Arhiv veterinarske medicine, vol. 4, br. 1, 19-29, 2011.
Lupulovi¢ D. i dr.: Seroprevalenca hepatitis E ...

Originalni rad UDK 619:616.988:599.731.1(497.11)

SEROPREVALENCA HEPATITIS E VIRUSNE
INFEKCIJE KOD DIVLJIH SVINJA U SRBIJT*

Diana Lupulovi¢', Tamas Petrovi¢, Sava Lazi¢, Jasna Prodanov-Radulovig,
Radoslav Dosen, Ivan Pusi¢
Naucni institut za veterinarstvo’Novi Sad”, Novi Sad

Kratki sadrzaj

Hepatitis E (HEV) pripada jednom od do sada 5 opisanih tipova hepa-
titisa ljudi izazvanih virusnim agensom (hepatitis A, B, C, D i E). Oboljenje
se karakteri$e klinickom i epidemioloskom slikom akutnog hepatitisa, a
prenosi se prvenstveno fekalno-oralnim putem preko kontaminirane vode
i hrane. Infekcija je pretezno ustanovljena u zemljama u razvoju Srednjeg
Istoka, Azije i Afrike, naro¢ito u drzavama sa nezadovoljavaju¢im sanitar-
nim uslovima Zivota. HEV infekcija je kod svinja prvi put zabelezena 1990.
god. Brojna ispitivanja koja su usledila, dokazala su da HEV moze presko-
¢iti barijeru vrste i preneti se sa svinja na ljude. HEV je dokazan kao novi
zoonozni uzro¢nik. Hepatitis E virusom inficirali su se ljudi u Japanu koji
su konzumirali nedovoljno termicki obradeno meso jelena, svinjsku jetru i
meso divljih svinja. Kod ljudi su ustanovljena Cetiri genotipa: I, IL, IIT i IV,
dok do sada ispitani svinjski izolati pripadaju genotipovima III i IV. Ta-
kode je vazno napomenuti da su HEV izolati svinja iz jednog geografskog
podrucja genetski blizi izolatima poreklom od ljudi sa istog podrucja nego
izolatima poreklom od svinja iz drugog dela sveta. Cilj ovog rada je da se
prikaze da li je i koliko HEV infekcija prisutna kod populacije divljih svinja
u Srbiji, koje predstavljaju rezervoar ove bolesti izazvane znacajnim zoo-
noznim uzro¢nikom. Preliminarna serologka ispitivanja obuhvatila su ispi-
tivanje 92 uzorka krvnih seruma divljih svinja. Kod 32 Zivotinje, odnosno
34,78%, ustanovljeno je prisustvo specifi¢nih antitela protiv HEV genotip
3. Uzorci krvi sakupljani su tokom 2009, 2010. i 2011. godine sa lokaliteta
15 lovista u Srbiji. Laboratorijsko ispitivanje izvr§eno je nekomercijalnim
ELISA testom (in-house ELISA), gde je kao antigen kori$¢en rekombinantni
kapsidni protein - HEV AORF 2 genotip 3, koji je dobijen laboratorijskim
postupkom kloniranja. Rezultati ispitivanja prikazali su da je infekcija he-
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patitis E virusom prisutna kod divljih svinja u Vojvodini, koje predstavljaju
potencijalni izvor ne samo ove zaraze, ve¢ i mnogobrojnih drugih infekcija
razlicite etiologije.

Kljucne reci: hepatitis E infekcija, divlje svinje, in-house ELISA
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Hepatitis E (HEV) belongs to one of five so far described types of viral
hepatitis caused by human agents (hepatitis A, B, C, D and E). The disease is
characterized by clinical and epidemiological signs of acute hepatitis and is
transmitted primarily by fecal-oral route via contaminated food and water.
The infection is mainly detected in the developing countries of the Middle
East, Asia and Africa, especially in countries with poor sanitary conditi-
ons of life. HEV infection in pigs was first recorded in 1990. Numerous
studies that followed proved that HEV can skip species barrier and can be
transmitted from pigs to humans. HEV has been demonstrated as a new
zoonotic agent. Hepatitis E virus has infected people in Japan who consu-
med insufficiently cooked meat of deer, pig liver and meat of wild boar. In
humans four genotypes have been determined: I, II, III and IV, while so far
tested swine isolates belong to genotypes III and IV. It is also important to
note that the swine HEV isolates from one geographical region are geneti-
cally closer to human isolates from the same area than to the other isolates
from pigs in the world. The aim of this paper is to show whether and how
much HEV infection is present in the population of wild boars in Serbia,
which represent a reservoir of this disease caused by a significant zoonotic
agent. Preliminary serological tests included the examination of 92 blood
serum samples of wild boars. In 32 animals, or 34.78%, the presence of
specific antibodies against HEV genotype was detected. The blood samples
were collected during 2009, 2010 and 2011 from 15 hunting sites in Ser-
bia. Laboratory testing was performed by non-commercial ELISA (in-ho-
use ELISA), where the used antigen was recombinant capsid protein-HEV
genotype 3 AORF 2, which was obtained by laboratory cloning procedure.
The test results showed that the hepatitis E virus is present in wild boars in
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Vojvodina, that are a potential source of this infection, as well as for many
other infections of diferrent etiology.
Key words: hepatitis E infection, wild boar, in-house ELISA

