REZUMAT

Virusul hepatitei E (VHE) este agentul cauzal al unei hepatite acute cu evolutie
autolimitanta la om si a unei infectii subclinice la animale. in Europa, atét la om, céat si
la animale, cel mai frecvent genotip identificat este VHE-3. Dovezile directe au aratat
ca VHE de la suine si cerb au caracter zoonotic iar cele indirecte au aratat ca in plus
fata de acestea, tulpini VHE de la iepure si probabil de la sobolan pot fi asociate cu
infectia zoonotica. in Romania, existd o necesitate in ceea ce priveste identificarea si
caracterizarea tulpinilor VHE circulante la om si animale. Caracterizarea tulpinilor VHE
circulante in tara noastra si analiza filogenetica a acestora poate contribui la estimarea
rolului animalelor in epidemiologia infectiei cu VHE la om.

Teza de doctorat cu titlul “Cercetari epidemiologice si etiologice privind
infectia cu virusul hepatitei E la animalele salbatice si evaluarea riscului zoonotic
al acesteia” este structurata, conform normelor in vigoare, in doua parti principale:
partea I, denumita “Stadiul actual al cunoasterii” ce include un numar de 34 de
pagini in care sunt prezentate date extrase din literatura de specialitate cu privire la
infectia cu VHE si partea a ll-a, intitulata ,,Contributii personale” in care sunt expuse
rezultatele cercetarilor efectuate pe parcursul perioadei de studii doctorale. Aceste
parti sunt completate, conform acelorasi norme, cu introducerea, rezumatul si lista
surselor bibliografice.

Prima parte, “Stadiul actual al cunoasterii”, este structurata in patru capitole
si subcapitolele asociate acestora, in care au fost prezentate informatiile extrase din
literatura de specialitate cu privire la agentul etiologic si infectiile produse de acesta la
om si animale, situatia epidemiologica a infectiei cu VHE la animalele salbatice, stadiul
cunoasterii in Romania, precum si date referitoare la caracterul zoonotic al infectiei cu
VHE si epidemiologia infectiei cu VHE la om asociata tulpinilor VHE zoonotice.

Primul capitol, cu titlul “Date bibliografice privind infectia cu virusul
hepatitei E”, descrie in primele doua subcapitole date legate de agentul etiologic si
dinamica infectiilor produse de acesta la om si animale. In subcapitolele ulterioare sunt
prezentate date cu privire la diagnosticul infectiei cu VHE si masurile de profilaxie si
combatere ale acesteia.Sintetizarea datelor cuprinse in acest capitol arata ca VHE este
un virus de tip ARN, monocatenar, nesegmentat cu polaritate pozitiva, ce cuprinde trei
cadre deschise de citire (ORF 1-3). Virusul hepatitei E este singurul membru al familiei
Hepeviridae in care au fost desemnate genotipuri si subtipuri pentru incadrarea
diverselor tulpini de virus izolate de la om si animale. Dintre acestea, genotipurile 1-4
sunt considerate genotipuri majore, ultimele doua avand caracter zoonotic. Cea mai
importanta problema cu privire la izolarea in vitro a VHE o reprezinta lipsa unui sistem
eficace de culturi celulare pentru propagarea acestuia, ceea ce explica modalitati de
transmitere insuficient cunoscute, mecanisme patogenetice neelucidate, limitarea
studiilor de virulenta si a celor de elaborare a vaccinurilor.

