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SAZETAK

Seroprevalencija virusnih zoonoza koje prenose €élankonosci i glodavci na podrucju
kontinentalne Hrvatske

Dorian Ovéar

Virusi uzro€nici zoonoza pripadaju dvjema velikim skupinama: skupini arbovirusa koje
prenose C€lankonosci (komarci, krpelji, nevidi) te skupini virusa koje prenose glodavci. U
najéesSce arboviruse dokazane na podrucju Hrvatske spadaju virus krpelinog encefalitisa
(TBEV), West Nile virus (WNV), Usutu virus (USUV), virusi papataci groznice napuljski
(SFNV) i sicilijanski (SFSV) tip te Toscana virus (TOSV). Hantavirusi Puumala (PUUV) i

Dobrava (DOBV) najrasprostranjeniji su virusi koje prenose glodavci.

Cilj rada je odrediti seroprevalenciju arbovirusa i virusa koje prenose glodavci u

izloZenih i neizlozenih osoba na podrucju kontinentalne Hrvatske.

Tijekom jednogodiSnjeg razdoblja (sije€anj-prosinac 2017. godine), na viruse
uzroCnike zoonoza testirano je ukupno 149 ispitanika u dobi od 19 do 88 godina iz
kontinentalnih hrvatskih Zupanija. U ispitivanoj je skupini bilo 116 (77,9%) muSkaraca i 33
(22,1%) Zene. lzloZzenu skupinu sacinjavali su Sumski radnici (N=44), lovci (N=26) te
poljoprivrednici koji su naveli Ceste kontakte s glodavcima (N=39), a neizloZenu skupinu
osobe iz opce populacije (N=40). Svi su ispitanici bili asimptomatski u vrijeme testiranja te
nisu naveli anamnesti¢ki podatak o nedavnoj febrilnoj bolesti. IgG protutijela na TBEV, WNV
i USUV odredena su pomoc¢u komercijalnih imunoenzimskih testova (ELISA; Euroimmun,
Libeck, Njemacka), a protutijela na SFSV, SFNV, TOSV, PUUV i DOBV pomocu

komercijalnih indirektnih imunofluorescentnih testova (IFA; Euroimmun, Libeck, Njemacka).

Protutijela na TBEV dokazana su u ukupno 24 (16,1%), WNV u 3 (2%), SFSV u 2
(1,3%), SFNV u 2 (1,3%), TOSV u 2 (1,3%), PUUV u 19 (12,8%) te DOBV u 4 (2,7%)
ispitanika. Niti jedan ispitanik nije bio seropozitivan na USUV. Dokazana je statisticki
znaCajna razlika u seropozitivitetu na PUUV (p<0,001) izmedu skupina (2,5% u opcoj
populaciji; 3,9% u lovaca; 13,6% u Sumskih radnika te 28,2% u poljoprivrednika u ¢estom
kontaktu s glodavcima). Seroprevalencija ostalih ispitivanih virusa se nije znacajno

razlikovala izmedu skupina.

Klju€ne rijeci: arbovirusi, virusi koje prenose glodavci, seroprevalencija, epidemiologija



SUMMARY

Seroprevalence of arthropod-borne and rodent-borne viral zoonoses in continental
regions of Croatia

Dorian Ovéar

Zoonotic viruses can be divided into two large groups: arboviruses, which are
transmitted by arthropods (mosquitoes, ticks, sandflies) and rodent-borne viruses, which are
transmitted by rodents. The most common arboviruses detected in Croatia are tick-borne
encephalitis virus (TBEV), West Nile virus (WNV), Usutu virus (USUV), sandfly fever Naples
and Sicilian viruses (SFNV and SFSV) and Toscana virus (TOSV). The most widespread

rodent-borne viruses are hantaviruses Puumala (PUUV) and Dobrava (DOBV).

The aim of this study was to determine the seroprevalence of arboviruses and rodent-

borne viruses in exposed and non-exposed groups in continental Croatian regions.

