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Virusi hepatitisa E (HEV) so pomembni povzrocitelji akutnega hepatitisa v drzavah v razvoju. V
razvitih drzavah se pojavljajo sporadi¢ni primeri bolezni. Prenasajo se fekalno-oralno s
kontaminirano vodo in hrano. Pri ohranjanju virusa v okolju in prenosu na ljudi bi naj imeli
pomembno vlogo Zivalski rezervoarji, zlasti pragi¢i. Zeleli smo ugotoviti pogostost okuzbe s HEV
pri domacih prasi¢ih na slovenskih farmah in preveriti njihovo genetsko raznolikost. HEV smo
poskusali dokazati v povrSinskih vodah, ki bi lahko predstavljale mogo¢ vir okuzbe. Iztrebke
prasicev razli¢nih starostnih skupin so zbrali na 6 slovenskih farmah. Skupno smo testirali 136
vzorcev: 85 posameznih in 51 zdruzkov vzorcev. Pri posameznih vzorcih smo testirali 38 sesnih
(do 3 tedne), 21 odstavljenih (3-10 tednov), 26 pitanih (ve¢ kot 10 tednov) prasicev, pri zdruzkih
vzorcev pa 21 zdruzkov sesnih, 14 zdruzkov odstavljenih in 16 zdruzkov pitanih prasicev. Poleg
tega smo testirali 60 vodnih vzorcev iz 22 vzor¢nih mest slovenskih rek in potokov. Dva litra
vodnega vzorca smo koncentrirali z membransko filtracijo in nato koncentrirani vzorec

ey

vzorcih pri 2/38 sesnih, 6/21 odstavljenih, 7/26 pitanih; pri zdruzkih vzorcev pa pri 7/21 sesnih,
6/14 odstavljenih, 12/16 pitanih zdruzkih prasicev. Na testiranih prasi¢jih farmah je pri domacih
prasic¢ih po pregledu posameznih vzorcev pogostost okuzbe s HEV 20,3 %, po pregledu zdruzkov
vzorcev pa je verjetnost okuzbe s HEV 14,2 %. Pri povrSinskih vodah smo pomnozevanje dela
virusnega genoma HEV dokazali pri 3/60 vzorcih, od tega je bil en vzorec odvzet v neposredni
blizine prasi¢je farme. Filogenetska analiza pomnozenega dela genoma HEV je pokazala, da se

raziskave nakazujejo, da HEV pri domacih prasic¢ih na slovenskih farmah krozi v razmeroma
visokem odstotku. Najbolj okuzeni skupini so odstavljeni in pitani prasi¢i. Prasi¢je farme so
mozen vir okuzbe s HEV in verjetno kontaminirajo povrSinske vode v bliznji okolici.
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Hepatitis E virus (HEV) is a causative agent of acute hepatitis and is an important public health
concern in many developing countries. Sporadic cases are reported from industrialized countries.
It is primarily transmitted directly by faecal-oral route and indirectly by contaminated water and
food. Animal reservoirs, especially pigs, are believed to have an important role in the maintenance
of HEV in the environment. The aims of this study were to determine the prevalence of HEV in
domestic pigs and to investigate whether tested surface waters are contaminated by HEV
presenting a possible source of infection. Genetic diversity and phylogenetic analysis of detected
HEV was determined. Stool samples from pigs of various age groups were collected at 6
Slovenian pig farms. In total, 136 stool samples were tested: 85 individual and 51 pooled samples.
In individual samples, we tested 38 suckling (up to 3 weeks), 21 weanling (3-10 weeks) and 26
fattening (more than 10 weeks) pigs. In pooled samples, we tested 21 pools of suckling, 14 pools
of weanling and 16 pools of fattening pigs. In addition, 60 surface water samples were collected
from 22 sampling sites of Slovenian rivers and streams in various geographic regions. Two litres
of water sample were concentrated by membrane filtration, followed by ultracentrifugation of the
concentrated sample. For the detection of HEV RNA, RT-PCR and nested-PCR with broadly
reactive primers were used in both, pig stool samples and concentrated water samples. In our
study, 40/136 stool samples were determined as positive. HEV RNA was detected in 15/85
individual samples and 25/51 pooled samples. In individual samples HEV RNA was detected in
2/38 suckling, 6/21 weanling, 7/26 fattening pigs and in pooled samples in 7/21 pools of suckling,
6/14 pools of weanling and 12/16 pools of fattening pigs. The prevalence and probability of HEV
infection in domestic pigs from selected farms based on individual and pooled stool samples was
20,3% and 14,2%, respectively. In surface waters samples, 3/60 samples were determined as
positive, one was collected in the near vicinity of a pig farm. Phylogenetic analysis of amplified
genome regions revealed that most of found swine HEV strains constitute a distinct group within
genotype 3. Nucleotide identity analysis of tested water and swine HEV strains showed 100%
identity match. The results of our study indicate that HEV is circulating in domestic pigs in
Slovenian farms at relatively high prevalence, of which weanling and fattening pigs represented
the most infected group. Pig farms are potential source of HEV infection and probably
contaminate surface waters in near surroundings.
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1 uvoD

Virusi hepatitisa E (HEV) so pomembni povzroc€itelji akutnega hepatitisa v mnogih
drzavah v razvoju s slabimi higienskimi razmerami, predvsem v Aziji, Afriki in Latinski
Ameriki. V razvitih drzavah zaznavamo sporadicne primere teh okuzb (Clemente-Casares
in sod., 2003). Edinstvena znacilnost hepatitisa E je relativno visoka smrtnost pri
nosecnicah (Navaneethan in sod., 2008). Povzrocitelji bolezni so majhni RNA virusi brez
ovojnice, ki se primarno prenasajo fekalno-oralno. V endemskih drzavah so znane
epidemije zaradi stika z vodo, ki je kontaminirana s HEV. Zadnje raziskave zivalskih
sevov HEV pri prasi¢ih, pis€ancih, zajcih in srnjadi ter obstoj drugih zivalskih vrst, ki
imajo protitelesa proti HEV, kazejo na razSiritev obmocja gostiteljev in povecanje
razlicnosti HEV. Trenutno bolezen, ki jo povzroca HEV, poznamo kot zoonozo, kjer so
prasici in verjetno tudi druge zivalske vrste virusni rezervoar (Meng, 2010a). Glede na
obsezno genomsko raznolikost sevov HEV jih razdelimo v vsaj Stiri genotipe (Lu in sod.,
2006). Genotipa 1 in 2 se pojavljata izklju¢no pri ljudeh in jih povezujemo z epidemijami
in izbruhi v dezelah v razvoju. Genotipa 3 in 4 sta zoonotska, okuzujeta ljudi in nekatere

zivali tako v dezelah v razvoju kot v razvitih drzavah (Meng, 2010b).

1.1 NAMEN RAZISKAVE IN DELOVNE HIPOTEZE

Namen diplomskega dela je bil ugotoviti pogostost okuzb s HEV pri prasicih na nekaterih
slovenskih farmah in preveriti njihovo genetsko raznolikost. HEV smo poskusali dokazati
tudi v povrSinskih vodah, ki so bile morebiti kontaminirane z zivalskimi iztrebki in

predstavljajo mogoc¢ vir okuZzbe.

Pricakovali smo, da bo pogostost HEV pri prasi¢ih na slovenskih farmah primerljiva z
rezultati drugih evropskih raziskav (van der Poel in sod., 2001; Rutjes in sod., 2007; Di
Bartolo in sod., 2008; Rutjes in sod., 2009; Martelli in sod., 2010; Forgach in sod., 2010),

tj. okoli 30 %. Pricakovali smo tudi, da bomo HEV zaznali v okoljski povrSinski vodi, kar
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bi lahko bila posledica gnojenja kmetijskih povrSin s prasi¢jimi iztrebki, oz. iztekanje

gnojnice v povrSinske vode.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZGODOVINA

Zacetki raziskav o HEV segajo v leto 1980, ko so Wong in sod. (1980) ter Khuroo (1980)
porocali o epidemijah t.i. hepatitisa ne-A, ne-B v Indiji. Vzrok opisanih epidemij je bila
kontaminirana voda. Domnevali so, da gre za fekalno-oralni prenos in za novo vejo
virusnega povzrocitelja hepatitisa. Do takrat neznanega povzrocitelja so leta 1983 prvic
opisali po poskusu pri prostovoljcu, pri katerem so uspeli razviti znacilen akutni hepatitis
(Balayan in sod., 1983). Osebo, ki je bila imuna na virus hepatitisa A (HAV), so po
fekalno-oralni poti okuzili z izvlecki zbranih vzorcev iz domnevnih primerov epidemije
ne-A, ne-B hepatitisa. Pri prostovoljcu med okuzbo niso zaznali znakov hepatitisa B,
protiteles IgM proti HAV in poveCanja celokupne koliine protiteles proti HAV. V
prostovoljcevih vzorcih iztrebkov so z imunskoelektronsko mikroskopijo zaznali okrogle,

od 27 do 30 nm velike virusom podobne delce.

Osem let po tem odkritju so dolo€ili celotno nukleotidno zaporedje genoma HEV, seva iz
Mjanmara (znan tudi kot burmanski sev) (Tam in sod., 1991). Opazili so vec kot 88,2 %
nukleotidno ujemanje genoma s sevi, odkritimi v ostalih azijskih drzavah kot so Kitajska,
Indija, Nepal in Pakistan (Aye in sod., 1992; Gouvea in sod., 1998; Tsarev in sod., 1992;
van Cuyck-Gandre in sod., 2000) ter z afriskimi sevi iz Cada in Maroka (van Cuyck in
sod., 2003; Cheng in Meng, 2004). Leta 1992 so dolocili zaporedje mehiskega seva, ki je
leta 1986 povzrocil izbruh v Mehiki (Huang in sod., 1992). Mehiski sev se razlikuje od
sevov, podobnim mjanmarskemu, in tako oblikuje drugi genotip. Kasneje so opisali sev
HEV, osamljenega iz bolnika s sporadicnim hepatitisom E iz ZDA, ki ni potoval v
endemska obmocja (Kwo in sod., 1997). Opisani sev HEV tvori tretji genotip HEV, ki je
po zdaj$njih podatkih najbolj razSirjen genotip po svetu (Pina in sod., 2000; Worm in sod.,
2000; Takahashi in sod., 2001; Mizuo in sod., 2002; Banks in sod., 2004;). Leta 1999 so
opisali seve HEV, osamljene iz kitajskih bolnikov z akutnim hepatitisom (Wang in sod.,
1999). Sevi so bili drugac¢ni od prvotnih kitajskih sevov genotipa 1, zato so oblikovali nov,

Cetrti genotip. V Cetrti genotip so se ob kitajskih uvrstili $e sevi HEV sporadi¢nih primerov
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iz Tajvana in Japonske (Wu in sod., 2002; Wang in sod., 2000). Glede na genomsko
raznolikost sevov HEV so bila zaporedja HEV razvrscena v §tiri vecje genotipske skupine

(genotipi 1 do 4) (Lu in sod., 2006; Zhai in sod., 2006).

2.2 ZGRADBA VIRUSA

Virusi HEV so majhni okrogli virusi brez ovojnice z ikozaedri¢no simetrijo in premerom
viriona 27 do 34 nm. Sestavljajo ga kapsidna beljakovina, znotraj katere je 7,3 kb dolga
enojnovijacna RNA s pozitivno polarnostjo, ki ima zapis za tri odprte bralne okvirje (ORF,
ang. open-reading frame) (Pavio in sod., 2010). ORF1 predstavlja priblizno dve tretjini
virusnega genoma in kodira nestrukturne beljakovine. Drugi ORF, ORF2, se nahaja na
3'-koncu genoma in kodira kapsidno beljakovino. ORF3 kodira malo beljakovino, ki naj bi
imela vlogo pri pomnozevanju virusa in oblikovanju viriona (Yamada in sod., 2009).
Ceprav poznamo samo en serotip HEV, je za seve HEV znaéilna velika genotipska

raznolikost (Okamoto, 2007).

2.3 TAKSONOMSKA UVRSTITEV

Uvrstitev HEV v sistem je Se dokaj nejasna. Prvotno so ga zaradi podobne morfologije in
zgradbe genoma s kalicivirusi uvr§¢ali v druzino Caliciviridae (Tam in sod., 1991). Zaradi
nizke podobnosti nukleotidnega zaporedja genoma HEV s kalicivirusi so pozneje HEV iz
druzine Caliciviridae izkljucili (Emerson in sod., 2004). Trenutno je HEV kot edini
predstavnik rodu Hepevirus uvrs¢en v novo druzino Hepeviridae (Emerson in sod., 2004).
Z odkrivanjem vedno novih sevov HEV iz razli¢nih zivalskih vrst bo po najnovejSih

raziskavah uvrstitev HEV v sistem najverjetneje potrebno prenoviti (Meng, 2010b).

2.4 VIRUSNI GENOM

Genom HEV je priblizno 7,3 kb dolga enojnovijacna pozitivno polarna molekula RNA

(Okamoto, 2007). Sestavljena je iz kratke 27 do 35 nukleotidov dolge 5'-nekodirajoce
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regije, ki ji sledijo trije delno prekrivajoci se odprti bralni okvirji (od 5'-konca si sledijo
ORF1, ORF3 in ORF2) (Slika 1A). Na 3'-koncu je 65 do 74 nukleotidov dolga
nekodirajoca regija, ki se zakljuc¢i s 150 do 200 nukleotidov dolgim poliadeniliranim
repom (Vasickova in sod., 2007). Na 5'-koncu je molekula RNA modificirana s kapo iz
7-metil gvanozina (Kabrane-Lazizi in sod., 1999b). Oba nekodirajoa konca virusnega
genoma sta verjetno udeleZena pri uravnavanju virusne translacije in pomnozevanja (Tam

in sod., 1991).