Capitolul 11, intitulat “Stadiul cunoasterii privind infectia cu virusul hepatitei
E la animale salbatice”, include doua subcapitole, in care sunt prezentate situatiile



epidemiologice ale infectilor cu VHE din specia Ortohepevirus A si, respectiv,
Ortohepevirus C la animale salbatice. Dintre genotipurile speciei Ortohepevirus A, doar
VHE-3 a fost identificat la animale s&lbatice in Europa. in acest continent, tulpini VHE
incadrate in specia Ortohepevirus C au fost izolate de la sobolan, vulpe si nurca.

in capitolul 1ll, denumit “Stadiul cunoasterii privind infectia cu virusul
hepatitei E in Romania”, sunt prezentate datele existente in literatura internationala
si nationala cu privire la infectia cu VHE in Romania. Datele prezentate in doua
subcapitole arata ca infectia cu VHE a fost cercetata la om si suine. Studiile intreprinse
la populatia umana din estul Romaniei au fost realizate concomitent cu investigatiile
realizate la suinele domestice si au dus la suspicionarea unei posibile asocieri a
infectiei la om cu prezenta VHE la suine. Caracterizarea tulpinilor VHE izolate de la
suinele domestice a aratat ca acestea apartin VHE-3.

Capitolul 1V, “Stadiul cunoasterii privind hepevirusurile cu caracter
zoonotic si epidemiologia infectiei la om”, cuprinde date din literatura de
specialitate cu privire la caracterul zoonotic al infectiei cu VHE. Acest subiect a fost
abordat sistematic, in trei subcapitole, prin documentari asupra capacitatii VHE de a
traversa bariera de specie, asupra factorilor implicati in infectia zoonotica si asupra
situatiei epidemiologice a infectiei la om asociata tulpinilor VHE zoonotice. Atat studiile
cu privire la infectia naturald, cat si la cea experimentala, aratd ca nu toate tulpinile
VHE izolate de la animale pot fi asociate cu infectia zoonotica. in Europa, alimentatia
este considerata principala sursa de transmitere a infectiei cu VHE. Predominanta
subtipului VHE-3c la om si substituirea subtipurilor prevalente anterior in unele tari au
fost asociate cu importurile carnii de porc din alte tari Europene.

Partea a doua a prezentei teze de doctorat, “Contributii personale”, cuprinde
sase capitole (V-X): un prim capitol atribuit descrierii scopului, obiectivelor si activitatile
asociate acestora, urmat de alte 4 capitole in care sunt detaliate partile componente
ale fiecarui studiu intreprins, de la material si metoda la rezultate si discutii si un ultim
capitol desemnat concluziilor finale, in care sunt enumerate remarcile observate prin
analiza generala a rezultatelor obtinute.

In Romania, infectia cu VHE a fost documentata intr-un numar redus de studii
si realizate preponderent in zona de est a tarii. Prin urmare, scopul acestei lucrari este
de a evalua caracterul zoonotic al tulpinilor VHE circulante in Romania, prin cercetari
menite s& contribuie la imbunatatirea datelor epidemiologice si etiologice ale infectiei
cu VHE in zona de est a tarii. in acest sens, obiectivele propuse au constat in:
evidentierea circulatiei VHE la animale salbatice din estul Romaniei prin evaluarea
seroprevalentei anticorpilor specifici anti-VHE la mistreti, identificarea tulpinilor VHE
circulante la animalele salbatice a caror carne poate fi utilizata in cosumul uman,
evaluarea rolului sobolanilor in epidemiologia infectiei cu VHE in aria de studiu,
identificarea tulpinilor VHE circulante la populatia umana din estul tarii si stabilirea
relatiilor filogenetice dintre tulpinile identificate, dintre acestea si cele anterior detectate
la suinele domestice din Romania si alte tulpini VHE din intreaga lume, disponibile in
GenBank. Pentru aceasta, au fost realizate succesiv o serie de activitati principale,
alaturi de unele cu caracter preliminar sau secundar, destinate atingerii obiectivelor



propuse. Activitatile intreprinse au uzat de metode serologice, moleculare si de analize
bioinformatice. Acestea sunt descrise in capitolul V, intitulat “Scopul si obiectivele
tezei de doctorat”.