UVOD

Hepatitis E virus (HEV) pripada familiji Hepeviridae i rodu Hepevirus. Vi-
rusna partikula je sfericnog oblika, dijametra 32-34 nm. Poseduje jednolanca-
nu RNK od 7.2 kb. Potrebno je ista¢i da su do sada dokazana 4 genotipa HEV
kod ljudi (I, II, IIT i IV). Genotip I je prisutan u regionima Azije i Afrike, dok
je genotip IT izolovan u Meksiku. Izolati iz podrucja koja nisu endemska (SAD,
Kanada i zemlje Evrope: Spanija, Italija, Gréka, Madarska, Ceska i dr.) svrstani
su u grupu genotipa III. Genotipu IV pripadaju izolati iz Kine i drugih zemalja
Dalekog Istoka.

Oboljenje kod ljudi se karakterise klinickom i epidemioloskom slikom
akutnog hepatitisa i simptomima Zutice (epigastri¢ni bolovi, povracanje,
groznica, ikterus beonjaca i tamna mokraca), a prenosi se prvenstveno fe-
ko-oralnim putem preko kontaminirane vode i hrane. Infekcija je pretezno
ustanovljena u zemljama u razvoju Srednjeg Istoka, Azije i Afrike, narocito u
drzavama sa nezadovoljavaju¢im sanitarnim uslovima zivota. U industrijski
razvijenim zemljama Evrope i u Sjedinjenim Americ¢kim Drzavama (SAD), di-
jagnostikovani su samo sporadi¢ni slucajevi akutnog oblika hepatitisa E (9, 21,
25, 28, 34). Medutim, na osnovu objavljenih rezultata nedavnih istrazivanja
zapazen je izuzetno visok nivo HEV antitela kod ljudi u industrijski razvijenim
zemljama koji moze biti ¢ak i visi nego kod ljudi u endemskim podrucjima.
Postavljena je sumnja da rezervoar virusa hepatitisa E mogu biti domace i div-
lje Zivotinje.

Usledila su brojna ispitivanja i HEV infekcija kod svinja je prvi put za-
belezena 1990. god. (9), a prvi dokaz prisustva virusa kod svinja izvrsen je
u Americi 1997. godine od strane Meng-a i saradnika (19). Kod svinja bo-
lest protice asimptomatski, a inkubacioni period traje 1-4 nedelje (9, 25, 34).
Kod inficiranih svinja prvo se javlja prolazna viremija, koja traje 1-2 nedelje,
a zatim se virus izlucuje jo$ 3-7 nedelja putem fecesa. HEV infekcija se najce-
$¢e pojavljuje u uzrastu prasadi od 2 do 3 meseca, kada iz cirkulacije nestanu
maternalna antitela. To se takode poklapa i sa periodom kada se prasad pre-
bacuju u toviliSte, medusobno mesaju i menjaju svoju okolinu, $§to povecava
mogucnost zarazavanja. Virus prodire u organizam Zivotinje oralnim putem,
umnozava se u gastrointestinalnom traktu i odatle se dalje putem krvi prenosi
u jetru, a u spoljasnju sredinu se izlucuje putem fecesa. Makroskopske mor-
foloske promene na jetri svinja nisu zabeleZene, a od mikroskopskih lezija se
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mogu javiti zapaljenske promene u vidu infiltracije limfocita, pojave makrofa-
ga i vakuolisanih hepatocita (19).

HEV svinja je iroko rasprostranjen na farmama u mnogim zemljama, kao
$to su: Italija (2, 37), Spanija (4, 23, 27), Kanada (36), Juzna Koreja (6), Japan,
Indija, SAD, Australija (5), Gréka (1), Madarska (26), Ceska (31), Francuska
(16), Kina (32) i dr. Medutim, seroprevalenca moze da varira od 0 do 100% i
razlicita je od zapata do zapata i od regiona do regiona (4, 16, 19).