2.4.1 ORF1
ORF1 se nahaja na 5'-koncu genoma HEV in je z dolzino priblizno 5 kb najvecji ORF
HEV (Meng, 2010b). Kodira virusne nestrukturne beljakovine, ki naj bi bile udelezene pri
virusnemu pomnozevanju. RacunalniSka analiza ORF1 (Koonin in sod., 1992) je pri
kodiranih beljakovinah odkrila aminokislinske domene, ki si od N-konca proti C-koncu
sledijo:

e metiltransferaza,

e domena z neznano vlogo, domena Y (podobna kot pri virusu rdeck),

e papainu podobna proteaza (nasli so jo Ze pri alfavirusih in virusu rdeck)

e domena bogata s prolinom

e domena z neznano vlogo, domena X (podobna kot pri virusu rdeck),

e helikaza

e od RNA odvisna polimeraza RNA
Glede na dokaz metiltransferaze v ORF1 je pricakovano, da ima genom HEV 5'-kapo, kar
pomeni modifikacijo 5'-konca molekule RNA, saj je metiltransferaza obiajno odgovorna
za metilacijo dusika na mestu 7 v 5'-gvanozinu (m’G) (Shatkin, 1976). Domnevo so
potrdili s testom RT-PCR, ki je temeljil na prepoznavi monoklonskih protiteles
7-metilgvanozina (Kabrane-Lazizi in sod., 1999b). Dokaz helikaze kaze na to, da je za
pomnozevanje in transkripcijo genoma kljucno razvitje molekule RNA (Vasickova in sod.,
2007). Zaradi neustreznih celiénih kultur za in vitro pomnozevanje HEV je le malo
znanega o translaciji in procesiranju poliproteinske molekule, ki se prepise iz ORF1 (Pavio

in sod., 2010).
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2.4.2 ORF2

ORF2 se nahaja na 3'-koncu genoma HEV in predstavlja priblizno 2 kb dolgo zaporedje.
Kodira glavno strukturno beljakovino virusne kapside (Okamoto, 2007). Vsebuje znacilna
signalna zaporedja in tri predvidena glikozilacijska mesta. Mutacija znotraj
glikozilacijskega mesta preprecuje oblikovanje infektivnega virusnega delca (Graff in sod.,
2008). Aminokislinska zaporedja kapsidne beljakovine med razlicnimi genotipi so visoko
ohranjena, kar je povezano z majhno antigensko raznolikostjo. Zaradi tega obstaja

najverjetneje zgolj en serotip HEV (Okamoto, 2007).

2.4.3 ORF3

ORF3 se nahaja med ORF1 in ORF2 ter predstavlja kratko, 372 nukleotidov dolgo
zaporedje, ki se na 3'-koncu v 331 nukleotidih prekriva z ORF2 (Slika 1A) (Okamoto,
2007). ORF3 kodira majhno beljakovino, ki naj bi bila vpletena pri povezavi s
citoskeletom (Zafrullah in sod., 1997). N-konec beljakovine se veze z RNA HEV in
oblikuje kompleks s kapsidno beljakovino (Tyagi in sod., 2002). C-konec beljakovine
ORF3 naj bi bil vpleten pri sestavljanju virusa in pri patogenezi (Tyagi in sod., 2002).

2.4.4 Bicistronska podgenomska RNA

Z in vitro sistemom pomnozevanja so odkrili 2,2 kb dolgo bicistronsko podgenomsko
RNA, ki ima zapis tako za ORF2 kot ORF3 (Graff in sod., 2006). Z rezultati njihovih
raziskav so dokazali, da se beljakovini, kodirani v ORF2 in ORF3, prevedeta iz iste
podgenomske RNA in da sta enake velikosti pri vseh Stirih genotipih. Rezultate so na
prasi¢jem modelu in vivo potrdili in dokazali, da se ORF3 prekriva z ORF2 in da se noben
od njiju ne prekriva z ORF1 (Huang in sod., 2007) (Slika 1A).
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Slika 1: Organizacija genomske in podgenomske RNA HEV

(A) Organizacija genoma HEV, kjer je prikazano mesto 5122. nukleotida, pri katerem se zac¢ne
2.200 nukleotidov dolga podgenomska RNA. Mesta nukleotidov se nanasajo na sev Sar-55 (vpisna
Stevilka v genskih bankah GenBank/EMBL/DDBJ je AF444003). M - metiltransferaza, Y — domena Y,
P — papainu podobna proteaza, V — domena bogata s prolinom, X — domena X, H — helikaza RNA, R -
od RNA odvisna polimeraza RNA. (B) Primerjava zaporedij HEV z vsebujo¢imi potencialnimi
iniciacijskimi kodoni za ORF2 in ORF3. Primerjana so zaporedja $tirih predstavnikov HEV genotipov
1 do 4, pri katerih je poznano zaporedje celotnega genoma. Potencialni iniciacijski kodoni ORF3 so
prikazani v osen¢enem kvadratku, potencialni iniciacijski kodoni ORF2 pa v praznem kvadratku.
Vstavljeni ostanek U, ki ga najdemo izkljuéno pri sevih genotipa 4, je oznafen s trikotnikom.
Terminacijski kodon (UGA) ORF1 je podértan (Okamoto, 2007).

2.5 GENOTIPSKA RAZNOLIKOST HEV

Za HEV je znacilna velika genotipska raznolikost med sevi. Mogo¢ razlog za to je, da ima
virusna od RNA odvisna polimeraza RNA visoko stopnjo napak in da nima popravljalnih
mehanizmov (Okamoto, 2007). Trenutno so znane $tiri vecje skupine sesalskih genotipov
HEV (Okamoto, 2007; Meng, 2010b):

e genotip 1 vkljucuje epidemicne seve HEV iz azijskih in afriskih drzav v razvoju,

e v genotip 2 so uvrsCeni edini mehiski sevi in neka;j afriskih,

e genotip 3 je Siroko razSirjen in vkljucuje seve HEV iz sporadi¢nih cloveskih

primerov iz razvitih drzav in Zivalske seve iz praSic¢ev, srnjadi in mungov,

e v genotip 4 se uvrs¢ajo sevi HEV iz sporadi¢nih ¢loveskih primerov v Aziji in

e

Pti¢ji HEV je trenutno uvrscen v sistem kot zac¢asna nova vrsta v rodu Hepevirus. Glede na
to, da obstajajo vsaj trije genotipi pti¢jega HEV in da je odstotek nukleotidnega ujemanja s
sesalskimi sevi HEV zgolj 50 %, je verjetno, da bodo pti¢je seve HEV uvrstili v nov,

samostojen rod znotraj druzine Hepeviridae (Meng, 2010b).
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Nedavno so na Kitajskem odkrili nov sev HEV, ki so ga osamili iz zajcev na zaj¢ji farmi
(Zhao in sod., 2009). Zaj¢ji HEV se genotipsko razlikuje od znanih Stirih genotipov in
najverjetneje predstavlja nov, peti genotip (Zhao in sod., 2009). Nadaljnje raziskave bi
lahko usmerili v odkrivanje HEV pri zaj¢ji populaciji v ostalih drzavah in analizirali, ali
lahko zaj¢ji HEV okuzijo druge zivalske vrste in ¢loveka (Meng, 2010b).

Filogenetsko drevo 52 zaporedij celotnega genoma HEV do sedaj znanih genotipov je

prikazano na Sliki 2.
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Slika 2: Filogenetsko drevo 52 zaporedij celotnega genoma HEV, pridobljenih iz genske banke (vpisne
Stevilke so oznacene). Zaporedja so poravnali s ClustalW v programu MEGA 3.1. Drevo so zrisali z
metodo zdruZevanja sosedov s 1.000 ponovitvami (Pavio in sod., 2010).

Na drevesu so razvrsceni genotipi 1 do 4 ter zaj¢ji (roza) in pticji (rde¢a) HEV.
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Na podlagi analize 75 zaporedij celotnih ali skoraj celotnih genomov HEV s primerjavo
parov (ang. pairwise comparison) so dolo¢ili 23,6 do 27,7 % raznolikost med genotipi
(Okamoto, 2007). Sevi genotipa 1 so si med seboj razli¢ni do 11,8 %, medtem ko kaZeta
genotipa 3 in 4 vecjo raznolikost: genotip 3 do 19,3 %, genotip 4 do 17 %. Sevi genotipa 3
HEV so med seboj bolj razli¢ni kot sevi genotipa 4 in jih glede na objavljene kriterije (Lu
in sod., 2006) lahko razdelimo v 10 genotipskih linij: 3a-3j. Linije 3a in 3j se ve¢inoma
nahajajo v Severni Ameriki, 3b, 3d in 3g pa v Aziji. V Evropi se nahajajo sevi linij 3¢, 3e,
3f, 3h, 3i. Seve genotipa 4 uvrs¢amo v 7 genotipskih linij: 4a-4g. Zaporedja sevov genotipa
1 so bolj homologna in jih glede na objavljene kriterije razdelimo v pet genotipskih linij:
la-le. Primerjava parov 179 nukleotidov dolgega zaporedja ORF2 mehiskega seva in
afriSkih sevov genotipa 2 kaze, da so afriSki sevi med seboj razli¢ni do 10,3 %, z mehiskim
sevom pa od 12,3 do 16,8 %. Glede na filogenetsko analizo se sevi genotipa 2 razvr§¢ajo v

vsaj dve genotipski liniji, mehisko in afrisko (Okamoto, 2007).

Pri primerjavi genomov HEV genotipov 1 do 4 so ugotovili, da je v genomu sevov
genotipa 4 po drugem start kodonu AUG v regiji ORF3 vrinjen uracilov nukleotid.
Insercija povzroc¢i zamik bralnih okvirjev, ki so pomembni za translacijo ORF2 ali ORF3,
in translacija potece iz razli¢nih start kodonov (Slika 1B). Zamik bralnega okvirja naj bi
podaljsal beljakovino iz ORF2 za 14 aminokislin in skrajSal beljakovino iz ORF3 za 9
aminokislin (Wang in sod., 2000).

Kljub temu, da so sevi HEV genotipsko izjemno raznoliki, imajo njihovi genomi nekaj
dobro ohranjenih regij. Za dokazovanje Sirokega nabora genotipov HEV z molekularnimi
metodami je potrebno poznati ohranjene regije v genomu, ki so skupne vsem ali vsaj vecini
genotipov HEV. Glede na analizo poravnanih nukleotidnih zaporedij 70 sevov HEV
uvrséenih v genotipe 1 do 4 so ugotovili, da v genomu HEV obstajajo tri ohranjene
nukleotidne regije s 75 % ujemanjem v nukleotidnem zaporedju (Inoue in sod. 2006). Prva
regija je nekodirajo¢i del genoma na 5'-koncu genoma in 5'-konec regije ORF1. Drugo
podrocje je znotraj prekrivajoCe regije ORF2/ORF3, kjer so opazili tri dele visokega
nukleotidnega ujemanja. Tretje ohranjeno podrocje je osrednji del regije ORF2. Med temi
ohranjenimi regijami so prekrivajoco regijo ORF2/ORF3 izbrali kot taréno regijo za

nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov (Slika 3).
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Slika 3: Porazdelitev ohranjenih nukleotidnih mest na podlagi analize celotnega genoma 70 sevov HEV
Na vrhu slike je prikazana organizacija genoma HEV: M — metiltransferaza, Y — domena Y, P —
papainu podobna proteaza, V — domena bogata s prolinom, X — domena X, H — helikaza RNA, R — od
RNA odvisna polimeraza RNA (Inoue in sod., 2006).

2.6 EPIDEMIOLOGUA

2.6.1 Viri okuzbe in nacin prenosa

Hepatitis E se pri ljudeh pojavlja v obliki obseznih epidemij, manjsih izbruhov in
sporadi¢nih primerov (Okamoto, 2007). Glavni vir okuzbe pri epidemijah, ki se pojavljajo
zgolj v endemskih drzavah v razvoju, je s HEV kontaminirana voda. HEV se prenasa
fekalno-oralno in se hitro $iri s kontaminirano vodo. Obsezne epidemije so se pojavljale v
mnogih tropskih in subtropskih drzavah, kjer je zaradi uzivanja kontaminirane vode za
akutnim hepatitisom zbolelo na tisoc¢e ljudi (Mushahwar, 2008). Dejavniki tveganja pri
sporadi¢nih primerih, ki se pojavljajo tako v drzavah v razvoju kot v razvitih drzavah, so
uzivanje s HEV kontaminiranega mesa, Skoljk ter neposreden stik z okuzeno zivaljo
(Meng, 2010a). Sporadic¢ni primeri so v razvitem svetu lahko povezani tudi s potovanjem v
drzave z endemskimi okuzbami (Okamoto, 2007). V nasprotju s HAV in drugimi

enteri¢nimi virusi je prenos med ljudmi redek (Aggarwal in Nalik, 1994).

Mozen je prenos HEV s krvjo (Mushahwar 2008). Posreden dokaz za to je dokaz viremije
med krvodajalci brez vidnih klinicnih znakov, a s povisano stopnjo encima alanin
aminotransferaze (ALT) (Fukunda in sod., 2004). Iz ve¢ drzav celo poroCajo o
neposrednem dokazu prenosa HEV s transfuzijo (Khuroo in sod., 2004; Tamura A. in sod.,
2007). Prav tako porocajo o moZnem prenosu z matere na otroka med nosecnostjo in pri

porodu (Khuroo in sod., 1995).
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2.6.2 Zemljepisna razsirjenost

Genotip 1 je v azijskih drzavah razsirjen v Bangladesu, Kambodzi, Kitajski, Indiji,
Kirgizistanu, Mjanmaru, Nepalu, Pakistanu, Uzbekistanu in Vietnamu, v Afriki pa v
Alziriji, Centralni afrigki republiki, Cadu, Maroku, Sudanu, Tuniziji, Namibiji, Egiptu in
Juzni Afriki. Prototip genotipa 2 predstavlja mehiski sev, poleg tega se v to skupino
uvriGajo sevi iz endemskih afriskih drzav kot so Centralna afriska republika, Cad,
Demokrati¢na republika Kongo, Egipt, Namibija in Nigerija (Okamoto, 2007).