in capitolul VI, denumit “ Investigatii seroepidemiologice privind infectia cu
virusul hepatitei E la mistreti”, sunt prezentate rezultatele obtinute in urma efectuarii
unei testari serologice a probelor de ser recoltate de la mistreti din 7 judete situate in
estul Romaniei pentru detectia anticorpilor IgG anti-VHE. Au fost analizate 218 probe
de ser recoltate de la mistreti in perioada sezoanelor de vanatoare 2014 si 2015, cu
ajutorul Kit-ului comercial ID Screen® Hepatitis E Indirect Multi-species (IDVet
Diagnostics, Montpellier, Franta). Protocolul de lucru s-a realizat conform instructiunilor
furnizate de producatorul kit-ului. Datele cu privire la varsta mistretilor au fost obtinute
pentru animalele din judetul Galati iar distributia acestora in fonduri de vanatoare a fost
cunoscuta pentru acelasi judet si pentru judetul Buzau. Distributia numarului de probe
in cele 7 judete a variat, cel mai mare numar de probe fiind recoltate de la mistretii din
judetul lasi (n=110), urmat de judetele Galati (n=38) si Buzau (n=30). Un numar mai
mic de probe au fost recoltate de la mistretii din judetele Bacau (n=18), Vrancea (n=16),
Suceava (n=5) si Botosani (n=1).

Seroprevalenta aparenta a anticorpilor IgG anti-VHE, inregistrata in cadrul
acestui studiu, a fost de 11.92% (26/218; 95% CI, 0.076 — 0.162). Analiza rezultatelor
obtinute a aratat ca au fost identificati pozitiv mistreti din 5 judete din cele 7 analizate,
respectiv lasi, Bacau, Vrancea, Galati si Buzau, aceste rezultate putandu-se datora
distributiei neuniforme a numarului de probe in fiecare judet. Animale seropozitive au
fost identificate in doua din cele 18 fonduri de vanatoare analizate din judetul Galati si
in 3 din cele 15 fonduri de vanatoare analizate din judetul Buzau. Aceste rezultate au
semnalat caracterul persistent si, totodata, a celui de propagare a infectiei cu VHE la
populatia de mistreti din estul Roméaniei, prin identificarea infectiei si in alte fonduri de
vanatoare decét cele anterior identificate pozitiv de Botezatu si colab., 2014.

Seroprevalenta inregistratd a fost mai mare decat cea anterior detectata la
mistreti din zona de studiu iar raportarea acesteia la ratele de seroprevalenta
inregistrate in alte tari Europene indica o rata relativ scazuta. Aceste rezultate se pot
datora tehnicilor diferite de diagnostic, a factorilor aflati in legatura cu caracteristicile
biologice si ecologice ale populatiilor de mistreti si a celor legati de raspandirea
virusului in perioadele analizate.

Analiza rezultatelor in functie de categoria de varsta analizata a aratat ca
acestea sunt in concordanta cu cele din literatura de specialitate, care atesta ca infectia
cu VHE la mistreti nu este dependenta de varsta.

Semnalarea infectiei cu VHE la populatia de mistreti analizata, prin detectia
anticorpilor IgG anti-VHE, a reprezentat fundamentul studiilor ulterioare, care au avut
ca obiective identificarea si caracterizarea tulpinilor VHE circulante la animale salbatice
din zona de studiu.

n continuare, capitolul VII, intitulat “Detectia moleculara a virusului hepatitei
E la mistreti, cervide si iepuri salbatici’, cuprinde rezultatele obtinute in urma testarii
probelor recoltate de la mistreti, cervide si iepuri din zona de studiu. Probele au fost
recoltate de la animale vanate Tn perioada sezoanelor de vanatoare 2013-2015,



dedicate fiecarei specii de vanat. Au fost analizate 78 de probe, 50 de la mistreti (probe
de ficat, n=45 si probe de splina, n=5), 16 de la cervide (probe de ficat) si 12 de la
iepuri salbatici (probe de ficat). Nu se cunosc datele cu privire la varsta cervidelor si a
iepurilor de la care s-au recoltat probele de ficat si cele cu privire la distributia numarului
de animale in cadrul celor doua specii de cervide analizate: Capreolus capreolus si
Cervus elaphus. Pentru 37 din cei 50 de mistreti analizati, au fost obtinute date cu
privire la varsta, acestia fiind incadrati in una din urmatoarele categorii de varsta: < 1
an (n=4), 1-2 ani (n=11), > 2 ani (n=22).