Utvrdeno je da HEV izolati svinja pripadaju genotipovima II i IV. Do sada
je u Evropi kod svinja bio utvrden samo genotip III, a nedavno je po prvi put
dokazano i prisustvo virusa hepatitisa E u fecesu svinja poreklom iz Belgije
koji pripada HEV genotipu 4c (13). Takode je vazno napomenuti da su HEV
izolati svinja iz jednog geografskog podrucja genetski blizi izolatima ljudi sa
istog podrucja nego izolatima svinja iz drugog dela sveta (19, 21, 22).

Prisustvo HEV je dokazano i kod drugih Zivotinjskih vrsta, kao §to su:
divlje svinje, glodari, magarci, goveda, psi i ptice. Ustanovljeno je da postoji
samo jedan serotip virusa hepatitisa E, odnosno nema podataka o serologkoj
heterogenosti virusa (19, 25).

Nakon sto je infekcija hepatitis E virusom opisana kod svinja, ustanovljeno
je da HEV moze preskociti barijeru vrste i preneti se sa svinja na ljude (20).
Sprovedena su i epidemioloska ispitivanja kod ljudi koji dolaze u kontakt sa
svinjama. Dokazano je da u rizi¢ne grupe ljudi spadaju veterinari koji se bave
zdravstvenom zastitom svinja i radnici na farmama svinja (22,8). Virus hepatiti-
sa E je veoma tesko izolovati, posto za sada ne postoji prijemciva Celijska kultu-
ra. Istrazivaci iz Japana su nedavno uspeli da ograni¢eno umnoze virus dobijen
iz fecesa ljudi na ¢elijskoj kulturi karcinoma jetre ljudi PLC/PRF/5 (30). Sto se
tice seroloske dijagnostike, ona je zasnovana na primeni imunoenzimskog testa
(ELISA) za dokazivanje antitela protiv HEV. Molekularnim metodama dobijen
je rekombinantni kapsidni protein kojeg kodira ORF-2 fragment genoma HEV
genotipa 3, koji se koristi u tzv. ,,in-house“ (nekomercijalnom) ELISA testu. Ovaj
ELISA test se uspesno koristi za dokazivanje prisustva antitela protiv antigena
hepatitisa E kod svinja i ljudi (14, 15, 17). Pored ELISA testa moze se koristiti i
Western-blot tehnika, koja predstavlja potvrdnu metodu i «zlatni standard» u
seroloskoj dijagnostici ove infekcije (15). Za dokazivanje virusnog antigena u
tkivima parenhimatoznih organa koristi se imunohistohemijska metoda, a za
virusnu RNK in-situ hibridizacija. Virusni genom se dokazuje molekularnim
metodama reverzna transkripcija-polimeraza lancana reakcija (RT-PCR); RT
nested PCR i REAL-TIME PCR. Molekularnim metodama virus se moze doka-
zivati u krvi, fecesu i tkivima Zivotinja. Medutim, viremija traje samo 2 nedelje
i ogranicena je na akutnu fazu bolesti, pa se ¢esto virus moze detektovati samo
u fecesu i tkivima gde se duze zadrzava i izlucuje.
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Cilj ovog istrazivanja je ispitivanje prisustva specificnih antitela protiv he-
patitis E virusa kod populacije divljih svinja u Srbiji.

MATERIJAL I METODE

Ukupno su pregledana 92 uzorka krvnih seruma divljih svinja iz 15 lovista
sa teritorije Srbije. Uzorci su sakupljani tokom 2009, 2010. i 2011. godine. Sta-
rost zivotinja je iznosila od 1 do 3 godine.

Seroloska ispitivanja vr$ena su nekomercijalnim (in-house) ELISA testom,
gde je kao antigen kori$¢en rekombinantni kapsidni protein - HEV AORF 2
genotip 3, dobijen postupkom molekularnog kloniranja u Trichoplusia ni lar-
vama (15). Ispitivanja su vr$ena u saradnji sa Nacionalnim institutom INIA,
Madrid, Spanija.

