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POPIS KRATICA

HVBS — hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom
HFRS — haemorrhagic fever with kidney syndrome
HVBYV - virus hemoragijske vruc¢ice s bubreznim sindromom
PUUV — Puumala virus

DOBYV — Dobrava virus

SEOV — Seoul virus

HNTYV — Hantaan virus

SAAV — Saaremaa virus

TULV - Tula virus

SAD — Sjedinjene Ameri¢ke Drzave

IUCN — Medunarodna unija za zastitu prirode i prirodnih resursa (eng. International Union for

Conservation of Nature and Natural Resources)

IgG — imunoglobulini G

ELISA — imunoenzimni test (eng. enzyme-linked imunosorbent assay)
DIL G — pufer za razrjedivanje uzorka (eng. IgG sample dilution buffer)
HRP — peroksidaza hrena (eng. horseradish peroxidase)

TMB — Tetrametilbenzidin

NTU — NovaTec Units
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1. UVOD

Orthohantavirusi uzrokuju dvije bolesti, hemoragijsku vrucicu s bubreznim sindromom
(HVBS) koja je endemska u Europi i Aziji, te hantavirusni pluéni sindrom u Sjevernoj i Juznoj
Americi. Hemoragijska vrucica s bubreznim sindromom, koja se naziva i misja groznica, je akutna
febrilna virusna zoonoza uzrokovana virusima iz reda Bunyaviridae, porodice Hantaviridae, roda
Orthohantavirus. HVBS se oc€ituje naglim nastupom vrucice, boli u donjem dijelu leda,
hemoragi¢nim simptomima i simptomima od strane bubrega (LOVRIC i sur., 2018.). Prvi podaci
o oboljenjima, koji odgovaraju bolesti za koju danas znamo da je HVBS, opisuju se jo$ u staroj
kineskoj medicinskoj knjizi iz 960. godine nove ere. Pocetak istrazivanja bolesti povezujemo s
prvim slu¢ajem HVBS spomenutim u spisima jedne bolnice u Vladivostoku (Rusija), 1913.
godine, te poglavito opseznijom epidemijom opisanom tijekom drugog svjetskog rata u Japanu,
kada je oboljelo preko 10000 vojnika. Iz tog razloga tijekom 30-ih i 40-ih godina 20. stoljec¢a
Rusija i Japan su oformili istrazivacke timove koji su trebali povezati simptome, razjasniti
epidemiologiju bolesti te na¢i uzro¢nika. Uzimali su uzorke krvi 1 urina, no nisu uspjeli izdvojiti
uzro¢nika. Pedesetih godina u JuZnoj Koreji formiran je epidemioloski centar za HVBS. Prvi put
uzroénik je dokazan wu tkivima bubrega 1 pluéa oboljelih u Koreji indirektnom
imunofluorescencijom 1976. godine, a 1978. je uspjesno izdvojen i1z krvi bolesnika. Uzroc¢nik je
nazvan Hantaan virusom, po rijeci Hantaan u Koreji 1980-ih. Taj je virus, te njemu sli¢ni virusi,
bio povezan uz hemoragijsku vruéicu u Koreji, Kini i Japanu, nefrosonefritis u Rusiji te
epidemijsku nefropatiju u Skandinaviji. Napokon, 1984. odreden je novi rod virusa, nazvan
Hantavirus, koji obuhvac¢a sve patogene koji uzrokuju HVBS (JI i sur.,, 2019.), a danas je

preimenovan u Orthohantavirus.

Covijek se inficira orthohantavirusima izravnim dodirom s glodavcima, koji su rezervoari za
virus, te indirektno aerosolom nastalim od sline, mokrace 1 fecesa glodavaca, kao 1 preko
kontaminiranih povrSina, hrane ili vode (NIKLASSON, 1992.). Najces¢e se inficiraju radnici
pojedinih profesija kao Sto su farmeri, vojnici, Sumari te ljudi koji puno vremena provode u prirodi,
poput planinara (BLAZEVIC 1 MARUSIC, 2023.). Ne postoje dokazi o infekciji
orthohantavirusom direktnim prijenosom s covjeka na ¢ovjeka (VAHERI i sur.,, 2012.). HVBS u
Europi uzrokuje tri orthohantavirusa: Orthohantavirus puumalaense (Puumala virus, PUUV), ¢iji
je rezervoar Sumska voluharica (lat. Myodes glareolus, prije Clethrionomys glareolus),

Orthohantavirus dobravaense (Dobrava virus, DOBV) ¢iji su rezervoari poljski mi§ (lat.
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Apodemus agrarius) 1 zutogrli Sumski mis (lat. Apodemus flavicollis) t¢ DOBV vrlo srodan
Orthohantavirus dobravaense (Saaremaa virus, SAAV) ¢iji je rezervoar takoder Sumski mi$
(VAPALAHTI i sur., 2003.). Ovi virusi se zna¢ajno razlikuju u patogenosti te teske oblike bolesti
s mogucim smrtnim ishodima ponajprije uzrokuje DOBYV, nesto rijede PUUV dok SAAV iznimno

uzrokuje oboljenja i to s blagim klinickim oblikom.

U Republici Hrvatskoj (RH) bolest je prvi put opisana 1954. godine (RADOSEVIC i
MOHACEK, 1954.) od kada se kontinuirano biljeze slucajevi oboljenja u ljudi na razli¢itim
podruc¢jima kontinentalne Hrvatske. U epidemijama, razliCitog opsega i na razli¢itim lokacijama
RH, dokazane su infekcije ljudi s PUUV i DOBV virusima dok je pretrazivanjem glodavaca
dokazana cirkulacija i druga dva pripadnika orthohantavirusa, SAAV (PLYUSNINA i sur., 2011.)
te Orthohantavirus tulaense (Tula virus, TULA) za kojeg je takoder dokazano da moze inficirati
ljude, ali se generalno smatra nepatogenim (SCHARNINGHAUSEN i sur., 2002.). Nedavno je po
prvi put u RH dokazanao i prisustvo jo§ jednog nepatogenog orthohantavirusa, Orthohantavirus

seewisense (Seewis virus, SWSV) (SVOBODA i sur., 2023.).

Bez obzira na zabrinjavaju¢u epidemioloSku situaciju sustavan nadzor proSirenosti
orthohantavirusa, ukljucivsi i ove s izrazitim zoonotskim znacajem, u svrhu procijene rizika za

oboljevanje ljudi na podru¢ju RH se ne provode.

Oboljenja Zivotinja uslijed infekcije hantavirusima nisu opisivana. Tako nisu opisivana niti u
macaka, no postoje dokazi da one mogu biti inficirane i seroloSki pozitivne. Kako je nadzor
prosirenosti uzro¢nika ove bolesti zahtjevan ukoliko se pretraZzuju rezervoari, zbog bliskog
suzivota ljudi 1 macaka kuénih ljubimaca te mogucéeg dokaza infekcija ovih Zivotinja koje mogu
biti pokazatelj prisustva uzro¢nika na nekom ograni¢enom prostoru i posljedi¢no sluZziti procijeni
rizik od oboljenja u ljudi, u ovom radu je po prvi put u RH istrazena mogucénost koristenja macaka

kao sentinel zivotinja.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Etiologija hantavirusa

Hantavirusi su zoonotski RNK virusi s ovojnicom, koji pripadaju rodu Orthohantavirus,
porodici Hantaviridae i redu Bunyavirales (BRUGGER i CHUARD, 2022.). Primarni nositelji
hantavirusa su razliCite vrste glodavaca, a razliCite vrste orthohantavirusa prosirene su na razli¢itim
geografskim podru¢jima medu razliCitim rezervoarima, najviSe iz podporodica Murinae,
Sigmodontinae 1 Arvicolinae. Generalno, vrste hantavirusa koje uzrokuju HVBS povezane su s
potporodicom glodavaca Murinae, dok hantavirusi uzro¢nici kardiopulmonalnog sindroma
povezani su uz potporodicu Sigmodontidae kao primarne rezervoare. Vecina hantavirusa ¢iji su
domacini glodavci iz potporodice Arvicolinae smatraju se nepatogenima za ljude, osim primjerice
PUUYV, ¢iji je rezervoar Sumska voluharica. Takoder se smatra da svaka vrsta virusa ima afinitet
prema specificnom rezervoaru, primjerice rezervoar prije spomenutog PUUV je Sumska

voluharica, a rezervoar DOBV je u pravilu zutogrli Sumski mi§ (MUYANGWA 1 sur., 2015., BEDI
isur., 2022.).

U Europi cirkulira najmanje pet vrsta orthohantavirusa, od kojih su i na podru¢ju RH dokazani
PUUV, DOBYV, SAAV, TULA i SWSW. Oni se znacajno razlikuju prema rezervoarima kao 1

patogenosti te posljedi¢no znacaju za javno zdravstvo (Tablica 1.).

Koji virusi ¢e biti prisutni na kojem podrucju primarno ovisi o prisustvu glodavaca koji su im
specifiéni primarni rezervoari. Kako se rasprostranjenost rezervoara na ve¢em dijelu Europe
preklapa (Slika 1.) tako postoji 1 moguénost kocirkulacije razlicitih orthohantavirusa na istom

geografskom podrugju $to je zabiljeZeno i na podruju RH (VILIBIC-CAVLEK i sur., 2017.).



