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POPIS KRATICA

HEV - virus Hepatitisa E

HE — Hepatitis E

HEV- RNA - ribonukleinska kiselina virusa Hepatitisa E
HEV-Ag — antigen virusa Hepatitisa E

ANTI-HEV - antitijela za virus Hepatitisa E

WHO — Svjetska Zdravstvena Organizacija

RNA- ribonukleinska kiselina

G 1-8 — genotipovi 1-8

IgA- imunoglobulini A

IgG- imunoglobulini G

IgM- imunoglobulini M

TMB- tetrametilbenzidin

HRP- peroksidaza hrena

ELISA- imunoenzimni test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

SAD- Sjedinjene Americ¢ke Drzave
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1 UVOD

Virus hepatitisa E (HEV) uzro¢nik je hepatitisa E u ljudi Sirom svijeta. Prema podacima Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO) svake godine se biljezi priblizno 20 milijuna infekcija virusom
hepatitisa E (HEV), sto rezultira s oko 3,3 milijuna simptomatskih slucajeva, a priblizno jedna
tre¢ina svjetskog stanovnistva bila je izlozena HEV-u (VON WULFFEN i sur., 2018.). HEV
najéeS¢e uzrokuje akutni hepatitisa koji se pojavljuje sporadicno, a najcesCe je
samoograni¢avajuéa bolest. Medutim, u imunosuprimiranih pacijenata, infekcija HEV-om moze
uzrokovati znatno teze oblike uz razvoj brzo progresivne ciroze jetre (KAMAR i sur., 2015.). U
opc¢oj populaciji stope smrtnosti od HEV infekcije krecu se od 0,2—1%, a stopa smrtnosti znacajno
je visa u trudnica te posebno u zemljama u razvoju (JAISWAL i sur., 2001.). Zbog izlozenosti
velikog dijela stanovnistva te posljedi¢no i zna¢ajnog broja oboljelih infekcija, HEV je jedna od
znacajnijih ugroza javnog zdravstva na globalnoj razini (HE i sur., 2018.) Virus hepatitisa E
taksonomski pripada porodici Hepeviridae, rodu Orthohepevirus. Rod obuhvaca cetiri vrste:
Ortohepevirus A, B, C i D. Ortohepevirus A je izdvojen iz ljudi, svinja (domacih i divljih svinja),
jelena, mungosa, zeCeva i deva. Ortohepevirus B izdvojen je iz ptica, a Ortohepevirus C iz stakora,
tvora i nerca. Pripadnici genotipa Ortohepevirus D ukljucuju sojeve virusa izdvojene iz §iSmisa
(SMITH i sur., 2014.). Najbrojnija skupina, Ortohepevirus A, obuhvaca 0sam genotipova.
Genotipovi 1 do 4 HEV (HEV GT-1 do GT-4) Ortohepevirusa A uzrokuju bolest u ljudi. HEV
GT-1 i HEV GT-2 inficiraju samo ljude, uzrokuju¢i epidemije u zemljama u razvoju, dok
genotipovi HEV GT-3 i HEV GT-4 imaju zoonotska svojstva i mogu se prosiriti sa Zivotinja na
ljude (SMITH i sur., 2016.). Zoonotski potencijal ostalih Ortohepevirusa, B, C i D izdvojenih iz
razli¢itih zivotinja i dalje je nedovoljno istrazen. HEV GT-3 je prosiren u cijeloj Europi, a njegovo
prisustvo dokazano je i u Hrvatskoj (PRPIC i sur., 2019.). Zbog rizika od zoonotskog prijenosa,
hepatitis E (HE) smatra se emergentnom boles¢u koja sve vise pobuduje zabrinutost za javno
zdravlje u Europi. U razvijenijim zemljama konzumacija nedovoljno kuhanog ili sirovog
zarazenog mesa domacih i divljih svinja, glavni je izvori izloZzenosti HEV-u (COLSON i sur.,
2010). Domaca svinja, divlja svinja i jelen glavne su vrsta za prijenos HEV hranom na ljude.

Nadalje, izlozenost HEV-u potvrdena je i u nekih drugih vrsta, ukljucujuéi goveda, macke, kunice,



deve i Skoljke s tim da je epidemioloski znacaj ovih vrsta jo$ uvijek nedovoljno jasan (HUANG i
sur., 2016.). Takoder, informacije 0 moguc¢nostima infekcja HEV u konja na globalnoj razini su
jos uvijek vrlo oskudne (GARCIA-BOCANGERA i sur., 2018.). Pojedinim istrazivanjima je
dokazano da i kuéni ljubimci, ukljucujuci pse i macke, takoder mogu biti slu¢ajni domacini HEV
te da bi mogli predstavljati izvor za prijenos HEV-a na ¢ovjeka (LI i sur., 2020.). Medutim, uloga
konja i kuénih ljubimaca jos uvijek je nedostatno istrazena usprkos intenzivnom i bliskom kontaktu
ljudi s ovim Zivotinjskim vrstama. Do sada su na podru¢ju Republike Hrvatske nedvojbeno
potvrdene infekcije domacih svinja s visokom seroprevalencijom u farmskim uzgojima koja je
iznosila i do 92%, a u divljih svinja do 30%, dok je seroprevalencija u ljudi ovisno o istrazivanim
skupinama bila i do 15% (PRPIC i sur., 2015.). Bez obzira na visoke seroprevalencije HEV u
navedenih vrsta zivotinja i ljudi, do sada nisu istrazivane mogucénosti infekcija konja i kuénih
ljubimaca na podrucju naSe domovine. Stoga je cilj ovog rada bio dobiti poCetne podatke o

prisustvu infekcije HEV u konja i1 kuénih ljubimaca na podruc¢ju Republike Hrvatske.



2 PREGLED LITERATURE

2.1 Povijesni podaci

Prije 60-ak godina kada je akutni hepatitis utvrden u ljudi u dolini Ka$mira u Indiji, potvrdeno je
da virus koji uzrokuje bolest ne odgovara do tada poznatima virusu hepatitisa A niti virusu
hepatitisa B (KHURO, 1980.). Istovremeno su pretrazivani serumi ljudi koji su bolovali od
akutnog hepatitisa tijekom prijasnjih pojavljivanja bolesti u Indiji, ukljucujuéi veliku epidemiju
bolesti u New Delhiju tijekom 1956., te je i u tim uzorcima dokazano da akutni hepatitisi nisu bili
uzrokovani vrisuom hepatitisa A niti virusom hepatitisa B. Ista zapazanja su potvrdena 1983.
godine kada je virusna Cestica potvrdena elektronskim mikroskopom u uzorku stolice prikupljene
od ¢ovjeka dobrovoljca koji je progutao prikupljenu fekalnu suspenziju od bolesnika s akutnim
hepatitisom u Afganistanu. Tada je utvrdeno da se radi o novoj Cestici virusa koja uzrokuje akutni
hepatitis te je dobio naziv virus hepatitisa E. Gotovo 15 godina nakon otkri¢a virusa hepatitisa E
smatralo se da se mogu zaraziti samo ljudi i da virus cirkulira isklju¢ivo u podrué¢jima sa slabim
sustavom vodoopskrbe i odvodnje koji olaksavaju fekalno-oralni prijenos (WU i sur., 1998.).
Hepatitis E koji se pojavio u nekoliko zemalja u razvoju bio je povezan s putovanjima u zemlje u
kojima je bolest bila endemi¢na. Nadalje, smatralo se da je infekcija kratkotrajna, manifestirajuci
se uglavnom kao samoograni¢avajuéi virusni hepatitis sa sporadi¢nim teskim slu¢ajevima koji su
nastajali uslijed zatajenja jetre. Medutim, tijekom kasnih 90-ih zabiljeZeno je nekoliko slucajeva
HEV infekcije medu stanovnicima razvijenih zemalja koji nisu putovali u drzave u kojima je
hepatitis E bio endemski prisutan. Otprilike u isto vrijeme HEV-slicne genomske sekvence
identificirane su u uzorcima zivotinja, posebno svinja. Daljnji rad potaknut tim rezultatima doveo
je do velike promjene u razumijevanju HEV-a i njegove epidemiologije uklju¢ujuci nove spoznaje
0 nacinu prijenosa i klinickim znacajkama. Danas je poznato da HEV ima izrazenu genomsku
heterogenost te se razvrstava u najmanje osam genotipova. Takoder poznato je da ima Sirok raspon
domacina s Cestim prijenosom na razlicite vrste, kao i da je prisutan gotovo globalno te da moze

uzrokovati trajnu infekciju kod nekih osoba (KAMAR i sur., 2008.).



UnatoC Cinjenici da je HEV otkriven tek kasno u 20. stoljecu, ¢ini se da je njegovo podrijetlo
prili¢no drevno. Cak i u geografskim podru¢jima gdje je trenutno hepatitis E rijedak, epidemije
akutnog hepatitisa s obiljezjima nalik onima svojstvenima HEV infekcijama bile su uobicajene
tijekom 18. 1 19. stoljeca. Nadalje, molekularnom tipizacijom trenutno dostupnih genomskih
sekvenci HEV-a dokazano je podrijetlo od zajednic¢kog pretka koji je cirkulirao prije 500 ili ¢ak
1300 godina (AGGARWAL, 2013.).