During a one-year period (January-December 2017), a total of 149 participants aged
between 19 and 88 years from continental Croatian counties were tested for viral zoonoses.
In the tested group, there were 116 (77.9%) males and 33 (22.1%) females. Exposed group
consisted of forest workers (N=44), hunters (N=26) and farmers in frequent contact with
rodents (N=39), while non-exposed group consisted of participants from the general
population (N=40). All participants were asymptomatic at the time of testing and did not have
a history of recent febrile illness. 1gG antibodies against TBEV, WNV and USUV were
detected using commercially available enzyme-linked immunoassays (ELISA; Euroimmun,
Ldbeck, Germany) while antibodies against SFSV, SFNV, TOSV, PUUV and DOBV were
detected by commercially available indirect immunofluorescent assays (IFA; Euroimmun,

Libeck, Germany).

Antibodies against TBEV were detected in 24 (16.1%), WNV in 3 (2.0%), SFSV in 2
(1.3%), SFNV in 2 (1.3%), TOSV in 2 (1.3%), PUUV in 19 (12.8%) and DOBV in 4 (2.7%)
participants. No participants were seropositive against USUV. Statistically significant
difference in PUUV seropositivity (p<0.001) was found between groups (2.5% in the general
population; 3.9% in hunters; 13.6% in forest workers and 28.2% in farmers in frequent
contact with rodents). Seroprevalence of other tested viral zoonoses did not differ

significantly between the tested groups.

Keywords: arboviruses, rodent-borne viruses, seroprevalence, epidemiology



1. UvOD

Pojam zoonoza oznacava infektivne bolesti koje se prenose sa zivotinja na ovjeka.
Mogu biti uzrokovane bakterijama, virusima, parazitima i prionima. Najznacajnije uzro¢nike
virusnih zoonoza mozemo podijeliti u dvije velike skupine: skupinu virusa koje prenose
ClankonoSci  (arbovirusi; engl. arthropod-borne viruses) te skupinu virusa koje prenose

glodavci (engl. rodent-borne viruses) (tablica 1) (1).

Tablica 1. Najznac¢ajniji virusi uzro€nici zoonoza

Porodica Rod Virus

Togaviridae Alphavirus Virus isto€nog konjskog encefalitisa, virus zapadnog
konjskog encefalitisa, virus venezuelskog konjskog
encefalitisa, chikungunya virus, Sindbis virus, o'nyong-
nyong virus, Ross River virus, Mayaro virus

Flaviviridae Flavivirus Virus zute groznice, virus dengue*, West Nile virus*,

Usutu virus*, Zika virus, virus japanskog encefalitisa,
virus krpeljnog encefalitisa*, virus St. Louis encefalitisa,

virus Murray Valley encefalitisa, virus omske

hemoragijske groznice, virus bolesti Kyasanurske Sume
Phenuiviridae  Phlebovirus Virusi papataci groznice* (sicilijanski, napuljski, ciparski

tip), Toscana virus*, virus groznice Rift Valley
Nairoviridae Orthonairovirus Virus krimsko-kongoanske hemoragijske groznice

Hantaviridae Orthohantavirus Virus Hantaan, virus Seoul, virus Puumala*, virus
Dobrava*, virus Saaremaa**, Sin Nombre virus, New
York virus, Andes virus, Laguna Negra virus, Black
Creek Canal virus

Arenaviridae Mammarenavirus  Virus limfocithog koriomeningitisa*, Lassa virus, virus
Junin, virus Machupo, virus Guanarito, virus Sabia,
virus Chapare

Filoviridae Filovirus Ebola virus, Marburg virus

Rhabdoviridae Lyssavirus Virus rabijesa*

*Virusi dokazani na podrucju Hrvatske , **Virus dokazan samo u glodavcima

Clankonosci poput komaraca, krpelja i nevida ugrizom prenose vi$e od 500 virusa na
kraljeZnjake, a od toga 150 virusa moze uzrokovati bolest u ljudi. Virusi koje prenose
glodavci naj¢eS¢e dovode do zaraze putem infektivnog aerosola ili dodira s tjelesnim
izluCevinama glodavaca (npr. stolica, mokrac¢a, slina) (2). Najznacajniji virusi uzroCnici
zoonoza na podrucju Hrvatske su virus krpeljnog encefalitisa (TBEV), West Nile virus (WNV),
Usutu virus (USV), napuljski (SFNV) i sicilijanski (SFSV) virus papataci groznice, Toscana
virus (TOSV) te hantavirusi Puumala (PUUV) i Dobrava (DOBV).



