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Streszczenie

Wirus zapalenia watroby typu E (HEV) jest hepatowirusem wywotujagcym infekcje
u cztowieka i wielu gatunkéw zwierzat. HEV nalezy do Orthohepevirusow w obrebie rodziny
Hepeviridae, ktdéra obejmuje ssacze i ptasie szczepy wirusa. Zachorowania cztowieka
powodujg szczepy HEV nalezgce do genotypu 1 — 4, przy czym szczepy gt 3, 4 i 7 s3
zoonotyczne. Wérdéd zwierzat gospodarskich najwiecej zakazen HEV obserwuje sie u swin
i krélikdw, natomiast dziki i jelenie uwazane sg za sylwatyczny rezerwuar wirusa. Do zakazenia
cztowieka HEV dochodzi drogg pokarmowg za posrednictwem zanieczyszczonej zywnosci
i wody. Zywnos$¢ pochodzenia zwierzecego stanowi gtéwne zrédto zakazenia ze wzgledu na
obecnos¢ wirusa w tkankach bezobjawowo zakazonych zwierzat skierowanych do uboju.
Infekcje HEV u zwierzat nie prowadzg do $mierci i zwigzanych z tym strat w hodowlach, ale
zakazenia u ludzi, a w szczegdlnosci u kobiet ciezarnych mogg powodowaé powazne skutki
zdrowotne.

Celem badan byta molekularna i serologiczna ocena wystepowania zakazen HEV
u krolikdw rzeznych, a takze wykrywanie wirusa we krwi i watrobie wieprzowej stanowigcej
surowiec do produkcji wedlin podrobowych. Waznym elementem pracy byfa adaptacja
zestawu ELISA przeznaczonego do diagnostyki HEV u cztowieka, ktéry zastosowano do
wykrywania przeciwciat anty-HEV w surowicy krolikow, jak rowniez identyfikacja
zoonotycznych szczepow wirusa u zwierzat gospodarskich wtgczanych w tarncuch zywieniowy
cztowieka. Ponadto probki krwi Swinskiej i watréb wieprzowych analizowano pod katem
obecnosci adenowirusa $win (pAdV), jako wirusowego wskaznika zanieczyszczenia zywnosci
enterowirusami. Do badan uzyto tgcznie 1210 prébek, na ktdre sktadaty sie pary krwi
i watréb kréliczych (n=482), a takze pulowane prébki krwi Swinskiej (n=146) i watrdb
wieprzowych (n=100). Kréliki pochodzity z hodowli drobnotowarowych znajdujgcych sie
w wojewddztwie podkarpackim i wielkopolskim oraz z hodowli wielkotowarowych
z wojewddztwa mazowieckiego. Natomiast Swinie utrzymywane byly w gospodarstwach

znajdujgcych sie na terenie wojewddztw srodkowej i wschodniej Polski. Ponadto u swin



oceniano zaleznos¢ pomiedzy wielkoscig obsady zwierzat na fermach, sposobem zywienia
i utrzymania, a czestoscig wystepowania zakazen HEV. Watroby wieprzowe zostaty zakupione
w lokalnych sklepach miesnych, natomiast prébki krwi $winskiej, watroby i krew krélikéw
pobierano w trakcie uboju zwierzat.

Izolacje kwasow nukleinowych z probek krwi oraz watrdb krélikow i Swini
przeprowadzono metodg kolumienkowg z wykorzystaniem zestawu QlAamp® Viral RNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy). Detekcje HEV RNA w prébkach zywnosci wykonano metodg
duplex real-time RT-gPCR, natomiast jednostopniowym real-time RTPCR wykrywano materiat
genetyczny kaliciwirusa kotéw (FCV) stanowigcy kontrole procesu analizy probki. Do
identyfikacji DNA pAdV w zywnosci rowniez stosowano real-time PCR. Identyfikacje genotypu
i podtypu wykrytych szczepéw HEV sSwini i krélika przeprowadzono w oparciu
o analize sekwencji nukleotydowych fragmentu ORF2 lub ORF 2/3 w genomie HEV.

Wyniki optymalizacji koncentracji biatka A uzywanego jako koniugatu
w zaadaptowanym zestawie ELISA do wykrywania przeciwciat anty-HEV w surowicach
krolikéw poddano analizie statystycznej z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji
oraz analizy wariancji dla doswiadczenia dwuczynnikowego z interakcja (ANOVA). Rdznice
w prewalencji HEV u krélikéw pochodzgcych z ferm drobno- i wielkotowarowych oraz
w prébkach watréb i krwi wieprzowej oceniano testem t-Studenta. Istnienie korelacji
pomiedzy wynikami badan krélikdw otrzymanymi metodg ELISA i PCR oceniano testem
niezaleznosci chi-kwadrat (x?). Do oceny réznic w czestosci wystepowania HEV i pAdV
w watrobach i krwi swin pochodzacych z matych, srednich i duzych gospodarstw zastosowano
metode analizy wariancji z wyznaczeniem przedziatéw ufnosci.