2.2 Etiologija

Virusi HEV su male Cestice (promjera 27-34 nm), koje se sastoje od ikozaedralne proteinske
ovojnice koja ovija jednolan¢anu pozitivno orijentiranu RNA veli¢ine oko 7,2 kilobaza. U pocetku
se smatralo da virusi nemaju zastitnu ovojnicu, medutim, danas je poznato da HEV postoji u dva
oblika: kao neovijene Cestice u stolici zarazene osobe i kao virusi u ovojnici u cirkulaciji u krvi.
Prema tome se doslo do zakljucka da ovojnica Stiti viruse od inaktivacije cirkulirajué¢im
protutijelima (TAKAHASHI i sur., 2010.). Virusi s genomskim sekvencama slicnim HEV-u
dokazani su u nekoliko vrsta sisavaca (ukljucujuéi svinje, jelene, divlje svinje, mungose, zeCeve,
Stakore, tvorove, i $§iSmise), te u ptica i riba. Svi su ti virusi taksonomski svrstani zajedno s ljudskim
HEV-om u porodicu Hepeviridae kojoj pripadaju 2 roda, Piscihepevirus kojim se mogu zaraziti
ribe i Orthohepevirus kojim se mogu zaraziti sisavci i ptice. Rod Orthohepevirus dalje se dijeli na
4 vrste, i to Ortohepevirus A, B i C kojim se mogu zaraziti sisavci i Ortohepevirus D kojim se
mogu zaraziti ptice. Svi izolati za koje je poznato da uzrokuju infekciju u ljudi pripadaju vrsti
Orthohepevirus A. Na temelju filogenetske povezanosti, pripadnici ove vrste su trenutno razvrstani
u 8 genotipova (GT1 - GT8) (PURDY i sur., 2017.). Od njih je poznato da se sa GT1 i GT2 mogu
zaraziti samo ljudi, sa GT3 do GT6 se moze zaraziti nekoliko vrsta sisavaca, a GT7 i GT8 kruze
medu devama. Vecina ljudskih infekcija povezana je sa genotipovima GT1 do GT4, s povremenim
slu¢ajevima uzrokovanim sa GT7 ( AGGARWAL i GOEL, 2016.). Znac¢ajno je istaknuti da su
GT3 i GT4 izdvajani i iz ljudi i iz zivotinja te oni daju zoonotski zna¢aj HEV-u (SMITH i sur.,
2016.).



2.3 Epizotiologija

-----

HEV-a je izmedu oboljelih i prijemljivih ljudi pomocu fekalno — oralnog prijenosa. Medutim,
posljednjih je godina HEV otkriven u raznim zivotinjskim vrstama poput domacih svinja, divljih
svinja, goveda, macke, zeCeva, glodavaca i pasa. Potvrdeno je da konzumacija mesa ili mesnih
proizvoda te izravni ili neizravni kontakt sa svinjama moze biti vazan nacin zoonotskog prijenosa
HEV. U Japanu je HEV soj izdvojen iz smedeg Stakora (Rattus norvegicus) koji je bio u blizini
farme svinja u kojoj je bio potvrden HEV. lzdvojeni soj bio je genetski identican sojevima HEV
izdvojenim iz svinje u blizini, sto ukazuje da bi i $takori mogli biti rezervoar za HEV (KANAI i
sur., 2012.). HEV u stakora prvi je put otkriven u smedeg Stakora u Njemackoj (JOHNE i sur.,
2010.). Od tada su provedena mnoga istrazivanja prisustva HEV u §takora medutim, jo$ uvijek
nije zaklju¢eno moze li HEV sa Stakora prijeéi na druge vrste. Posljednjih godina HEV je otkriven
I u kuénim rovkama (Suncus murinus) u Kini s velikom sli¢nos¢u sa sojevima HEV u stakora, $to

ukazuje da bi se HEV mogao prenositi izmedu Stakora i kuénih rovki (HE i sur., 2018.).

2.4  Geografska proSirenost

HEV je visoko prosiren prvenstveno u zemljama u razvoju na indijskom potkontinentu, jugoistoku
Azije i Srednjoj Aziji, Bliskom Istoku te sjevernim i zapadnim dijelovima Afrike. Na tim
podruc¢jima hepatitis E pojavljuje se u obliku epidemija akutnog hepatitisa razli¢itog intenziteta,
kao i u obliku ucestalih sporadi¢nih slu¢ajeva. Zabiljezeno je i kratkotrajno izbijanje bolesti u
Meksiku u razdoblju 1986.—1987. godina. Od tada se HEV pojavljuje i u Sjevernoj Americi. Velika
izbijanja hepatitisa E Cesto su se pojavljivala u Kini tijekom 1980-ih i poc¢etkom 1990-ih godina,
ali posljednjih godina nisu zabiljezene vece epidemije (AGGARWAL, 2013.). Svaki genotip HEV
koji uzrokuje bolest u ljudi ima razlic¢itu geografsku rasprostranjenost. GT1 HEV izoliran je od
bolesnika s akutnim hepatitisom u nekoliko podrucja Azije (posebno Juzna Azija i Srednja Azija)
i Afrike, gdje je bolest hepatitisa E vrlo ¢esta. GT2 HEV izvorno je identificiran u Meksiku
pocetkom 1980-ih i bio je naknadno dokazan u zapadnoj Africi (Nigerija i Cad). Slucajevi zaraze
GT3 HEV zabiljezeni su uglavnom u razvijenijim drzavama, pretezno onima u Europi i u Sjevernoj
Americi, ali i u azijsko-pacifickoj regiji (npr. Australija, Japan). GT4 HEV zabiljezen je iskljucivo

u zemaljama jugoisto¢ne Azije, ukljucujudi Kinu, Tajvan, Japan i Vijetham, a povremeno se moze



naé¢i i u Europi. GT7 HEV =zabiljezen je povremeno u ljudi u Europi na podrué¢ju Mediterana
(GOEL i AGGARWAL, 2020.).

2.5 Klini¢ka slika

Klinicka manifestacija HEV infekcije vrlo je razliita. U vecini slucajeva infekcija je
asimptomatska, ali moze se manifestirati i teskim oblicima s mogu¢im smrtnim ishodima.
Trudnice i pacijenti s prepostoje¢im ozbiljnim bolestima jetre posebno su izlozeni riziku od
oboljenja od tezeg oblika HE (LENGGENHAGER i WEBER, 2019.). U simptomatskih slu¢ajeva,
razdoblje inkubacije krece se od 2 do 8 tjedana, s prosjekom od 40 dana. Pocetni simptomi akutnog
hepatitisa E su nespecifi¢ani i ukljucuju mijalgiju, artralgiju, slabost i povracanje. Neki pacijenti
imaju Zuticu, svrbez, obojenu stolicu i tamni urin, popra¢eno poveanom razinom jetrene
transaminaze, bilirubinom, alkalnom fosfatazom i glutamiltransferazom. Infekcija HEV moze
dovesti do ozbiljnije akutne bolesti jetre u trudnica ili pacijenata s kroni¢nom bolestima jetre i
ponekad napreduju do fulminantnog zatajenja jetre. Takoder moze do¢i do teskog tijeka u trudnica
zbog hormonalnih i imunoloskih promjena u trudnoé¢i. Smanjena ekspresija progesteronskog
receptora povezana je sa smrtnim ishodima hepatitisa E u trudnica. Opisana je produzena viremija
HEV-a u nekih imunokompetentnih osoba, medutim nije =zabiljezeno da se kod
imunokompetentnih pojedinaca razvila ciroza jetre ili hepatocelularni karcinom kao posljedica

infekcije HEV (WEDEMEYER i sur., 2012.).

2.6 Dijagnoza

Objektivna laboratorijska dijagnoza HEV infekcije obuhvac¢a dokaz virusa dokazom njegove
nukleinske kiseline (HEV-RNA) i/ili virusnog antigena (HEV-Ag), te dokaz serokonverzije
dokazom anti-HEV antitijela razli¢itih razreda (IgA, 1gG i IgM). Navedene dijagnosti¢ke metode
Su osnova ne samo za dijagnozu vec 1 za pracenje lijecenja 1 oneé omogucavaju odredivanje faze
infekcije HEV kao akutne, nedavne, rekonvalescentne ili kroni¢ne. Glavne znacajke akutne HEV
infekcije su dokaz HEV-RNA i/ili HEV-Ag, te seroloski dokaz Anti-HEV-IgM i —IgA protutijela.
Porast titra ili nizak aviditet HEV-1gG protutijela takoder ukazuje na akutnu HEV infekciju.
Medutim, te znacajke pojavljuju se u razli¢ito vrijeme, zadrzavaju kroz razliita razdoblja i

razlikuju se u svom znacenju u klini¢koj dijagnozi. Stoga, pokazatelji kao $to su visoKi titri i nizak



aviditet HEV-1gG protutijela, ne mogu se smatrati dijagnostickim kriterijem ve¢ samo mogu
ukazivati na akutnu HEV infekciju. Slijedom toga, bilo koji dijagnosti¢ki algoritam HEV infekcije
trebao bi se temeljiti uglavnom na prisutnosti Anti-HEV-IgM antitijela i/ili prisutnosti HEV-Ag,
odnosno HEV-RNA.