1.1. Virus krpeljnog encefalitisa

TBEV pripada porodici Flaviviridae, rodu Flavivirus. Virus je endemski prisutan na
Sirokom podrucju od srednje Europe do Japana (Slika 1). Postoje tri podtipa virusa: europski,

sibirski i dalekoistoéni.

Vektor TBEV su krpelji roda Ixodes koji odrzavaju virus u prirodi. I. ricinus je vektor za
europski podtip, a I. persulcatus za sibirski i dalekoisto¢ni podtip virusa (3). Krpelj u svom
zivotnom ciklusu prolazi kroz tri razvojna oblika: larva, nimfa i odrasli oblik (Slika 2) koji se
hrane na razlicitim domacinima. U ranim razvojnim oblicima, larve i nimfe, glavni domacini su
mali Sumski glodavci, ve¢inom miSevi i voluharice. Odrasli oblik krpelja se uglavhom hrani na
veéim divljim i domacim Zivotinjama (jeleni, lisice, koze, ovce, goveda). Virus se u krpeljima
moze prenositi transstadijski i transovarijski. Za endemsko odrzavanje virusa su najznacajniji
glodavci u kojih je mogu¢ i vertikalan prijenos. TBEV se pojavljuje sezonski, §to je povezano
s aktivnoséu vektora. I. ricinus pokazuje najvecu aktivnost tijekom travnja i svibnja te

ponovno u rujnu i listopadu (3,4).

Bolest uobi¢ajeno nastupa od 7 do 14 dana od ugriza krpelja (3). Europski podtip
virusa tipi€no ima bifazian tijek. U prvoj fazi, koja traje izmedu jednog i 8 dana, bolesnici se
mogu prezentirati s poviSenom temperaturom, glavoboljom, bolovima u zglobovima, kostima
5). Druga faza bolesti zapocinje u 20% do 30% zaraZenih s visokom temperaturom i
simptomima infekcije sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS-a). Postoji nekoliko kliniékih oblika
koji variraju od blage nespecificne febrilne bolesti s potpunim oporavkom do meningitisa,
poliradikulitisa, meningoencefalitisa i konaCno Zivotno ugrozavaju¢eg meningo-

encefalomijelitisa (3,5,6).

U rutinskoj dijagnostici se naj¢eS¢e koriste imunoenzimski testovi (ELISA) koji
odreduju prisutnost i razinu IgM i IgG protutijela, no moguce je dokazati i genom virusa u

uzorcima Kkrvi i cerebrospinalnog likvora (CSL) molekularnim metodama (RT-PCR) (7).

U svijetu se godiSnje registrira 10,000-15,000 slu€ajeva krpeljnog encefalitisa (8). U
Hrvatskoj je u razdoblju od 1993.-2013. godine prijavlieno 777 oboljelih s najvisom
incidencijom u sjeverozapadnom dijelu Hrvatske (Bjelovarsko-bilogorska, Koprivnic¢ko-
krizevaCka, Krapinsko-zagorska i Medimurska zupanija). GodiSnje se biljezi od 11 do 87

oboljelih od ¢ega je 88% starijih od 20 godina (3).

Od krpeljnog encefalitisa moze se zastititi cjepivom. Primarno cijepljenje ukljuCuje tri
doze, nakon Cega je potrebno docjepljivanje svakih tri do pet godina. Cjepivo nije obavezno,
a preporucuje se osobama koje rekreacijski ili zbog posla borave u prirodi na endemskim

podruéjima (3,4,8).
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Slika 1. Geografska rasprostranjenost krpeljnog encefalitisa