Przeprowadzono adaptacje komercyjnie dostepnego zestawu ELISA przeznaczonego do
wykrywania swoistych przeciwciat anty-HEV w surowicy cztowieka do identyfikacji zakazen
HEV u krolikbw. W badaniach jako koniugatu uzyto biatka A wykazujacego reaktywnosé
z przeciwciatami klasy 1gG cztowieka i krélika. Jego optymalng koncentracje ustalono na
podstawie badania szeregu rozciericzen wobec panelu kréliczych surowic kontrolnych
i surowic zatagczonych do zestawu. Nastepnie przy uzyciu zmodyfikowanego zestawu ELISA
badaniu poddano 482 prdébki surowic kréliczych. Obecnos$¢ przeciwciat anty-HEV IgG
stwierdzono w 6% (29/482) badanych préobek surowic, natomiast wirusowe RNA w 14,9%
(72/482) watrdb kroliczych pozyskanych od zwierzat utrzymywanych jedynie na fermach

drobnotowarowych. Analizujgc wyniki badan serologicznych (ELISA) i molekularnych (PCR) nie



zaobserwowano istotnych rdznic w czestosci wystepowania HEV u krdlikow pochodzacych
z ferm drobno- i wielkotowarowych (t = 2,675, p = 0,015 < 0,05 dla ELISA i t = 2,705,
p = 0,014 < 0,05 dla PCR).

Analiza filogenetyczna kréliczych szczepéw HEV przeprowadzona w oparciu
o sekwencje nukleotydowe fragmentdw ORF2 i ORF 2/3 wskazata na ich przynaleznos¢ do
HEV gt 3 podtypu ra. HEV obecny byt réwniez we krwi (5/146; 3,4%; 95% Cl: 1,1 — 7,8) jak
i watrobie wieprzowej (1/100; 1,0%; 95% Cl: 0,0 —5,0). Nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w czestosci wystepowania wirusa pomiedzy prébkami krwi i watréb (t =1,33; p =0,182
> 0,05). Z kolei u $wini wykazano obecnos¢ gt 3 HEV o podtypie e i f. PAdV wykrywany byt
wytgcznie we krwi spozywczej (19/146; 13,0%; 95% Cl: 8,0 — 19,5). Analiza sekweng;ji
nukleotydowych fragmentu genu kodujacego biatko heksonu pAdV dowiodta, ze szczepy
adenowirusa nalezg do serotypu 5 i wywotujg one zakazenia uktadu oddechowego, a nie
pokarmowego $Swin. Obecnosé¢ pAdV w prébkach krwi nie wynikata z ich zanieczyszczenia
katem zwierzat. W zwigzku z powyzszym detekcja pAdV bez identyfikacji serotypu wirusa jako
wskaznika zanieczyszczenia zywnos$ci enterowirusami ma znikomg wartos¢. Czestosc
wystepowania HEV i pAdV w tkankach zwierzat pochodzgcych ze stad o réznej wielkosci bez
wzgledu na region ich utrzymywania nie rdéznita sie statystycznie (F=0,81, p=0,447 > 0,05 dla
HEV; F =0,42, p = 0,655 > 0,05 dla pAdV). Rdwniez sposdb zywienia i utrzymania zwierzat nie
miat istotnego wptywu na czestos¢ zakazen HEV u swin skierowanych do uboju.
Dotychczas w Polsce nie prowadzono badan majgcych na celu identyfikacje zakazen HEV
wsrod zwierzat wigczanych w tancuch zywnos$ciowy cztowieka, jak réwniez nie badano
zywnosci pochodzenia zwierzecego w kierunku obecnosci HEV. W tym celu do badan
serologicznych krolikéw rzeznych zaadaptowano komercyjnie dostepny ELISA recomWell HEV
IgG do wykrywania swoistych przeciwciat anty-HEV w surowicach ubijanych zwierzat. Ponadto
dowiedziono obecnosci zoonotycznych szczepdw HEV o genotypie 3 w watrobach kréliczych
i wieprzowych, a takze spozywczej krwi wieprzowej, wskazujgc na istnienie ryzyka zwigzanego

z transmisjg wirusa na cztowieka za posrednictwem zywnosci pochodzenia zwierzecego.
Summary

Hepatitis E virus (HEV) is a hepatovirus causing infections in humans and several animal
species. HEV belongs to Orthohepeviruses within Hepeviridae family which encompasses

mammalian and avian virus strains. Infections in humans are caused by HEV



of 1 — 4 genotypes (gt). Among them only strains gt 3, 4 and 7 are zoonotic. Farm animals,
such as pigs and rabbits are mainly infected with the virus, whereas wild boar and deer are its
sylvatic reservoirs. Food of animal origin is the major source of the virus and consumption of
contaminated food could result in human infection. HEV infections in animals are not fatal as
well as they do not cause breeding loses, but in humans, especially in pregnant women can
result in serious health problems.