Sevi genotipov 1 in 2 povzrocajo epidemije in izbruhe hepatitisa E v tropskih in nekaterih
subtropskih podroc¢jih. Vecinoma so vir okuzbe fekalno onesnazena vodna zajetja. Sevi
genotipov 3 in 4 so vpleteni v sporadicne primere akutnega hepatitisa E v ZDA, evropskih
drzavah, Kitajski in Japonski. Ti primeri so najverjetneje zoonotskega izvora. V genski
banki je izmed vseh sevov HEV vnesenih najve¢ zaporedij sevov iz genotipa 3, saj je po
svetu §iroko razSirjen in ga najdemo po vseh kontinentih, razen v Afriki. Genotip 4 je
omejen zgolj na azijske drzave ter vkljucuje ¢loveske in/ali prasSi¢je seve iz Kitajske,
Indije, Indonezije, Japonske, Tajvana in Vietnama. Japonska je edina drzava, v kateri se
pojavljajo trije razli¢ni genotipi HEV (1, 3 in 4). Najverjetneje se je genotip 1 prenesel iz
drzav, kjer je genotip 1 endemski (Okamoto, 2007).

Pregled razsirjenosti HEV po kontinentih je predstavljen na Sliki 4.

Legenda:
Genotip 1

L

Genotip 2

e

Genotip 3

LR LY
Genotip 4

&
= samo Mehika

Slika 4: Porazdelitev genotipov HEV po kontinentih (Okamoto, 2007)
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2.7 HEPATITIS E KOT ZOONOZA

oo

Dandanes je hepatitis E poznan kot zoonotska bolezen. Domaci prasici in druge Zivali so
rezervoar za HEV (Meng, 2010a). Ze pred ¢asom so dokazali, da so ljudje s tesnej§im
stikom s prasici (praSiCerejci in veterinarji), tvegana skupina za okuzbo s HEV (Drobeniuc

in sod., 2001; Meng in sod., 2002; Meng, 2010b)

Identifikacija prvega zivalskega seva HEV v ZDA je mocno razsirila raziskovalno
podro¢je HEV (Meng, 2010b). Od leta 1997, ko so Meng in sod. (1997) prvi porocali o
skoraj iz vseh drzav, ki se ukvarjajo s prasicerejo (Meng, 2003). HEV, ki so jih

identificirali iz prasicev, se uvrScajo v genotip 3 ali 4 (Meng, 2010a). Oba genotipa

ey

ey

oo

raziskave Meng in sod. (1998) imajo sevi genotipa 1 in 2 ozji gostiteljski razpon in so
verjetno omejeni zgolj na Cloveka. Poskusna okuzba prasicev s ¢loveskima genotipoma 1

in 2 namre¢ ni uspela (Meng in sod, 1998).

Poleg domacih prasicev so bili HEV genetsko opredeljeni Se iz kokosi, divjih prasicev,
srnjadi, mungov in zajcev (Meng, 2010b). Ugotovili so, da se analizirani genom HEV iz
divjih prasi¢ev v 99,7 % ujema s HEV iz srnjadi, ki so jo ujeli v istem gozdu, in s HEV
Stirih bolnikov, ki so uzivali surovo meso srnjadi in zboleli za hepatitisom E (Takahashi in
sod., 2004). Rezultati nakazujejo mogo¢ prenos HEV med divjim praSicem in srnjadjo v
naravi. Z raziskavo so potrdili Se, da uZivanje surovega ali premalo kuhanega mesa

predstavlja verjeten vir okuZzbe.

Gostiteljsko obmocje za HEV se S§iri. Poleg zgoraj omenjenih zivalih, pri katerih je bil

genom HEV genetsko opredeljen, porocajo Se o drugih zivalih, pri katerih so zaznali
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protitelesa proti HEV: psi, macke, ovce, koze, glodavci, govedo in primati. Raziskave
ocitno dokazujejo, da so bile te zivali izpostavljene HEV (Meng, 2010b).

Vir okuzbe pri zivalih Se ni natancno dolo¢en. Domnevajo, da je vir okuzbe lahko voda,
trava in uzitno gozdno rastlinstvo, ki je kontaminirano z iztrebki razlicnih s HEV okuzenih
zivali. TakSen vir okuzbe in rezervoar pri okuzenih zivalih omogocata prenos HEV med
zivalskimi vrstami in s tem ucinkovito Sirjenje okuzbe znotraj Zivalske populacije v gozdu

(Mushawar, 2008).

2.7.1 Domacdi prasici in HEV

porocajo tako iz drZav v razvoju kot iz razvitih drzav, ne glede na to, ali je hepatitis E na
tistem podro¢ju endemski v cloveski populaciji. Prasi¢i se obi¢ajno okuzijo pri dveh do
treh mesecih starosti. Okuzeni prasi¢i imajo obic¢ajno prehodno viremijo, ki traja en do dva
tedna. Viruse izlocajo v iztrebku priblizno tri do sedem tednov. Vecina odraslih prasicev
ne izloca virusov, ¢eprav imajo protitelesa IgG proti HEV. Po svetu sta razsirjena vsaj dva
prasi¢ja genotipa HEV, 3 in 4. Oba povzrocata sporadi¢ne primere hepatitisa E pri ljudeh
(Meng, 2003). Tako kot pri ljudeh je tudi pri prasi¢ih prenos HEV fekalno-oralen. Iztrebki
okuZenih prasicev vsebujejo veliko Stevilo kuznih virusov in so najverjetneje glavni vir za

prenos virusa. Prasic¢i se domnevno okuZzijo z neposrednim stikom z okuzenim prasi¢em ali

z zauzitjem kontaminirane krme ali vode (Bouwknegt in sod., 2008).

oo

iztrebki kontaminirajo povrSinsko ali morsko vodo ter kasneje poljske pridelke ali Skoljke
(Meng, 2010a). Okuzba prasi¢ev s HEV je pomembna na vseh zemljepisnih podrocjih, kjer
se ukvarjajo s prasicerejo (Meng, 2003). Okuzeni prasi¢i nimajo klini¢nih znakov, so pa

dokazali izlocanje HEV (Halbur in sod., 2001).
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2.8 KLINICNI ZNAKI PRI CLOVEKU

Znacilni simptomi hepatitisa E vkljucujejo zlatenico, temen urin, anoreksijo, povecana,
mehka jetra, poviSano raven ALT, boleCine v trebuhu, obcutljivost, ki jo spremljajo
slabost, bruhanje in poviSana telesna temperatura. Okuzba obifajno mine brez klini¢nih
znakov. O resnejsem poteku bolezni porocajo pri nosecnicah iz endemskih podrocij, kjer
okuzba pogosto povzroci akutno odpoved jeter in smrt v 15 do 20 %. Obicajni zapleti med
nosec¢nostjo so Se spontani splav, prezgodnji porod ali smrt novorojencka kmalu po rojstvu

(Mushahwar, 2008).

Inkubacijska doba je dolga od dveh tednov do dveh mesecev, povpre¢no pa do bolezni
pretece 40 dni. Viremija izgine pred pojavom klini¢nih znakov. IzloCanje virusov v
iztrebkih se zacne priblizno pet dni pred pojavom zlatenice in se zmanjsa v dveh do treh

tednih po pojavu zlatenice (Aggrawal in sod., 2000).

V 20-letni raziskavi o povezavi HEV z akutno odpovedjo jeter v nosecnosti so odkrili, da
je smrtnost nosec¢nic podobna smrtnosti zensk, ki niso nosece (Bhatia in sod., 2008). Pri
patogenezi ima vlogo vec¢ razli¢nih dejavnikov kot so sev HEV (genotip in podgenotip),
virusno breme in druge okuzbe (Renou in sod., 2008). Genotipa 1 in 2 sta v primerjavi z
genotipoma 3 in 4 bolj patogena za ljudi (Navaneethan in sod., 2008). Tako bi lahko
razlika genotipov HEV v razli¢nih zemljepisnih podrocjih razlozila resnost okuzbe s HEV
med nose¢nostjo. Po drugi strani pa so v Egiptu in juzni Indiji, kjer prevladuje genotip 1,
med nosecnostjo opazili nizjo smrtnost. To nakazuje, da so pri visoki stopnji smrtnosti
nosecnic na drugih zemljepisnih podroc¢jih vpleteni drugi dejavniki (Navaneethan in sod.,
2008). Verjetno so znacilnosti HEV na dolocenem podrocju skupaj s hormonskimi in
imunoloskimi spremembami med nosecnostjo vzrok visoke smrtnosti (Renou in sod.,
2008). Do danes Se ni porocila o resnejSi obliki hepatitisa E med nose¢nostjo zaradi

genotipa 3 (Navaneethan in sod., 2008).

Na Japonskem so izvedli primerjalno raziskavo klinicnega poteka akutne okuzbe z
genotipom 3 in 4. Ugotovili so, da so imeli bolniki, okuzeni z genotipom 4, znacilno visjo

raven encima ALT. Poleg tega so bili bolniki, okuzeni z genotipom 4, povprecno dlje ¢asa
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hospitalizirani (26,5 dni; bolniki, okuZeni z genotipom 3, 18 dni). Bolniki z genotipom 4 so

imeli resnejSe zaplete kot bolniki, okuzeni z genotipom 3 (Ohnishi in sod., 2006).

V nasprotju z virusi hepatitisa B in C, ki povzrocajo kroni¢no okuzbo, naj bi HEV
povzrocali samoomejujoci akutni virusni hepatitis (Meng, 2010b). Dolgotrajna okuzba s
HEV se lahko pojavi pri imunsko oslabljenih bolnikih po presaditvi organov (Kamar in
sod., 2008a). Pojav kroni¢ne okuzbe pri imunsko oslabljenih bolnikih potrjujejo tudi
Tamura A. in sod. (2007), Kamar in sod. (2008b) ter Haagsma in sod. (2008).

2.8.1 Diagnostika

V diagnosti¢ne in epidemioloske namene uporabljajo seroloske teste in teste pomnozevanja
nukleinskih kislin. S seroloskimi testi v bolnikovem serumu dolocajo protitelesa proti HEV
(IgA, IgG, IgM). S testi pomnozevanja nukleinskih kislin v serumu, Zolcu ali iztrebku

dolocajo virusno RNA (Mushawar, 2008).

2.9 HEVVOKOUU

Glede na porocila Svetovne zdravstvene organizacije zaradi kontaminirane vode in slabe
higiene vsako leto umre 1,7 milijonov ljudi (Verma in Arankalle, 2009). Enteric¢ni virusi se
z iztrebki izloCajo v okolje v velikem Stevilu in lahko kontaminirajo vodo, ki je namenjena
uzivanju, rekreaciji, kmetijski in prehrambeni dejavnosti, ter tako povzrocijo izbruhe
(Verma in Arankalle, 2009). Primer problema kontaminirane vode sta v svoji raziskavi
podala Verma in Arankalle (2009). Entericne viruse so dokazali v reki ob mestu Puna v
Indiji, ne pa tudi v zajetju pitne vode tega mesta. Prisotnost virusov v rekah predstavlja
tveganje za javno zdravstvo v monsunskem obdobju, ko reka poplavlja. V primeru
poskodovanih vodovodnih cevi, lahko pride do kontaminacije pitne vode (Verma in

Arankalle, 2009).
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2.9.1 Dolocanje HEV v okoljskih vzorcih

Z viroloskimi analizami vode lahko ocenimo tveganje in sposobnost prezivetja virusov v
vodnem okolju. Predpogoj taksnih analiz je ucinkovita, cenovno ugodna in preprosta
metoda koncentriranja virusov, saj se le-ti v okoljskih vzorcih pojavljajo v zelo nizkem
Stevilu (Verma in Arankalle, 2009). Za koncentriranje virusov imamo na voljo vec
materialov: od gaze in steklenega prahu do elektronegativno nabite in elektropozitivno
nabite membrane.

Za uspesno vezavo virusov moramo pri negativno nabitih filtrih v vzorcu zagotoviti kisel
pH in dodati katione. Prednost membranske filtracije z uporabo pozitivno nabite membrane
je v tem, da vzorcu pred koncentracijo ni potrebno dodati kationov in filtracijo lahko
izvedemo pri nevtralnem pH (Verma in Arankalle, 2009). Enteri¢ni virusi, ki so v vodi, so
namre¢ pri nevtralnem pH negativno nabiti in se veZejo na pozitivno nabit filter (Farrah in
sod., 1981). Spiranje vezanih virusov z membrane po navadi poteka pri visokem pH z
raztopino govejega ekstrakta, posnetega mleka v prahu, ureo ali bazi¢nih aminokislin
(glicin, lizin). Viruse lahko dalje koncentriramo z metodami sekundarne koncentracije in
jih doloamo z metodami, ki temeljijo na pomnozevanju nukleinskih kislin (Verma in

Arankalle, 2009).

2.10 PREPRECEVANJE OKUZBE S HEV

Glavni nacin prenosa HEV je fekalno-oralni ali s kontaminirano vodo in hrano, zato mora
biti preprecevanje okuzbe usmerjeno v vzdrzevanje neokrnjenosti vodnih zajetij in
izboljSanju higienskih razmer z ustreznim ravnanjem in odstranjevanjem c¢loveskih in
zivalskih iztrebkov. Pozorni moramo biti pri pripravi hrane in se izogibati uZivanju
surovega ali premalo kuhanega mesa in zelenjave (Mushahwar, 2008). V ZDA je na
2007a). Ustrezna zaSCita pred okuzbo je 15-minutna toplotna obdelava hrane pri 56 °C

(Emerson in sod., 2005; Feagins in sod., 2007b).