Activitatile intreprinse au utilizat metode moleculare clasice [Cooper si colab.,
2005; Bouquet si colab., 2011] si in timp real [Jothikumar si colab., 2006; Barnaud si
colab., 2012] iar analiza bioinformatica a inclus instrumentele necesare incadrarii
tulpinilor VHE identificate (BIOEDIT, BLAST, MEGA 7).

Rezultatele obtinute a aratat ca VHE a fost identificat in 9 probe din cele 78
analizate, acestea provenind de la mistreti. Datele publicate in literatura de specialitate
arata ca lipsa sau ratele scazute de detectie a VHE la cervide sunt comune pentru o
serie de studii care au intreprins cercetari simultane la mistreti si la acestea. In baza
acestor date au fost emise unele ipoteze, care ar putea reprezenta o parte din cauzele
lipsei de detectie a VHE la cervide: selectivitatea acestora in alegerea surselor de
hrana si apa, precum si particularitatile anatomice - lipsa vezicii biliare, aceasta din
urma fiind esentiala pentru disociera lipidelor de virioni, prin secretia acidul dezoxicolic,
necesar unui astfel de proces.

Mistretii ARN-VHE pozitivi au provenit din doua judete, Vrancea si Suceava,
care sunt situate la polurile opuse in aria de studiu - estul Romaniei. Prevalenta
aparentd a VHE la mistretii analizati a fost de 18%, iar cea pentru fiecare judet
identificat pozitiv de 25% (2/8) si de 23.33% (7/30). ARN-ul VHE a fost detectat la
mistretii din categoria de varsta 1-2 ani (2/11 — 18.18%) si la cei din categoria > 2 ani
(7122 — 31.81%). Analiza rezultatelor, in functie de tipul de tesut analizat, a aratat ca 2
din cele 9 probe identificate pozitiv sunt de origine splenica.

Analizele ulterioare au aratat ca 5 produsi RT-nested PCR au fost obtinuti:
pentru una din cele doua probe de splina VHE pozitive si pentru patru din cele sapte
probe de ficat VHE pozitive. Analiza filogenetica a evidentiat ca diferite tulpini de VHE
circula la mistretii din cele doua judete, prin incadrarea tulpinilor identificate in 2 grupuri
monofiletice.

Raportarea rezultatelor obtinute la cele prezentate in literatura de specialitate
a dus la suspicionarea caracterului zoonotic al tulpinilor VHE identificate, prin inrudirea
genetica a acestora cu tulpini ale VHE izolate din cazurile autohtone de infectie la om.
De asemenea, inrudirea tulpinilor VHE izolate de la mistreti din judetul Suceava cu o
tulpina VHE anterior identificatad la suinele domestice din tara noastra, sugereaza o
posibila corelare a ratelor crescute de seroprevalenta a anticorpilor IgG anti - VHE la
populatia din estul Roméaniei cu prezenta VHE la animalele din acesta zona.

Pentru a evalua rolul sobolanilor in epidemiologia infectiei cu VHE in zona de
studiu, dar si al altor animale salbatice, in capitolul VIII, denumit “Studii moleculare
pentru identificarea tulpinilor VHE circulante la sobolan si la alte specii de



animale”, au fost efectuate analize moleculare si bioinformatice necesare incadrarii
tulpinilor VHE circulante. Au fost analizate, prin diferite metode de biologie moleculara,
69 de probe de ficat recoltate de la animale salbatice (52 de sobolani, patru dihori, o
nutrie, un bizam, o cartita, un soarece si noua vulpi). Toate probele au fost testate prin
trei protocoale descrise in literatura de specialitate. Doua dintre acestea sunt specifice
pentru detectia genotipurilor patogene pentru om (VHE-1 - VHE-4) si au fost descrise
in capitolul anterior iar una pentru detectia a diverse hepevirusuri, printre care sia VHE
de la sobolan [Johne si colab., 2010]. in urma analizelor efectuate, VHE a fost
identificat la sobolani prin utilizarea metodei specifice pentru detectia VHE de la
sobolani si de la alte mamifere.