Tablica 1. Prikaz cirkulirajuéih vrsta orthohantavirusa u Europi (prilagodeno iz VAHERI i sur.,

2012.)
Virus Rezervoari Bolest
Virusi ¢iji su nositelji
voluharice
Puumala* Myodes glareolus (Sumska Srednje teSka HVBS
voluharica)
Tula* Microtus arvalis (poljska Ljudi se mogu

Virusi ¢iji su nositelji miSevi
ili Stakori
Dobrava-Belgrade*

(or DOBV-AY)
(or DOBV-Ap)

Saaremaa*

(or DOBV-Aa)

Seoul*

Virusi ¢iji su nositelji

insektivori

Seewis, Nova

voluharica), M. levis
(isto¢noeuropska voluharica)

Ostali pripadnici roda Microtus

Apodemus flavicollis (zutogrli mis)

Apodemus ponticus (crnomorski
poljski mis)

Apodemus agrarius (Sumski mis)

Rattus norvegicus (smedi Stakor),

R. rattus (crni Stakor)

inficirati, ali samo
jedan prijavljeni slucaj

HVBS

Teska HVBS

Srednje teska HVBS

Blaga HVBS

Umjerena HVBS

Do danas nema poznatih slucajeva infekcija ljudi

*Sluzbeno priznate vrste virusa od strane Medunarodnog odbora za taksonomiju virusa.

O nomenklaturi

orthohantavirusa koje prenose vrste Apodemus jos se raspravija.

HVBS, hemoragijska vrucica s bubreznim sindromom; DOBYV, virus Dobrava-Belgrade



Poljski mis Apodemus agrarius ~ Crnomorski poljski mis  Apodemus ponticus

Slika 1. Geografska prosirenost glodavaca rezervoara patogenih hantavirusa u Europi: (a)
Myodes glareolus, rezervoar Puumala virusa. (b) Apodemus flavicollis, rezervoar Dobrava-
Belgrade virusa (DOBV-AYf). (¢) Apodemus agrarius, rezervoar Saaremaa virusa (i DOBV-Aa).
(d) Apodemus ponticus, rezervoar DOBV-Ap. Prosirenost se temelji na [IUCN Crvenoj listi
ugrozenih vrsta (azuriranje iz 2010. godine) (prilagodeno iz VAHERI i sur., 2012.)



2.1.1. Struktura i genom orthohantavirusa

Virusi iz roda Orthohantavirus, iako uzrokuju razli¢ite klinicke simptome, imaju sli¢nu
organizaciju genoma i morfoloski su slicni (HARDESTAM i sur., 2007.; MUYANGWA i sur.,
2015.). To su virusi s negativno nabijenom RNK s trosegmentalnim genomom (Slika 2.). Veliki
(L), srednje veliki (M) i kratki (S) segmenti kodiraju RNK-ovisnu RNK-polimerazu, prekursor za
dva povrsinska glikoproteina, Gn i Gc (koji se takoder nazivaju 1 G1 1 G2) te nukleokapsidni
protein (N). Nekim orthohantavirusima, kratki segment kodira i nestrukturni protein (NS), koji
ima funkciju antagonista inferferona. Genetska raznolikost rezultat je genetskog skretanja
(toCkaste mutacije u genomu i male insercije ili delecije u nekodiraju¢im regijama) ili
rekombinacije, odnosno genetske izmjene RNK segmenata. Genetske izmjene RNK segmenata se
pojavljuju &esée od skretanja (KRAUTKRAMER i sur., 2013.). Svi segmenti RNK su obavijeni
molekulama N-proteina, i tako tvore ribonukleoproteine (RNP). Genetski materijal nalazi se u

dvoslojnoj lipidnoj ovojnici s G1 i G2 povrSinskim glikoproteinima (MUYANGWA i sur., 2015.).

Genetsku 1 serolosku povezanost orthohantavirusa prati povezanost s glodavcima i €ini se
da su orthohantavirusi koevoluirali s glodavcima tijekom vise milijuna godina. Filogenetskom
analizom, pokazano je da virusi ¢iji su nositelji glodavci iz podporodica Arvicolinae (voluharice 1
leminzi), Sigmodontidae (Stakori i miSevi Novog svijeta) i Murinae (Stakori i miSevi Starog
svijeta), formiraju odvojene grane te da je genetska udaljenost izmedu prve dvije spomenute grane
manja (Slika 3.). Trenutno su poznate 22 vrste hantavirusa, no prou¢avanjem sve vise vrsta
glodavaca, taj broj ¢e se vjerojatno povecavati. Genetska varijacija izmedu vrsti virusa je povezana

s geografskom udaljenoS¢u koja prati migracije predaka svakog pojedinog glodavca nositelja

(VAHERI i sur., 2012.).
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Slika 2. Shematski prikaz viriona Ortohantavirusa. (A) Struktura virusa je sferi¢na, promjera 80-
120 nm, obloZena lipidnim dvoslojem u kojem su ugradeni glikoproteini (Gn i Ge). Unutar
viriona nalaze se tri segmenta RNK: kratki (S), srednji (M) i dugi (L). (B) S, M i L lanci, koji
kodiraju nukleokapsidni protein (433 aa), prekursor glikoproteina (1138 aa) i RNK-ovisnu RNK
polimerazu (2155 aa). (prilagodeno iz SENHGAL 1 sur., 2023.)
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Slika 3. Filogenetsko stablo orthohantavirusa. S lijeve strane su sojevi virusa Puumala, a s desne

sojevi virusa Dobrava i Saaremaa. Arvicolinae, Sigmodontidae i1 Murinae su rodovi glodvaca
rezervoara za pojedine viruse. Virusi prisutni u Europi su podcrtani. (prilagodeno iz:

VAPALAHTI i sur., 2003.)



2.1.2. UmnaZanje

Orthohantavirusi se vezu za receptore na stanici domacina i ulaze u stanicu endocitozom.
Umnazaju se u citoplazmi (transkripcija, translacija), a glikoproteini ovojnice se ve¢inom vezu za
Golgijev aparat te se tamo 1 sastavljaju od umnozenih dijelova (orthohantavirusi Starog svijeta), a
neki se (orthohantavirusi Novog svijeta) sastavljaju na citoplazmatskoj membrani.
Novosastavljeni virioni posjeduju svoju ovojnicu, sa Siljastim glikoproteinskim izdancima, koji
igraju ulogu i u ulasku u stanice 1 u samom sastavljanju virusa nakon replikacije. Novonastali virusi

izlaze iz stanice egzocitozom (VAHERI i sur., 2012.; MUYANGWA i sur., 2015.).

2.1.3. Virulencija

Glikoproteini ovojnice poticu prirodni imunosni odgovor usmjeren prema sprjecavanju
umnazanja virusa. Glavnu ulogu u obrani od infekcije orthohantavirusima imaju interferoni tipa 1
te aktivacija prirodno ubilackih (NK) stanica. No, kako bi prezivjeli, ovi virusi su razvili
mehanizme za inhibiciju puteva aktivacije transkripcije interferona tipa 1. Patogeni hantavirusi
ekspresijom G1 proteina inhibiraju indukciju IFN-befa, Sto ih 1 razlikuje od nepatogenih

(MUYANGWA i sur., 2015.).

2.1.4. Tenacitet

Razli¢iti rodovi unutar reda Bunyaviridae imaju razliCit tenacitet, ve¢inom zbog razllicih
nacina prenosenja, tako da primjerice neki rodovi virusa koji se prenose vektorima (artropodima),
slabo prezivljavaju u vanjskom okoliSu, jer ne postoji velika vjerojatnost da ¢e uopce biti izlozeni
vanjskom okoliSu. S druge strane, ve¢ina virusa iz roda Orthohantaviridae bit ¢e razmjerno otporni
u okolisu, jer se prenose glodavcima i njihovim sekretima i1 ekskretima (HARDESTAM 1 sur.,
2007.). Virus je opcenito osjetljiv na toplinu (inaktivacija pri 60°C kroz 30 minuta) te na etanol i

detergente. Na sobnoj temperaturi, sasuSeni orthohantavirusi uzgojeni na stani¢nim kulturama



mogu prezivjeti nekoliko dana, a virusi iz ekskreta glodavaca prezivljavaju i viSe od dva tjedna

(KALLIO i sur., 2006.).

Virusi iz ekskreta glodavaca (mokraca, izmet) prezivljavaju u okolisu i vise od dva tjedna Sto
omogucuje indirektno prenosenje, no Sirenje slinom zahtijeva direktni kontakt, jer je koliina sline
izlu¢ene u okolis vrlo mala, tako da je Sirenje slinom povezano uz agresivnost jedinki glodavaca i
njihove borbe. Istrazivanja su pokazala da virus uzgojen na stani¢nim kulturama inaktivira toplina
(56°C kroz 15 minuta), no ukoliko su se virusi prije inkubacije na kulturi isusili, na 56°C je dio
ostao infektivan i nakon jednog sata. (KALLIO 1 sur., 2006.). Glodavci, inaparentni kroni¢ni
nositelji, mogu $iriti virus svojim ekskretima (mokraca, slina, izmet) mjesecima (VAHERI i sur.,

2012.).

2.2. Epidemiologija orthohantavirusnih infekcija u Europi

U Europi, orthohantavirusi imaju znacajan utjecaj na javno zdravstvo. Infekcije su Ceste u
Finskoj, na sjeveru Svedske, Belgiji, Francuskoj, dijelovima Njemacke, Balkanu i u europskom
dijelu Rusije. Takoder, u nekim dijelovima Europe, poput Estonije, Latvije, Madarske 1 Grcke,
visoka je seroprevlencija u populaciji, no relativno je malo prijavljenih sluc¢ajeva HVBS. Nadalje,
u nekim drZzavama, poput Ujedinjenog Kraljevstva, Poljske i1 Ukrajine, nema dovoljno
epidemioloskih podataka o bolesti. To sve ukazuje na teSko poddijagnosticiranje
orthohantavirusnih infekcija u Europi (VAHERI i sur., 2012.). Na Balkanu, naj¢es¢i uzrok HVBS
je soj Puumala (75%), no soj Dobrava je glavni uzrok teskog oblika bolesti. Tijekom godina
izbjjanja (1986., 1989., 1995., 2002.) dolazi do opseznih epidemija i sa stotinama slucajeva
oboljenja, najvise tijekom ljeta. Seroprevalencija na Balkanu iznosi 5% za BiH, 4% u Gr¢koj, 1-

6% u Hrvatskoj i 1-7% u Sloveniji (VAPALAHTI i sur., 2003.).