Dijagnoza kroni¢ne HEV infekcije obi¢no se temelji na prisutnosti HEV-RNA u krvi ili drugim
tjelesnim teku¢inama dulje od 3 mjeseca, dok rekonvalescentnu infekciju odlikuje prisutnost Anti-
HEV-IgG antitijela bez dokaza drugih pokazatelja infekcije. Dijagnoza akutne HEV infekcije u
imunokompetentnin osoba temelji se na prisutnosti Anti-HEV-IgM i/ili HEV RNA. U
laboratorijima koji nemaju odgovarajuc¢u tehnologiju za molekularnu dijagnozu, unato¢ nizoj
osjetljivosti, preporucuje se dokaz HEV-Ag kao alternativa za dijagnozu HEV infekcije. lako
nema dijagnosticki ili klinicki znacaj, tipizacija HEV-a na razini genotipa i podtipa izravnom ili
novom generacijom sekvenciranja i naknadnom filogenetskom analizom od iznimne je vaznosti

za proucavanje molekularne epidemiologije HEV infekcije (JUAREZ i sur., 2018.).

Pretrazivanje na hepatitis E trebalo bi biti dio rutinske dijagnosticke pretrage u svih bolesnika s
akutnim ili kroni¢nim hepatitisom koji se ne mogu objasniti drugim uzrocima. Akutna HEV
infekcija se dijagnosticira kod imunokompetentnih osoba na temelju otkrivanja anti-HEV IgM.
Povecani titri anti-HEV 1gG mogu ukazivati na nedavnu HEV infekciju. lzdvajanje viusa na
stani¢nim kulturma prili¢no je neudinkovito u rutinskoj dijagnostici jer je virus u malom broju
slu¢ajeva uspjesno izdvojen u linijskim stani¢nim kulturama PLC/PRF/5 i A549. Postoje znac¢ajne
razlike u nac¢inu izvedbe, kao i osjetljivosti, specifi¢nosti i podudarnosti rezultata medu testovima
koji otkrivaju antitijela za HEV. Dostupni testovi najcescée se temelje na antigenima eksprimiranim
jednim HEV genotipom, s§to predstavlja ograni¢enje u otkrivanju svih HEV genotipova zbog
antigenskih razlika. Uslijed ovog ogranicenja veéina komercijalnih testova ima visoku
specificnost, ali osjetljivost im je znacajno smanjena. Navedeno bi moglo objasniti neka
odstupanja u razini seroprevalencije HEV-a zabiljezene u razli¢itim istrazivanjima. Takoder bi u
klini¢koj praksi imunokompromitirani pojedinci uvijek trebali biti testirani na HEV RNA ako
postoji sumnja da jesu zarazeni jer se serokonverzija i u slucaju podudarnih genotipova kod njih
moze odgoditi. HEV RNA se moze dokazati u krvi i stolici kroz nekoliko tjedana tijekom akutne
infekcije HEV-om (WEDEMEYER i sur., 2012.).



2.7 LijeCenje

Vecina bolesnika s akutnim hepatitisom E ima blage klinicke simptome bolesti sa spontanim
oporavkom bez ikakvih trajnih posljedica. Stoga im najces¢e nije potrebno nikakvo posebno
lijeCenje osim informiranja o znacajkama njihove bolesti i povremenog pracenja radi ranog
otkrivanja znakova napredovanja u teSki oblik bolesti. Inficirane osobe mogu nastaviti svoje
svakodnevne rutine, ukljucujuci laganu tjelesnu aktivnost, sve dok simptomi ne nestanu, nakon
Cega nastavljaju zivjeti bez ograni¢enja. Za ublazavanje simptoma Kkorisni su antipiretiCi,
antiemetici i blagi analgetski lijekovi. Strogi odmor u krevetu, vitaminski pripravci (ukljuujuci
vitamin K), stimulatori apetita, antibiotici i hepatoprotektivni agensi nisu indicirani. Ogranic¢enja
u prehrani ne donose nikakve koristi nego samo mogu dovesti do smanjenja ukupnog unosa hrane.
Promjene ritma spavanja, pretjerana razdrazljivost ili produljenje protrombinskog vremena mogu
biti predkazatelji za pojavu teskog oblika bolesti. Stupanj povecanja razine jetrenih enzima nije u
izravnoj korelaciji s intenzitetom bolesti te je ¢esto ponavljanje testova funkcije jetre ograni¢ene

vrijednosti.

U osoba s kroni¢nim hepatitisom E imunosupresivni lijekovi su se pokazali u¢inkovitim u
suzbijanju viremije te se smatraju dobrim u pocetnoj fazi lijeCenja. Ako to ne uspije, preporucuje
se monoterapija ribavirinom (najmanje 3 mjeseca, a po moguénosti 6 mjeseci). Ovo lijeCenje je
povezano s trajnim virolo§kim odgovorom u oko 78% lijeCenih ispitanika. Opisani su povremeni
sluCajevi rezistencije na ribavirin, za koje se smatra da su povezane sa specificnom genetskom
varijacijom u virusnom genomu. Kako bi se povecala uc¢inkovitost ribavirina dodan mu je
sofosbuvir, inhibitor izravnog djelovanja, koji je posebno uc¢inkovit za replikaciju virusa hepatitisa
C. Medutim pozitivan u¢inak ovakvog lijeenja HE jo$ uvijek nije pouzdano dokazan. U nekoliko
ograniCenih istrazivanja utvrdeno je da je pegilirani interferon alfa u¢inkovit u ljudi koji su imali
nuspojave ili nisu reagirali na produljeno lije¢enje ribavirinom. Medutim, ovakvo lijeCenje nije
prikladno za osobe koje su prosle transplantaciju ¢vrstih organa, jer je povezanO s povecanim
rizikom odbacivanja presadenog organa (GOEL i AGGARWAL, 2020.).



2.8 Preventiva

Nemoguénost HEV-a da se jednostavno umnaZza na stani¢nim kulturama onemogucava razvoj
zivog atenuiranog ili inaktiviranog cjepiva. Medutim, pokusaji razvoja rekombinantnih cjepiva bili
su vrlo uspjesni. Rekombinantno cjepivo se pokazalo visoko imunogeno i dokazalo se da ukoliko
sadzava neutralizacijske epitope virusa poti¢e tvorbu antitijela koja onemogucavaju zarazavanje
stanice domacina. Ova pocetna istrazivanja dovela su do toga da se nekoliko rekombinantnih HEV
kapsidnih proteina eksprimiranih u razli¢itim prokariontskim ili eukariotskim sustavima moze
koristiti kao HEV cjepivo (GOEL i AGGARWAL, 2020.). Tako su danas za HEV razvijena dva
cjepiva koja su se pokazala vrlo u¢inkovitima u sprije¢avanju infekcije HEV-om u klinickim
istrazivanjima. Trenutno je samo jedno od cjepiva licencirano i to samo u Kini. Prije nego $to se
ta cjepiva mogu upotrijebiti za prevenciju hepatitisa E u op¢oj populaciji potrebne su dodatne
informacije i klini¢ka istrazivanja ucinkovitosti kao i potvrda je li sigurno za primjenu u
visokorizi¢nim skupinama ljudi (npr. trudnice, pacijenti s prethodnom boles¢u jetre), zatim koliko
traje zastita, te kolika je potreba za adjuvansima i imunostimulatorima, kao i omjer troskova i
koristi cjepiva. Osim cjepiva moguca je i alternativna prevetiva, pa bi tako trebalo pruziti ljudima
dostupnu, higijenski ispravnu, vodu za pi¢e, omoguéiti pravilno odlaganje ljudskih fekalija,
educirati ljude o osobnoj higijeni, izbjegavati sirovo meso pogotovo divljih i domacih svinja te
jelena (AGGARWAL, 2013.). HEV se inaktivira zagrijavanjem na 70 °C (EMERSON i sur.,
2005.) pa bi upotreba prokuhane vode i odgovarajuce kuhanje hrane trebalo pomoci da se znacajno
smanji ili ukloni rizik za prijenos virusa. U podru¢jima sa zoonotskim prijenosom GT3 i GT4,
odgovarajuce kuhanje mesa prije konzumacije trebalo bi biti posebno naglaseno. Brojna izvjesca,
posebno iz razvijenoga svijeta, tijekom posljednjih 10 do 15 godina, potvrdila su prisutnost HEV
viremije u krvi prikupljenoj od zdravih darivatelja. Ovo otkri¢e dovelo je do prepoznavanja HEV-
a kao infekcije koja se prenosi transfuzijom te je iz tog razloga u nekoliko zemalja uvedeno
obvezno pretrazivanje za HEV RNA donirane krvi. Takvo pretrazivanje provodi se dokazom
nukleinske Kkiseline virusa, sto je skupo, a potrebna je i specijalizirana oprema i obuceni djelatnici.
Stoga su neke zemlje usvojile politiku selektivnog probiranja krvi koja treba za transfuziju
odredenim skupinama za koje se smatra da imaju visok rizik od HEV infekcije; na primjer,
primatelji transplantiranih organa, trudnice ili imunosupresivne osobe (GOEL i AGGARWAL,
2020.).