Glede na to, da obstaja zgolj en serotip HEV, je uporaba ucinkovitega cepiva le Se

vprasanje ¢asa. Znanstveniki iz Laboratorija za nalezljive bolezni (Bethseda, Maryland,
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ZDA) so pod vodstvom dr. Roberta H. Purcella s pionirskim in vztrajnim delom uspesno
pridobili moZno cepivo proti HEV, ki vsebuje rekombinantno 56 kDa kapsidno
beljakovino (Mushahwar, 2008). Pri ljudeh z visokim tveganjem okuzb s HEV v Nepalu so
dokazali, da cepivo uspesno preprecuje okuzbo (Shrestha in sod., 2007). Ugotovili so, da je
bilo cepivo varno in uéinkovito v 95,5 %. S cepivom bi prenos HEV v svetu bistveno
zmanjsali. Zagotavljalo bi namre¢ dolgotrajno imunost, kar je Se posebno pomembno v
endemskih drzavah s pogostimi izbruhi. Potrebne so nadaljnje raziskave, s katerimi bi
pridobili informacije o trajanju imunosti, stroskovni ucinkovitosti in tolerantnosti pri

nosecnicah in otrocih (Mushahwar, 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 Vzorci

3.1.1.1 Prasicji vzorci

Prasi¢je iztrebke so v letih 2004 in 2005 v okviru predhodnih raziskav o medvrstnih
prenosih razlicnih virusov zbrali na Sestih slovenskih farmah z razli¢énih zemljepisnih
podrocij (Slika 5) (Steyer in sod., 2008; ZimSek-Mijovski in sod., 2010; Reuter in sod.,
2010).

NOVAGORICA

CRNOMELJ
°

ewee

Vzorce iztrebkov so odvzeli prasicem v razlicnih starostnih skupinah: sesni (do treh
tednov), odstavljeni (od treh do deset tednov) in pitani (ve¢ kot deset tednov). Zaradi
lazjega pregleda vecjega Stevila prasicev smo v dolocenih primerih uporabili le zdruzke iz

stirih ali petih vzorcev. Podatki o Stevilu vzorcev so zbrani v Preglednici 1.
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Preglednica 1: Stevilo testiranih vzorcev po starostnih skupinah pragi¢ev in po vrsti vzorcev

Posamezni vzorci Zdruzki vzorcev
sesni 38 21
odstavljeni 21 14
pitani 26 16
SKUPAJ 85 51

3.1.1.2 PovrSinske vode

Odvzetih je bilo 60 vzorcev povrSinskih voda iz 18 slovenskih rek in 4 potokov v letih
2008 in 2009. Dva litra vode so odvzeli v sterilne steklenice in jih pri +4 °C prenesli v
laboratorij. Testirani vzorci so bili odvzeti iz naslednjih rek in potokov:

e reke (Stevilo odvzetih vzorcev): Drava (5), Graben (2), Idrijca (2), Kamniska Bistrica
(5), Krka (1), Ljubljanica (1), Matavun (1), Meza (4), Mislinja (4), Mura (8),
Murica (1), Nadiza (2), Paka (2), Pivka (2), Sava (2), Soc¢a (1), Vipava (10).

e potoki (Stevilo odvzetih vzorcev): Hercegovscak (2), Medlja (1), Potok (1),

Trboveljscica (1).

3.1.2 Reagenti

3.1.2.1 Reagenti za pripravo iztrebkov

e fosfatni pufer, PBS (pH 7,4)

3.1.2.2 Reagenti za membransko filtracijo
e pufer TGBE (tris glicin z 1 % govejim ekstraktom) (pH 9,5)
e | NHCI
o fosfatni pufer, PBS (pH 7,4)

3.1.2.3 Reagenti za osamitev virusne RNA

e TRIZOL® LS Reagent (Invitrogen)
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kloroform

e izopropanol

75 % etanol

sterilna voda, prosta nukleaz

epruvetke z lo¢evalnim gelom MaXtract™ (Qiagen)

3.1.2.4 Reagenti za RT-PCR
e komplet reagentov SuperScript® One Step RT-PCR with Platinum® Polymerase
(Invitrogen)
e zaletni oligonukleotidi (Preglednica 2, RT-PCR)

e sterilna voda, prosta nukleaz

3.1.2.5 Reagentiza vgnezdeno PCR
e komplet reagentov Tfi DNA Polymerase (Invitrogen)
¢ zacetni oligonukleotidi (Preglednica 2, vgnezdena PCR)

e sterilna voda, prosta nukleaz

3.1.2.6 Zacetni oligonukleotidi
Zacetni oligonukleotidi, ki smo jih izbrali za dokazovanje HEV v vzorcih in pomnoZevanje

genomskih odsekov za filogenetsko analizo, so zbrani v Preglednici 2.
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Preglednica 2: Zacetni oligonukleotidi za dokazovanje HEV (A) in pomnoZevanje genomskih odsekov
za filogenetsko analizo (B)

Reakcija Zacetni Zaporedje 5' proti 3' | DolZzina pomnozka Vir
oligonukleotid in mesto v genomu
GCR GTG GTTTCT | 164bp
REpCR T GGG GTG AC 5302-5465 nt
HE364-R CTG GGM YTG GTC I
A DCG CCA AG o
HE366-F GYT GATTCT CAG | 137 bp (200 6)'
vgnezdena CCCTTC GC 5325-5461 nt
PCR GMY TGG TCD CGC
HE363-R CAA GHG GA
3156N-F AAT TAT GCY CAG | 731 bp
5 3ISTNR TGM GCA TTC TC Huane
3158N-F GTW ATG CTY TGC | 348 bp (2002)
vgnezdena ATW CATGGCT 5982-6329 nt
PCR AGC CGA CGA AAT
S1ONR CAA TTC TGT C

Legenda: R=AaliG;M=AaliC;Y=TaliC;D=G,AaliT;H=A,TaliC;W=Aali T
F — pozitivno usmerjen zacéetni oligonukleotid (ang. forward)

R —negativno usmerjen zacetni oligonukleotid (ang. reverse)

vev v

3.1.2.7 Reagenti za cis¢enje pomnozkov PCR

e komplet reagentov WIZARD® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

3.1.2.8 Reagenti za dolo¢anje nukleotidnega zaporedja
e komplet reagentov za reakcijo dolocCanja nukleotidnega zaporedja ABI PRISM®
BigDye = Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystem)
¢ zacetni oligonukleotidi (Preglednica 2, vgnezdena PCR)
e sterilna voda, prosta nukleaz
e komplet reagentov za ciSCenje pomnozkov po reakciji dolocanja nukleotidnega
zaporedja DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen)

e formamid
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3.1.2.9 Reagenti za agarozno elektroforezo

3.14

Cista agaroza (Invitrogen)

1x koncentrirani pufer TAE (tris acetat EDTA) (pH 8,3)

etidijev bromid (5 mg/ml)

nanasalno barvilo (Fermentas)

molekularni oznacevalec 100 bp lestvica (Fermentas)

Potro3ni material

epruvete

ultracentrifugirke

epruvetke (0,2 ml, 1,5 ml)
erlenmajerice

nastavki za avtomatske pipete (StarLab)
plasti¢ne pipete

plasti¢ne bakterioloske zanke
stani¢evina

za$¢itne rokavice

Laboratorijska oprema

aparatura za dokumentiranje gelov GelDoc-It"™ Imaging System (UVP)

avtomatske pipete (0,5-10 pl, 2-20 upl, 50-200 pl, 10-1000 pl, 100-1000 ul)

(Eppendorf)

bioloska varnostna komora SMBC122 (Iskra P1O)

brezprasna komora LFV9 (Iskra P10O)
digestorij
merilni valj

mesSalec Vibromix 313 EVT (Tehtnica)

namizna centrifuga za izolacijo 5415R (Eppendorf)

namizna centrifuga za pripravo vzorcev 5702R (Eppendorf)

napajalnik za elektroforezo
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avtomatski sekvenator ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystem)
sistem za membransko filtracijo (Sartorius)

stojalo za epruvetke

laboratorijska tehtnica

termopomnozevalnik GenAmp System 2400 (Applied Biosystem)
termopomnoZevalnik GenAmp System 9700 (Applied Biosystem)
ultracentrifuga L8-80M (Beckman)

vakuumska centrifuga

vakuumska ¢rpalka (KNF Laboport)

vibracijsko mesalo
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3.2 METODE

3.2.1 Priprava vzorcev

3.2.1.1 Prasicji iztrebki
V epruveto smo odpipetirali 1 ml fosfatnega pufra (PBS, ang. phosphate buffer saline) in
dodali iztrebek na sledeci nacin:

e trd iztrebek smo v PBS prenesli s plasticno bakteriolosko zanko, da smo pripravili

10-20 % suspenzijo,

o tekoci iztrebek - odvzeli smo 100-200 pl in prenesli v PBS.
Epruveto smo premesali na vibracijskem mesalu in jo nato prenesli v namizno centrifugo
5702R (Eppendorf). Centrifugirali smo 5-10 minut pri 3.200 obratih na minuto (1.600 xg).
Po konCanem centrifugiranju smo supernatant prelili v 1,5 ml epruveto in ga do nadaljnje

obdelave shranili pri -80 °C. Usedlino smo zavrgli.

3.2.1.2 PovrSinske vode

Vzorce povrSinskih vod smo obdelali s koncentriranjem virusov iz vode z metodo
membranske filtracije. Pri izvedbi membranske filtracije smo uporabili poliamidne
pozitivno nabite membranske filtre Sartolon Polyamid (Sartorius) premera 47 mm in
velikostjo por 0,45 pm. Celokupni povrSinski naboj HEV je negativen in se v obmocju
nevtralne vrednosti pH (pH 7) zaradi tega virusi vezejo na pozitivno nabite filtre (Fong in
sod, 2005; Verma in Arankalle, 2009). S filtra jih speremo z dodatkom pufra TGBE (tris-
glicin z 1 % govejim ekstraktom) (pH 9,5) z mo¢nim pozitivnim nabojem (Butot in sod.,
2007; Croci in sod., 2008; Kovac in sod., 2009; Verma in Arankalle, 2009).

Pripravili smo vakuumsko crpalko in sistem za filtracijo (Sartorius), ki ga sestavljajo
2-litrska sesalna buca, stekleni nosilec za podlago filtra, podlaga filtra, kles¢e za
stabilizacijo sistema, 250-mililitrska steklena casa. Koncentrirali smo 2 litra vzorca
povrsinskih vod. Vklopili smo vakuumsko ¢rpalko in na membranski filter nalili 250 ml
vzorca. Pazili smo, da se filter ni posusil in v ¢aso na filter vzorec prilivali, dokler nismo
vsega porabili. Pustili smo, da je vsa tekoCina stekla skozi filter. Filter smo po koncani

filtraciji s sterilno pinceto previdno prenesli v prazno sterilno petrijevko in pri tem pazili,
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da filtra nismo obracali. Sledilo je spiranje virusov s filtra. Na filter v petrijevki smo nalili
5 ml pufra TGBE in petrijevko prenesli na meSalec Vibromix 313 EVT (Tehtnica).
Vkljucili smo program horizontalnega mesanja pri 100 obratih na minuto. Po meSanju smo
ves pufer iz petrijevke prenesli v ultracentrifugirko in dodali 500 ul I N HCI za
nevtralizacijo pufra. Ultracentrifugirke smo prenesli v ultracentrifugo L8-80M (Beckman)
in pri 32.000 obratih na minuto (~100.000 xg) pri 4 °C centrifugirali 1 uro. Po konanem
ultracentrifugiranju smo supernatant zavrgli, usedlino pa razred¢ili z 250 ul sterilnega PBS
(pH 7,4). V ultracentrifugirko smo nanesli 750 ul reagenta TRIZOL in nadaljevali z
osamitvijo RNA.

3.2.2 Osamitev virusne RNA

Celokupno RNA iz vzorcev smo osamili (Chomczynski in Sachhi, 1987) in pri tem
uporabili reagent TRIZOL® LS Reagent (Invitrogen), ki med homogenizacijo ali lizo
vzorca ohranja RNA neokrnjeno. Osamljena RNA ne vsebuje beljakovin in DNA ter je
primerna za nadaljnjo analizo z molekularnimi metodami.

Celoten postopek osamitve RNA smo izvajali v brezprasni varnostni komori LVF9 (Iskra
PIO). Pri delu smo uporabljali rokavice, ki smo jih med posameznimi stopnjami osamitve
RNA menjali. Kot negativno kontrolo smo uporabili sterilno vodo, prosto nukleaz. Po
koncu dela smo komoro obrisali s 70 % etanolom in vsaj za 30 minut vkljucili
ultravijoli¢no svetilko.

V 1,5ml epruvetko smo prenesli 250 ul vzorca iztrebka ali vode ter dodali 750 pl
ohlajenega reagenta TRIZOL® LS Reagent (Invitrogen). Mesanico smo dobro premesali z
avtomatsko pipeto in jo nato 5 minut inkubirali pri sobni temperaturi. Po koncani
inkubaciji smo dodali 200 pl kloroforma. Epruvetko smo dobro premesali na vibracijskem
meSalu. Vso vsebino epruvetke smo prenesli v epruvetko z loCevalnim gelom MaXtract
High Density (Qiagen) in jo pri sobni temperaturi inkubirali 5-10 minut, da se je jasno
lo¢ila vodna faza od organske faze. Sledilo je 5-minutno centrifugiranje pri 14.000 obratih
na minuto. Zgornjo vodno fazo, ki je vsebovala RNA, smo prenesli v novo 1,5 ml
epruvetko in ji dodali 500 ul ohlajenega izopropanola. MeSanico smo dobro premesali in
inkubirali 10 minut pri sobni temperaturi. Nato smo epruvetko centrifugirali 10 minut pri

16.000 obratih na minuto. Supernatant smo zavrgli, oborjeno RNA pa sprali s 500 ul 75 %
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etanola. MeSanico smo premesali na vibracijskem mesSalu in jo 5 minut centrifugirali pri
9.300 obratih na minuto. Previdno smo odstranili supernatant in RNA suSili 15-30 minut
na zraku v komori. Osuseno RNA smo razredcili s 30 pl vode, proste nukleaz. Osamljene

RNA vzorcev smo shranili pri -80 °C.

3.2.3 Verizna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo (PCR) omogoca hitro in vitro pomnozevanje Zelenih
odsekov DNA z uporabo temperaturno obstojne polimeraze DNA. Pri virusih z RNA
genomom je potreben predhoden prepis RNA v komplementarno zaporedje DNA, cDNA
(ang. complementary DNA). Prepis omogoca encim reverzna transkriptaza (RT) (povzeto
molekularno metodo vgnezdene verizne reakcije s polimerazo s predhodno reverzno
transkripcijo (RT-PCR z vgnezdeno PCR). Za izvedbo reakcije potrebujemo dva para
zacetnih oligonukleotidov. Z zunanjim parom zacetnih oligonukleotidov pomnozimo dal;jsi
odsek genomske cDNA, ki predstavlja tarcno DNA za pomnozevanje z drugim, notranjim
parom zacetnih oligonukleotidov. PomnoZevanje specificnega odseka preverimo z gelsko

elektroforezo.