U RH broj klinickih slu¢ajeva varira ovisno o godinama tako da se biljezi od desetak do ¢ak
400 slucajeva oboljenja ljudi (VILIBIC-CAVLEK i sur., 2021.), §to je u izravnoj vezi s okoli$nim

¢imbenicima.
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2.2.1. Okolisni ¢imbenici epidemija HVBS

Epidemioloski, izbijanja “misje groznice” mogu se predvidjeti, jer su epidemije usko
povezane s njenim rezervoarima, glodavcima, te njihovim stanistem i velicinom populacije, te se
tako ciklicno pojavljuju u razmacima od 3 do 4 godine. StaniSte voluharica i miSeva, koji su
rezervoari uzro¢nika, su Sumska vlazna podrucja te poljoprivredne povrsine (za poljskog misa),
Sto znaci da blizina Sume ili poljoprivredne povrsine naseljenom podrucju i1 koli¢ina biomase,

povecavaju rizik infekcije.

Pojavnost epidemija u ljudi prati dinamiku lokalnih populacija glodavaca, tako da broj
sluc¢ajeva oboljenja ljudi se povecava i smanjuje istim ritmom kao i veli¢ina populacija glodavaca.
Isto tako, populacije glodavaca se povecavaju ovisno o tome koliko su plodne neke biljne
populacije, za §to u Europi najvecu ulogu imaju bukva i hrast. Vrhunci epidemija pojavljuje se
najcesce ljeti (tijekom godisnjih odmora i pojacane aktivnosti u prirodi, ponajprije u srpnju) te

ponekad zimi (kada glodavci ulaze u ljudske nastambe) (VAHERI i sur., 2012.).

2.3. Patogeni u¢inak orthohantavirusnih infekcija

Tipicno za orthohantavirusne infekcije, je povecanje mikrovaskularne permeabilnosti, no
buduéi da orthohantavirusi ne stvaraju citopatogeni ucinak, pretpostavlja se da je povecana
propusnost endotela rezultat odgovora stanica na infekciju, a ne sam ucinak virusne replikacije.
Inficirane stanice izlu€uju citokine, koji privlace leukocite, pretezito mononukleare, a $to se vidi 1
na histoloSkim preparatima inficiranog tkiva (MUYANGWA 1 sur., 2015.). Stoga se smatra da,
osim navedenoga, ulogu u patogenezi imaju endotelne stanice, epitelne stanice razli¢itih organa,
monociti, makrofagi i dendriticke stanice. Upalna reakcija dovodi do aktivacije sustava
komplementa 1 dodatnog izlu€ivanja proupalnih citokina, kao $to su ¢imbenik tumorske nekroze
(TNF), interleukini, interferoni, ¢imbenici stimulacije kolonija i transformiraju¢ih ¢imbenika rasta,
no i dalje nije u potpunosti razjaSnjeno koji citokini imaju glavnu ulogu u poveéavanju propusnosti

kapilara kod orthohantavirusnih bolesti.
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Jo§ jedan c¢imbenik vazan za odrzavanje infekcije su regulatorni T-limfociti, koje
orthohantavirusi suprimiraju pri infekciji ljudi, tako smanjuju¢i imunosni odgovor na virus,
okrecu¢i imunosnu reakciju protiv vlastitih tkiva i time dovode do imunosnog osteéenja, dok se
funkcija istih u glodavaca potice, kako bi se odrzala perzistentna infekcija i kako bi se $to dulje

virusi izlu€ivali iz organizma.

Opéenito je prihvaceno da infekcije orthohantavirusima u prirodnih domacéina (glodavaca) ne
izazivaju bolest 1 smatraju se inaparentnim infekcijama. No, postoje istrazivanja koja su pokazala
daiu prirodnih domac¢ina mogu uzrokovati kraci zivotni vijek, sporiji rast i razvoj te patohistoloske

promjene u inficiranim tkivima (KRAUTKRAMER i sur., 2013.).

2.3.1. Klinicka slika hemoragijske vru¢ice s bubreznim sindromom

Infekcije orthohantavirusima u ljudi uzrokuju dvije bolesti: hemoragijsku vrucicu s
bubreznim sindromom, koja je primarno uzrokovana orthohantavirusima Starog svijeta i
endemska je u Europi i1 Aziji, te hantavirusni pluéni sindrom, primarno uzrokovan
orthohantavirusima Novog svijeta u Sjevernoj i Juznoj Americi (AVSIC-ZUPANC i sur., 2015.).
Ljudi se inficiraju orthohantavirusom u pravilu inhalacijskim putem iz aerosola urina, fecesa i sline
inficiranih glodavaca (SEHGAL 1 sur., 2023.). Klinicka manifestacija je uglavnom uzrokovana
povecanom propusnoS¢u krvnih zila, akutnim oS$teenjem bubrega i1 koagulopatijama, no

patofiziologija HVBS i dalje nije u potpunosti razjasnjena.

Bolest u ljudi se o€ituje akutnom vru¢icom, glavoboljom i boli u abdomenu kao naj¢es¢im
ranim znakovima, te akutnim oStec¢enjem bubrega te hemoragijama. Moguci su i gastrointestinalni
simptomi poput akutnog proljeva te postoji i povezanost infekcije s upalama slijepog crijeva.
Bolest se moze ocitovati kao blaga, srednje teska ili teSka, ovisno o virusu koji ju uzrokuje.
Primjerice DOBV 1 HNTV uzrokuju teski oblik, PUUV srednje teski, a SEOV uzrokuje blagi oblik.
Inkubacija traje jedan do pet tjedana, a klinicko oc€itovanje zapocinje groznicom i simptomima
slicnim influenci, a moZe progredirati prema hemoragijama, hipotenziji 1 akutnom zatajenju
bubrega. Bolest ima pet klinickih faza: febrilnu (3-5 dana), hipotenzivna (nekoliko sati do nekoliko

dana), oliguri¢na faza (3-7 dana), diureti¢na faza (1-2 tjedna), koje sve na kraju s preboljenjem
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dovode do rekonvalescentne faze (moze potrajati 3-6 mjeseci). Kod teskih slucajeva faze se mogu
preklapati. Na krvnoj slici moze se vidjeti anemija, leukocitoza, trombocitopenija, povecana
aktivnost jetrenih enzima, poviSen kreatinin zbog smanjene funkcije bubrega te proteinurija i
hematurija. U veéini slu¢ajeva dolazi do potpunog oporavka, osim kod teskih sluajeva (AVSIC-

ZUPANC i sur., 2015.).

Febrilna faza ocituje se nespecificnim simptomima, kao Sto su poviSena temperatura,
drhtavica, glavobolja, bol u ledima 1 trbuhu, muc¢nina i povracanje. Tri do Cetiri dana od pocetka
bolesti, pojavljuju se hemoragi¢ne manifestacije u obliku petehija po konjuktivama i nepcu. Do
sedmog dana bolesti, pojavljuju se i simptomi akutnog ostecenja bubrega u obliku hematurije 1

proteinurije.

Hipotenzija se pojavljuje u 11-40% febrilnih pacijenata, a do Soka, koji je tipian za teSki
oblik bolesti, dolazi u 30% hipotenzivnih pacijenata. Neke od tipi¢nih znacajki hipotenzivne faze
su trombocitopenija i leukocitoza, te znakovi oboljenja bubrega kao akutni tubulointersticijski

nefritis, nekrotiziraju¢i glomerulonefritis 1 IgA nefropatija.

U oliguri¢noj fazi, oboljeli su u riziku od hipotenzije, teSkog edema pluéa i akutnog
zatajenja bubrega s oligurijom, anurijom, proteiurijom, hematurijom 1 azotemijom. Ukoliko dode
do ove faze, postoji moguénost potrebe za hemodijalizom. Ova faza je kriticna, jer 50% ukupnih
smrti uslijed HVBS se dogada u ovoj fazi. Laboratorijskim pretragama tipicno se ustanove

povisSeni serumski urea i kreatinin.

Diureti¢na faza slijedi nakon oliguri¢ne i ocituje se poliurijom koja je znak oporavka

bubrezne funkcije, a pritom se simptomi zatajenja bubrega povlace.

Rekonvalescentna faza traje mjesecima, a u njoj uglavnom dolazi do potpunog oporavka,
iako su opisani i1 slucajevi kroni¢nog zatajenja bubrega i hipertenzije u rekonvalescenciji

(SEHGAL i sur., 2015.).

Osim bolesti bubrega i opceg infekcijskog sindroma, mogu se pojavljivati i simptomi
vezani uz ziv¢ani, endokrini i kardiopulmonalni sustav, poput centralnog dijabetesa insipidusa,
hipopituitarizma, meningoencefalitisa, generaliziranih Ziv€anih napadaja, Guillan-Barre sindroma

1 paralize mokra¢nog mjehura. Mogu¢ je pluéni edem, Sok i1 perimiokarditis, a u vrlo teSkim
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slucajevima moguce je 1 multiorgansko zatajenje, pankreatitis i diseminirana intravaskulara

koagulopatija (AVSIC-ZUPANC i sur., 2015.).