2.9 Hepatitis E u Republici Hrvatskoj

U dosadasnjim istrazivanjima u Republici Hrvatskoj pretraZivane su domace svinje na anti-HEV-
antitijela te je ustanovljena seroprevalencija 32,94%, s intervalom pouzdanosti od 95% (CI)
izmedu 30,55 1 35,42%. Pozitivne Zivotinje su potvrdene u 11 od 14 zupanija sa seroprevalencijom
na Zupanijskoj razini u rasponu od 8,33% do 60,00%. Samo u tri Zupanije nisu pronadeni pozitivni
uzorci (Karlovaca, Krapinsko-zagorska i Viroviticko-podravska), vjerojatno zbog ograni¢enog
broj pretrazenih uzoraka (}54). Najveca seroprevalencija utvrdena je u Osijec¢ko-baranjskoj
zupaniji (60%; 95% CI od 44,6 do 73,65%) i Vukovarsko-srijemskoj zupaniji (50,11%; 95% CI
0d 45,61 do 54,61%). U Sest od 16 Zupanija uklju¢enih u istrazivanje HEV u divljih svinja utvrdeno
je 31,10% pozitivnih uzoraka uz seroprevalenciju na zupanijskoj razini u rasponu od 7,70% (95%
Cl 1,37-33,31) do 50,60% (95% CI 45,28-55,88%). Najveca seroprevalencija potvrdena je u
Vukovarsko-srijemskoj (50,60%, 95% CIl od 45,28-55,88%) i Osijecko-baranjskoj zupaniji
(43,18%, 95% CI od 29,68-57,77%). U istom istrazivanju HEV RNA dokazan je u divljih svinja
PCR metodom, a sve pozitivne zivotinje su bile i seroloski pozitivne. HEV RNA dokazana je u 17
od 150 testiranih uzoraka iz cetiri zupanije obuhvacéene istrazivanjem (Brodsko-posavska,
Dubrovacko-neretvanska, Karlovacka i Medimurska). Prevalencija dokaza HEV RNA bila je
11,33% (95% CI 7,19-17,14%). Najveéi broj HEV RNA pozitivnih divljih svinja otkriven je u
Brodsko-posavskoj zupaniji (3.13), dvije u Medimurskoj zupaniji, te po jedna u Dubrovacko-
neretvanskoj i Karlova¢koj zupaniji (JEMERSIC i sur., 2017.)

Drugo istrazivanje radeno je na malim glodavcima. Uzorci su prikupljani s podru¢ja Medvednice,
Gerova, Plitvica, Maksimira, Lipovljana, Cazme, Zutice, Draganica, Nasica i Pozege. Virusna
RNA otkrivena je u samo jednom uzorku jetre (0,21%, 1/483) iz Zutogrlog misa (Apodemus
flavicollis) s planine Medvednice. Ct-vrijednost u uzorku pozitivne jetre bio je 31, a ostala tkiva i
organi pozitivne Zivotinje bili su negativni na HEV. Filogenetska analiza djelomi¢ne 242nt ORF1
dobivene sekvence pokazala je da HEV dokazan u Zutogrlog miSa pripada genotipu 3 vrste
Orthohepevirus A, podtip 3a. Soj dokazan u glodavcu s Medvednice je blisko genetski srodan s
HEV dokazanim u ljudi u Hrvatskoj tijekom 2012. (KT583123, Zagrebacka Zzupanija, 98,38%),
2014. (KY910801, Zagrebacka zupanija, 86,58%; KY910803, Zagrebacka zupanija, 90,65%) 1
2017. godine (K'Y910802, Dubrovacko-neretvanska zupanija, 98,78%), kao i onima dokazanim u
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divlje svinje iz 2016. (KY910824, Vukovarsko-srijemska Zupanija, 98,78%) te domace svinje iz
2013. godine (KT583117, Medimurska zupanija, 92,27%). Stoga je zakljucak da prevladavajuci
sojevi u Hrvatskoj pripadaju podtipovima 3a i 3¢ te se mogu smatrati endemskim (PRPIC i sur.,
2019.).

U Hrvatskoj je prvi autohtoni slu¢aj hepatitisa E kod ljudi zabiljezen 2012. godine (CIVLJAK i
sur., 2013.). Istrazivanja provedena od 2011. do 2013. godine na bolesnicima s klini¢kim
simptomima hepatitisa i povisenim jetrenim enzimima koji su bili negativni na hepatitis A-C,
otkrili su HEV protutijela IgM / I1gG u 10,7% bolesnika. Medu IgM pozitivnim bolesnicima bilo
ih je 35,7% pozitivan na HEV RNA (PAKOVIC RODE i sur., 2014.) Nekoliko istrazivanja
istrazivalo je seroprevalenciju HEV infekcije u razli¢itih skupine stanovniStva u Hrvatskoj.
Protutijela na HEV IgG otkrivena su u 24,5% primatelja transplantacije jetre (MRZLJAK i sur.,
2017.), 8,9% alkoholi¢ara (VILIBIC CAVLEK i sur., 2016.), 8,6% bolesnika s posttraumatskim
stresnim poremecéajem uzrokovanim ratom (VILIBIC CAVLEK i sur., 2016.), 8,1% Sumskih
radnika (JELICIC i sur., 2017.), 6,1% korisnika injekcijskih droga (VILIBIC CAVLEK i sur.,
2016.), 4,0% lovaca, 3,4% opée populacije (JELICIC i sur., 2017.), 2,9% trudnica (JELICIC i
sur., 2017.) , 2,0% zdravstvenih radnika (JELICIC i sur., 2017.) i 1,1% pacijenata zarazenih HIV-
om (PAKOVIC RODE i sur., 2014.). IstraZivanje provedeno medu darivateljima krvi 2016. godine
pokazalo je visoku stopu seroprevalencije HEV 1gG od 20,3% uz 1,7% HEV IgM pozitivnih.
Nijedan od IgM pozitivnih uzoraka nije bio pozitivan na HEV RNA (MILETIC LOVRIC i sur.,
2016.). Seroprevalencija HEV IgG znacajno se poveéava s dobi ispitanika (VILIBIC CAVLEK i
sur., 2016.). Uzto, stope seroprevalencije bile su veée u stanovnika prigradskih i ruralnih podrucja
u usporedbi sa stanovnicima urbanih podrucja, zatim u osoba koje zive u obiteljima s vise ¢lanova
kucanstva, kod osoba koje koriste bunare kao izvor pitke vode (VILIBIC CAVLEK i sur., 2016.)
i kod onih koji koriste kanalizacijski sustav spojen na septicke jame (MRZLJAK i sur., 2018.).
2018. godine, prvi put je zabiljezen slucaj kroni¢nog HEV-a sa zatajenjem jetre i ozbiljnim
klinickim tijekom koji je bio indikacija za transplantaciju jetre. Pacijent je lijeCen ribavirinom te

je nakon toga je ozdravio (DINJAR KUJUDZIC i sur., 2018.).

Sveukupno HEV je najvjerojatnije endemski prisutan u ljudi i pojedinih Zivotinjskih vrsta na

podrucju RH, a srodnost sojeva ukazuje na moguci zoonotski ciklus.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1  Uzoreci pretrazivanih seruma

U istrazivanju je ukupno pretrazeno 264 uzorka seruma konja, 308 uzorka seruma pasa te dodatno,

izvan predvidanja osnovnog istrazivanja, 88 uzoraka seruma macaka.

Uzorci seruma konja prikupljali su se po zupanijama kontinentalne Hrvatske tijekom 2019. godine
u svrhu provedbe Programa nadzora groznice Zapadnog Nila, a zatim su ostatni uzorci seruma
pohranjeni na temperaturu -20°C u Virolo§kom laboratoriju Zavoda za zarazne bolesti s klinikom
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, dok su uzorci seruma pasa 1 macaka prikupljani u
razdoblju od travnja do studenog 2020. godine na Klinici za zarazne bolesti i Klinici za unutarnje
bolesti Veterinarskog fakulteta u svrhu dijagnostike infekcija sa SARS-CoV-2 virusom. Nakon
primarne obrade ostatni uzorci seruma pohranjeni su na temperaturu -20°C u ViroloSkom
laboratoriju Zavoda za zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
do provodenja ovog istrazivanja. Uzorci seruma pasa i macaka odabirani su iz ostatnih uzoraka
seruma podrijetlom od Zivotinja koje borave u kué¢anstvima, u bliskom suzivotu s ljudima kako bi
time primarno odredili zoonotski znacaj infkcija HEV u ovih vrsta. Serumi su odvojeni
centrifugiranjem krvi pri 2000 okretaja/minuti tijekom 10 minuta prilikom pripreme uzoraka za
primarne seroloske ili biokemijske laboratorijske pretrage. Nakon provedenih ciljanih pretraga
ostatni uzorci seruma pohranjeni su pri -20°C do izvodenja seroloske pretrage radi dokaza antitjela
za HEV.