REZULTATI I DISKUSIJA

Dobijeni rezultati ispitivanja seroprevalence HEV prikazani su u Tabeli 1.
Od ukupno pregledanih 92 uzorka krvnih seruma divljih svinja, kod 36 zi-
votinja (34,78%) ustanovljeno je prisustvo specificnih antitela protiv virusa
hepatitis E. Analizom dobijenih rezultata moze se uociti da je najveci proce-
nat seropozitivnih divljih svinja utvrden u lovistu Karakusa (75%), Morovi¢
(58,3%), Loviste u okolini Sapca i Odzaka (50%), u okolini Valjeva (40%) i
loviste Visnjicevo (29,41%). U lovistima Obedska Bara, Fruska gora, Plavna,
Valjevo 2, Sabac 2, Madva, Basaid i Subotica nije utvrdeno prisustvo HEV in-
fekcije kod divljih svinja.
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Tabela 1: Prikaz seroprevalence HEV kod divljih svinja u Srbiji

Loviste Br. pregl. Br. pozitivnih %
Karakusa 20 15 75
Obedska Bara 5 0 0
Visnjicevo 17 5 29,41
Fruska Gora 5 0 0
Plavna 2 0 0
Valjevo 1 5 2 40
Valjevo 2 1 0 0
Sabac 1 2 1 50
Sabac 2 3 0 0
Sabac 3 14 1 7,1
Macva 1 0 0
Basaid 1 0 0
Subotica 2 0 0
Odzaci 2 1 50
Morovic¢ 12 7 58,3
Xz 92 36 34,78

Na mapi br. 1 prikazana su lovista i podrucja na kojima su uzorkovane
krvi divljih svinja (sva obojena polja), a tamnom bojom oznacena su lovista u
kojima su ustanovljene HEV seropozitivne divlje svinje.
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Mapa 1: HEV infekcija kod divljih svinja u lovi$tima Srbije

o
5

Hepatitis E virusom inficirali su se ljudi u Japanu koji su konzumirali ne-
dovoljno termicki obradeno meso jelena, svinjsku jetru i meso divljih svinja
(18, 29, 35). U Italiji su zabelezeni slucajevi akutnog oblika hepatitisa E na
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Siciliji kod ljudi koji su jeli inficirane $koljke (25). Svi ovi podaci ukazali su da
su domace i divlje Zivotinje rezervoari infekcije i da postoji realna opasnost da
virus hepatitisa E predstavlja zoonoznu infekciju. Posto se infekcija prenosi
putem hrane i vode, virus hepatitisa E predstavlja zagadivaca zivotne sredine
i opasnost za proizvodnju zdravstveno bezbedne hrane, kao i za zdravlje ljudi.

Virusna RNK i specifi¢na antitela protiv HEV su utvrdena kod populacije
divljih svinja u mnogim zemljama: Japan, Nemacka, Italija, Spanija, Holandjija,
Madarska. Seropozitivnost kod divljih svinja varira od oblasti do oblasti i izno-
si od 12-42 % (Japan 25,5%; Holandija12%; Nemacka 29,9%; Spanija 42,7%.
Utvrdeni procenat seropozitivnih zivotinja u populaciji divljih svinja u nasoj
zemlji iznosi 34,78%, Sto najvise odgovara rezultatima istrazivanja dobijenih
u Spaniji i Nemackoj.

Prva preliminarna ispitivanja HEV kod svinja u Srbiji izvrsena su 2008.
godine od strane Petrovica i saradnika. Istrazivanjem su obuhvaceni fecesi i
parenhimatozni organi svinja poreklom sa farmi i iz seoskih gazdinstava, kao
i od divljih svinja. Virus je ustanovljen molekularnom tehnikom reverznom
transkripcijom polimeraza lan¢anom reakcijom (RT-PCR) i naknadnom ne-
sted PCR reakcijom. Virusna RNK utvrdena je u 30% pregledanih zbirnih uzo-
raka fecesa i 45% zbirnih uzoraka tkiva svinja sa farmi i iz seoskih gazdinstva.
U zbirnim uzorcima fecesa divljih svinja HEV RNK nije utvrdena (24). Nedav-
no su izvr$ena i prva seroloska ispitivanja prisustva hepatitisa E kod dvori$no
uzgajanih svinja u seoskim gazdinstvima u Vojvodini. Prisustvo specifi¢cnih
antitela utvrdeno je kod 34,16% (109/315) ispitanih Zivotinja (17). Hepatitis E
virus zastupljen je kod divljih svinja u Srbiji u slicnom procentu (34,78%) kao
i kod domacih svinja (34,16%).

ZAKLJUCAK

- Hepatitis E virus prisutan je kod populacije divljih svinja u Srbiji,

- Seroprevalenca HEV infekcije kod divljih svinja iznosi 34,16%,

- Divlje svinje predstavljaju rezervoar HEV, kao i mnogih drugih infektivnih
uzroc¢nika.
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