Mortalitet pri infekcijama HNTV ili DOBYV je 5-15 % i1 vjerojatno je povezan uz komplikacije
kao S§to su insuficijencija bubrega, edemi, hemoragije, encefalopatije i Sok. Pri infekciji SEOV
mortalitet je oko 1%, a u slu¢aju PUUV infekcija mortalitet je i nizi od 1% (SEHGAL i sur., 2015.).
Iako PUUV ima niski mortalitet, Ceste su komplikacije i dugoro¢ne posljedice na endokrinom i

kardiovaskularnom sustavu te bubrezima (VAHERI i sur., 2012.).

Za mnoge slucajeve, ishod bolesti uveliko ovisi o §to ranijem postavljanju sumnje na bolest,
pristupu brzim dijagnostickim testovima ili algoritmima za pretpostavljenu dijagnozu te brzim
premjestanjem bolesnika u ustanove koje imaju jedinice intenzivne skrbi. LijeCenje se zasniva na
potpornoj i simptomatskoj terapiji, odnosno, ne postoji specificna antivirusna terapija (VIAL 1 sur.,

2023.). Takoder, u Europi ne postoji cjepivo protiv HVBS (VAHERI i sur., 2012.).

2.4. Dijagnostika orthohantavirusnih infekcija

Sumnja na miSju groznicu, postavlja se u slucaju poviSene temperature s glavoboljom ili boli
u ledima, trombocitopenijom 1 akutnim zatajenjem bubrega, no budu¢i da simptomi variraju, treba
se potvrditi seroloskom dijagnostikom. Zbog duge i nepredvidive inkubacije od dva do Sest
tjedana, nekada je teSko pretpostaviti gdje 1 kada je covjek bio inficiran. IgM 1 IgG protutijela
mogu se dokazati u vise od 95 % zaprimljenih pacijenta i to do Sestog dana poslije prvih simptoma
bolesti. Akutna bolest moze se dijagnosticirati dokazom IgM protutijela, najéeS¢e imunoenzimnim
testom na bazi rekombinantnog nukleokapsidnog proteina kao antigena. Takoder postoje i testovi
imunofluorescencije na inficiranim stanicama koje su fiksirane acetonom, za dokaz ranih IgG
protutijela, koja su takoder specificna za nukleokapsidni protein, a za dijagnostiku u
rekonvalescenciji dokazuju se antitijela specifi¢na za G1 1 G2 proteine (Gn/Gc). Nadalje, postoje
1 brzi imunokromatografski testovi koji detektiraju IgM protutijela unutar 15 minuta. Moguce su
krizne reakcije izmedu virusa, tako da bi za dijagnostiku bilo dobro testirati serume na antitijela

protiv veceg broja virusa, $to se u praksi i provodi, kako bi po moguénosti i ustanovili koji je
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infektivni virus. Ovo je znacajno jer je infektivni virus izravno povezan s prognozom ishoda

oboljenja.

Budu¢i da se najcesce koristi seroloska dijagnostika, i to u pocetku bolesti, molekularna
dijagnostika Cesto nije niti potrebna, no postoji PCR 1 RT-PCR metode detektiranja virusne RNK
iz pune krvi, seruma, mokrace, cerebrospinalne tekucine i sline, koja detektira sam virus ¢ak i prije

detekcije IgM protutijela (VAHERI i sur., 2012.).

Diferencijalna dijagnoza ukljucuju u prvom redu leptospirozu, za koju se najcesce i zamijeni
HVBS, pogotovo u podruc¢jima koja nisu endemska. Osim leptospiroze, diferencijalne dijagnoze
ukljucuju i rikecijozu, zatajenje srca, a u nekih pacijenata i sistemski lupus eritematozus (SEHGAL

isur., 2023.).

2.5. Lijecenje hemoragijske vrucice s bubreznim sindromom

Lijecenje HVBS primarno se zasniva na potpornoj terapiji. Koristi se teku¢inska terapija za
odrzavanje normalnog krvnog tlaka, a kortikosteroidi se mogu koristiti zbog protuupalnog
djelovanja. Kod jake trombocitopenije moze se davati transfuzija trombocita, a redovno se u tezim

slu¢ajevima koristi 1 dijaliza, koja je u¢inkovita u pacijenata s multiplim zatajenjem organa.

Nesto specificniji pristup lijeenju je koriStenje lijekova koji ciljano djeluju na umnaZanje
virusa, kao §to su ribavirin 1 favipiravir, no ti su lijjekovi uc¢inkoviti samo primjenjeni u ranijim

stadijima infekcije.

Icatibant je blokator bradikinina, koji sprje¢ava vezanje bradikinina za svoje receptore.
Dokazano je da bradikinin sudjeluje u povecavanju permeabilnosti krvnih zila, tako da se
inhibicijom bradikinina ovim lijekom u nekoliko slu¢ajeva, uspjelo stabilizirati pacijente 1 dovesti

ih do potpunog oporavka.

Specificna terapija, koja bi ciljano djelovala sprjecCavaju¢i vezanje virusa za integrinske
receptore na stanicama, koji su prvi korak u samoj replikaciji virusa, jo§ je u stadiju razvoja

(SEHGAL i sur., 2023.).
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2.6. Profilaksa

U vedini svijeta, glavna prevencija je izbjegavanje endemskih podru¢ja i smanjivanje
izloZzenosti glodavcima i njihovim ekskretima. Osim toga ucinkovita je 1 deratizacija uz mjere
smmmanjivanja ili uniStavanja staniSta glodavaca i izvora hrane u blizini ljudskih nastambi
(AVSIC-ZUPANC i sur., 2015.). Zbog znalaja bolesti te visoke incidencije u endemskim
podrucjima, istrazivanje 1 proizvodnja cjepiva je visoko na listi prioriteta u suzbijanju ove bolesti
(NIKLASSON, 1992.). Do sada nema cjepiva odobrenih za upotrebu u Europi ili SAD-u. U Aziji,
u Koreji, godinama se koristi cjepivo Hantavax®, dobiveno od mozga dojencadi miseva, koji su
inficirani hantavirusom te je virus inaktivirani formalinom, no potrebna su ¢esta docijepljivanja
kako bi imunost bila zadovoljavaju¢a. Kako je ovo cjepivo nacinjeno za infekcije
Hantaan orthohantavirusom (HTNV) ono u naSoj epidemioloskoj situaciji ne bi imalo nikakvog
ucinka. U Kini postoji viSe cjepiva, takoder inaktiviranih, no ona iz istih razloga takoder nisu

odobrena za upotrebu u europskim zemljama (AVSIC-ZUPANC i sur., 2015.).

2.7. Orthohantavirusne infekcije u Hrvatskoj

Balkanski poluotok je opcenito endemsko podrucje za HVBS. Jo§ 1952. godine, u bivsoj
Jugoslaviji, prijavljen je vjerojatno prvi slu¢aj HVBS na ovom podrucju, prikazan kao slucaj
akutnog zatajenja bubrega oboljelog u Bosni. Zatim su se pojavila Cetiri sporadi¢na slucaja u
Hrvatskoj, opisana 1954. godine (RADOSEVIC i MOHACEK, 1954.). U to vrijeme, autori opisa
sluc¢aja ve¢ su primijetili sli¢nost klinicke slike tih pacijenata, sa klinickom slikom bolesti koja se

pojavljuje u Skandinaviji — Nephropathia Epidemica.

Nakon tih prvih opisa kontinuirano se pojavljuju epidemije i sporadi¢ni slucajevi diljem

jugoistoéne Europe (AVSIC-ZUPANC i sur., 2014.).

Hrvatska je zemlja s raznolikim ekosustavima, tako da pruza povoljna staniSta za razne
glodavce (BLAZEVIC i MARUSIC, 2023.). Prirodnim Zaristima HVBS u Hrvatskoj se smatraju

u prvom redu Lika 1 Gorski kotar, a zatim 1 Slavonija, Medimurje i Moslavina, no u stvarnosti
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prirodna zariSta nisu niti toliko malobrojna, niti ogranic¢ena, tako da se zapravo cijela Hrvatska,

osim uskog priobalja i otoka, smatra prirodnim zariStem ove bolesti (MOLNAR i sur., 2017.).

Nekolicina radova opisuje epidemiologiju 1 slu¢ajeve HVBS u Hrvatskoj. Do 1995. godine,
zabiljezene su samo dvije, manje epidemije bolesti: 1967. na Plitvickim jezerima i 1989. blizu
zracne luke Pleso. Prva veca epidemija pojavila se upravo 1995. na vise podrucja u isto vrijeme
(Mala Kapela, Dinara, Slavonija) sa 125 sluc¢ajeva bolesti. Najveca epidemija zabiljezena je 2002.
godine, s preko 300 oboljelih, na gotovo cijelom teritoriju Hrvatske. Zadnje vece epidemije bile
su 2012. na Sljemenu sa 152 slu¢aja (BLAZEVIC i MARUSIC, 2023.), 2014. s 207 slu¢ajeva na
podruéju cijele Hrvatske (VILIBIC-CAVLEK i sur., 2017.) te 2017. u Zagrebu sa 104 slucaja
(LOVRIC i sur., 2018.) Posljednja opseznija epidemija zabiljeZena je na podruéju RH 2021. godine
kada je od HVBS oboljelo ¢ak 332 ljudi (BLAZEVIC i MARUSIC, 2023.). U interepidemijskom
razdoblju, godi$nje se zabiljezi 10-20 sporadi¢nih sluéajeva HVBS (BLAZEVIC i MARUSIC,
2023.). Aktivnost koja najviSe povecava rizik od zaraze jest planinarenje, sa 99,6% slucajeva u
Zagrebu koji su bili povezani s istim, §to je rezultat ¢injenice da je i podru¢je Medvednice prirodno
zariSte bolesti. Osim toga, u ostalim podrucjima Hrvatske, 48% slucajeva bili su povezani s
poljoprivredom, a 26% s poslovima oko kuée i ku¢anskim poslovima (VILIBIC-CAVLEK i sur.,
2021.).