Prilikom obrade podataka za konje su biljezeni podaci o mjestu iz kojeg dolaze, dobi i spolu, a za
pse i macke uz mjesto, dob i spol, biljezio se i razlog dolaska na Klinike Veterinarskoga fakulteta

kako bi u pozitivnih Zivotinja mogli istraziti i klinicke znacajke infekcije.
3.2. Seroloska dijagnostika

U svrhu dokaza serumskih protutijela za virus Hepatitisa E u pretrazivanim uzorcima seruma,

koristen je komercijalni komplet, indirektni imunoenzimni test (ELISA) pod nazivom ID Screen
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Hepatitis E Indirect Multi-species (ID.vet, Grabels, Francuska). To je indirektni ELISA kit za

odredivanje anti-Hepatitis E protutijela u serumu i plazmi svinja i ostalih domacih sisavaca.

ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species kit se sastoji od mikrotitracijske ploce koja sadrzi 96
jazica. Ploca je podijeljena u naizmjeni¢ne pozitivne i negativne stupace od kojih svaki sadrzava
po 8 jazica. Pozitivne jazice oblozene su rekombinantnim antigenom iz kapside virusa hepatitisa
E genotipa 3, dok su negativne jazice prazne. U jazice se u duplikatu (jazica s antigenom i bez)
dodaju uzorci koji se pretrazuju kao i pozitivne i negativne kontrole koje su sastavni dio
dijagnostickog kompleta. Ako su Anti-HEV antitijela prisutna u uzorku tada nastaje kompleks
antigen-antitijelo vezan na stjenke jazica. Nakon ispiranja, u jazice se dodaje konjugat sa
peroksidazom hrena (HRP). On omoguc¢ava vezanje za anti-HEV antitijela i tvori se kompleks
antigen-antitijelo-konjugat-HRP. Nakon uklanjanja viska konjugata ispiranjem, u jaZice se dodaje
otopina supstrata tetrametilbenzidina (TMB). Razlika u obojenosti izmedu parnih i neparnih jaZica
proporcionalna je koli¢ini specifiénih antitijela prisutnih u uzorku. U prisutnosti antitijela
pojavljuje se plava boja otopine koja nakon dodavanja otopine za zaustavljanje reakcije postaje

zuta, dok s druge strane u odsutnosti antitijela ne dolazi do obojenja.

3.2.1. ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species test

Za serolosko pretrazivanje seruma konja, pasa i macaka u istrazivanju je koristen komercijalni
komplet za izvodenje imunoenzimskog testa (ELISA) ,,ID Screen® Hepatitis E Indirect Multi-
species® (ID.vet, Grabels, Francuska), a izvedba cjelokupnog postupka nacinjena je sukladno

uputama proizvodaca.
U izvedbi dijagnosticke metode koriSten je navedeni dijagnosticki komplet koji sadrzava:

1. Mikrotitracijske plitice s 96 jazica u koje je tijekom proizvodnje vezan antigen u svako drugi

stupac sa po 8 jazica
2. Koncentrirani konjugat (10x)

3. Pozitivna kontrola

4. Negativna kontrola
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5. Puferska otopina 2 (otopina za razrjedivanje seruma)

6. Puferska otopina 3 (otopina za razrjedivanje konjugata)
7. Koncentrirana otopinu za ispiranje (20X)

8. Otopina supstrata (TMB)

9. Otopina za zaustavljanje reakcije (0,5 M)

Slika 1. Sadrzaj komercijalnog dijagnosti¢kog kompleta ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-
species test

Osim navedenoga komercijalnog kompleta za izvedbu pretrage koristen je sljedeci pribor i
oprema:

1. Jednokanalna automatska mikropipeta zapremine 10-100 pl (Eppendorf)

2. Visekanalna automatska mikropipeta zapremine 10-100 pl (Eppendorf)

3. Cita¢ mikrotitracijskih plitica (Sunrise, Tecan, Minnedorf, Svicarska)

4. Tspira¢ mikrotitracijskih plitica (Hydroflex, Tecan, Ménnedorf, Svicarska)

5. Tresilica (Vortex)

6. Lateks rukavice

7. Nastavci za pipete
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Uz navedeno za pripremu radne otopine za ispiranje od koncentrirane otopine za ispiranje koja je

dio dijagnostickog kompleta koriStena je i destilirana voda.

3.2.2. I1zvodenje pretrage

Prije koriStenja sve komponente komercijalnog ELISA kompleta te pretrazivani serumi
temperiraju se pri sobnoj temperaturi (21°C £5°C). Svi reagensi se prije uporabe homogeniziraju

na tresilici.

U prvom koraku, u svaku mikrotitracijsku jazicu dodaje se automatskom visekanalnom pipetom
po 190 pL puferske otopine 2 (otopina za razrjedivanje seruma). Nakon toga se dodaje u po Cetri
jazice pozitivni, odnosno negativni kontrolni serum te u po dvije jazice svaki pretrazivani serum

u koli¢ini od po 10 pL.

Mikrotitracijska ploca s dodanim razrjedenim serumima se zatim inkubira 45 minuta (= 4 minute)
pri 21 °C (£ 5°C). Nakon inkubacije se isprazni sadrzaj jazica i plitice se isSpiru pomocu ispiraca
mikrotitracijskih plitica 3 puta s po 300 pL radne otopine za ispiranje (Slika 2.). Zatim se nacini
radna otopina konjugata tako da se koncentrirani konjugat, koji je dio dijagnostickog kompleta,
razrijedi s puferskom otopinom 3, koja je takoder dio kompleta, u omjeru 1:10. Zatim se doda po
100 pL tako razrjedenog konjugata u prethodno isprane jaZice te se mikrotitracijska plitica inkubira
30 minuta (= 3 minute) pri 21 °C (= 5°C). Nakon inkubacije ponovno se isprazne jazice
mikrotitracijske plitice i isperu 3 puta s po 300 pL radne otopine za ispiranje pomoc¢u automatskog

ispira¢a mikrotitracijskih plitica.
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Slika 2. Uredaju za automatsko ispiranje mikrotitracijskih plitica

U sljedecoj fazi se u svaku jazicu dodaje po 100 pL otopine supstrata te se plitica inkubira pri

sobnoj temperaturi (21°C £ 5°C) tijekom 15 minuta (x 2 minuta) u mraku (Slika 3.).

Slika 3. Mikrotitracijska plitica nakon inkubacije, a prije dodavanja otopine za zaustavljanje
reakcije

Iza navedene inkubacije dodaje se u svaku jazicu mikrotitracijske plitice po 100 pL otopine za
zaustavljanje reakcije razgradnje supstrata peroksidazom. Ovisno o prisutnosti ili odsutnosti
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protutijela u pretrazivanim uzorcima seruma vidljivo je Zuto obojenje razli¢itog intenziteta ili
sadrzaj jazice ostaje bezbojan. Rezultati nacinjenih pretraga se ocitavaju pomocu citaca

mikrotitracijskih plitica pri valnoj duljini od 450 nm.

3.2.3. Validacija testa

Sukladno uputama proizvodaca, radi pouzdanosti i vjerodostojnosti postignutih rezultata svakog
pojedinog pretrazivanja, propisane su vrijednosti aritmeticke sredine ocitavanja apsorbancije
pozitivhog kontrolnog seruma te omjer srednje vrijednosti oéitavanja kontrolnog pozitivnog i
kontrolnog negativnog seruma koji jam¢i pouzdanost rezultata na pojedinoj mikrotitracijskoj

plitici.
Izvodenje testa smatra se valjanim ako je:

Srednja vrijednost o€itanih rezultata za pozitivni kontrolni serum veca od 0,350:

ODpc > 0.350

Omjer srednje vrijednosti oCitanog rezultata za pozitivni kontrolni serum i srednje vrijednosti

rezultata za negativni kontrolni serum za ispravno izvedenu pretragu mora biti veca od 3:

ODpc / ODne > 3

3.2.4. Izracunavanje i interpretacija rezultata pretrage ispitujué¢ih uzoraka seruma
Nakon nacinjene pretrage ocCitane su vrijednosti rezultata za svaki pojedini pretrazivani serum

pomocu ¢itaca mikrotitracijskih plitica na valnoj duljini od 450 nm.