(Izvor: Lindquist L, Vapalahti O. Tick-borne encephalitis. Lancet 2008; 371:1861-71)
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Slika 2. Razvojni ciklus krpelja (a) i vektor krpeljnog encefalitisa (Ixodes ricinus) (b)
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(Izvor: a) Nieuwenhuys E, Lifecycle_tick. 2016 Feb 20 (pristupljeno 30.03.2019.) Dostupno na:
https://ednieuw.home.xs4all.nl/Spiders/Ixodidae/Ixodidae.htm; Lindsey J, Ecology of Commanster,
b) Ixodes.ricinus.searching (slika s interneta). 2005 Aug 28 (pristupljeno 30.03.2019.) Dostupno na:
https://en.wikipedia.org/wiki/Ixodes_ricinus#/media/File:Ixodes.ricinus.searching.jpg)



1.2. West Nile virus

WNV spada u porodicu Flaviviridae, rod Flavivirus i jedan je od najraSirenijih
arbovirusa (Slika 3). Opisano je najmanje sedam razliCitih genskih linija koje su

rasprostranjene po cijelom svijetu (9).

Komarci roda Culex te Aedes i Ochlerotatus su vektori virusa, a primarni domacini i
rezervoar su razliCite vrste ptica (Slika 4). U ptica su moguée dugotrajne infekcije, stupanj
viremije je visok, a oblici bolesti su razli¢iti. Osim ubodom komarca, ptice mogu biti zarazene
i izravnim dodirom zbog prisutnosti virusa u fekalnim i oralnim sekretima. Mogu¢ je i
transovarijski prijenos virusa u komarcima. Ljudi i konji su slu€ajni krajnji domacini virusa i
pretezito budu inficirani ubodom komarca. Osim toga, moguc je i interhumani prijenos putem

transfuzije zarazene krvi, transplantacijom organa i dojenjem (9-11).

Klinicka slika u ljudi moze biti razliCita i varira od asimptomatske infekcije, koja je
najced¢a (priblizno 80% sluajeva), WNV groznice (priblizno 20% slu€ajeva) do
neuroinvazivnih oblika (meningitis, encefalitis, poliomijelitis) koji mogu biti smrtonosni. WNV
groznica se ocituje nespecificnim simptomima poput vrucice, glavobolje, umora i mijalgije.
NeuroloSki simptomi u razvijenim oblicima bolesti ukljuCuju meningiticke simptome,

neuroloske ispade i mogu¢i nastanak kljenuti misica (9,12).

WNV se moze dokazati izolacijom virusa iz krvi ili CSL u stani¢nim kulturama gdje
stvara citopatski u€inak ili se koristi RT-PCR metoda. Indirektno se virus dokazuje seroloskim
metodama. Koriste se ELISA i IFA testovi. Postoji moguénost krizne reakcije s drugim
flavivirusima, pa je u tom slu€aju potrebno dijagnozu potvrditi neutralizacijskim testovima
(13).

Posljednjih nekoliko godina se na podrucju Europe kontinuirano biljeze WNV infekcije
(Grcka, Italija, Madarska, Rumunjska), a 2012. godine je opisana velika epidemija u SAD-u.
Na podrucju Hrvatske se duZzi niz godina provodi seroepidemioloSko pracenje WNV te je
tijekom 1970.-1974. godine detektirana prisutnost protutijela u 0,28%-4,9% u stanovnika
otoka BraCa. Seropozitivitet je bio najvec¢i na podrucju srednje Dalmacije (3,4%), juzne
Dalmacije (0,8%) i otoka (0,44%-1,56%). U novije vrijeme provedena su seroepidemioloska
istraZivanja i na podrucju sjeverozapadne Hrvatske, gdje je utvrden seropozitivitet od 0,3%.
Infekcije su dokazane i u zivotinja, prvenstveno konja i domace peradi, a rezultati ukazuju na

endemizaciju virusa (9,14).
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Slika 3. Geografska rasprostranjenost West Nile virusa

(Izvor: Ciota AT, Kramer LD. Vector-virus interactions and transmission dynamics of West Nile virus. Viruses.
2013;5(12):3021-47)
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Slika 4. Prirodni ciklus West Nile virusa
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1.3. Usutu virus

USUV pripada porodici Flaviviridae, rodu Flavivirus zajedno s WNV-om (15).

