljen u samo 4 uzoraka fecesa
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(7.27%), dok ni u jednom uzorku jetre, zuci ili mesa tovljenika nije utvrdeno prisustvo
HEV RNK.

U nasim rezultatima analiza uzoraka iz klanica pokazala je da se HEV moze naéi u
proizvodima poreklom od svinjskog mesa i u iznutricama. Prisustvo HEV genoma je
detektovano ¢esce u uzorcima prasadi starosti oko 2 meseca nego kod odraslih tovljenika,
Sto potvrduje ranije izneta zapazanja da su mlade zivotinje podloznije HEV infekeiji,
narocito nakon gubitka maternalnog imuniteta (Meng et al., 1997).

U fecesu prasadi HEV RNK je dokazana u 54%pregledanih uzoraka, a kod
tovljenika u 7.27% uzoraka. Ispitivanjem fecesa odraslih svinja na klanicama u Italiji,
autori de Martino i sar. (2009) su dokazali HEV genom u 7.3% uzoraka, §to je podatak
gotovo identi¢an naSem rezultatu. Takode, nisku HEV prevalenciju (3%) u fecesima
tovljenika na klanicama u Ceskoj su utvrdili istraziva¢i di Bartolo i sar. (2010). I drugi
autori u svojim rezultatima navode visu HEV prevalenciju u fecesima prasadi, a nizu u
fecesima odraslih Zivotinja. Seminati i sar. (2008) su kod prasadi uzrasta 8-10 nedelja
ustanovili 100% HEV pozitivnih uzoraka fecesa, a kod tovljenika starosti 22 nedelje svi
uzorci fecesa su bili negativni. McCreary i sar. (2008) su u fecesu prasadi uzrasta 10 do 12
nedelja detektovali HEV genom kod 44% uzoraka, a kod svinja od 22 do 24 nedelje u
8.9%. Istrazivaci Fernandez-Baredo i sar. (2006) su u fecesu prirodno inficiranih prasadi
starih 5 do 12 nedelja ustanovili prisustvo HEV RNK u 41% pregledanih uzoraka, a kod
odraslih svinja starosti 13 do 20 nedelja samo u 5% uzoraka.

Rezultati RT-PCR analize u naSem istrazivanju pokazali su da je HEV genom cesce
detektovan u zuci (26%) u odnosu na jetru i meso (16%, odnosno 10%) prasadi. Halbur 1
sar. (2001) su prilikom eksperimentalne infekcije svinja, prisustvo hepatitis E virusa tokom
duZeg vremenskog perioda i u ve¢oj koncentraciji dokazali u Zu¢i u odnosu na prisustvo u
jetri. Autori zakljucuju da, iako jetra predstavlja glavni organ replikacije virusa, infekcija
je Cesto fokalnog karaktera, §to smanjuje moguc¢nost da se odabere pozitivan deo uzorka za
analizu. To, medutim, nije slucaj 1 sa zuci, kod koje je virus ravnomerno rasporeden.
Vasickova i sar. (2009) su pregledom 32 praseta, HEV RNK najces¢e detektovali u zuci
(40.0%) a manje u jetri (16.1%). Na klanicama u Italiji su Di Bartolo i sar. (2011) dokazali
veéu HEV prevalenciju kod prasadi uzrasta 3-4 meseca u odnosu na tovljenike od 9-10
meseci (95.0% prema 42.9%), a prisustvo HEV genoma je ¢eS¢e dokazano u zuci (51.1%)
u odnosu na jetru (20.8%).

Interesantan je podatak, koji treba naglasiti, da smo pregledom praseceg mesa

ustanovili pozitivan nalaz u 10% uzoraka. Veoma mali broj istraZivaca se bavio
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problematikom prisustva HEV u mesu, a prema naSim saznanjima, ne postoje podaci o
dokazu HEV RNK u prase¢em mesu na klanicama.