2.8. Dosadasnje spoznaje o mackama i ostalim domacim i divljim Zivotinjama kao sentinel

zivotinjama za HVBS

PoboljSanjem uvjeta Zivota i1 higijene, prevalencija bolesti prenosenih glodavcima se smanjila,
no postoje 1 neki dokazi o mackama kao indirektnim prenositeljima tih bolesti. Glavnim na¢inom
prijenosa HVBS smatraju se ekskreti 1 sekreti perzistentno inficiranih glodavaca, to jest aerosola
koji od njih nastaje, no jedno istraZivanje u Aziji pokazalo je da su vlasnici macaka u pove¢anom
riziku od oboljenja (NOWOTNY, 1994.a). Potaknuti time, autori su pretrazili 200 macaka,
odnosno njihovih seruma, imunofluorescencijom 1 dobili seroprevalenciju od 5%, Sto je pokazalo
da su macke podloZne infekciji. U istrazivanju su pretrazivane macke koje su imale omogucen

izlazak iz kuce i slobodno su lovile glodavce 1 ostale zivotinje. Nadalje, uoceni su visi titrovi za
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infekciju PUUV, nego za patogeniji HTNV. Ovi su rezultati upucivali na evidentan rizik od

infekcije macaka Sto otvara i pitanje postojanja viSeg rizika u vlasnika macaka (XU i sur., 1987.).

Jos jedno istrazivanje u Sjevernoj Americi, pokazalo je jo$ viSu prevalenciju u macaka, ¢ak do
23% u nekim regijama (BENNET 1 sur., 1990.). Imunofluorescencijom je dokazivan antigen u
histoloSkim preparatima pluca i bubrega uginulih macaka, koje su imale priliku biti u kontaktu s
glodavcima 1 koje nisu uginule od neke ve¢ poznate macje bolesti. Pretrazili su 100 macaka u
razdoblju od 1991. do 1994. godine, koristeci 3 razli¢ita poliklonalna anti-Puumala seruma, a kao
pozitivnu kontrolu uzeli su preparate pluca inficiranih miseva. Dokazali su antigene hantavirusnog
pluénog sindroma u dvije od 100 macaka, a od bubrega niti jedan nije bio pozitivan. Te dvije macke
nisu pokazivale nikakve respiratorne simptome. Zakljucak je bio da je u macaka infekcija
asimptomatska te nisu naSli dokaz perzistentnih infekcija. Ovo istraZivanje nije prikazalo
epidemioloS8ku vezu drZanja macaka kuénih ljubimaca i infekcije ljudi orthohantavirusom
(NOWOTNY, 1994.b). U jednom istrazivanju u Arizoni i Novom Meksiku pretrazili su se serumi
macaka, pasa, konja, domacih prezivaca i kojota Western-blott metodom te su dokazali
prevalenciju u macaka od 3,5% te u pasa od 2,8% (MALECKI i sur., 1998.). Osim toga, takoder u
Sjevernoj Americi, ovoga puta u Kanadi, provelo se istrazivanje seroprevalencije zoonotskih
bolesti u pasa 1 macaka, na uzorku od 240 psecih i 242 macja seruma u razdoblju od 1994. do
1995. godine. Seroprevalencija za Sin Nombre orthohantavirus (SNV) u macaka bila je 5,8%, dok
u pasa nisu nasli protutijela (LEIGHTON 1 sur., 2001.)

U Europi je prema dostupnim podacima provedeno samo jedno istrazivanje infekcija macaka
1 pasa orthohantavirusima. Ovo istraZivanje je provedeno u Belgiji kada su retrospektivno testirani
serumi 410 pasa 1 124 macke, iz sjeverozapadne i jugoistocne Belgije. Pretraga je provedena
ELISA testom, a pozitivni serumi dodatno su pretraZzeni imunofluorescencijom. Seroprevalencija

u macaka bila je 16,9%, a u pasa 4,9% (DOBLY i sur., 2012.).

18



3. MATERIJALI METODE

U ovom istrazivanju su se Kkoristili ostatni serumi macaka zaprimljenih na Klinikama
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, preostali nakon provodenja drugih dijagnostickih
pretraga, tako da se krv nije uzorkovala isklju¢ivo za potrebe istrazivanja. Istrazivanjem je
sveukupno obuhvaceno 120 macaka primarno s podru¢ja Grada Zagreba i okolice te manji broj

zivotinja s podrucja Sjeverne i SrediSnje Hrvatske.

Temeljem podataka u karticama pacijenata, odredili su se epizootioloski ¢imbenici koji mogu
utjeati na infekciju (mjesto boravka, dob, spol, na¢in drzanja macke — kuéno-vanjski ili vanjski).
Svi podaci obradeni su na nacin koji iskljucuje povezivanje postignutih rezultata s osobnim
podacima vlasnika. Serumi su bili pretrazeni komercijalnim ELISA testom, a postignuti rezultati

obradeni su standardnim statisti¢kim metodama.

3.1. Odabir i priprema uzoraka

Uzorci su prikupljani u razdoblju od rujna 2023. godine do svibnja 2024. godine, na Klinikama
Veterinarskog fakulteta. Nasumi¢nim odabirom uzimali su se ostatni serumi macaka, koji su se do
kona¢nog odabira i pretraZivanja zamrzivali na -18°C. Kriteriji koje su uzorci morali zadovoljavati
provjeravali su se naknadno u karticama pacijenata. Najbitniji kriteriji bili su na¢in drZanja
zivotinje (vanjski, kuéno-vanjski ili kuéni), a kriterij ukljucivanja u istraZivanje su zadovoljile
isklju¢ivo macke koje imaju pristup vanjskom prostoru i koje su mogle do¢i u kontakt s
glodavcima. Kriterij za zemljopisno podrucje gdje obitavaju macke bio je da su primarno s
podru¢ja Grada Zagreba (koje je podijeljeno na zagrebacke Cetvti) i Zagrebacke zupanije, a u
istrazivanje su uvrStene i pojedine Zivotinje koje su udovoljavale kriteriju nacina drzanja iz
Varazdinske, SisaCko-moslavacke 1 Krapinsko-zagorske Zupanije koje su takoder endemska
podruc¢ja za HVBS. Uzorci macaka koje su bile u vlasniStvu azila ili udruga (preteZzito iz azila
Dumovec) s podrucja Zagreba, uvrSteni su u istraZivanje jer su nadene slobodno lutajuce, tako da
se pretpostavlja da su bile u kontaktu s potencijalnim rezervoarima bolesti na podrucju

predvidenim istrazivanjem. Osim tih kriterija, zabiljezena je za odabrane Zivotinje i dobno-spolna

19



struktura. Od sakupljenih 352 uzorka, 120 uzoraka je zadovoljilo navedene kriterije ukljucivanja

u istrazivanje i oni su pretrazeni na prisustvo protutijela za uzro¢nike HVBS.

3.2. ELISA pretraga

Uzorci su pretrazivani komercijalnim NovalLisa® Hantavirus IgG ELISA testom, prema
uputama proizvodaca uz modifikaciju u koriStenju konjugata. Kako je test namijenjen za
kvalitativnu determinaciju humanih IgG protutijela u serumu ili plazmi, modifikacija se odnosila
na koriStenje sekundarnih protutijela oznacenih peroksidazom hrena za IgG protutijela macaka
Goat anti-Feline 1gG (H+L) Secondary Antibody, HRP (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Sjedinjene Americke Drzave). Ova protutijela su koriStena u razrijedenju
od 1:10000, u skladu s uputom proizvodaca, te su dodavana umjesto konjugata koji je sadrzan u
komercijalnom kompletu u sve jazice sa serumima macaka, a pretraga je osim ove modifikacije

izvodena u cijelosti sukladno uputi proizvodaca.

3.2.1. Princip pretrage

Na mikrotitracijskoj plitici s 96 jaZica, u svaku su jaZicu u postupku proizvodnje vezani
specifi¢ni rekombinantni antigeni orthohantavirusa kako bi se u izvodenju pretrage za njih vezala
protutijela iz pretrazivanog seruma. Nakon inkubacije ispiranjem su se uklanjaju nevezana
protutijela te su se u jazice dodavali konjugati. Konjugat se tijekom inkubacije veZe za protutijela
koja su se vezala u prethodnoj fazi, a u drugom ispiranju sav nevezani konjugat se uklanja. Imuni
kompleks koji se stvorio vezanjem konjugata za vezana protutijela iz uzoraka se vizualizirao
dodatkom tetrametilbenzidin (TMB) supstrata, koji stvara produkt reakcije plave boje. Intenzitet
boje je proporcionalan koli¢ini vezanih specifi¢nih protutijela iz uzorka. Na kraju se dodavala
sumporna kiselina koja zaustavlja reakciju 1 daje krajnju Zutu boju. Apsorbancija se ocitavala na

450/620 nm u ELISA ¢itacu.
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3.2.2. NovaLisa® Hantavirus IgG ELISA test

U izvedbi dijagnosticke metode koriSten je navedeni komplet koji sadrzava:

1. Mikrotitracijsku pliticu s 96 jazica u koje je tijekom proizvodnje vezan rekombinantni
hantavirus antigen koja je podijeljena u 12 odvojivih stupaca s po 8 jazica.
Prijanjajuca folija za prekrivanje ploce tijekom inkubacije

IgG pufer za razrjedivanje uzorka (DIL G)