3.2.3.1 Izbira zacetnih oligonukleotidov

Zeleli smo dologiti ¢im vegje Stevilo kroZzeéih razli¢nih genotipov HEV, zato smo morali
uporabiti Siroko specificne zacetne oligonukleotide, ki nalegajo na visoko ohranjeno
prekrivajoco regijo ORF2/ORF3 (Inoue in sod., 2006). Z izbranimi zacletnimi
oligonukleotidi (Preglednica 2A) smo pomnoZzevali zaporedje 137 bp znotraj te

prekrivajoce regije ORF2/ORF3.

3.2.3.2 Pozitivne kontrole in preverjanje pogojev PCR

Za uspesen zacetek dela smo potrebovali pozitivne kontrole HEV, ki smo jih pridobili v
obliki liofilizirane virusne RNA od sodelavcev iz Veterinarske fakultete Univerze v
Helsinkih iz Finske (dr. Leena Maunula, Oddelek za higieno zivil in okolja). S Stirimi

pozitivnimi kontrolami smo preverili delovanje zacetnih oligonukleotidov in pogoje za
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pomnozevanje s PCR, povzete po objavi Inoue in sod. (2006), iz katere smo uporabili
zacetne oligonukleotide. Preverili smo vpliv predhodne denaturacije RNA pri 95 °C in

zviSane koncentracije MgSO, v reakcijski mesanici.

3.2.3.3 RT-PCR
Pred nastavitvijo RT-PCR smo osamljeno RNA testiranih vzorcev denaturirali. V 0,2 ml
epruvetko smo odpipetirali 3 pl destilirane vode in 1 pul 20 uM negativnho usmerjenega
zaCetnega oligonukleotida in dodali 2 ul osamljene RNA. MeSanico smo v aparaturi
GenAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem) inkubirali 5 minut pri 95 °C. Za izvedbo
RT-PCR smo uporabili komplet reagentov SuperScript® One Step RT-PCR with
Platinum® Polymerase (Invitrogen), iz katerega smo uporabili 2x reakcijski pufer z
dNTP-ji in MgSOj ter encimsko mesanico RT/Platinum® Taq z reverzno transkriptazo in
polimerazo Platinum® Taq DNA. Po denaturaciji smo v epruvetko z denaturirano RNA
dodali reagente do skupne prostornine 50 ul reakcije meSanice:

e 25 ul 2x reakcijskega pufra

e 1 ul pozitivno usmerjenega zacetnega oligonukleotida (20 uM)

e 1 pl encimske mesanice RT/Platinum® Tagq

e sterilno vodo, prosto nukleaz, do skupne prostornine 50 pl.

Prepis molekul RNA v cDNA z reverzno transkriptazo je potekal 30 minut pri 45 °C.
Sledila je 2-minutna inkubacija pri 94 °C, s ¢imer smo inaktivirali reverzno transkriptazo
in aktivirali polimerazo Platinum® Taq DNA. Sledilo je pomnoZevanje cDNA v 40 ciklih:
e denaturacija cDNA: 15 sekund pri 94 °C
e prileganje zacetnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 58 °C
e pomnozevanje cDNA: 1 minuta pri 72 °C.
Zadnjemu ciklu je sledila dodatna 5-minutna inkubacija pri 72 °C ter ohlajanje reakcijske

meSanice na 4 °C.
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3.2.3.4 Vgnezdena PCR
Uporabili smo reagente encimskega kompleta Tfi DNA Polymerase (Invitrogen), ki
vsebuje 5x reakcijski pufer, 50 mM MgCl, in polimerazo Tfi. Poleg tega smo uporabili
10 mM dNTP Mix (Invitrogen) in ustrezne zacetne oligonukleotide.
Pripravili smo 50 pl reakcijsko meSanico:

e 33 ul 5x reakcijskega pufra

e 2 ul MgCl,

e 1 pl meSanice ANTP-jev

1 pl pozitivno usmerjenega zacetnega oligonukleotida (20 M)

1 ul negativno usmerjenega zacetnega oligonukleotida (20 pM)

1 ul polimeraze Tfi

1 ul pomnozene DNA

sterilno vodo, prosto nukleaz, do skupne prostornine 50 pl.

Reakcijsko meSanico smo 2 minuti inkubirali pri 94 °C, s ¢imer smo aktivirali polimerazo
Tfi. Sledilo je pomnoZevanje v 40 ciklih:

e denaturacija DNA: 30 sekund pri 94 °C

e prileganje zacetnih oligonukleotidov: 30 sekund pri 58 °C

¢ podaljsevanje verige DNA: 1 minuto pri 72 °C.
Zadnjemu ciklu je sledila Se 10-minutna inkubacija pri 72 °C in ohlajanje reakcijske

mesanice pri 4 °C.

Pri vseh reakcijah smo vkljucili tudi pozitivno kontrolo, s katero smo dolocali pozitivne
vzorce, in negativno kontrolo, s katero smo preverjali ustreznost izvedbe PCR. Za

negativno kontrolo smo uporabili sterilno vodo, prosto nukleaz.

3.2.3.5 PomnoZevanje odsekov za filogenetsko analizo

Vse vzorce smo najprej testirali z zacetnimi oligonukleotidi, ki omogocajo pomnozevanje
137 bp dolgega odseka prekrivajoce regije ORF2/ORF3. Vzorce, pri katerih se je specificni
odsek genoma HEV pomnozeval, smo testirali Se z zaCetnimi oligonukleotidi, ki

omogocajo pomnozevanje 348 bp dolgega odseka v regiji ORF2 (Preglednica 2B).
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Pomnozene daljSe odseke smo uporabili za filogenetsko analizo. Uporabili smo enake
reagente in postopke priprave PCR kot predhodno pri reakcijah dolo¢anja HEV v vzorcih.
Enaka sta bila tudi Casovna in temperaturna poteka reakcij PCR. Glede na zacetne
oligonukleotide je bila spremenjena zgolj temperatura prileganja le-teh na tar¢no molekulo

DNA, ki znasa 42 °C.

Vse reakcije pomnozevanja smo izvedli v aparaturi GenAmp PCR System 2400 oz.
GenAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem). Po konanem programu pomnoZevanja

smo pomnoZzeno DNA shranili pri 4 °C, za dlje ¢asa pa pri -20 °C.

3.2.3.6 Agarozna gelska elektroforeza

Uspesnost pomnozevanja odsekov s PCR smo preverili z elektroforezo v agaroznem gelu.
Pomnozke PCR smo locevali v 2 % agaroznem gelu. V ¢isto in suho erlenmajerico smo
zatehtali 1,3 g Ciste agaroze (Invitrogen) ter dodali 75 ml 1x koncentriranega pufra TAE
(tris acetat EDTA). Raztopino smo segrevali do vrelis¢a oziroma toliko ¢asa, dokler se vsa
agaroza ni raztopila. Ohlajeni raztopini smo ob uporabi nitrilnih rokavic dodali 7 ul
etidijevega bromida (5 mg/ml). Ta se vrine med bazne pare nukleinske kisline in
pomnozke PCR lahko pod ultravijolicno svetlobo vidimo. Raztopino z etidijevim
bromidom smo rahlo premesali in vlili v plasti¢en nosilec, ki smo mu namestili glavnicek,
ki omogoca nastanek vdolbinic za vnos vzorcev. Odstranili smo morebitne mehurcke, ki so
nastali pri vlivanju gela v nosilec in pocakali, da se je gel strdil. Plasti¢ni nosilec s strjenim
gelom smo prenesli v elektroforezno kadicko in jo napolnili z 1x koncentriranim pufrom
TAE, tako da je bil s pufrom prekrit celoten gel. Previdno smo odstranili glavni¢ek in
priceli z nanasanjem pomnozenih odsekov v vdolbinice gela. V vsako vdolbinico smo
nanesli 3 pl nanasalnega barvila (Fermentas) in 10 pul vzorca. V prvo vdolbinico smo
nanesli 10 pl molekularnega oznacevalca s 100 bp lestvico DNA (Fermentas), ki nam
omogoca dolo¢anje velikosti pomnozkov PCR. Elektroforezno kadicko smo za 40 minut
pri sobni temperaturi priklopili na vir napetosti (80 V). Gel smo v UV presvetljevalniku
(GelDoc-It™ Imaging System, UVP) presvetlili z ultravijoliéno svetlobo in ga

fotografirali.
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3.2.3.7 lIzracun pogostosti in verjetnosti okuzbe s HEV

Rezultate smo Zzeleli prikazati kot pogostost okuzbe prasicev s HEV. Pri posameznih

v

naslednji enacbi:
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p — pogostost okuzbe prasicev s HEV; X — §tevilo pozitivnih vzorcev; n — Stevilo vseh testiranih vzorcev

Pri zdruzkih vzorcev smo verjetnost okuzbe posameznega prasica v skupini izracunali po

enacbi, ki temelji na binomalni porazdelitvi (Norval in sod., 1990):

&
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i
p — verjetnost okuzbe posameznega prasica s HEV; n — $tevilo testiranih skupin; X — Stevilo pozitivnih
skupin; k — $tevilo prasi¢ev v skupini

Na podlagi enacbe statistinega izracuna smo ocenili pogostost okuzbe prasicev s HEV.

3.2.4 Dolocanje nukleotidnega zaporedja

3.2.4.1 Ci%¢enje pomnozkov PCR

Pred pripravo reakcije za dolocitev nukleotidnega zaporedja pomnozkov PCR moramo
le-te ocistili, da odstranimo ostanke zacetnih oligonukleotidov, deoksinukleotidov in
polimeraze. Za &iGenje pomnozkov PCR smo uporabili komplet reagentov Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Cis¢enje pomnozkov temelji na vezavi DNA
na silika membrano v posebni koloni. Pomnozku PCR smo dodali 40 pl raztopine za
vezavo na membrano Membrane Binding Solution. Pripravili smo si zbiralno epruvetko in
v njo vstavili kolono z membrano. Pripravljeno meSanico smo previdno nanesli na
membrano in inkubirali 1 minuto pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo kolono
centrifugirali 1 minuto pri 14.000 obratih na minuto. Na membrano smo nanesli 700 pl
spiralne raztopine za spiranje necisto¢ s pomnozka PCR. Kolono smo centrufigirali

1 minuto pri 14.000 obratih na minuto. Tekoc¢ino v zbiralni epruvetki smo zavrgli. Spiranje
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smo ponovili s 500 pl spiralne raztopine. Sledilo je 5-minutno centrifugiranje pri 14.000
obratih na minuto. TekoCino v zbiralni epruvetki smo zavrgli. Kolono smo nato
centrifugirali $e 1 minuto pri 14.000 obratih na minuto. Notranji pokrov centrifuge smo
pustili odprt, da je ostanek etanola, ki je v spiralni raztopini, izhlapel. Zbiralno epruvetko
smo zavrgli in kolono z membrano previdno prenesli v ¢isto 1,5 ml epruvetko. V kolono z
membrano smo za spiranje PCR pomnozka v 1,5 ml epruvetko dodali 50 pl ¢iste vode brez
nukleaz. Inkubirali smo 1 minuto pri sobni temperaturi, nato pa centrifugirali 1 minuto pri
14.000 obratih na minuto. Odstranili smo kolono z membrano, o¢i§¢en pomnozek PCR pa

shranili pri -20 °C.

vevy

3.2.4.2 Ocena koncentracije ocis¢enih pomnozkov PCR

Pred reakcijo dolocanja nukleotidnega zaporedja moramo preveriti koncentracijo ociSCene
DNA. V ta namen smo pripravili 2 % agarozni gel (gl. Agarozna gelska elektroforeza). V
vdolbinico smo nanesli 1 pl nanasalnega pufra (Fermentas) in 3 pl o¢is¢enega pomnozka
PCR. Elektroforeza je potekla v 15 minutah pri napetosti 100 V in pri sobni temperaturi.

Gel smo nato pogledali pod ultravijoli¢no svetlobo in ocenili jakost odsekov DNA.

3.2.4.3 Reakcija dolo¢anja nukleotidnega zaporedja

Reakcija dolocanja nukleotidnega zaporedja v molekuli DNA temelji na Sangerjevi
terminacijski metodi (Sanger in sod., 1977). Princip metode je in vitro sinteza DNA z
uporabo oznacenih dideoksinukleozidtrifosfatov, ddNTP-jev, ki so specifi¢ni terminatorji
reakcije. Za nastanek fosfodiestrske vezi pri sintezi DNA je na mestu 3' na deoksiribozi ze
vgrajenega deoksinukleozidtrifosfata (ANTP) potrebna hidroksilna skupina. Ce se v sintezo
DNA namesto dNTP vgradi ddNTP, ki ima na mestu 3' na deoksiribozi vodik namesto
hidroksilne skupine, se podaljSevanje verige konca, saj nastanek fosfodiestrske vezi z
naslednjim dNTP ni mozen. Vsak ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) je oznacen z
drugim barvilom. Za izvedbo reakcije dolo¢anja nukleotidnega zaporedja smo uporabili
komplet reagentov ABI PRISM® BigDye = Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit (Applied Biosystem). Za vsak oc¢is¢en pomnozek PCR smo pripravili dve reakciji, v

katerih smo wuporabili po en zacetni oligonukleotid. Uporabili smo enake zacetne



32
Nagli¢ T. Virus hepatitisa E pri domacih prasicih in v povrsinskih vodah v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010.

oligonukleotide kot pri vgnezdeni PCR za dokazovanje HEV v vzorcih. Pri vzorcih, kjer je
priSlo do pomnoZevanja 348 bp dolgega odseka regije ORF2, smo uporabili zacetne
oligonukleotide vgnezdene reakcije. Reakcijska meSanica je vsebovala po en zacetni
oligonukleotid, polimerazo DNA FS (razli¢ica polimeraze DNA Taq), dNTP-je, ddNTP-je,
reakcijski pufer in ociS¢eno DNA. Koli¢ino DNA smo dodali glede na oceno jakosti
oc¢is¢enih pomnozkov po agarozni elektroforezi (gl. Ocena koncentracije ociScenih

pomnozkov PCR).