U uzorcima jetre, mesa i zuci tovljenika na klanicama nismo dokazali prisustvo
HEV RNK. Leblanc i sar. (2010), kao i Berto i sar. (2012) pregledom mesa tovljenika na
klanicama nisu pronali nijedan pozitivan uzorak. U klanicama u Ceskoj je u 3% uzoraka
mesa tovljenika dokazano prisustvo HEV RNK (Bartolo et al., 2012). U literaturi su
navedeni podaci o broju HEV pozitivnih jetri na klanicama koji se kretao od 3% do 20.9%
(di Bartolo et al., 2012; Leblanc et al., 2010; Berto et al., 2012, Casas et al., 2011; Li et al.,
2009). Osim klanica, postoje i brojni nalazi prisustva HEV genoma u uzorkovanim jetrama
u mesarama i hipermarketima. U Japanu je HEV RNK detektovana u 1,9% uzoraka, u 6%
uzoraka pregledanih paketa u Holandiji, u 11% uzoraka u SAD, u 0.83% uzoraka jetri
svinja iz supermarketa u Indiji (Yazaki et al., 2003; Bouwknegt et al.,2007; Feagins et al.,
2007; Kulkarni and Arankalle, 2008). HEV RNK je dokazana i u uzorcima Zuéi na
klanicama, a procenat pozitivnih uzraka se kretao od 0.84 pa ¢ak do 51.1% ( di Bartolo et
al., 2011; dos Santos et al., 2011.; Gardinali et al., 2012)

Istraziva¢i Bouwknegt i sar. (2009) su eksperimentalno inficirali svinje i dokazali
HEV RNK u 50% uzoraka mesa. Hepatitis E virus se mogao detektovati u muskulaturi
najduze do 4 nedelje posle pojave prve fekalne ekskrecije virusa. Autori naglaSavaju da
zarazeno meso tovljenika mozZe u¢i u lanac ishrane kada infekcija nastane kasnije u toku
tova. Takode, detekcija hepatitis E virusa u mesu odraslih tovljenika moZe biti otezana,
posto je koncentracija virusa niza nego u drugim organima. Ovo je mozda razlog §to u
uzorcima mesa tovljenika nismo uspeli da dokazemo prisustvo HEV RNK. Ipak, ne
mozemo sa sigurno$c¢u tvrditi da su meso i jetre tovljenika potpuno bezbedni za ishranu.
Prisustvo HEV RNK u fecesu tovljenika predstavlja potencijalnu opasnost da prilikom
obrade polutki moze do¢i do kontaminacije iznutrica i mesa putem zaraZene opreme ili

preko ruku radnika na liniji klanja (Vulcano et al., 2007, Galiana et al., 2008).

6.6 Utvrdivanje epidemiloSke povezanosti izmedu infekcija kod svinja i ljudi

Hepatitis E infekcija je Siroko rasprostranjen u populaciji svinja u svetu (Pavio et
al., 2010) 1 u Srbiji (Lupulovi¢ et al., 2010; Petrovic et al., 2008). HEV je dokazana
zoonoza., a u literaturi je opisano nekoliko slucajeva akutnog hepatitisa E kod ljudi koji su
konzumirali zarazeno sirovo meso jelena i sirovo meso i jetre domacih i divljih svinja

(Matsuda et al., 2003; Tei et al., 2003; Yazaki et al., 2003; Li et al., 2005).
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Na osnovu podataka iz 2011 godine, ukupan broj svinja u Srbiji je iznosio
3.287.000, a od tog broja u Vojvodini je uzgajano 1.289.000 svinja. Prosle godine je
proizvedeno je 252.000t svinjskog mesa 1 25.000 jestivih iznutrica (Statisticki godiSnjak
Srbije 2012). U Srbiji svinjarsvo ¢ini 29.5% ukupne stocarske proizvodnje, asvinjsko meso
je najzastupljenije u ishrani stanovnistva sa 58%. Trziste svinjskog mesa karakteriSe velika
potraznja za prase¢im mesom, Koje ucestvuje u ukupnoj potrosnji svinjskog mesa sa 41%
(Popovi¢ i sar, 2010). Medutim, najznacajniji uzgoj prasadi se i dalje obavlja na malim,
individualnim gazdinstvima, a manjim delom na farmama. Prasad, kod kojih smo u
uzorcima fecesa i tkiva utvrdili prisustvo HEV RNK ( u uzorcima mesa 10%, a u jetrama
16%) su poticali iz individualnih gazdinstava. Izneti podaci su znacajni sa stanovista
higijene, kontrole i analize rizika stavljanja u promet praseCeg mesa i iznutrica. Istrazivanja
je potrebno nastaviti u pravcu genotipizacije i filogenetske analize HEV izolata kod svinja

i ljudi, kao i utvrditi homolognu sli¢nost dobijenih sekvenci.