Stop otopina

Koncentrirana otopina za ispiranje

Konjugat peroksidaze hrena (HRP)

Otopina TMB substrata

Pozitivna kontrola

A S AR e

Cut-off kontrola

10. Negativna kontrola

Slika 4. Sadrzaj komercijalnog dijagnostickog kompleta NovaLisa® Hantavirus [gG ELISA

testa

Osim navedenog kompleta, za izvedbu pretrage koristen je i sljedeéi pribor i oprema:

1. Jednokanalne automatske mikropipete zapremnine 10-1000uL (Eppendorf)
2. Visekanalna automatska mikropipeta zapremnine 10-100uL (Eppendorf)
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Nastavci za pipete

Termostat na 37° (Biolab 190, Angelantoni, Milano, Italija)

Ispira¢ mikrotitracijskih plitica (Hydroflex, Tecan, Ménnedorf, Svicarska)
Citag mikrotitracijskih plitica (Sunrise, Tecan, Ménnedorf, évicarska)
Plasti¢ne epruvetice s ¢epom zapremine 2 ml

Tresilica (Vortex)

A S A

Lateks rukavice

10. Destilirana voda

Slika 5. Uredaj za automatsko ispiranje mikrotitracijskih ploca

Kao modifikaciju metode uz navedeno koristili smo za pretrazivanje macjih seruma sekundarna
protutijela oznacena peroksidazom hrena za IgG protutijela macaka Goat anti-Feline IgG (H+L)
Secondary Antibody, HRP (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,

Sjedinjene Americke Drzave) u razrijedenju 1:1000.
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3.2.3. Izvedba dijagnosticke pretrage

Prije pretrage, uzorci i sve komponente komercijalnog dijagnostickog kompleta su se postupno
temperirale, bez dodatnog zagrijavanja, na sobnu temperaturu (20-25°C). Takoder, razrijedena je
koncentrirana otopina za ispiranje u omjeru 1:20, tako da se 10 mL koncentrirane otopine
razrijedilo sa 190 mL destilirane vode, ¢ime se ukupno dobje 200 mL otopine za ispiranje, $to je
bilo dovoljno za ispiranje jedne mikrotitracijske plitice. Na kraju, prije samog pocetka testa,
razrijedeni su uzorci u omjeru 1:100 s IgG puferom za razrjedivanje uzoraka, tako da je 10 uL
svakog uzorka pomijesno s 1 mL IgG pufera u plasti¢ne epruvetice i zatim su homogenizirane na

tresilici.

D |CO| T T T T T T T T T T T

E [CO| T T T T T T T T T T T

Slika 6. Shema ispunjavanja mikrotitracijske plitice: / - prazna jazica (Al); + - pozitivna

kontrola; CO - cut-off kontrola; - - negativna kontrola; T - uzorak
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Prvi korak u izvodenju pretrazivanja bio je dodavanje po 100 pL kontrola i uzoraka u svaku
jazicu, osim prve jazice prvog stupca (A1). Pozitivne kontrole dodane su u jazice B1 1 C1, cut-off
kontrole u D1 1 E1, a negativne kontrole u F1 1 G1. Uzorci su po redu dalje dodavani u preostale
jazice, kao $to je prikazano na slici 8. Ploc¢a se zatim prekrila prijanjaju¢om folijom te stavila na
inkubaciju u termostat tijekom 1 h £ 5 min pri 37°C + 1°C. Nakon inkubacije, mikrotitracijska
plitica je postavljena u uredaj za automatsko ispiranje postavljen na aspiraciju 1 ispiranje svake
jazice po tri puta s po 300 pL ranije pripremljene radne otopine za ispiranje. Sljedeéi korak bio je
dodavanje po 100 pL konjugata HRP u svaku jazicu osim jazice Al, po odredenom redoslijedu
kako bi sve jaZice imale jednako vrijeme inkubacije. U jaZice od B1 do G1 smo dodali konjugat iz
komercijalnog kompleta, a u sve jaZzice u kojima su se pretrazivali serumi macaka ranije
pripremljenu otopinu konjugata za macja protutijela. Inkubacija nakon ovog koraka bila je 30 min
pri sobnoj temperaturi, zasticeno od direktne sunceve svjetlosti i pokriveno zasStitnom folijom,
nakon koje se ponovno cijela ploca ispirala u uredaju, na isti nacin kao i u prethodnom ispiranju.
Prije zadnje inkubacije, u svaku jaZicu osim jazice Al, trebalo je dodati po 100 uL. TMB otopine
istim redoslijedom kao u prethodnom koraku. Zadnja inkubacija bila je 15 min pri sobnoj
temperaturi u mraku. Zbog enzimske reakcije, nakon ovog koraka pojavljuje se plava boja u
jazicama. Istim redoslijedom kao u prosla dva dodavanja, nakon isteka inkubacije, dodna je se stop

otopina, kojom se zaustavlja reakcija te se plava boja zamjenjuje zutom.

-
-
-
e |
-
R
—_—

Slika 7. Mikrotitracijska plo¢a nakon dodatka Stop-otopine
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Unutar 30 min od dodatka stop otopine morala se oditati apsorbanciju na 450/620 nm. Citag se
pomocu prazne jazice kalibrirao na nulu, nakon ¢ega se mogla ocitati absorbancija svake jazice.
Rezultati kontrola su bili kriterij po kojemu se odredivalo je li valjana nacinjena pretraga. Za
valjanost nacinjene pretrage, apsorbancija prazne jazice morala je biti ispod 0,100, negativne
kontrole morale su imati apsorbanciju <0,200, cut-off kontrole su trebale biti od 0,150 do 1,300, a

pozitivne kontrole su trebale imati vrijednosti iznad cut-off kontrole.

Rezultati za pojedini pretrazivani uzorak su se izracunavali po formulama iz uputa. Prvo se
izraCunala aritmeticka sredina ocitane dvije cut-off kontrole i koristila u jednadzbi kao vrijednost

cut-off.

Racun za odredivanje rezultata uzoraka je bila ocCitna apsorbancija u jazici s uzorkom
pomnozena s 10, a zatim sve podijeljeno s cut-off vrijednosti. Rezultat se izrazavao u NovaTec

jedinicama (NTU).

(apsorbancija uzorkax10)/(cut-off)=(Ax10)/CO =NTU

Uzorak se smatrao pozitivnim ukoliko je NTU >11, sumnjivim ako je NTU 9-11, a negativnim

ako je NTU <9.

npr.: CO1 =0.742; CO2 = 0.753; srednja vrijednost CO = 0,7475
Ocitana vrijednost uzorka A = 0,343

(0,343%10)/0,7475= 4,588 NTU = negativan rezultat

Pozitivan rezultat implicirao je da su protutijela za rekombinantni hantavirusni protein prisutna
u uzorku Sto potvrduje prethodnu infekciju pretrazivane Zivotinje. Za uzorke sa sumnjivim

rezultatom proizvodac propisuje potrebno ponavljanje pretrage novog uzorka uzetog za 2-4 tjedna,

25



te ukoliko je uzorak i dalje sumnjiv, proglaSavanja rezultata negativnim. Negativni rezultat znaci

da u uzorku nema protutijela protiv patogena i da Zivotinja nije bila inficirana.

Prema navodima u uputi proizvodaca ovaj test ima specificnost od 96,59 % 1 osjetljivost od

99,16 %.

3.3. Statisti¢ka analiza

Dobiveni podaci obradeni su koriStenjem standardnih statistickih metoda pomoc¢u Microsoft

Excell programa.
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4. REZULTATI

U razdoblju od rujna 2023. godine, do svibnja 2024. godine na Klinikama Veterinarskog
fakulteta ukupno je nasumi¢no odabrano 352 uzorka seruma macaka koji su pohranjeni pri -18°C
do odabira seruma za istrazivanje temeljem zadovoljavanja postavljenih kriterija i njihovog

seroloskog pretrazivanja.

Vodeé¢i se temeljnim kriterijem, nacin drzanja i posljedicno moguénosti izloZenosti
orthohantavirusima te podruc¢ju boravka macaka, navedenim u poglavlju Materijal i metode, od
prikupljenih uzoraka 120 uzoraka (34,09%) je prema dostupnim podacima bilo drzano kao vanjske
ili kuéno vanjske zivotinje te su bile s prepoznatih endemskih podrucja ¢ime su ispunjavale kriterij

za daljnje pretrazivanje (Slika 8.).

m Zadovoljava kriterije  m Nezadovoljava kriterije

Slika 8. Broj uzoraka koji su temeljem anamnestickih podataka zadovoljavali kriterij za

uvrStavanje u istrazivanje 1 pretrazivanje na protutijela za uzro¢nike HVBS

Medu Zivotinjama ukljucenim u istrazivanje, prema nacinu drzanja 33 (27,50%) ih je bilo
drzanih kao vanjskih macaka, 63 (52,50%) kao kuéno vanjskih macaka dok su 24 (20,00%)
zivotinje bile lutalice na skrbi udruga zbog ¢ega su epizootioloSki smatrane vanjskim mackama

(Slika 9.).
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m Kuéno-vanjski = Vanjski Lutalice

Slika 9. Broj zivotinja obuhvacenih istrazivanjem prema nacinu drZanja

Prema zemljopisnim podrucjima boravka Zivotinja najveci broj Zivotinja je bio s podrucja
zupanije Grad Zagreb (66,67%), nakon kjih slijede macke s podruc¢ja Zagrebacke Zupanije
(22,50%). Uz navedeno istrazivanjem je obuhvacéeno i pet macaka iz Varazdinske Zupanije
(4,17%) te po Cetiri zivotinje iz Krapisnko-zagorske (3,33%) i sisatko-moslavacke Zupanije

(3,33%) (Slika 10.).
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Slika 10. Broj Zivotinja obuhvacenih istraZivanjem prema Zupanijama
(GZG — Grad Zagreb, ZGB — Zagrebacka, VZ — Varazdinska, KZ — Krapinsko-zagorska,

SM - Sisac¢ko-moslavacka)
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Prema podruc¢ju boravka najveéi broj zivotinja, njih 24 (20,00%), bile su macke lutalice s
podrucja Zagreba. Od zagrebackih gradskih cetvrti najveci broj Zivotinja bio je iz Podsljemena
(9,17%), a od mjesta u Zagrebackoj zupaniji najvse zivotinja je pretrazeno iz Velike Gorice

(9,17%) (Slika 11.).
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Slika 11. Broj zivotinja obuhvacenih istrazivanjem prema podruc¢ju boravka.