Radi interpretacije rezultata izraCunava se omjer ocitane srednje vrijednosti apsorbancije
pojedinog pretrazivanog seruma i srednje vrijednosti oCitanih rezultata pozitivhog kontrolnog

seruma te se dobiveni broj mnozi sa 100 kako bi bio izraZen u postotcima. Na ovaj nacin za svaki
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pretrazivani serum izraunat je kompeticijski postotak u odnosu na pozitivni kontrolni serum

prema sljedecoj formuli:
SIP = ( ODuzorka/ ODPC) *100
Sukladno vrijednosti kompeticijskog postotka rezultat pretrage pojedinog seruma moze biti:

a. pozitivan — kompeticijski postotak ve¢i ili jednak 70% (S/N % > 70%)
b. sumnjiv — kompeticijski postotak veci od 60% i manji od 70% (70% < S/N % > 60%)
c. negativan — kompeticijski postotak manji ili jednak 60% (S/N % < 60%)
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4 REZULTATI

U istrazivanju je ukupno pretrazeno 264 uzorka konja. Uzorci seruma prikupljali su se po
Zupanijama i prvenstveno su prikupljeni za istrazivanje bolesti Zapadnog Nila, a zatim su ostatni
uzorci seruma pohranjeni na temperaturu - 20°C u Viroloskom laboratoriju Zavoda za
mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom. U ovom istrazivanju koristili su se nasumi¢no
odabrani uzorci iz Bjelovarsko-bilogorske zupanije, grada Zagreba, OsijeCko-baranjske zupanije,
Varazdinske Zupanije i Vukovarsko-srijemske zupanije (Tablica 1., Grafikon 1.). Prema spolu
pretrazeno je 108 (41%) muskih i 156 (59%) Zenskih zivotinja (Grafikon 2.). Pretrazene zivotinje
bile su u dobi od 18 mjeseci do 15 godina (Grafikon 3.).

Tablica 1. Prikaz rezultata za pretrazene uzorke konja po zupanijama

BROJ
ZUPANIJA PRETRAZENIH POZITIVNI SUMNJIVI NEGATIVNI
UZORAKA KONJA
GRAD ZAGREB 66 0 0 66
BJELOVARSKO- 22 0 0 22
BILOGORSKA
VUKOVARSKO- 54 0 0 54
SRIJEMSKA
VARAZDINSKA 72 0 0 72
OSJECKO- 50 0 0 50
BARANJSKA
UKUPNO 264 0 0 264
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Grafikon 1. Pretrazena populacija konja po zupanijama

Grafikon 2. Pretrazena populacija konja prema spolu
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Grafikon 3. Pretrazena populacija konja prema dobi

Uzorci seruma konja s podrucja pet Zupanija kontinentalne Hrvatske pretrazeni su komercijalnim
dijagnostickim kompletom ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species test i njihovim

pretraZivanjem nisu dokazani pozitivni rezultati.
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U svrhu odredivanja prisustva i seroprevalencije infekcije kuénih ljubimaca ukupno je pretrazeno
308 uzoraka seruma pasa s podrucja tri Zupanije. Najveci broj pretrazenih pasa je iz Zupanije Grad
Zagreb, dok je neSto manji broj pretrazenih zivotinja bio iz Brodsko-posavske i Zagrebacke
zupanije (Tablica 2., Grafikon 4.). Prema spolu pretrazeno je156 muskih i 152 zenske zivotinje

(Grafikon 5.). Psi obuhvaceni istrazivanjem bili su u dobi od 2 mjeseca do 17 godina (Grafikon 6.)

Tablica 2. Prikaz rezultata za pretrazene uzorke pasa po zupanijama

BROJ
ZUPANIJA PRETRAZENIH POZITIVNI SUMNJIVI NEGATIVNI
UZORAKA PASA
GRAD ZAGREB 232 1 0 231
BRODSKO- 44 0 0 44
POSAVSKA
ZAGREBACKA 32 0 0 32
UKUPNO 308 1 0 307

B Grad Zagreb
H Brodsko posavska

Zagrebacka

Grafikon 4. Pretrazena populacija pasa prema zupanijama
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Grafikon 6. Pretrazena populacija pasa prema dobi

Od pretrazenih 308 uzoraka jedan je pas (0,3%) bio seroloSki pozitivan na razini o€itanog
pozitivnog kotrolnog seruma $to indirektno ukazuje na visoku razinu antitjela za HEV. Radilo se

o muskom psu, krizane pasmine s podrué¢ja grada Zagreba u dobi od 16 godina koji je na Klinike
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Veterinarskoga fakulteta zaprimljen zbog akutnog povacéanja. Stacioniran je i lijeCen zbog akutnog
gastroenteritisa, a zbog hematoloskih i biokemijkih pokazatelja (pokazatelji oStecenja jetre,
Bilirubin 43,3 umol/L, AST 308 U/L, AP 759 U/L) postavljena je sumnja na leptospirozu koja je
laboratorijski isklju¢ena. Nakon tjedan dana je otpusten s Klinika Veterinarskoga fakulteta te se
potpuno oporavio. S obzirom na nalaze i dokazana antitijela HEV-IgG te dob Zivotinje u kojoj je

mogucéa imunosupresija ostaje mogucnost da je klinic¢ka slika bila uzrokovana infekcijom HEV.

U ovom istrazivanju pretrazeno je ukupno 80 macaka s podrucja grada Zagreba (91%) i osam
zivotinja (9%) s podrucja ostalih Zupanija Republike Hrvatske (Tablica 3., Grafikon 7.). Prema
spolu pretrazeno je 51% muskih i 49% Zenskih Zivotinja (Grafikon 8.). Zivotinje su bile u dobi od

2 mjeseca do 18 godina (Grafikon 9.).

Tablica 3. Prikaz rezultata za pretrazene uzorke macaka po zupanijama

BROJ
JUPANIJA PRSZTORSAZEXIH POZITIVNI  SUMNJIVI  NEGATIVNI
MACAKA
GRAD ZAGREB 80 0 0 80
OSTALE ZUPANIJE 8 0 0 8
UKUPNO 88 0 0 88
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Grafikon 7. Pretrazena populacija mac¢aka prema zupaniji
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Grafikon 8. Pretrazena populacija macaka prema spolu
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Grafikon 9. Pretrazena populacija mac¢aka prema dobi

Svi pretrazeni uzorci seruma macaka u ovom istrazivanju bili su negativni pretraZivanjem

komercijalnim kompletom ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species test.
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5 RASPRAVA

Virusa hepatitisa E (HEV) danas predstavlja veliki javnozdravstveni problem. Do prije deset
godina slucajevi infekcije HEV-om u Europi uglavnom su bili vezani za putnike koji su se vracali
iz Azije, ali u danasnje vrijeme hepatitis E pojavljuje se u mnogim europskim zemljama najéesce

povezivan sa zoonotskim prijenosom.

Utvrdeno je da anti-HEV seroprevalencija u jugoisto¢noj Europi uvelike varira, ovisno o
proucavanoj populaciji, zemljopisnom podrucju i koriStenim metodama. Takoder je utvrdeno da
su stope seroprevalencije 1gG antitjela u razli¢itim skupinama ljudi znac¢ajno razlikuju pa je tako
u Hrvatskoj iznosila od 1,1% do 24,5% , dok je 20,9% u Bugarskoj, 5,9% do 17,1% u Rumunjskoj,
15% u Srbiji, 9,7% u Grckoj 1 2% do 9,7% u Albaniji. Medu moguéim ¢imbenicima rizika starija
dob je bila najznacajniji prediktor seropozitivnosti HE u veéini istrazivanja (MRZLJAK i sur.,

2019.).

Istrazivanjima ucestalosti infekcija HEV u zivotinja u istim drzavama IgG antitijela u domacih
svinja otkrivene su u 20% do 54,5% zivotinja u Srbiji, 29,2% do 50% u Bugarskoj, 38,94% do
50% u Rumunjskoj, a vrlo Siroki raspon seroprevalencije od 31,1% do ¢ak 91,7% zabiljeZen je u
Hrvatskoj. Seroprevalencija u divljih svinja bila je do 10,3% u Rumunjskoj te trostruko visa i
ujednacena u Sloveniji (30,3%) i Hrvatskoj (31,1%) (MRZLJAK i sur. , 2019.).