Rezervoar virusa su razne vrste divljih ptica, a glavni vektori komarci roda Culex.
Posebnu ulogu u epidemiologiji USUV infekcije imaju ptice selice jer prenose virus u nova
podrucja. Kao i WNV, USUV uzrokuje bolest prvenstveno u divljih ptica u kojih kliniCke slike
variraju od asimptomatskih do smrtonosnih infekcija.

Ljudi su slu€ajni krajnji domacini USUV i pokazuju nisku razinu viremije. Do sada je
opisano tek nekoliko slu€ajeva infekcija u ljudi pa su epidemioloSke znacCajke i rizi¢ni
¢imbenici su jo§ nedostatno istrazeni (15,16). Humane infekcije su uglavnom asimptomatske,
medutim mogu se prezentirati i kao febrilne bolesti sa zuticom, glavoboljom i osipom, a

opisani su i neuroinvazivni oblici (meningitis i encefalitis) u imunokompromitiranih bolesnika.

Virus se u CSL moze detektirati RT-PCR-om. Uobi¢ajeno se dijagnoza postavlja
seroloskim metodama (ELISA, IFA) (15,17).

USUV je prvi put izoliran 1959. godine u Africi, a prvi sluaj infekcije ptica izvan
Afrike je dokazan u Austriji 2001. godine. Od tada se virus pojavljuje epizootijski i na
podrugju Belgije, Italije, Madarske i Spanjolske (Slika 5). Na podrugju Hrvatske se USUV
prati od 2011. godine kada su potvrdena dva seropozitivna konja na podrucju Zagrebacke i
Sisacko-moslavacke zupanije. Sljedeée su godine USUV protutijela dokazana i u jednog
asimptomatskog ispitanika (Vukovarsko-srijemska Zupanija), a 2013. godine su dokazani prvi
sluajevi neuroinvazivne USUV infekcije u tri bolesnika s podru€ja grada Zagreba i

Zagrebacke Zupanije (15,17).

& l:, countries with reported cases

W  occurence locations

Slika 5. Geografska rasprostranjenost i prirodni ciklus Usutu virusa u Europi

(Izvor: Cheng Y, Tjaden NB, Jaeschke A, Luhken R, Ziegler U, Thomas SM, Beierkuhnlein C. Evaluating the risk
for Usutu virus circulation in Europe: comparison of environmental niche models and epidemiological models.

Int J Health Geogr. 2018;17(1):35)



1.4. Virusi papataci groznice

SFNV, SFSV te TOSV pripadaju porodici Phenuiviridae, rodu Phlebovirus (18).

Vektori virusa su hematofagni dvokrilci (nevidi) roda Phlebotomus (Slika 6). Nevidi su
rasprostranjeni na Sirokom podrucju koje ukljuCuje mediteranske zemlje (Slika 7). Nemaju
veliku sposobnost leta i zato se staniSta nevida Cesto nalaze u blizini naselja. Kako i ime
ukazuje, napad nevida je tih i neprimjetan. Virus se prenosi na ljude ugrizom zenki najces¢ée
u lietnim mjesecima, kad je vektor aktivan. Zenke se hrane krvlju u vrijeme polaganja jaja.
Virusi su do sada izolirani iz Covjeka i nevida, no smatra se da su ljudi krajnji domacini, a da

su nevidi, osim vektora, najvjerojatnije i rezervoari virusa (18,19).

SFNV i SFSV se odituju vruéicom, mijalgijom, glavoboljom i opcom slabosti nakon
perioda inkubacije od 3 do 5 dana. Laboratorijskim pretragama se mogu detektirati poviSeni
jetreni enzimi, povidena razina kreatin kinaze i abnormalnosti u krvnoj slici, poput
trombocitopenije i leukopenije. Zbog nespecifi¢nih laboratorijskih nalaza potrebno je iskljuditi
razliCite hematolodke bolesti, kao i imati na umu druge infektivne bolesti koje takoder prenosi
Phlebotomus. TOSV infekcija se, nakon inkubacije od 3 do 7 dana, mozZe prezentirati kao
febrilna bolest, ali zbog svoje neurotropnosti moze izazvati i asepticni meningitis ili

meningoencefalitis (18-20).