Tn plus, probele recoltate de la vulpi au fost analizate prin dou& protocoale de
lucru PCR clasic dezvoltate in acest scop, care au utilizat seturile de primeri folosite
de Bodewes si colab., 2013 pentru detectia VHE la vulpi din Olanda. Aceste protocoale
au fost denumite PCR-ORF2 si PCR-ORF1, in functie de segmentul amplificat. Analiza
electroforeticd a produsilor de amplificare obtinuti prin PCR-ORF1 a evidentiat
prezenta unei benzi ADN in pozitia asteptata (362bp) pentru una din cele 9 probe
analizate. Prezenta benzilor nespecifice de amplificare pentru acest produs arata
necesitatea optimizarii protocoalelor dezvoltate si a reconfirmarii prezentei VHE la
vulpe in tara noastra.

Sobolanii au fost capturati in diferite locatii din patru judete ( Suceava, lasi,
Bacau si Tulcea) situate Tn zona de studiu: proximitatea unei crescatorii de suine in
sistem intensiv, proximitatea unei crescatorii de suine in sistem semi-intensiv,
proximitatea unei crescatorii de suine in sistem extensiv, proximitatea unei crescatorii
cu diverse specii de animale (stana), proximitatea unei ferme de bovine, proximitatea
ghenelor de gunoi si in imprejurimile asezarilor rurale. Au fost identificate ca fiind ARN-
VHE pozitiv noua din cele 52 de probe testate. Analiza rezultatelor a aratat ca VHE
este prezent la sobolani din fiecare judet analizat si din patru locatii din cele sapte
analizate. Aceste rezultate arata o distributie larga a VHE la sobolani in zona de studiu.

Caracterizarea tulpinilor VHE identificate a aratat ca acestea apartin subtipului
specific VHE de la sobolan, respectiv C1. Analiza filogenetica a evidentiat grade diferite
de inrudire genetica dintre tulpinile izolate (84.84% - 91.18%) iar procentele maxime
de identitate nucleotidica dintre acestea si cele din GenBank au valori cuprinse intre
85% si 89%. Aceeasi analiza a aratat ca una din tulpinile identificate la sobolanii din
judetul Bacau se inrudeste genetic cu doua tulpini VHE-4 izolate de la suine in China,
in proportie de 73% si 72% (identitate nucleotidica). Aceste rezultate genereaza noi
date cu privire la gradul de inrudire genetica dintre speciile genului Orthohepevirus.

Capitolul IX, “Cercetari privind caracterul zoonotic al infectiei cu virusul
hepatitei E prin evaluarea acesteia la populatia umana din estul Romaniei”,
cuprinde rezultatele analizelor serologice si moleculare realizate pentru identificarea
infectiei cu VHE la grupuri de pacienti din populatia de est a Romaniei. in acest sens,
au fost preluate probe biologice (ser, plasma sau fecale) din 3 unitati sanitare din estul
Romaniei: Spitalul de Boli Infectioase "Sfanta Parascheva" lasi, Directia de Sanatate
Publica lasi (DSP lasi) si Directia de Sanatate Publica Vrancea (DSP Vrancea).