Iako je svinja dobro poznat rezervoar za HEV, protutijela specifiéna na HEV pronadena su i u
goveda razli¢itih pasmina poput zutih goveda (YAN i sur., 2016.), Holstajn-frizijskih goveda
(HUANG i sur., 2016.) i ostalih pasmina mlije¢nih goveda (EL-TRAS i sur., 2013.). Prevalencija
anti-HEV IgG bila je 4,4% do 6,9% u Indiji, 1,4% u Brazilu, od 10,4% do 37% u Kini i do 15% u
SAD-u. Suprotno tome, HEV-RNA je u goveda potvrdena u samo nekoliko istrazivanja. Sojevi
HEV-GT4 bili su identificirani u krava HolStajn pasmine koje se drze na mjeSovitoj farmi zajedno
sa svinjama u jugozapadnoj Kini i u zutih goveda iz isto¢ne Kine (HUANG i sur., 2016 .; YAN i
sur., 2016.). Budu¢i da je mjeSoviti uzgoj domace stoke ucéestao u istrazivanim regijama Kine
sojevi dokazani u goveda vrlo su srodni sojevima svinja, pa je meduvrsni prijenos sa svinja na

goveda najvjerojatniji razlog ovog nalaza (SPAHR i sur., 2017.). Uz goveda, antitijela za HEV
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dokazivana su i u malih prezivaca, ovaca i koza. Istrazivanja provedena u Egiptu dokazala su stopu
seroprevalencije u koza od 9,4% te u ovaca od 4,4% (EL-TRAS i sur., 2013.). U SAD-u specifi¢na
HEYV antitijela su otkrivena u 16% koza (SANFORD i sur., 2013.). U lItaliji HEV-GT3 sojevi su
otkriveni u 11 od 119 uzoraka koza §to daje seroprevalenciju od 9,24 %, a sojevi su vrlo srodni
sojevima dokazanim u divljih svinja na istom podru¢ju (DI MARTINA i sur., 2016.). HEV-GT3
specifi¢na 1gG protutijela potvrdena su i u Spanjolskoj u 0,6% koza i 1,92% ovaca (PERALTA i
sur., 2009.).

U Spanjolskoj RNA virusa hepatitisa E otkrivena je u 7 od 861 ispitanih kopitara. Pojedina¢na
prevalencija bila je 0,4% (3/692) u konja, 1,2% (1/86) u magaraca i 3,6% (3/83) u mazgi. HEV je
bio znatno zastupljeniji u mazgi u usporedbi s konjima (P = 0,019). Dob zarazenih Zivotinja kretala
se od jedne do 18 godina. Kako je prevalencija HEV bila veéa u izrazito starih zivotinja nego u
odraslih (P = 0,003) i mladih Zivotinja (P = 0,005), utvrdena je velika korelacija infekcija HEV i
vrste i dobi kopitara (P <0,001) (GARCIA- BOCAGNERA i sur., 2018.).

U Egiptu od 200 uzoraka konja seroloski pretrazenih ELISA-om za IgG antitijela na HEV, 26 ih
je bilo pozitivno. Potvrdom antitijela na HEV virus u 13% pretrazenih konja autori zakljucuju da
oni mogu biti inficirani HEV, te pretpostavljaju da su slucajni domacéin ili mozda i rezervoari
(SAAD i sur., 2007.). Sli¢an rezultat je postignut istrazivanjem mogucnosti infekcije konja HEV
u isto¢noj Kini. Pretrazujuci ukupno 101 konja, prisustvo anti-HEV IgG antitijela dokazano je u
17,8% pretrazenih zivotinja, a 2% ih je bilo pozitivno na HEV-3-RNA (ZHANG i sur., 2008.).

U usporedbi s navedenim istrazivanjima, U ovom radu seroloski je pretrazeno ukupno 264 uzoraka
seruma konja iz razli¢itih zupanija Republike Hrvatske i svih 264 uzorka bilo je negativno. Ovaj
rezultat moZe biti posljedica razliCitog nacina drzanja i koriStenja Zivotinja na podru¢ju RH u
odnosu na Egipat i Kinu kao i razlika u epidemioloskoj slici HEV u ljudi pa posredno i okolisu. U
naSim uzgojima konji imaju minimalan kontakt s domacim svinjama te najvjerojatnije uopce ne
dolaze u kontakt s divljim, a takoder nisu opisivane epidemije HE u ljudi. Razlike u odnosu na
pozitivne dokaze infekcija u konja u Spanjolskoj mogu biti i posljedica koristenja razli¢itih
metoda. Naime u Spanjolskoj je dokazivana virusna RNA molekularnim metodama, a u na§em

istrazivanju dokaz protutijela. Stoga razlika mozda moze biti uvjetovana i izostankom imunoloske
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reakcije 1 tvorbe detektibilne koli¢ine protutijela u konja nakon infekcije s HEV ili neuskladenos¢u
antigena u koriStenom testu s cirkuliraju¢im sojevima $to zasigurno treba biti dodatno istrazeno.
Sveukupno iz rezultata ovog istrazivanja proizlazi da neovisno o dokazanoj mogucoj infekciji
konja u svijetu ovakva je mogucnost u epizootioloskim i epidemioloskim uvjetima Republike
Hrvatske minimalna te konji nisu u riziku od infekcije HEV. Samim time konji ne predstavljaju

znacajan rizik niti u javnom zdravstvu na podruc¢ju Republike Hrvatske.

Istrazivanja seroprevalencije HEV u pasa su provedena u nekoliko drzava ukljucivsi i neke
europske drzave. Primjerice u Nizozemskoj je provedeno serolosko istrazivanje moguénosti
infekcija HEV u pasa i dokazana su anti-HEV antitijela u serumu 30 pasa od ukupno 162
pretrazena (18,52%) ( LI i sur., 2020.). Osim u Nizozemskoj istrazivanje je provedeno i u Velikoj
Britaniji, Juznoj Koreji, Kini te Njemackoj. U Njemackoj je seroprevalencija HEV u pasa bila ¢ak
56,6% (DAHNERT i sur., 2018.), dok je u Velikoj Britaniji iznosila 0,8% (MCELROY i sur.,
2015.). U ostalim dijelovima svijeta seroprevalencija od 28,2% ustanovljena je u Juznoj Koreji
(LYOO i sur., 2019.), a u razli¢itim regijama Kine od 13,54% do 36,55% (ZHANG i sur., 2008.,
LIANG isur., 2014.; ZENG i sur., 2017 .).

Za razliku od tih zemalja, u ovom istrazivanju pretrazeno je 308 uzoraka seruma pasa s podrucja
Zagreba, Zagrebacke zupanije, Brodsko-posavske i Bjelovarsko-bilogorske Zupanije od kojih je
samo jedan pas bio pozitivan na anti-HEV antitijela $to odgovara seroprevalenciji od 0,3 %.
Seroprevalencija ustanovljena na podru¢ju Republike Hrvatske zna¢ajno je manja od
seroprevalencija HEV infekcija u svim drugim drzavama s izuzetkom Velike Britanije. Razlog za
ovako nisku seroprevalenciju u odnosu na primjerice Nizozemsku i Njemacku moZe biti u
uskladenosti antigena u koriStenom testu sa cirkuliraju¢im sojevima na podru¢ju RH. Takoder
uzrok ovakvih razlika moZe biti i1 u pretrazivanoj populaciji s obzirom da je u ovom istrazivanju
najznacajniji broj pasa bio iz skupine kuénih ljubimaca koji borave u kucanstvima u urbanim
sredinama. Samim tim rizik od izlozenosti HEV u Republici Hrvatskoj je o€ito zanemariv u
ovakvih zivotinja kao i njihov posljedi¢ni znacaj za javno zdravstvo. Bilo bi interesantno nastaviti
istrazivanje pretrazivanjem lovackih pasa koji ¢esto borave na istim prostorima kao i divlje svinje,
a takoder su i u povremenom izravnom dodiru s njima. Ipak, bez obzira $to su HEV-1gG antitjela

dokazana u samo jedne zivotinje znacajno je istaknuti da je taj pas bio u starijoj dobi te zaprimljen
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zbog akutnog gastroenteritisa, a biokemijski pokazatelji su ukazivali na oboljenje jetre. lako
nemamo konac¢ni dokaz da je ova klini¢ka slika bila posljedica infekcije HEV, potrebno je nastaviti
istrazivanja i u sluc¢aju ovakvih klinickih znakova u kuénih ljubimaca naciniti pretragu i na HEV.
Tek ovakvim ciljanim istrazivanjem uz pokuSaj dokazivanja uzroc¢nika iz klini¢kih uzoraka
oboljelih zivotinja mogli bi razjasniti znacaj HEV infekcije 1 eventualno klinicko o€itovanje u

pasa.

Osim pasa u Nizozemskoj su isti znanstvenici istrazivali i seroprevalenciju infekcija HEV u
macaka. Ovim istrazivanjem, prvim ovakvim u Europi, HEV infekcija je seroloski dokazana u
sedam od 47 (14,89 %) pretrazenih macaka ( LI i sur., 2020.). Istrazivanja seroprevalencije HEV
u macaka je provodeno i u Aziji te je dokazana seroprevalencija u macaka od 6,28% u Kini
(LIANG i sur., 2014. ), 8,1% u Koreji (SONG i sur. 2010.) te ¢ak 33% u Japanu (OKAMOTO i
sur., 2004.)

U ovom istrazivanju pretrazeno je ukupno 88 uzoraka seruma macaka s podrucja grada Zagreba,
Zagrebacke Zupanije i Primorsko-goranske Zupanije od kojih nijedan uzorak nije bio pozitan.
Navedeni rezultat potvrduje da su na podruc¢ju Repubike Hrvatske infekcije macaka HEV iznimno
rijetke te da zasigurno nemaju znacajniju ulogu u epidemiologiji ove bolesti i ne predstavljaju rizik
za Sirenje HEV na ljude. Za potpunije spoznaje sljedeca istrazivanja bilo bi dobro proSiriti na
pretrazivanje macaka lutalica kao vjerodostojnijeg pokazatelja prisustva virusa u okoliSu

uklju€ujuci 1 eventualno prisustvo u glodavcima.