Infekcija virusima papatali groznice najéeSce se potvrduje seroloSkim metodama
(ELISA, IFA). IgM protutijela se mogu detektirati jo§ nekoliko mjeseci nakon izlozenosti
virusu, a IgG moze potrajati i nekoliko godina. Zbog antigenske sli¢nosti virusa unutar
skupine postoji mogucnost kriznih reakcija pa je u tim slu€ajevima infekciju potrebno potvrditi
neutralizacijskim testovima. Virus se takoder moze detektirati u krvi i CSL metodom RT-PCR,

no samo jedan do dva dana nakon pocetka simptoma (20,21).

PapatacCi groznica se pojavljuje u mediteranskim zemljama u kojima je seropozitivitet
visok (Slika 4). U zemljama poput ltalije, Spanjolske, Turske seropozitivitet je izmedu 30% i
50%. U Hrvatskoj su dokazana protutijela na sva tri virusa. NajviSi postotak je zabiljeZzen u
Dalmaciji i na otocima. Seropozitivitet za SFNV i SFSV se kre¢e u rasponu od 15,6% do
57,6%. Novije studije seroprevalencije TOSV pokazuju seropozitivhost od 37,5% na podrucju
Dalmacije, ali takoder pokazuju i Sirenje virusa u unutradnjost, pa je tako utvrdena
seropozitivnost i na sjeveru Hrvatske u Medimurskoj Zupaniji te na istoku u Brodsko-

posavskoj zupaniji (2,19,22,23).



Slika 6. Phlebotomus (nevid)

(izvor: Collins F, CDC Public Health Image Library #10274. Phlebotomus pappatasi bloodmeal finished (slika s
interneta). 2006 Jan 1 (pristupljeno 30.03.2019.) Dostupno na:
https://species.wikimedia.org/wiki/Phlebotominae#/media/File:Phlebotomus_pappatasi_bloodmeal_finished.jpg)
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Slika 7. Geografska rasprostranjenost sicilijanskog i napuljskog virusa papataci groznice i
Toscana virusa
(Izvor: Alkan C, Bichaud L, de Lamballerie X, Alten B, Gould EA, Charrel RN. Sandfly-borne phleboviruses of

Eurasia and Africa: epidemiology, genetic diversity, geographic range, control measures.
Antiviral Res. 2013;100(1):54-74)



1.5. Hantavirusi

Orthohantavirus je rod virusa koje prenose glodavci (engl. rodent-borne viruses).
Hantavirusi spadaju u porodicu Hantaviridae koja je dio reda Bunyvirales. Od posebnog
znacaja su oni hantavirusi koji uzrokuju bolesti u Covjeka. Kao ljudski patogeni dokazani su
PUUV, DOBV, Hantaan (HTNV), Seoul (SEQV), Andes, Sin Nombre (SNV), Bayou i drugi.
Na podru€ju Europe dokazano je i prisustvo Saaremaa virusa (SAAV) koji pokazuje nisku

patogenost za ljude. Hantavirusi su rasprostranjeni Sirom svijeta (Slika 8) (24,25).

Rezervoari virusa su razne vrste glodavaca. U Hrvatskoj su endemski PUUV i DOBV.
Glavni rezervoar PUUV je rida voluharica (Myodes glareolus), a DOBV zutogrli mis
(Apodemus flavicollis) (Slika 9) u kojih virusi uzrokuju kroniéne infekcije. Covjek se moze
zaraziti dodirom sa sekretima ili udisanjem zaraznog aerosola (urin, slina, feces). U
posliednje vrileme se razmatra moguénost interhumanog prijenosa pojedinih vrsta virusa

zbog prijavljenog slu€aja s Andes virusom (24-26).

Dva su klinicka sindroma vezana uz hantavirusnu infekciju: hemoragijska vrucica s
bubreznim sindromom (HVBS) i hantavirusni pluéni sindrom (HPS). Oba sindroma su
popraé¢ena trombocitopenijom i poveéanom vaskularnom permeabilnoS¢u. Inkubacija moze
trajati nekoliko tjedana. Bolest prolazi kroz nekoliko stadija. U prodromalnoj fazi pojavljuju se
vrucica, mijalgija, glavobolja i abdominalna bol. HVBS se dalje manifestira hipotenzijom,
oligurijom, anurijom i bubreznim zatajenjem. Oboljeli od HPS mogu razviti pluéni edem koji

moze rezultirati kardiogenim Sokom i smrcu (24,26,27).