Za reakcijo dolocanja nukleotidnega zaporedja smo pripravili 20 pl reakcijsko meSanico:

e 1-5 pl ocis¢ene DNA

1,3 pl zacetnega oligonukleotida (50 pM)

2 ul mesanice za dolocanje nukleotidnega zaporedja BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing RR-100

3 pl reakcijskega pufra BigDye Terminator v3.1 5xSequencing Buffer

sterilno vodo, prosto nukleaz, do skupne prostornine 20 pl.

Reakcija dolo¢anja nukleotidnega zaporedja je potekla v 25 ciklih, v katerih so si sledili:
e denaturacija DNA: 10 sekund pri 96 °C
¢ naleganje zacCetnih oligonukleotidov: 5 sekund pri 50 °C
e podaljSevanje verige DNA: 4 minut pri 60 °C.
Zadnjemu ciklu je sledilo ohlajanje reakcijske meSanice na 4 °C. Reakcijo smo izvedli v

aparaturi GenAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem).

Po reakciji doloCanja nukleotidnega zaporedja smo pomnozke DNA ocistili z reagenti
kompleta DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen). Odstranili smo neporabljene zacetne
oligonukleotide, polimerazo FS, dNTP-je in ddNTP-je. Ci¢enje pomnozkov temelji na
vezavi DNA na gel v koloni. Kolone z gelom smo dobro premesali na vibracijskem
mesalu, da se je gel enakomerno razporedil. Ce so nastali mehur¢ki, smo jih odstranili.
Pokrovéek epruvetke smo delno odvili in odlomili spodnji del — s tem smo omogocili
pretok tekocine skozi gel. Kolono z gelom smo vstavili v zbiralno epruvetko in

centrifugirali 3 minute pri 3.000 obratih na minuto. Zbiralno epruvetko smo zavrgli,
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kolono z gelom pa prenesli v svezo avtoklavirano 1,5 ml epruvetko. Na povrsino gela smo
previdno nanesli 20 pl meSanice reakcije doloCevanja nukleotidnega zaporedja. Pazili smo,
da se z nastavkom za pipete nismo dotaknili povrSine gela. Epruvetko smo centrifugirali 3
minute pri 3.000 obratih na minuto. Po centrifugiranju smo kolono z gelom zavrgli,
epruvetko z ociS¢enim pomnozkom pa prenesli v vakuumsko centrifugo, kjer smo ga

posusili. Susenje je trajalo priblizno 20 minut.

Epruvetke z ocisCenimi in posusenimi pomnozki smo prenesli v digestorij, kjer smo v
vsako epruveto dodali 25 pl formamida. V formamidu smo DNA dobro raztopili in nato
celotno koli¢ino prenesli v 0,2 ml epruvetke. V aparaturi GenAmp PCR System 9700
(Applied Biosystem) smo ocis¢ene pomnozke denaturirali 2 minuti pri 95 °C, saj morajo
biti pomnozki pred analizo z avtomatskim sekvenatorjem v enoverizni obliki. Epruvetke z
denaturiranimi pomnozki smo prestavili v hladni blok in pri -20 °C inkubirali 5 minut. S
tem smo preprecili ponovno zdruzitev verig dvojne vija¢nice. Po koncani inkubaciji smo
vsebino epruvetk prenesli v epruvetke za doloc¢anje nukleotidnega zaporedja in jih zatesnili
z gumijastim zamaSkom. Vsakega smo preverili, da je imel reZo, ki je nujno potrebna za
vstavitev kapilare avtomatskega sekvenatorja. Epruvetke smo shranili pri -20 °C. Tako
pripravljene pomnozke smo analizirali z avtomatskim sekvenatorjem ABI PRISM® 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystem), ki pomnozke locuje v kapilari s polimerom (POP6)

in laserskim citalcem, ki zaznava razli¢no fluorescenco barvil, vezanih na ddNTP-jih.

3.2.4.4 Filogenetska analiza zaporedij

Pridobljena nukleotidna zaporedja smo racunalniSko obdelali s programskim paketom
Vector NTI (Invitrogen). Vsako posamezno nukleotidno zaporedje smo pregledali in
odrezali zaporedja zaCetnih oligonukleotidov. Tako urejene pare zaporedij pozitivno in
negativno usmerjenih verig smo vzporedili s programom ContigExpress in sestavili v
soglasno zaporedje. Soglasno zaporedje smo pregledali, neberljive konce smo odstranili in
uredili morebitna neujemanja. Urejena nukleotidna zaporedja smo vnesli v spletni
algoritem BLAST (NCBI, 2010a) in jih primerjali z zaporedji v genski banki. Nukleotidna
zaporedja 348 bp dolgega odseka regije ORF2 smo uporabili za filogenetsko analizo in

dolocanje sorodstvene povezave z referencnimi sevi iz genske banke. Za umestitev
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pridobljenih nukleotidnih zaporedij v genotipske podskupine HEV smo iz genske banke
GenBank (NCBI, 2010b) preko spletnega servisa Entrez Nucleotide izbrali nukleotidna
zaporedja razlicnih sevov HEV. Referencni sevi razlicnih genotipov HEV so urejeni po
imenu seva in vpisni Stevilki: TK104/91/Nepal (AF020603), TK78/87/Nepal (AF020608),
hev037 (X98292), mexican strain (M74506), JJT-Kan (AB091394), swJSZ1-1
(AB194524), swJ15-3 (AB094258), swJL82 (AB105898), S17_p0 (AB525072), NLSW20
(AF336290), NLSW105 (AF336298), Arkell (AY115488), HEV-US1 (AF060668), Meng
(AF082843), 01-19248-3 (AF466660), 01-21160-1 (AF466659), 941HRC (EF523420),
HEV-Mars 9205733 (GU994211), TLS21 (EU495193), 189 Herd-10 (EU684329),
P143/11/02 (AF503512), swJ8-6 (AB094231), Osh205 (AF455784),
HEVSw/BO139/IT/06 (GU178998), swCH25 (AY594199).

Filogenetsko analizo smo naredili s programskim paketom MEGA 4 (Tamura in sod.,
2007). Zaporedja smo poravnali z algoritmom ClustalW. Za izracun filogenetskih razdalj
med posameznimi zaporedji smo uporabili Kimurin dvoparametricnim model in iz matrike
izraCunanih razdalj z metodo povezovanja sosedov (ang. neighbour-joining) izrisali
filogenetsko drevo. Z metodo vezanja (ang. bootstrapping) smo ga statisticno ovrednotili.
Vrednosti analize z metodo vezanja prikazujejo odstotek ponovljivosti posameznega
vozlis€a na drevesu pri 1.000 ponovitvah (Fanedl in sod., 2002). Za izratun odstotkov
nukleotidnega ujemanja med zaporedij referencnih sevov in sevov iz nase raziskave smo s

programom BioEdit (Hall, 1990) izra¢unali matriko nukleotidnega ujemanja.

Za izracun odstotkov nukleotidnega ujemanja 137 bp dolgega zaporedja prekrivajoce regije
ORF2/ORF3 smo uporabili naslednje referencne seve HEV, ki smo jih izbrali iz genske
banke GenBank (NCBI, 2010b) preko spletnega servisa Entrez Nucleotide. Urejeni so po
imenu seva in vpisni Stevilki: Meng (AF082843), wbJYG1 (AB222184), swl570
(AB073912), HEV-US2 (AF060669), JKK-Sap (AB074917), mexican strain (M74500),
China (M94177).
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4 REZULTATI

4.1 PREVERJANJE POGOJEV PCR

Pogoje pomnozevanja s PCR smo preverili s Stirimi pozitivnimi kontrolami. Opazili smo,
da pomnozevanje izbranih odsekov poteka najbolje, ¢e vzorce predhodno denaturiramo pri
95 °C in Ce v reakcijski meSanici dodatno ne zviSujemo koncentracijo MgSO,. Rezultati so

prikazani na Sliki 6.

AN

DLal=2 g 4

MgSO, brez MgSO, MgSO, brez MgSO,
denaturaciija brez denaturacije

Slika 6: Agarozna elektroforeza pomnozkov PCR S$tirih vzorcev pozitivnih kontrol s predhodno
5-minutno denaturacijo pri 95 °C in brez nje ter z dodatkom MgSO, in brez njega
Najbolj jasne pasove opazimo pri pogojih s predhodno denaturacijo in brez dodatka MgSQO, (puscice).

4.2 DOKAZHEV V VZORCIH

eves

v

40 vzorcih. Pri posameznih vzorcih smo izracunali odstotek pogostosti okuZbe prasicev s
HEV (Enacba 1), pri zdruzkih vzorcev pa odstotek verjetnosti okuzbe prasicev s HEV
(Enacba 2). Rezultati po starostnih skupinah prasicev in skupinah vzorcev so prikazani v

Preglednici 3.
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Preglednica 3: Pogostost in verjetnost okuzbe prasicev po pregledu posameznih in zdruzkov vzorcev
glede na starostne skupine prasicev

Posamezni vzorci Zdruzki vzorcev
) .. . | pogostost . | verjetnost
skupaj pozitivni skupaj pozitivni
okuzbe okuzbe
sesni 38 2 5,3 % 21 7 7,8 %
odstavljeni 21 6 28,6 % 14 6 10,6 %
pitani 26 7 26,9 % 16 12 24.2 %
SKUPAJ 85 15 20,3 % 51 25 14,2 %

4.2.2 Povrsinske vode
Izmed 60 testiranih povrSinskih vod smo virusno RNA dokazali v 3 vzorcih, in sicer v
vzorcu iz KamniSke Bistrice, Save Bohinjke in Pivke. Pogostost okuzbe testiranih

povrsinskih vod s HEV smo izra¢unali po Enacbi 1 in je znaSala 5 %.

4.3 FILOGENETSKA ANALIZA

RNA HEYV iz 40 prasicjih vzorcev, ki smo jih dokazali s pomnozevanjem 137 bp dolgega
odseka prekrivajoCe se regije ORF2/ORF3, smo dodatno analizirali tako, da smo iz
izhodne virusne RNA poskusali pomnozili 348 bp dolgo zaporedje regije ORF2. Izmed 40
testiranih vzorcev smo daljsi odsek uspeli pomnoziti pri 26 vzorcih. Pomnozene odseke
smo uporabili za filogenetsko analizo. Pridobljena nukleotidna zaporedja pomnozenih
odsekov smo uredili s programskim paketom Vector NTI (Invitrogen). Ustrezno smo
uredili vsa zaporedja, razen P58, ki ga zaradi slabe kvalitete analize nukleotidnega
zaporedja nismo vkljucili v filogenetsko analizo. Po obdelavi smo dobili 251 bp dolga
soglasna zaporedja. Filogenetsko analizo smo opravili s programskim paketom MEGA 4
(Tamura in sod., 2007). Urejena zaporedja smo poravnali z algoritmom Clustal W
(Priloga A). V filogenetsko analizo smo uvedli referenne seve razlicnih genotipov in
genotipske linije genotipa 3. Na podlagi vrednosti distancne matrike, ki smo jo izracunali s
Kimurinim dvoparametricnim modelom, smo z metodo povezovanja sosedov (ang.
neighbour joining) izrisali filogenetsko drevo, ki smo ga statistiéno ovrednotili z metodo

vezanja (ang. bootstrapping) (1.000 ponovitev) (Slika 7).
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Slika 7: Filogenetsko drevo nukleotidnih zaporedij 348 bp dolgega odseka regije ORF2 virusnega
genoma HEYV iz prasicev, testiranih v tej raziskavi (krepki tisk), in referenc¢nih sevov HEV
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JEVRIN

e

referencnimi sevi HEV iz genske banke. Vrednosti v odstotkih so prikazani v

Preglednici 4.

Preglednica 4: Odstotek nukleotidnega ujemanja predstavnikov prasicjih sevov HEV treh razli¢nih
genotipskih skupin znotraj genotipa 3 iz nase raziskave (krepki tisk, senceno) med seboj ter z
referen¢nimi sevi predstavnikov podtipov genotipov 3, 1, 2 in 4 na podlagi 348 bp dolgega odseka
regije ORF2

P64 P6 | P69
P64 - 81,7 | 81,4
P6 81,7 - 98,4
P69 81,4 | 984 -
Meng (Genotip 3A) 82,7 | 80,1 | 80,8
JJT-Kan (Genotip 3B) 84,3 | 81,1 | 81,4
NLSW20 (Genotip 3C) 84,0 | 79,2 | 80,1
P143/11/02 (Genotip 3E) 81,1 | 79,8 | 79,2
HEV-Mars 9205733 (Genotip 3F) 82,1 | 84,0 | 84,6
Osh205 (Genotip 3G) 80,8 | 82,7 | 82,4
Arkell (Genotip 3J) 84,3 | 84,3 | 84,0
hev037 (Genotip 1B) 74,4 | 77,9 | 78,5
mexican strain (Genotip 2A) 74,1 | 72,8 | 73,8
swCH25 (Genotip 4D) 75,0 | 77,9 | 76,9

e

(348 bp) regije ORF2 nismo uspeli pomnoziti, smo po dolocitvi nukleotidnega zaporedja in
vzporeditvi pozitivno in negativho usmerjenih zacetnih oligonukleotidov odstotek
nukleotidnega ujemanja izracunali na kraj$ih, 137 bp dolgih odsekih prekrivajoce se regije
ORF2/ORF3. Rezultati so podani v Preglednici 5, kjer smo za primerjavo z referencnimi

sevi HEV izbrali 7 sevov, doloCenih pri prasicih, in 2 seva, dokazana v vzorcih vod.
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Preglednica 5: Odstotek nukleotidnega ujemanja sevov HEV dolocenih v vzorcih povrSinskih voda
(V26/08, V165/08) in sedmih prasi¢jih sevov HEV iz naSe raziskave (krepki tisk, seneno) z
referenénimi sevi predstavnikov genotipov 3, 1, 2 in 4 na podlagi 137 bp dolgega odseka prekrivajoce
se regije ORF2/ORF3

PovrSinske vode
V26_08 HE363 | V165 _09_HE363
23 HE363 100,0 100,0
40 HE363 100,0 100,0
50_HE363 100,0 100,0
::% O11 2 HE363 100,0 100,0
2 017_2 HE363 100,0 100,0
P14 1 HE363 100,0 100,0
P14 2 HE363 100,0 100,0
Meng (Genotip 3) 94,8 94,8
wbJYG1 (Genotip 3) 94,8 94,8
swJ570 (Genotip 3) 96,1 96,1
HEV-US2 (Genotip 3) 96,1 96,1
China (Genotip 1) 443 443
mexican strain (Genotip 2) 44,3 44,3
JKK-Sap (Genotip 4) 82,0 82,0

Vsa obdelana zaporedja smo pred filogenetsko analizo vnesli v spletni algoritem BLAST
(NCBI, 2010a), kjer smo zaporedja primerjali z zapisi v genski banki in potrdili, da so v
nasi raziskavi pridobljena nukleotidna zaporedja najsorodnejsa s HEV, genotip 3. Nejasne
zadetke z nizko podobnostjo nukleotidnega zaporedja smo opazili zgolj pri nukleotidnem

zaporedju, ki smo ga dokazali v vzorcu povrSinske vode iz Save Bohinjke.