6.7 PatohistoloSko i imunohistohemijsko ispitivanje jetri svinja

Patohistoloska analiza i imunohistohemijsko bojenje je vrSeno u 26 uzoraka jetri
prasadi uzorkovanih sa linije klanja kod kojih je prethodno dokazano prisutvo genoma
hepatitis E virusa u jetri, zu¢i i mesu. U 3 uzorka (11,53%) jetri prasadi mikroskopskim
pregledom je ustanovljena blaga infiltracija limfocita, plazma celija i makrofaga u
portalnim prostorima jetre. Nisu dokazane nekroticne promene a celijska struktura
hepatocita je bila nepromenjena. Sve navedene promene odgovaraju blagom virusnom
hepatitisu. Makroskopskim pregledom nisu zabelezene znacajnije promene na jetri.
Imunohistohemijskom analizom nije dokazano prisustvo HEV antigena u citoplazmi
hepatocita.

lako se blaga infiltracija limfocita u sinusoidnim prostorima hepatocita i pojava
retkih nekroti¢nih polja moze smatrati i normalnim nalazom u jetri svinja (Halbor et al.
2001), blage do srednje histopatoloske promene i poveéanje mononuklearnog infiltrata u
portalnom predelu koje smo zapazili u uzorcima jetri prasadi u naSem istrazivanju,
odgovaraju Il stepenu lezija, koje su takode kao nalaz opisali istraziva¢i de Deus i sar.
(2008). I drugi istrazivaci kao najucestalije promene u jetri HEV inficiranih svinja navode
promene sa limfoplazmacisticnom inflamacijom koje odgovaraju blagom obliku hepatitisa
(Lee et al. 2009; Meng et al. 1997).
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Samo u nekolicini radova se navodi uspesna detekcija HEV antigena u citoplazmi
hepatocita imunohistohemijskom metodom. Autori Ha i Chae (2004) su na oshovu
pozitivnog RT-PCR nalaza odabrali 30 uzoraka jetri svinja. U parafinskim odse¢cima su
dobili tipi¢no tamno prebojavanje citoplazme, odnosno pozitivan imunohistohemijski
signal. Johne i sar. (2010) su dokazali HEV antigen imunohistohemijskom metodom u jetri
inficiranih pacova. Akutni oblik hepatitis E infekcije kod ljudi su ispitivali Gupta i sar.
(2012). Pregledom 30 uzoraka jetri sakupljenih post mortem, ustanovili su hepati¢nu
nekrozu, a u zarazenim celijama je doSlo do tamnog prebojavanja citoplame Sto je
predstavljalo pozitivan IHC signal. Osim ovih radova, nema dostupnih literaturnih
podataka o uspes$noj imunohistohemiskoj detekcije HEV antigena u jetrama svinja ili ljudi.
Medutim, imunohistohemijska metoda nije metoda izbora kada je u pitanju
dijagnostikovanje hepatitis E infekcije. Virus se u jetri zadrzava kratko vreme, 1 to samo u
periodu inkubacije, i ubrzo se eliminiSe iz organizma, tako da se i virusni markeri
kratkotrajno mogu detektovati (Lee et al., 2007). Molekularne metode dijagnostike i
seroloSke metode su mnogo osetljivije, naroCito kada je u pitanju ispitivaje stepana
zarazenosti zapata svinja ili seroprevalencija kod ljudi. Osim toga, potesko¢u za THC
ispitivanje HEV antigena u jetrama svinja predstavlja i problem nepostojanja anti-svijskih
antitela koja se koriste u postupku bojenja, ve¢ su u upotrebi anti-ljudska antitela, Sto
svakako utic¢e na osetljivost metode i pojavu nespecifi¢nih reakcija.