Dijagnoza hantavirusnih infekcija se naj¢eS¢e potvrduje seroloskim testovima.
Prisutnost IgM i IgG protutijela se dokazuje ELISA i IFA testovima. Nadalje, RNA

hantavirusa moguce je dokazati u krvi metodom RT-PCR (24,28).

Procjena godiSnje incidencije se kre¢e od 150,000 do 200,000 sluCajeva u svijetu.
Najvedi broj sluajeva se zabiljezi u Kini. U Europi se godis$nje prijavljuje oko 7000 slu¢ajeva.
Prvi slu¢aj HVBS u Hrvatskoj je zabiljezen 1952. godine i od tada se kontinuirano pojavljuju
manje (Plitvicka jezera 1967., Velika Gorica 1989., Novska 1991. godine) ili ve¢e epidemije
(podrucje Gorskog kotara i Like 1995., epidemije 2002. i 2012. godine). Dvije posljednje vece
epidemije u Hrvatskoj bile su 2014. godine kada je prijavljeno 209 slu€ajeva te 2017. godine
kada je prijavlieno viSe od 400 sluCajeva HVBS na podru¢ju gotovo cijele Hrvatske
(24,27,28).
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Slika 8. Geografska rasprostranjenost hantavirusa

(Izvor: Manigold T, Vial P. Human hantavirus infections: epidemiology, clinical features, pathogenesis and
immunology. Swiss Med WKkly. 2014;20:144)

Slika 9. Vektori hantavirusa u Hrvatskoj Myodes glareolus (lijevo) i Apodemus flavicollis
(desno)

(Izvor: soebe, GNU-FDL. Roételmaus (slika s interneta). 2004 Jul 17 (pristupljeno 30.03.2019.) Dostupno na:
https://en.wikipedia.org/wiki/Bank_vole#/media/File:Rételmaus.jpg ; Lindsey J, Commanster. Apodemus.flavicollis
(slika s interneta). 2005 Apr 24 (pristupljeno 30.03.2019.) Dostupno na: https://en.wikipedia.org/wiki/Yellow-
necked_mouse#/media/File:Apodemus.flavicollis.jpg)
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2. HIPOTEZA

Seroprevalencija virusnih zoonoza u Republici Hrvatskoj ne razlikuje se od seroprevalencije

u ostalim europskim zemljama.

Izlozene osobe imaju viSu seroprevalenciju u odnosu na op¢u populaciju.

3. CILJEVI RADA

Cilj rada je odrediti seroprevalenciju arbovirusa i virusa koje prenose glodavci u izloZenih i

neizloZzenih osoba na podrucju kontinentalne Hrvatske.

Odredit Ce se seroprevalencija TBEV, WNV, USUV, virusa papataci groznice (SFSV, SFNV),
TOSV i hantavirusa (PUUV, DOBYV, HTNV, SEOV, SAAV).

Seroprevalencija ¢e se analizirati u Cetiri populacijske skupine (Sumski radnici, lovci,

poljoprivrednici, op¢a populacija) te s obzirom na mjesto prebivalista.

11



4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

Tijekom jednogodiSnjeg razdoblja (sijeCanj-prosinac 2017. godine) prikupljeni su
uzorci seruma od 149 ispitanika u dobi od 19 do 88 godina iz kontinentalnih hrvatskih
Zupanija (Slika 10) te su testirani su na prisutnost IgG protutijela na viruse uzroénike
zoonoza. Ispitanici s dokazanim IgG protutijelima, testirani su i na prisustvo IgM protutijela u

svrhu potvrde/isklju€enja nedavne infekcije.

Slika 10. Zupanije u kojima je provedeno uzorkovanje

Testirani uzro€nici virusnih zoonoza bili su: TBEV, WNV, USUV, virusi papatadi
groznice: SFNV, SFSV, TOSV i hantavirusi: PUUV, DOBV,HTNV, SEOV i SAAV.