The aim of the study was a molecular and serological assessment of the occurrence
of HEV infections in slaughtered rabbits. Furthermore, a virus detection in samples of pig’s
edible blood and liver used for production of offal-derived foodstuffs was performed.
An important part of this research was an adaptation of an ELISA kit used for testing
of human sera for the presence of the anti-HEV antibodies in rabbits. Subsequently,
the identification of zoonotic virus strains in animals entering the food chain was also
conducted. In addition, samples of pig’s edible blood and liver were analyzed
for the presence of porcine adenovirus (pAdV) being an index virus of food contamination
by other faecaly derived enteric viruses. In total, 1210 samples, encompassing the pairs
of rabbit’s blood and livers (n=482), as well as samples of pigs’ livers (n=100) and pooled pig’s
blood (n=146) were used in the study. The slaughtered rabbits were raised on the small-scale
farms located in Wielkopolska and Podkarpackie provinces and on commercial rabbits farms
from Mazovia province. In the case of pigs they originated from farms of central and eastern
Polish provinces. Moreover, in slaughtered pigs the relationship between farm size (the
number of animals raised), feeding type, housing system, and frequency of HEV infections was
assessed. The pigs’ livers were purchased from the local meat retailers, while samples of pigs’
and rabbits’ blood including rabbits’ livers were taken during their slaughter.

The isolation of viral RNA from samples of rabbits’ blood as well as rabbits’ and pigs’
livers was performed using a QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Detection of HEV RNA in food samples was conducted by the use of a duplex real-time
RT-qPCR method, while the presence of a feline calicivirus (FCV) constituting a food sample
process control was detected by a one-step real-time RTPCR. Detection of pAdV DNA was done
by the real-time PCR. For the identification of the genotype and subtype of porcine and rabbit
HEV strains, the nucleotide sequence analyses of the HEV ORF2 and/or ORF 2/3 genome

fragments were conducted.



One- and two-way analysis of variance (ANOVA) with an interaction was used for
a statistical assessment of an optimal protein A (conjugate) concentration to be used in the
adapted ELISA kit for the detection of specific anti-HEV antibodies in rabbits’ sera. The
differences in HEV occurrence in rabbits originating from small- and large-scale commercial
farms, as well as in pigs’ livers and blood samples were assessed using a Student’s t-test.
Additionally, a chi-square (x?) independence test was applied to check the presence
of a correlation between serological and molecular results of the prevalence of HEV infections
in rabbits. Furthermore, the analysis of variance with confidence intervals was used to assess
the differences in a frequency occurrence of HEV and pAdV in liver and blood of slaughtered
animals originating from small, medium and large farms.

The protein A was adopted in ELISA kit for the detection of HEV infections in rabbits
as it showed a cross reactivity with human and rabbit IgG antibodies. To determine its optimal
concentration several dilutions of protein A were tested against the panel of rabbit’s control
sera and those included in ELISA kit. Subsequently, the modified ELISA was used for the
detection of anti-HEV antibodies in 482 rabbit sera. The presence of anti-HEV IgG was shown
in 6% (29/482) sera samples. Viral RNA was found in 14.9% (72/482) rabbit livers collected
from animals raised only on the small-scale rabbit farms. When serological (ELISA) and
molecular (PCR) results were analysed, there were no significant differences observed
in the frequency of HEV infections between rabbits from small-scale and large commercial
farms (t = 2.675, p = 0.015 < 0.05 for ELISA and t = 2.705, p = 0.014 < 0.05 for PCR).
A phylogenetic analysis of the ORF2 and ORF2/3 genome fragments of rabbit HEV strains
showed that they belong to the group of HEV gt 3 strains of “ra” subtype.

HEV RNA was detected in both pig’s blood (5/146; 3.4%; 95% Cl: 1.1 — 7.8) and liver
(1/100; 1.0%; 95% Cl: 0.0 — 5.0) intended for human consumption with no significant
differences observed in the frequency of virus occurrence between these by-products
(t = 1.33; p = 0.182 > 0.05). The phylogenetic analysis of ORF2 nucleotide sequences
of detected swine HEV strains showed their affiliation to the 3f and 3e subtype groups.
PAdV was only found in pig’s blood (19/146; 13.0%; 95% Cl: 8.0 — 19.5). The nucleotide
sequences of the fragment of the hexon capsid protein gene were all classified to the
respiratory pAdVs of serotype 5. Of note is that their presence in blood did not result from

fecal contamination. This finding indicates that the use of pAdV as an indicator of fecal



contamination of food may have a limited value when identification of the virus serotype
is not performed.

The number of animals raised on the farm and geographical location of the farms
in Poland had no influence on the occurrence of HEV and pAdV infections in pigs (F = 0.81,
p =0.447 > 0.05 for HEV; F = 0.42, p = 0.655 > 0.05 for pAdV). Likewise, the feeding type and
housing system had also no significant influence on the frequency of HEV infections
in slaughtered pigs.
Nowadays, there were no studies conducted in Poland aiming the identification of HEV
infections in animals entering the food chain, and testing the food of animal origin for the
presence of HEV. For the purpose of detection of HEV specific antibodies in slaughtered
rabbits, the ELISA recomWell HEV IgG (human) was employed. Moreover, the presence
of zoonotic gt 3 HEV strains in rabbits’ and pigs’ livers, as well as in edible pig’s blood was
shown. This could indicate at a possible risk of virus transmission to humans via food

of animal origin.