Pri provodenju pretrazivanja uzoraka seruma sve o€itane vrijednosti pretraZivanja za negativnu
1 pozitivnu kontrolu te cut-off kontrolu bile su u rasponu definiranom od strane proizvodaca $to

jamci valjanost komercijalnog dijagnosti¢kog kompleta i vjerodostojnost postignutih rezultata.

Pretrazivanjem uzoraka seruma macaka sve olitane vrijednosti za uzorke Zzivotinja
obuhvacdenih istrazivanjem su nakon izra¢unavanja iznosile manje od 9 NTU te su uzorci smatrani

nedvojbeno negativnim.
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5. RASPRAVA

Hemoragijska vrucica s bubreznim sindromom je znacajna zoonotska bolest, koja se
prenosi uglavnom glodavcima i njihovim sekretima i ekskretima. To je bolest prirodnih Zarista, Sto
znaci da postoje odredena podrucja, u kojima uzroCnik konstantno cirkulira i ne moze se
eradicirati. Osim toga, jedna od znacajki ove bolesti, kao i ve¢ine bolesti prirodnih ZariSta koje se
prenose glodavcima, su epidemijska (koja se nazivaju 1 “misjim godinama”) 1 interepidemijska
razdoblja. Kod takvih se bolesti pojavljuju epidemijske godine, koje su karakterizirane povecanim
brojem oboljelih, zbog veceg kontakta s glodavcima i njihovim izlucevinama. Veéi kontakt je
uzrokovan poveéanjem populacije glodavaca u toj godini, koja je posljedica preklapanja raznih
klimatskih 1 ekoloskih ¢imbenika koji povecavaju plodnost miSica (VAHERI i sur., 2012.). Glavni
put infekcije za Covjeka je kontakt s povr§inama kontaminiranim urinom i fecesom glodavaca te

preko aerosola istih posusenih ekskreta (HARDESTAM i sur., 2007.).

U Republici Hrvatskoj, bolest se pojavljuje u prvom redu u Lici 1 Gorskom kotaru, zatim 1
u Slavoniji, Medimurju 1 Moslavini, no u stvarnosti prirodna Zarista nisu niti toliko malobrojna,
niti ogranicena, tako da se zapravo cijela Hrvatska, osim uskog priobalja i otoka, smatra prirodnim
zariStem ove bolesti (MOLNAR i sur., 2017.). S druge strane i na endemskim podruc¢jima postoje
uze mikrolokacije kao podruc¢ja najviSeg rizika zbog nuznog prisustva glodavaca rezervoara za
odrZavanje uzro¢nika na nekom prostoru, a istovremeno ograni¢enog podrucja kretanja zaraZenih
jedinki.

Pracenje bolesti u ljudi biljeZenjem oboljenja je nedostatno zbog nespecificnih po€etnih
simptoma bolesti te ¢esto blaZeg i kratkog tijeka, tako da se Cesto bolest ne dijagnosticira, posebice
u interepidemijskom razdoblju. Takoder, kako inkubacija bolesti traje od jedan do pet tjedana
(AVSIC-ZUPANC i sur., 2015.), tesko je povezati oboljenje ¢ovjeka s lokacijom zaraZavanja §to

je neophodno za procijenu rizi¢nih podrucja.

Pracenje preko glodavaca nudi se kao bolja alternativa odredivanja rizi¢nih podrucja,
medutim ni ovaj sustav nadzora nije idealan buduc¢i da bi se trebali hvatati i pojedinacno testirati
glodavci kako bi imali dovoljno velik uzorak populacije i1 §to to¢nije procijenili prevalenciju
uzrocnika. Zato bi bilo idealno na¢i moguce sentinel Zivotinje, po moguénosti domace zivotinje

koje su u kontaktu s glodavcima, zive u neposrednoj blizini ljudi te imaju poznato podrucje

30



kretanja. Upravo prema navedenim kriterijima macke se namecu kao najbolji kandidati za sentinel

zivotinje za HVBS.

Macke se kao kuéni ljubimci mogu drzati u razli¢itim uvjetima, tako da mogu biti ku¢no
drzane, bez pristupa vanjskom okoliSu, vanjsko drzane, tako da obitavaju vani, bez ili s vrlo malo
pristupa ljudskim nastambama te kuéno-vanjsko drzane, sa slobodnim pristupom kuéi, kao i
vanjskom okolisu. Budu¢i da u ku¢ama rijetko obitavaju glodavci, jer se ve¢inom provodi nekakva
vrsta deratizacije, isklju¢ivo kuéno drzane macke imaju izrazito malu Sansu u¢i u kontakt s
glodavcem, pogotovo zarazenim. Stoga za pocetno istrazivanje macaka kao mogucih sentinel
zivotinja za HVBS, nema smisla koristiti kuéno drzane macke, zbog izrazito male moguénosti
kontakta s uzro¢nikom. S druge strane, vanjske macke, slobodnozivuée ili lutalice te kuéno-
vanjsko drzane macke, su gotovo sigurno u kontaktu s glodavcima i njihovim izlu¢evinama, tako
da imaju 1 veliku vjerojatnost kontakta s uzro¢nikom HVBS. Zato smo u nasem istrazivanju
koristili serume kuéno-vanjsko i vanjsko drZzanih macaka, a nacin drZanja provjerili smo u

karticama pacijenata svake pojedine macke.

U ovom istraZivanju smo od rujna 2023. godine do svibnja 2024. godine na Klinikama
Veterinarskog fakulteta ukupno prikupili nasumi¢nim odabirom 352 uzorka seruma macaka. Od
prikupljenih uzoraka 120 uzoraka (34,09%) je prema dostupnim podacima odgovaralo kriteriju
ukljucivanja u istraZivanje jer su bile drZzano kao vanjske ili ku¢no-vanjske Zivotinje. Medu
zivotinjama ukljuenim u istrazivanje, prema nacinu drzanja 33 (27,50%) ih je bilo drZanih kao
vanjske macake, 63 (52,50%) kao kuéno vanjskih macaka dok su 24 (20,00%) Zivotinje bile

lutalice na skrbi udruga zbog €ega su epizootioloski smatrane vanjskim mackama.

U karticama smo provjerili i mjesto boravka zivotinja, biraju¢i samo macke iz Grada
Zagreba, okolice 1 pojedinih podruc¢ja Sjeverne i SrediSnje Hrvatske, kao poznatih podrucja sa

zabiljeZenim oboljenjima ljudi od HVBS.

Prema zemljopisnim podrucjima boravka Zivotinja obuhvacenih istrazivanjem najveci broj
je bio s podru¢ja zupanije Grad Zagreb (66,67%), nakon kojih slijede macke s podruc¢ja Zagrebacke
zupanije (22,50%). Uz navedeno istrazivanjem je obuhvaceno i pet macaka iz Varazdinske
zupanije (4,17%) te po Cetiri Zivotinje iz Krapisnko-zagorske (3,33%) i Sisacko-moslavacke
zupanije (3,33%). Prema uzem podrucju boravka najveci broj Zivotinja, njih 24 (20,00%), bile su

macke lutalice s podrucja Zagreba, a od zagrebackih gradskih ¢etvrti najveci broj zivotinja bio je
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iz Podsljemena (9,17%). Od mjesta u Zagrebackoj Zupaniji najvse Zivotinja je pretrazeno iz Velike

Gorice (9,17%).

Kako bi i1 spolno uvjetovan nacin ponasanja, mogao utjecati na seroprevalenciju bolesti,
provjerili smo i spolnu strukturu pretrazivane populacije. Muzjaka je bilo vise (57%) nego Zenki
(42%), a jednoj zivotinji nismo nasli nikakve podatke o spolu. Ovi su podatci bitni zbog moguceg
utjecaja spola na ucestaliji kontakt s uzro¢nikom, budu¢i da muzjaci imaju vecu tendenciju lutanja

od Zenki.

Postoji ve¢ nekolicina radova koji su istrazivali upravo macke kao sentinel zivotinje za
HVBS. Jednim istrazivanjem u Aziji, u uzorku od 200 seruma slobodnozivu¢ih macaka
pretrazivanih imunofluorescencijom, dokazala se seroprevalencija od 5% (XU 1 sur., 1987.).
Istrazivanje u Velikoj Britaniji, pokazalo je jo§ viSu prevalenciju u macaka, ¢ak do 23 % u nekim
regijama (BENNET i sur., 1990.), a u Sjevernoj Americi uzro¢nik je dokazan u plu¢ima 2 %
asimptomatskih zivotinja (NOWOTNY, 1994.b). U jednom istrazivanju u Arizoni i Novom
Meksiku pretrazili su se serumi macaka, pasa, konja, domacih prezivaca i1 kojota Western-blott
metodom te su dokazali seroprevalenciju u macaka od 3,5% te u pasa od 2,8% (MALECKI i sur.,
1998.). Nadalje, u Kanadi se provelo istrazivanje seroprevalencije zoonotskih bolesti u pasa 1
macaka, kojim je ustanovljena seroprevalencija za Sin Nombre orthohantavirus (SNV) u macaka

od 5,8%, dok u pasa nisu nasli protutijela (LEIGHTON i sur., 2001.)