Dokaz prisustva hepatitis E virusa kod svinja na farmama kao i u klanicama, u
praseéem mesu i jetrama namenjenih za ishranu ljudi, je znacajan podatak na osnovu kojeg
mozemo zakljuciti da postoji rizik za javno zdravlje. Kriterijumi za inspekcijski pregled na
klanicam su zasnovani pre svega na vizelnoj analizi. U slu¢aju hepatitis E infekcije, to nije
dovoljno, posto inficirane Zivotinje ne pokazuju klini¢ke znake bolesti niti promene na
unutra$njim organima, koje bi se mogle zapaziti na liniji (Dos Santos et al., 2011).
Preporucuje se pravilna termicka obrada mesa i iznutrica pre upotrebe, uz strogo
sprovodenje sanitarno-higijenskih mera. Za sada ne postoji zakonska regulativa kojom se
zabranjuje trgovina Zivotinjama inficiranim HEV virusom ili zabrana stavljanja mesa i
iznutrica u promet. Za kontrolu ove bolesti potrebno je sprvoditi redovnu epizootilosku

analizu i uvesti zakonsku regulativu za kontrolu i nadzor HEV infekcije.
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7. ZAKLJUCCI

Primenom seroloskih testova - nekomercijalni (in house) i komercijalni ELISA test
dokazana su specifi¢na antitela protiv antigena hepatitis E virusa kod svinja na sve

tri ispitujuce farme na teritoriji Juzne Backe i Srema.

. Utvrdena seroprevalencija in house ELISA testom na farmi A je iznosila 37%, na
farmi B 31% i na farmi C 54%. Broj seropozitivnih zivotinja po uzgojnim
kategorijama se kretao od 0 do 85%. Komercijalnim ELISA testom ustanovljena je
seroprevalencija od 40% na farmi A, na farmi B 41% i na farmi C 65%, a broj

seropozitivnih zivotinja po uzgojnim kategorijama se kretao od 0 do 100%.

Uporednom analizom prisustva specifi¢cnih antitela protiv HEV u uzorcima na sve
tri farme, in house ELISA metodom ustanovljena je prosec¢na seroprevalencija od
40,66%, a komercijalnim ELISA testom 48,66%.

Statistickom analizom primenom Kappa testa, poredenjem in house i
komercijalnog ELISA testa za krvne serume svinja izracunata je vrednost x =

0,771, sto predstavlja skoro idealno podudaranje poredenih testova.

Ustanovljena seroprevalencija kod dobrovoljnih davalaca krvi in house ELISA
testom iznosila je 15%. Seroprevalencija je rasla sa starosc¢u, a nije ustanovljena
statisticki znacajna razlika u odnosu na pol ispitanika, mesto stanovanja ili

zanimanje. Ispitani uzorci trudnica i pacijenata su bili seronegativni.

Statistickom analizom primenom Kappa testa, poredenjem in house i
komercijalnog ELISA testa za odabrane uzorke krvnih seruma dobrovoljnih
davalaca krvi na osnovu rezultata in house ELISA testa, kao i pacijenata i trudnica,
izraCunata je vrednost k=0,354, sto predstavlja srednji nivo podudaranja poredenih

testova.
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7.

10.

11.

Western blot analizom pozitivan nalaz je ustanovljen kod 6 od ukupno 11
pregledanih uzoraka krvnih seruma svinja sa OD vrednostima blizu cut off
vrednosti u in house ELISA testu. Od ukupno 11 pregledanih uzoraka krvnih

seruma ljudi, pozitivan nalaz je potvrden kod 7 uzoraka.

Primenom real-time RT-PCR metode, HEV RNK je detektovana u fecesu (54%),
Zuci (26%), jetri (16%) i mesu (10%) prasadi na klanicama. U kategoriji tovljenika,
HEV RNK je dokazana samo u fecesu (7,27%), a HEV genom nije potvrden niti u

jednom uzorku jetre, zu¢i ili mesa.

Patohistoloskim pregledom 26 uzoraka jetri prasadi sa pozitivnim RT-PCR
nalazom, kod 3 uzorka (11,53%) utvrdene su mikroskopske promene koje
odgovaraju nespecificnom hepatitisu sa lezijama Il stepena. Imunohistohemijskom

analizom nije dokazano prisustvo antigena hepatitis E virusa.

Na osnovu iznetih rezultata ispitivanja definisan je predlog laboratorijskog
protokola za dijagnostiku hepatitis E infekcije kod svinja, u uzorcima mesa i jetri

svinja u klanicama, kao i kod dobrovoljnih davalaca krvi.

Na osnovu nalaza HEV RNK u jetrama i mesu prasadi moze se zakljuciti da postoji
zoonotski potencijal HEV infekcije. Istrazivanja je potrebno nastaviti u pravcu
genotipizacije i filogenetske analize HEV izolata kod svinja i ljudi, kao i utvrditi

sli¢nosti i razlike dobijenih sekvenci medusobnim poredenjem.
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