Au fost analizate doua grupuri de pacienti spitalizati in cadrul a doua spitale din
zona de studiu: pacienti cu hepatitd acuta (Spitalul de Boli Infectioase "Sfanta
Parascheva" lasi) si pacienti fara afectiuni hepatice (Spitalul Judetean de Urgenta
"Sfantul Pantelimon" Focsani). In cadrul primului grup (n=94) au fost inclusi pacienti cu
hepatita acutd de cauza necunoscuta (n= 48) si pacienti cu hepatitd acutad non-A, non-
B (n=46) iar in cadrul celui de-al doilea grup (n=40), pacienti cu TBC (n=3) si paciente
lehuze (n=37). In studiu au fost incluse si probe de la personal medical (n=16) din
cadrul Spitalului de Boli Infectioase "Sfanta Parascheva" din lasi.

Probele de ser de la personalul medical, de la pacientii cu hepatita acuta de
cauza necunoscuta si de la cei fara afectiuni hepatice au fost testate, initial, pentru
detectia anticorpilor totali anti-VHE (Ab VHE) cu ajutorul kit-ului comercial ELISA HEV
Ab (Diagnostic Bioprobes, Italia). Ulterior, o parte din probele de la pacientii cu hepatita
acutd de cauza necunoscuta au fost testate, impreuna cu cele de la pacientii cu
hepatita acutad non-A, non-B pentru detectia anticorpilor IgM anti-VHE cu ajutorul kit-
ului comercial ELISA HEV IgM (Diagnostic Bioprobes, Italia). Probele de ser de la
pacientii fara afectiuni hepatice Ab VHE pozitivi si probele de la pacientii cu hepatita
acuta cu diferite rezultate serologice au fost testate pentru detectia ARN-ului VHE.

Rezultatele obtinute arata ca infectia cu VHE a fost prezenta la 29.16% (95%
IC, 16.31 - 42.03) din pacientii cu hepatita acuta de cauza necunoscuta si la 32.5%
(95% IC, 17.98 - 47.02) din pacientii fara afectiuni hepatice, prin detectia anticorpilor
totali anti-VHE. Detectia anticorpilor IgM anti-VHE la pacientii cu hepatita acuta a aratat
ca 10% (9/90) au prezentat o infectie acuta cu VHE la momentul spitalizarii. Detectia
ARN-ului VHE la doi pacienti dintre cei noua IgM anti-VHE pozitivi, arata ca acestia au
suferit o infectie cu VHE relativ recenta fatd de momentul spitalizarii. Unul din cei doi
pacienti cu ARN-VHE pozitivi a consumat carne de porc aprovizionata din galantarul
unui magazin.

Caracterizarea tulpinilor VHE circulante a dus la incadrarea acestora in subtipul
VHE-3c, cel mai frecvent subtip identificat in Europa. Analiza filogenetica a aratat ca
acestea se inrudesc genetic cu tulpini VHE de la om, suine, mistreti si capra domestica
din Europa. Aceste rezultate, impreuna cu cele obtinute la caracterizarea tulpinilor VHE
circulante la mistreti, care au aratat prezenta a diferite subtipuri de VHE-3, au dus la
emiterea a doua ipoteze cu privire la infectia cu VHE detectata la om. Prima ipoteza
sugereaza asocierea infectiei cu importurile carnii de porc din tari ale UE in care VHE-
3c este prevalent iar cea de-a doua ipoteza sugereaza posibilitatea unei infectii
autohtone si implicit existenta a diverse subtipuri de VHE la om si animale in Romania.

Capitolul X, “Concluzii finale”, cuprinde o sinteza a concluziilor partiale, dupa
0 analiza de ansamblu a datelor prezentate in capitolele anterioare. Rezultatele acestei
lucrari ofera date noi cu privire la infectia cu VHE in Romaénia, prin semnalarea acesteia
la populatia umana si la animale salbatice din estul tarii. Observatiile facute pe
parcursul acestei lucrari, in urma cercetarilor intreprinse, semnaleza posibilitatea unor
infectii zoonotice cu VHE si necesitatea implementérii unui program national de
prevenire, supraveghere si control a hepatitei E in Romania.