Prasi¢je seve, pri katerih smo uspeli pomnoziti 348 bp dolg odsek regije ORF2, bomo
vnesli v gensko banko GenBank (NCBI, 2010b).
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5 RAZPRAVA

Hepatitis E Se zdalec ni ve¢ problem zgolj endemskih drzav v razvoju, ampak predstavlja
pomembno bolezen javnega zdravstva tudi v razvitih drzavah. V zadnjem casu se Stevilo
sporadi¢nih primerov v razvitih drzavah povecuje, vec¢inoma zaradi zoonotskih genotipov
3 in 4 HEV (Meng, 2010a). Pomemben rezervoar HEV so domaci prasici, ki so glede na
evropske in svetovne raziskave okuZeni v razmeroma visokem odstotku (Rutjes in sod.,
2007; Forgach in sod., 2010; Huang in sod., 2002). Z naSo raziskavo smo dolo¢ili
pogostost okuzbe prasicev na testiranih slovenskih farmah. Zanimalo nas je tudi, ali so
testirane slovenske povrSinske vode kontaminirane s HEV. V ta namen smo uporabili
molekularno metodo RT-PCR z vgnezdeno PCR s Siroko specificnimi zacetnimi
oligonukleotidi. Dokazane HEV smo z uporabo filogenetskih orodij uvrstili v genotipske

skupine.

5.1 PREVERJANJE POGOJEV PCR

S preverjanjem pogojev pomnoZzevanja s PCR smo ugotovili, da pomnozevanje
najucinkoviteje poteka ob predhodni denaturaciji RNA pri 95 °C in brez dodatnega viSanja
koncentracije MgSOs4. Najverjetneje z denaturacijo razbijemo morebitne sekundarne
strukture v RNA. Tvorba sekundarnih struktur v RNA lahko ovira vezavo zacetnih
oligonukleotidov ali prekrije mesto za vezavo zaetnih oligonukleotidov znotraj zvite
sekundarne strukture (Wei in To, 2003). Predhodna denaturacija tako omogoca razvitje
RNA in pravilno naleganje zacetnih oligonukleotidov na tar¢na mesta. Dodatek MgSQO4 v
reakcijsko meSanico sicer stabilizira polimerazo, vendar pa hkrati vpliva na nespecifi¢no
vezavo zacetnih oligonukleotidov. Ker je v nasem primeru dodatek MgSO, zaviral

pomnozevanje, smo ga v nadaljnji analizi izpustili.

5.2 DOKAZ HEV V VZORCIH

Po pricakovanjih smo dokazali, da se HEV pri domacih prasi¢ih na slovenskih farmah
pojavlja v razmeroma visokem odstotku (20,3 % po pregledu posameznih vzorcev; 14,2 %

po pregledu zdruzkov vzorcev), kar je primerljivo z drugimi evropskimi drzavami kot so
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Italija, Madzarska in Nizozemska (Di Bartolo in sod., 2006; Martelli in sod., 2010;
Forgach in sod., 2010; van der Poel in sod., 2001; Rutjes in sod., 2009). Pri interpretaciji
iztrebkov in zdruzke posameznih vzorcev. Pri nasi raziskavi smo namre¢ uporabili vzorce,
ki so vklju€eni v eno izmed evropskih raziskav. Odvzete vzorce so zaradi velikega Stevila
in lazjega testiranja zdruzili v skupine po Stiri ali pet vzorcev. Posameznih vzorcev
nekaterih zdruzkov nismo obdrzali, zato imamo ponekod v raziskavo zajete zgolj zdruzke
vzorcev, ne pa posameznih vzorcev iz teh zdruzkov. Skupna verjetnost okuzbe pri zdruzkih
vzorcev je precej nizka v primerjavi s skupno pogostostjo okuzbe pri posameznih vzorcih.
Mozen vzrok za to odstopanje bi lahko bil v znizani obcutljivosti zaznavanja HEV v
zdruzenih vzorcih. Pri zdruzevanju vzorcev smo le-te v pripravljenih 10 % suspenzijah Se
dodatno red¢ili za faktor Stevila zdruzenih vzorcev (4x-5% redcenje). Torej je bila
koncentracija virusne RNA v zdruzkih mnogo manjsa kot bi bila, ¢e bi testirali posamezne
v razmeroma nizkih koncentracijah, saj smo vecino dokazali le z vgnezdeno PCR ob
pomnozevanju kratkega, 137 bp dolgega odseka ohranjene regije genoma. Verjetno je
realen podatek o pogostosti okuzbe prasicev s HEV v Slovenji lahko nekoliko visji. Glede
na rezultate (Preglednica 3) opazimo, da je verjetnost okuzbe po pregledu zdruzkov
vzorcev pri odstavljenih in pitanih prasi¢ih manjSa kot je pogostost okuzbe po pregledu
posameznih vzorcev, vecja pa je pri sesnih prasi¢ih. Pogostost okuzbe prasi¢ev s HEV je
po pregledu obeh skupin vzorcev najmanjsa pri sesnih prasicih (do treh tednov). Pri obeh
skupinah je pogostost pri pitanih prasic¢ih (ve¢ kot deset tednov) velika in primerljiva med
obema skupinama. Najvecje odstopanje lahko opazimo pri odstavljenih prasi¢ih (od treh do
deset tednov), kjer je pogostost okuzbe po pregledu posameznih vzorcev bistveno vecja od
verjetnosti okuzbe po pregledu zdruzkov vzorcev. Rezultati bi bili bolj verodostojni, ¢e bi
imeli vzorce od vseh v raziskavo vkljucenih prasicev in ne bi imeli zdruzkov vzorcev. V

ey

pri drugih testiranih farmah pa imamo izklju¢no posamezne vzorce.

V na$i raziskavi smo Zeleli prikazati pogostost HEV pri domacih prasSi¢ih v celotni

e

nekaterih farmah smo imeli malo vzorcev, zato ni bilo smiselno racunati pogostosti HEV
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po posameznih farmah ali regijah. Za tovrstne podatke bi moralo biti vzorcenje bolj

enakomerno.

Po pri¢akovanjih smo HEV dokazali tudi v povrsinskih vodah. RNA HEV smo dokazali v
treh izmed 60 vodnih vzorcev. Potrdili smo nase domneve, da se HEV lahko pojavlja tudi
v povrsinskih vodah in s tem v okolju. V nasi raziskavi smo HEV v vzorcih dokazovali s
pomnoZevanjem cDNA odseka virusnega genoma. Potrditev nukleinske kisline HEV v
vzorcih vsekakor ne dokazuje kuznega virusa. Kuznost HEV bi lahko preverili na
zivalskem modelu z izpostavitvijo zivali s HEV okuzenim vodnim vzorcem

(Kasorndorkbua in sod., 2005).

ey

metodo vgnezdene PCR. Izbrana metoda je primerna, kadar pri¢akujemo, da so virusi v
vzorcih prisotni v nizkih koncentracijah, saj je s tem nizka tudi koncentracija virusnih
nukleinskih kislin. Nizko koncentracijo virusov smo kljub koncentriranju pricakovali pri
vzorcev. Prednost metode je tudi visoka obcutljivost. Tako smo v vzorcih, kjer je bil HEV
prisoten, le-tega najverjetneje tudi zares dokazali. Obcutljivost metode smo dodatno
povecali z izbiro zacetnih nukleotidov, ki pomnozujejo kratko regijo genoma HEV (137 bp
ORF2/ORF3).

e
evee

evee

povrsinskih vod odvzeli v letih 2008 in 2009. Nasi rezultati kazejo zgolj pogostost HEV

znotraj populacije prasicev in testiranih vod v danem obdobju vzorc¢enja.

5.3 FILOGENETSKA ANALIZA

ey

e



43
Nagli¢ T. Virus hepatitisa E pri domacih prasicih in v povrsinskih vodah v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010.

posebno skupino znotraj genotipa 3, loceno od izbranih referencnih sevov. Najbolj sorodni
so sevu HEVSw/Bo139/IT/06, ki so ga osamili iz prasi¢ev v Italiji (Martelli in sod., 2010)

(Slika 7), kar bi lahko nakazovalo na moznost §irjenja HEV z mednarodno preprodajo

v

ey

delita z visoko vrednostjo metode vezanja (ang. bootstraping). V eni skupini so vzorci P6,
O11-4 in P55, v drugo skupino pa se uvrS€ajo vsi preostali prasicji sevi HEV iz nase
raziskave. Omenjene tri seve iz prve skupine smo dokazali iz dveh razli¢cnih farm.
Najverjetneje znotraj ene farme krozi ve¢ razli¢nih sevov HEV. Predvidevamo, da je
selitev prasicev med farmami redka in se praSi¢e veCinoma vzreja za zakol, zato do
premescanj ne pride. Mozno je, da HEV preide na prasice s krmo, ki je kontaminirana s
HEV in enako krmo uporablja ve¢ farm. Glede na filogenetsko drevo (Slika 7) lahko
genotipa 3 ali pa se uvrscajo v podskupine genotipa 3, ki jih zaradi pomanjkljivih podatkov
v genski banki nismo uvrstili v naso analizo. To se sklada tudi z nukleotidno poravnavo
348 bp dolgih zaporedij HEV iz testiranih prasic¢ev, saj so si HEV med seboj zelo podobni
(Priloga A), a hkrati zelo razli¢ni v primerjavi z izbranimi referen¢nimi sevi HEV. Od
vecine slovenskih sevov HEV iz naSe raziskave se mocno razlikuje le sev P64, ki se, kot Ze
reCeno, uvrs¢a v loCeno linijo. Ugotovitev se sklada tudi z odstotki nukleotidnega
ujemanja, ki so prikazani v Preglednici 4, kjer opazimo, da je odstotek nukleotidnega
ujemanja P64 s predstavnikoma ostalih dveh skupin HEV (P6 in P69) nizji kot to ujemanje
znasa med tema dvema predstavnikoma. Opazimo tudi, da so glede na nukleotidno
najmanj pa genotipu 1 in 2. To se ujema z dejstvom, da se sevi genotipov 1 in 2 pojavljajo

izklju¢no pri ljudeh in ne okuzujejo zivali (Meng, 2010b).

V filogenetsko analizo vodnih vzorcev smo izmed treh pozitivnih vzorcev zajeli zaporedji
dveh. Eno zaporedje (vzorec iz Save Bohinjke) namre¢ moc¢no odstopa od preostalih dveh
(vzorec iz Kamniske Bistrice in Pivke), hkrati je analiza nukleotidnega zaporedja bila
nezanesljiva, zato smo se odlocili, da tega zaporedja ne bomo uvrstili v filogenetsko

analizo. Nezanesljive rezultate smo dobili tudi v spletnem algoritmu BLAST (NCBI,



44
Nagli¢ T. Virus hepatitisa E pri domacih prasicih in v povrsinskih vodah v Sloveniji.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010.

2010a), ki poleg genotipa 3 vrne tudi druge genotipe. Testirana zaporedja so zelo kratka in
pri takSnem odstopanju tezko zanesljivo trdimo, katero nukleotidno zaporedje smo
pomnozili. Glede na to, da se odstopajoce zaporedje mocno razlikuje tako od vodnih kot od
ki je prav tako lahko rezervoar za HEV (Meng, 2010a). Za natan¢no dolocitev bi bile
potrebne nadaljnje analize tega odstopajoega seva. Za verodostojne rezultate bi lahko
pomnozili dalj$i odsek virusne RNA tega vzorca in ga nato primerjali z referen¢nimi sevi v
genski banki. Ostala dva vodna seva iz Kamniske Bistrice in Pivke se v nukleotidnem

zaporedju 137 bp dolgega odseka prekrivajoce regije ORF2/ORF3 ujemata v 100 % s

ey
ey

oo

bi ugotovili, ali smo dokazali celo isti sev HEV, bi bile potrebne nadaljnje analize, testirati

bi morali koeficient sorodstvene povezave na podlagi veCjega odseka genoma. HEV,

cwes

ey

........

Kontaminirane rekreacijske vode s HEV bi lahko predstavljale mogo¢ vir okuzbe.