IstraZivanje infekcija HEV u konja 1 kuénih ljubimaca, Zivotinjskih vrsta u najbliskijem suzivotu 1
kontaktu s ljudima, jo$ uvijek su vrlo rijetka, a u RH nikada do sada nisu provodena. Rezultati
provedenoga istraZivanja potvrduju da su infekcije HEV ovih vrsta Zivotinja u epidemioloskim 1
epizootioloSkim prilikama RH zanemarive. Od ukupno 660 pretrazenih Zivotinja sve tri istrazivane
vrste s podruc¢ja RH infekcija HEV je potvrdena samo u jednog psa (0,15%). Ovaj podatak nam
daje sigurnost da konji i kuéni ljubimci trenutno ne predstavljaju znacajan ¢imbenik u Sirenju HEV
na ljude, te da se protuepidemijske mjere u epidemioloskoj i epizootioloskoj situaciji RH
prvenstveno moraju usmjeriti na uzgoje domacih svinja, sprijeCavanje infekcije tijekom kontakta

s divljim svinjama i generalno sigurnost hrane.
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Medutim, zbog prve potvrdene infekcije psa HEV na podru¢ju RH dokazane ovim istrazivanjem
zasigurno je opravdano provoditi daljnja istrazivanja i u zivotinjskih vrsta obuhvacéenih ovim
istrazivanjema. Posebno je naglasena potreba za nastavkom istrazivanja s obzirom da je seroloski
pozitivan pas pokazivao klinicke znakove akutnog gastroenteritisa uz pokazatelje ostecenja jetre,
tipi¢ne klinicke znakove za ljude oboljele od HE. lako nemamo laboratorijsku potvrdu da je ovo
stanje pouzdano bilo posljedica infekcije HEV, ovakva moguénost se moze opravdano razmatrati.
Stoga daljnja istrazivanja trebaju ukljuciti reprezentativni uzorak za cijelu RH koji bi obuhvatio
sve specifi¢nosti poput vjerojatno ucestalijeg hranjenja sirovim mesom pasa i mac¢aka u ruralnim
sredinima u odnosu na one obuhvacéene ovim istrazivanjem ili vecu razinu izlozenosti u lovackih
pasa kako bi razjasnili epidemioloski znacaj kuénih ljubimaca. S druge strane potrebno je dodatno
istraziti moguce infekcije HEV u Zivotinja s akutnim gastroenteritisom i oSteCenjima jetre.
Provedbom navedenih istrazivanja bi dodatno razjasnili razli¢ite aspekte ove emergentne zoonoze

kao doprinos javnom zdravstvu, ali i veterinarskoj klini¢koj praksi.

31



6 ZAKLJUCCI

1. Istrazivanje uloge konja i kuénih ljubimaca u epizootiologiji i epidemiologiji hepatitisa E,

emergentne bolesti na podru¢ju Republike Hrvatske, provedeno je prvi put.

2. Pretrazivanjem uzoraka seruma konja i macaka s podru¢ja RH protutijela za HEV nisu

dokazana.

3. Protutijela su dokazana u jednoga psa tako da je seroprevalencija u pasa odredena ovim

istrazivanjem iznosila 0,3%.

4. Seroloski pozitivan pas je pokazivao klini¢ku sliku koja odgovara klini¢koj slici u ljudi

oboljelih od hepatitisa E.

5. Infekcije HEV u konja i domacih mesojeda na podru¢ju RH su zanemariv rizik za javno

zdravstvo.

6. Protuepidemijske mjere u skladu s trenutnom epidemioloSkom i epizootioloskom
situacijom na podru¢ju RH prvenstveno se moraju usmjeravati na uzgoje domacih svinja,
sprijeGavanje infekcija ljudi u kontaktu s divljim svinjama te termi¢ku obradu mesa

domacih i divljih svinja.

7. Priklini¢kom o€itovanju hepatitisa u pasa potrebno je oboljele zivotinje pretraziti i na HEV

kako bi dobili podatke o klinickom znacaju ove infekcije u pasa.
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8 SAZETAK

INFEKCIJE VIRUSOM HEPATITISA E U KONJA | PASA NA
PODRUCJU REPUBLIKE HRVATSKE

Virus hepatitisa E (HEV) uzroc¢nik je hepatitisa E u ljudi Sirom svijeta. Zbog izlozenosti velikog
dijela stanovnistva te posljedicno i znacajnog broja oboljelih infekcija HEV je jedna od znacajnijih
ugroza javnog zdravstva na globalnoj razini. Virus hepatitisa E dijeli se u osam genotipova od
kojih genotipovi HEV GT-3 i HEV GT-4 imaju zoonotska svojstva i mogu se proSiriti sa zivotinja
na ljude. Do sada je dokazano da su domaca svinja, divlja svinja i jelen najznaajnije vrsta za
prijenos HEV na ljude. I1zlozenost HEV-u potvrdena je i kod nekih drugih vrsta, ali istrazivanja
infekcija HEV u konja i kuénih ljubimaca, zivotinjskih vrsta u najbliskijem suzivotu i kontaktu s

ljudima, jo$ uvijek su vrlo rijetka, a u RH nikada do sada nisu provodena.

Cilj ovog istrazivanja bio je po prvi put ispitati prisutnost i prevalenciju infekcije virusom
hepatitisa E u konja i domacih mesojeda. Ukupno je pretrazeno 264 uzorka seruma konja, 308
uzorka seruma pasa i 88 uzoraka seruma macaka uz pomo¢ komercijalnog ELISA testa (1D Screen
Hepatitis E Indirect Multi-species test). Od ukupno 660 pretrazenih Zivotinja sve tri istrazivane
vrste s podru¢ja RH infekcija HEV je potvrdena u jednog psa (0,15%). Ovaj podatak nam dokazuje
da konji 1 kuéni ljubimei trenutno ne predstavljaju znacajan ¢imbenik u Sirenju HEV, te da se
protuepidemijske mjere u epidemioloSkoj i epizootioloS§koj situaciji RH prvenstveno moraju
usmjeriti na uzgoje domacih svinja, sprijeavanje infekcije tijekom kontakta s divljim svinjama i

generalno sigurnost hrane.

Medutim, zbog prve potvrdene infekcije psa HEV na podru¢ju RH dokazane ovim istrazivanjem
zasigurno je opravdano provoditi daljnja istraZivanja 1 u pretrazivanih vrsta u svrhu prikupljanja
dodatnih epizootioloskih i epidemioloskih spoznaja. Stovise, s obzirom da je seroloski pozitivan
pas pokazivao klini¢ke znakove akutog gastroenteritisa i poremecaja funkcije jetre potrebno je
nastaviti istrazivanje i1 radi razjaSnjavanja znacaja infekcije pasa virusom hepatitisa E u

veterinarskoj klini¢koj praksi.

Kljuéne rijeci: HEV, zoonoza, prevalencija, domaci mesojedi, konj
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9 SUMMARY

HEPATITIS E VIRUS INFECTIONS IN HORSES AND DOGS IN THE
REPUBLIC OF CROATIA

The hepatitis E virus (HEV) is the cause of hepatitis E in humans around the world. Due to the
exposure of a large part of the population and consequently a significant number of infected
infections, HEV is one of the most significant threats to public health globally. The hepatitis E
virus is divided into eight genotypes of which the HEV GT-3 and HEV GT-4 genotypes have
zoonotic properties and can be spread from animals to humans. So far, it has been proven that
domestic pigs, wild boar and deer are the most important species for the transmission of HEV to
humans. Exposure to HEV has been confirmed in some other species, but research on HEV
infections in horses and pets, animal species in close coexistence and contact with humans, is still

very rare, and has never been conducted in the Republic of Croatia.

The aim of this study was to examine for the first time the presence and prevalence of hepatitis E
virus infection in horses and domestic carnivores. A total of 264 horse serum samples, 308 dog
serum samples and 88 cat serum samples were examined using a commercial ELISA (ID Screen
Hepatitis E Indirect Multi-species test). Out of a total of 660 examined animals, all three studied
species from the territory of the Republic of Croatia, HEV infection was confirmed in one dog
(0.15%). This data proves that horses and pets are currently not a significant factor in the spread
of HEV, and that anti-epidemic measures in the epidemiological and epizootiological situation of
the Republic of Croatia must primarily focus on breeding domestic pigs, prevent infection during

contact with feral pigs and general food safety.

However, due to the first confirmed HEV infection in the territory of the Republic of Croatia,
proven by this research, it is certainly justified to conduct further research in the searched species
in order to collect additional epizootiological and epidemiological knowledge. Moreover, since a
serologically positive dog showed clinical signs of acute gastroenteritis and liver dysfunction,
research should be continued to clarify the significance of hepatitis E virus infection in dogs in
veterinary clinical practice.

Key words: HEV, zoonosis, prevalence, domestic carnivores, horse
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