U Europi je prema dostupnim podacima provedeno samo jedno istrazivanje infekcija macaka
1 pasa orthohantavirusima, takoder koriStenjem ELISA testa, a pozitivni serumi dodatno su
pretrazeni imunofluorescencijom te je dokazana seroprevalencija u macaka od 16,9%, a u pasa

4,9% (DOBLY i sur., 2012.).

Temeljem navedenih rezultata istrazivanja donekle iznenaduje da u naSem istrazivanju,
koristenjem takoder ELISA metode, nije bilo niti jedan pozitivan uzorak. Ovo je posebno
iznenadujuce s obzirom da je struktura pretraZivane populacije kao i epizootioloski podaci o na¢inu

drzanja 1 lokacijama boravka odabranih bila optimizirana za nasu epidemiolosku situaciju.

Ovakav negativni rezultat mogao bi biti uzrokovan relativno malim brojem pretraZzenih
uzoraka ¢ime mozda nisu obuhvacene pozitivne Zivotinje. Drugi znacajan utjecaj moze biti da

nasumicno odabrane Zivotinje nisu obitavale na mikrolokacijama s prisutnim uzro¢nikom ili da su
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anamnesticki podaci bili nepouzdani. Takoder, zbog cikli¢nosti pojavljivanja ove bolesti, moguce
je da smo zivotinje pretrazivali upravo u godini interepidemijskog razdoblja, tako da uzro¢nik
mozda ove godine nije toliko proSiren. Za kraj, za serolosko pretrazivanje macaka na
orthohantavirusne infekcije ne postoji validirana i standardizirana komercijalna metoda, §to je
uslijed nuzne modifikacije metode za ovo istrazivanje eventualno moglo rezultirati lazno

negativnim rezultatima.

Zakljucno, prema ovom istrazivanju, macke nisu potvrdene kao moguce sentinel Zivotinje za
pracenje prisustva i prosSirenosti orthohantavirusa na istrazivanim podru¢jima RH. Medutim, s
obzirom na sva istaknuta ogranic¢enja istrazivanja, a temeljem rezultata drugih autora, istrazivanje
je potrebno nastaviti kroz duze razdoblje i s ve¢im brojem uzoraka. Takoder u slijedeca istrazivanja
potrebno je ukljuciti 1 koriStenje drugih seroloskih metoda, poput primjerice imunofluorescencije,
kako bi pouzdano definirali moguénost koriStenja macaka u odredivanje prisustva i proSirenosti

uzro¢nika HVBS te u procjenu rizika za zdravlje ljudi.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Pretrazivanjem macaka modificiranom ELISA metodom nisu dokazane infekcije
orthohantavirusima na podrucju Grada Zagreb kao niti u manjeg broja pretrazenih zivotinja

iz drugih zupanija sredisnje i sjeverne Hrvatske.

Negativni rezultati moguca su posljedica trenutne niske prevalencije bolesti medu
glodavcima, ograni¢enog broja uzoraka, nedovoljno optimizirane metode ili nepouzdanih

anamnestickih podataka o pretrazivanim zivotinjama.

Temeljem rezultata drugih istrazivanja i epidemioloske situacije u RH, te uslijed navedenih
ograni¢enja, potrebno je nastaviti istrazivanje kako bi pouzdano odredili moguénost

koriStenja macaka kao sentinel Zivotinja za HVBS.
U slijede¢im istrazivanjima potrebno je pretraziti ve¢i broj uzoraka, kroz dulje razdoblje te

istraziti moguénost primjene drugih dijagnostickih metoda, kao i eventualno ukljuciti

pretrazivanje drugih vrsta domacih Zivotinja poput primjerice pasa.
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8. SAZETAK

Ema Cetusi¢ Jakopovié¢ - MACKE KAO SENTINEL ZIVOTINJE ZA HEMORAGIJSKU
GROZNICU S BUBREZNIM SINDROMOM

Hemoragijska vrudica s bubreznim sindromom (HVBS) je virusna zarazna bolest ljudi
prosirena diljem svijeta, a koja se kontinuirano pojavljuje na podru¢ju Republike Hrvatske (RH).
Ova bolest moze uzrokovati teske klinicke oblike, ponekad i sa smrtnim ishodima, a po
epidemioloskim znacajkama je bolest prirodnog Zarista koja se odrzava na odredenom podrucju
pomocu misolikih glodavaca kao rezervoara. Prac¢enje HVBS se sustavno ne provodi na podruc¢ju
RH osim biljezenjem oboljenja u ljudi. Zbog javno-zdravstvenog znacaja, u svijetu su istrazivani
sustavi pracenja proSirenosti uzro¢nika preko glodavaca te u vrlo ogranicenom broju preko

razli¢itih sentinel Zivotinja.

U ovom istraZivanju pretrazeno je 120 macaka koje su drzane kao vanjske ili kuéno-vanjske,
odnosno macaka lutalica, koje borave na endemskim podru¢jima HVBS u RH. Uzorci seruma
zivotinja su pretrazeni komercijalnim imunoenzimnim testom (ELISA) radi dokaza prisustva
protutijela za orthohantaviruse. U izvodenju ELISA metode nacinjena je modificikacija
koriStenjem sekundarnih protutijela oznacenih peroksidazom hrena za IgG protutijela macaka
kako bi metodu prilagodili pretraZivanju macjih seruma.Sve pretraZene Zivotinje su bile seroloski
negativne §to iznenaduje s obzirom na epidemioloske prilike HVBS u ovom dijelu RH, a moze biti
posljedica ogranicenja istrazivanja uslijed relativno malog broja pretrazenih uzoraka i kratkog
razdoblja provodenja istraZivanja, nepotpunih anamnesti¢kih podatke te nepostojanja sluzbeno

validirane metode.

lako ovim, prvim ovakvim istraZivanjem na podru¢ju RH, nije potvrdena moguénost
koriStenja macaka kao sentinel Zivotinja za HVBS, potrebno je nastaviti i proSiriti zapoceto
istrazivanje, uklanjajuci uocene nedostatke, kao bi pouzdano istrazili moguénost uvodenja
sustava nadzora ove opasne zoonoze pretrazivanjem macaka, ili drugih domacih Zivotinja, u

skladu s principom Jednoga zdravlja.

Kljuéne rije¢i: Hemoragijska vru€ica s bubreznim sindromom, macke, sustav nadzora, sentinel

zivotinje, ELISA, Hrvatska
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9. SUMMARY

Ema Cetusi¢ Jakopovi¢ — CATS AS SENTINELS FOR HAEMORRHAGIC FEVER WITH
RENAL SYNDROME

Haemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is a viral infectious disease of humans that
is widespread worldwide and also occurs repeatedly in Croatia. This disease can cause severe
clinical forms, sometimes with a fatal outcome, and according to its epidemiological
characteristics, it is a natural focal disease that is maintained in a specific area, with rodents serving
as a reservoir. Surveillance of HVBS is not carried out systematically in Croatia, except by
confirming the disease in humans. Due to the public health importance of the disease, different
surveilance systems for monitoring the spread of the pathogen by rodents and, to a very limited

extent, by various sentinel animals have been researched worldwide.

In this study, 120 cats from free-range, semi-free-range or stray cats from endemic HVBS areas
in Croatia were tested for the presence of orthohantaviruses antibodies using a commercially
available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). When performing the ELISA method, a
modification was made using secondary antibodies labelled with horseradish peroxidase for cat
IgG antibodies to adapt the method for cat sera.All tested animals were serologically negative,
which is surprising considering the epidemiological situation for HVBS in this part of Croatia.
This could be a consequence of research limitations due to a relatively small number of samples
tested and a short study period, incomplete anamnestic data and the lack of an officially validated

method.

Although this first study on cats as potential sentinel animals in Croatia has not confirmed the
possibility of using these animals as sentinel animals for HVBS, it is necessary to continue and
expand the investigation that has been started. Elimination of the identified shortcomings is
necessary to reliably investigate the possibility of introducing a surveillance system for this
important zoonosis by testing cats or other domestic animals in accordance with the One Health

approach.

Key words: Haemorrhagic fever with renal syndrome, cats, surveillance system, sentinel

animals, ELISA, Croatia
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 29.10.1999. u Zagrebu, gdje sam zavrsila Osnovnu §kolu Josipa Ragié¢a i Sportsku
gimnaziju. Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu upisujem 2018. godine. Od 2022. godine
¢lanica sam volonterskog tima Klinike za unutraSnje bolesti Veterinarskog fakulteta u Zagrebu, od
2023. volontiram na Zavodu za sudsko veterinarstvo, a od 2024. krenula sam volontirati 1 na
Klinici za ptice 1 egzoticne zivotinje, takoder na Veterinarskom fakultetu. Kroz ljeto 2024. godine
volontiram u Veterinarskoj stanici Velika Gorica. 2023. godine prisustvovala sam tre¢em
Simpoziju studenata biotehnologije “PosteRi” u Rijeci, a 2024. sam prisustvovala na 9. Hrvatskom
kongresu veterinara male prakse u Zagrebu. U osnovnoj $koli pocela sam se baviti atletikom, koju
treniram kroz cijelo osnovnoskolsko i srednjoskolsko obrazovanje, a nastavila sam trenirati i nakon
upisa na Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu 2018. godine, sve do danas, osvajajuci brojna
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