5.4 ZAKLJUCEK

7 naso raziskavo in to diplomsko nalogo smo posegli v neraziskano podro¢je v slovenskem
prostoru. Odkrili smo, da so prasi¢i na testiranih slovenskih farmah okuzeni s HEV v
razmeroma visokem odstotku. Glede na to, da je hepatitis E opredeljen kot zoonoza (Meng,
2010a), je prenos okuzbe na slovenske praSicerejce verjeten. ZaskrbljujoCe pa je tudi
dejstvo, da smo HEV dokazali v testiranih slovenskih povrSinskih vodah. Nadaljnje
raziskave bi bile lahko usmerjene v iskanje HEV pri gozdnih zivalih, predvsem divjih
prasi¢ih in srnjadi v Sloveniji, saj predstavljajo poleg domacih praSicev mozen virusni

rezervoar.
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6 SKLEPI

e Pogostost HEV pri testiranih domacih prasi¢ih v Sloveniji je po pregledu posameznih
vzorcev 20,3 % (verjetnost okuzbe po pregledu zdruzkov vzorcev je 14,2 %).

e Najvecja pogostost HEV pri domacih prasic¢ih je v skupini pitanih in odstavljenih
prasicev, najmanjSo pogostost pa smo zaznali pri sesnih prasicih.
na nukleotidno zaporedje 348 bp dolgega odseka regije ORF2 med seboj zelo
podobni, a razli¢ni v primerjavi z izbranimi referencnimi sevi.
referenc¢nih sevov HEV genotipa 3 (Slika 7).

e Po pricakovanjih smo HEV dokazali tudi v okoljskih vzorcih, tj. v povrSinskih
vodah. Po pregledu vzorcev povrsinskih voda smo HEV dokazali v 5 %.

e HEV smo dokazali tudi v reki, ki tece v neposredni blizini praSi¢je farme, kar se
sklada s teorijo o kontaminaciji povrSinskih vod z zivalskimi izlocki. Analiza

nukleotidnega ujemanja 137 bp dolgega zaporedja regije ORF2/ORF3 vodnih in

cwen
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7 POVZETEK

HEV predstavljajo v svetu pere¢ problem javnega zdravstva, hkrati pa raziskovalno
podro¢je HEV dobiva nove razseznosti. Pri Cloveku povzroc¢a okuzba s HEV akutni
hepatitis. Resnejsi potek bolezni z mogoc¢im smrtnim izidom opazimo pri nosecnicah. V
endemskih tropskih in subtropskih drzavah Azije, Afrike in Latinske Amerike povzrocajo
HEV obsezne epidemije, ki so posledica slabih higienskih razmer in stika s kontaminirano
vodo. V razvitih drzavah sporadi¢ni primeri bolezni narascajo, predvsem zaradi uzivanja
kontaminirane hrane in stika z okuzeno Zivaljo. Potovanje v endemska podrocja hepatitisa
E ni veC edini znani dejavnik tveganja. Dokazano je namrec, da je hepatitis E zoonoza in
da pomemben rezervoar HEV predstavljajo domaci prasici, verjetno pa tudi nekatere druge
divje in domace Zivali. Genotipska mnogolicnost sevov HEV je velika. Obstajajo vsaj §tiri
vecje genotipske skupine. Genotipa | in 2 se pojavljata izklju¢no pri ¢loveku in povzrocata
epidemije v endemskih drzavah. Genotipa 3 in 4 vkljuCujeta tako cloveske kot zivalske
seve HEV in sta razlog za pojav sporadi¢nih primerov tako v razvitem svetu kot v drzavah

v razvoju. V nasprotju z veliko genotipsko raznolikostjo pa obstaja zgolj en serotip HEV.

V nasi raziskavi smo dokazovali RNA HEV v iztrebkih prasicev iz 6 slovenskih farm in v
vzorcih voda iz 22 vzor¢nih mest slovenskih rek in potokov. Vzorce smo analizirali z

molekularno metodo RT-PCR in vgnezdeno PCR. Uporabili smo Siroko specificne zacetne

ey

ey

pitanih prasi¢ev. Testirali smo 60 vzorcev povrsSinskih voda. Okoljske vzorce smo
predhodno koncentrirali z membransko filtracijo in koncentrirane vzorce nato
ultracentrifugirali. Zanimala nas je genotipska raznovrstnost dokazanih sevov HEV, zato
smo s filogenetskimi orodji opravili analizo z izbranimi referencnimi sevi HEV, ki smo jih

pridobili iz genske banke GenBank (NCBI, 2010b).

ey

dokazali v 15/85 vzorcih, od tega 2/38 pri sesnih, 6/21 pri odstavljenih in 7/26 pri pitanih
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prasi¢ih. Pri zdruzkih vzorcev smo pomnoZevanje dela virusnega genoma dokazali pri
25/51 zdruzkih, od tega je bilo 7/21 sesnih, 6/14 odstavljenih, 12/16 pitanih zdruzkov
prasicev. Pogostost okuzbe s HEV pri domacih prasicih na slovenskih farmah je bila po
pregledu posameznih vzorcev 20,3 %, verjetnost okuzbe s HEV pa je bila po pregledu
zdruzkov 14,2 %. HEV smo dokazali pri 3/60 vodnih vzorcih, kar pomeni, da smo HEV
dokazali pri 5 % testiranih povrSinskih vod. Pri filogenetski analizi pomnozenega odseka
genoma HEV znotraj ORF2 smo ugotovili, da se dokazani prasi¢ji sevi HEV uvrs€ajo v
samostojno skupino znotraj genotipa 3, ki najverjetneje predstavljajo novo genotipsko
linjjo. Opazili smo Se, da med testiranimi prasici o€itno krozijo trije razli¢ni genotipski
sevi. Analiza nukleotidnega ujemanja kratkega pomnoZenega zaporedja znotraj

ey

se ta ujemajo v 100 %.

7. naSo raziskavo smo pokazali, da se HEV pri domacih prasi¢ih na slovenskih farmah
pojavljajo v razmeroma visokem odstotku, najvecjo pogostost okuzbe pa smo dokazali v
skupini odstavljenih in pitanih prasicev. Glede na to, da je hepatitis E zoonoza, so
prasicerejci tvegana skupina za okuzbo s HEV. Z analizo vzorcev slovenskih povrSinskih
vod smo dokazali, da se HEV pojavljajo tudi v okolju. Glede na 100 % nukleotidno
sevov predstavljajo praSicje farme najverjetnejSi dejavnik tveganja za prenos HEV v

okolje.
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PRILOGE

Priloga A: Poravnava zaporedij 251 bp dolgega fragmenta regije ORF2 prasicjih sevov HEV iz nase
raziskave

10 zZ0 30 40 50 &0 70 80 30

P32 CCTTATACTGGGGCCCTGEEECTTCTTGAT TTCGCGCTCGAGCTTGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGEEAACACCAACACTCGTGTGTCT
011-4 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTCGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACTAACACTCGTGTGTCT
Fa CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTCGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGGGRAACACTAACACTCGTGTGTCT
P12 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTTGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT
P25 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCT TEATTTCGCGCTCGAGCTTGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT
B30 CCTTATACTGGGGCCCTGEGECTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTTGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGEEAACACCAACACTCGTGTGTCT

P31 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCCAGCTTGAGTTTCGTAACTTAACCCCTGGLAACACCAACACTCGTGTGTCT
P36 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTTGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT
B37 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGC TTGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGGGRAACACCAACACTCGTGTGTCT
P38 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTTGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT

P51 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCT TGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT
P53 CCTTATACTGGGGCCCTGGGECTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCT TGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGEGEAACACCAACACTCGTGTGTCT

P&5 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGC TCGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACTAACACTCGTGTGTCT
Fad CCTTACACTGGAGCGCTTGGGCTTCTTGACT TTGCAT TAGAGC TAGAGTTTAGAAATTTAACCCCTGGGAATACTAATACTCGTGTGTCG
Pa5S CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTTGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT

Pa&6 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCT TGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT
Pa7 CCTTATACTGGGGCCCTGGGECTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCT TGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGEGEAACACCAACACTCGTGTGTCT

P&l CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCCAGCTTGAGTTTCGTAACTTAACCCCTGGLAACACCAACACTCGTGTGTCT
P&S CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTTGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT
BT7O0 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGC TTGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGGGRAACACCAACACTCGTGTGTCT
P71 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCTTGAGTTTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT

B72 CCTTATACTGGGGCCCTGGGGCTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCT TGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGGGAACACCAACACTCGTGTGTCT
2¢:10] CCTTATACTGGGGCCCTGGGECTTCTTGATTTCGCGCTCGAGCT TGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGEGEAACACCAACACTCGTGTGTCT

P81 CCTTATACTGGGECCCTEOEGCTTCTTEATTTCGCOCTCGAGCTTGACTTTCOTAACT TAACCCCTOOOAACACCAACACTCGTGTGTCT
P82 CCTTATACTGGGGECCCTGOEGCTTCTTEATTTCGCECTCGAGCTTGAGT TTCGTAACT TAACCCCTGOOAACACCAACACTCGTGTGTCT
100 110 120 130 140 150 1le0d 170 180
T T T L T T
P32 COATATACTAGTACAGCCCOCCACCOOCTECOTCOTEGTGCTRACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
011-4 COATATACTAGTACAGCCCGCCACCGGCTOCOTCOTGOTOCTOACGOUACCGCTGAGCT TACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGARR
P& CGATATACTAGTACAGCCCGCCACCOECTGCGTCOTGRTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P12 COATATACTAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTEATGCTGACGECACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P25 COATATACTAGTACAGCCCOCCACCOOCTOOOTCOTORTBCTGACGGCACCECTCAGCTTACAACCACAGCTOCTACACGCTTCATGAAA
P30 CGATATACTAGTACAGCCCGCCACCOECTGCGTCOTGRTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P31 COATATACTAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTEATGCTGACGECACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P36 COATATACCAGTACAGCCCOCCACCOOCTOOOTCOTOBTBCTGACGGCACCECTCAGCTTACAACCACAGCTOCTACACGCTTCATGAAA
P37 CGATATACCAGTACAGCCCOCCACCGECTGCGTCOTGRTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P38 COATATACCAGTACAGCCCOCCACCOOCTECOTCOTEOTGCTGACGECACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P51 COATATACYAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTOBTBCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P53 CGATATACCAGTACAGCCCOCCACCGECTGCGTCOTGRTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P55 COATATACTAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTEATGCTGACGECACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P64 COBTATACTAGCACGGCCCOCCACCOCCTOCOTCOCOBTGCTGATGECACCECTGAGCTCACCACCACCOCAGCCACACGTTTTATGAAG
P65 CGATATACCAGTACAGCCCOCCACCGECTGCGTCOTGRTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P66 COATATACCAGTACAGCCCOCCACCOOCTECOTCOTEOTGCTGACGECACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P&7 COATATACCAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTOBTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P68 CGATATACCAGTACAGCCCOCCACCGECTGCGTCOTGRTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P69 COATATACCAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTAATBCTEACGECACCOCTCAGCTTACAACCACAGCTOCTACACGCTTCATGAAA
P70 COATATACCAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTOBTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P71 CGATATACCAGTACAGCCCOCCACCEECTGCGTCOTGRTGCHEGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P72 COATATACCAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTOAT BCHEACGECACCOCTOAGCTTACAACCACAGCTOCTACACGCTTCATGAAA
P80 COATATACCAGTACAGCCCOCCACCOOCTOCOTCOTOBTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA
P81 CGATATACCAGTACAGCCCOCCACCGECTGCGTCOTGRTGCTGACGGCACCECTGAGCTTACAACCACAGCTGCTACACGCTTCATGAAA

P&2 CGATATACCAGTACAGCCCGCCACCGGCTGCGTCGTGETGCTGACGGCACCGCTGAGCT TACAACCACAGCTGCTACACGCT TCATGAMA

se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge A: Poravnava zaporedij 251 bp dolgega fragmenta regije ORF2
prasicjih sevov HEV iz naSe raziskave

130 200 Z10 ZZ0 230 240 Z50
L T T [

P32 GATTTACATTTTAGCGGGACTAACGETGT TEETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
011-4 GATTTACATTTTAGCGGGACTAACGGTGTTGETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
Pé CATTTACATTTTAGCGECACTAACCCTET TECTCAGGTACGCCECCOTATACCCCTGACCTTGTTTAATCT
P12 GATTTACATTTTAGCGGGACTAACGETGT TEGCOAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P25 CATTTACATTTTAGCGEGACTAACGETOTTEECOAGGTACCGCCECCOTATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P30 CATTTACATTTTAGCGGCACTAACGETATYGCTCAGGTAGGCCECCOTATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P31 GATTTACATTTTAGCGGGACTAACGGTGTTGETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P36 CATTTACATTTTAGCGECGACTAACGETETTEETCAGGTACGCCECCOTATAGCCCTCACCTTGTTTAATCT
P37 GATTTACATTTTAGCGGGACTAACGETGT TEETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P38 GATTTACATTTTAGCGGGACTAACGGTGTTGETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P51 CATTTACATTTTAGCGECACTAACCCTET TECTCAGCTACGCCECCOTATACCCCTCACCTTGTTTAATCT
P53 GATTTACATTTTAGCGGGACTAACGGTGTTGETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P55 CATTTACATTTTAGCGEGACTAACGETETTEETCAGGTACGCCECCOTATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P64 GACCTACACTTCTCTGGGACTAATGGEET TEGCOAAGT TGECCGAGETATTGCCCTAACATTGTTCAATCT
PG5 GATTTACATTTCAGCGGGACTAACGGTGTTGETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P66 CATTTACATTTTAGCGECACTAACCCTET TECTCAGCTACGCCECCOTATACCCCTCACCTTGTTTAATCT
P67 GATTTACATTTCAGCGGGACTAACGETGT TEETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P68 CATTTACATTTCAGCGEGACTAACGETETTEETCAGGTACCGCCECCOTATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P69 GATTTACATTTYAGCGGGACTAACGETGT TEGTGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P70 GATTTACATTTCAGCGGGACTAACGGTGTTGETGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P71 CATTTACATTTCAGCGECACTAACCCTET TECTCAGGTACGCCECCOTATACCCCTCACCTTGTTTAATCT
P72 GATTTACATTTCAGCGGGACTAACGETGT TEGTGAGGTAGGYCGCGETRTAGCCY TGACCTTGTTTAATCT
P8O CATTTACATTTYAGCGECGACTAACCETETTEETCAGGTACGCCECCOTATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT

P81 GATTTACATTTHAGNGGGACTAACGGTGTTGGTGAGGTAGGCCGCGOTATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT
P82 GATTTRCATTTYAGYGGGACTAACGGTGTTGGTGAGGTAGGCCGCGETATAGCCCTGACCTTGTTTAATCT