Ispitanici su podijelijeni prema dobi, spolu te svrstani u skupine izlozenih ili
neizloZzenih. Od ukupnog broja ispitanika bilo je 116 (77,9%) muskaraca i 33 (22,1%) Zena.
Dobne skupine ispitanika bile su sljedece: 1) < 30 godina (N=18), 2) od 30 do 39 godina
(N=33), 3) od 40 do 49 godina (N=28), 4) od 50 do 59 godina (N=38) i 5) > 60 godina (N=27).
Dob nije bila poznata za pet ispitanika (Tablica 2). Ispitanici su prema zanimanju podijeljeni u

izloZzenu i neizlozenu skupinu. IzloZenu skupinu su sacinjavali Sumski radnici (N=44), lovci
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(N=26) i poljoprivrednici koji su naveli kontakte s glodavcima (N=39). Neizlozenu skupinu su

Cinile osobe iz opc¢e populacije (N=40) (Tablica 3).

Tablica 2. Raspodjela ispitanika po spolu i dobi

<30 30-39 40-49 50-59 >60
Spol . . ) ) ] Nepoznato | Ukupno
godina godina godina godina godina

Muskarci 14 27 24 31 15 5

N (%) (9.4%) (18.1%) (16.1%) (20.8%) (10.1%) (3.4%) 116

Zene 4 6 4 7 12 0

N (%) (2.7%) (4.0%) (2.7%) (4.7%) (8.0%) (0%) 33
Ukupno 18 33 28 38 27 5

N (%) (12.1%) (22.1%) (18.8%) (25.5%) (18.1%) (3.4%) 149

Tablica 3. Raspodjela ispitanika prema zanimanju (izlozene i neizlozene skupine)

Izlozena skupina (N=109) Neizlozena skupina (N=40)

Sumski radnici (N=44/29.5%) Opca populacija (N=40/26.8%)

Lovci (N=26/17.5%)

Poljoprivrednici u kontaktu s glodavcima
(N=39/26.2%)

Biljezila su se i prebivali§ta kako bi se izradile karte s prikazom seropozitivnih osoba.
Kod svih ispitanika se utvrdilo da nisu imali simptome bolesti u vrijeme testiranja te se
anamnestic¢ki saznalo da nedavno nisu bolovali od febrilne bolesti. Uzeti su podaci o

cijeplienju.

4.2. Metode

Specifitna IgG i IgM protutijela odredena su pomocéu komercijalnih dijagnostickih
ELISA i IFA testova (Euroimmun, Libeck, Njemacka) (Tablica 3).
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Tablica 3. Prikaz koriStenih testova za odredivanje protutijela

Virus Metoda Naziv testa

Virus krpeljnog encefalitisa | ELISA Anti-TBE Virus

West Nile virus ELISA Anti-West Nile virus

Usutu virus ELISA Anti-Usutu virus

Hantavirusi IFA Hantavirus mosaic (HTNV, PUUV,
DOBV, SEQV, SAAV, SNV)

Virusi papataci IFA Sandfly fever mosaic (SFSV,

groznicelvirus Toscana SFNV, SFCV, Toscana virus)

4.2.1. Detekcija protutijela - virus krpeljnog encefalitisa, West Nile virus i Usutu virus

ELISA - VIRUS KRPELINOG ENCEFALITISA; WEST NILE VIRUS; USUTU VIRUS IgG/IgM

Sadrzaj testa:

mikrotitar plo€ica presvu€ena s antigenom (12 stripova s 8 udubina)
kalibrator (IgG/IgM, humani)

pozitivni kontrolni serum (IgG/IgM, humani)

negativni kontrolni serum (IgG/IgM, humani)

konjugat (antihumani IgG/IgM - kozji, obiljezen peroksidazom)

pufer za razrijedivanje seruma - za dokaz 1gG; za dokaz IgM sadrzi IgG/RF
apsorbens (antihumani IgG)

pufer za ispiranje

otopina kromogen-suspstrata (TMB/H,05)

9. stop otopina (0,5 M sumporna kiselina)

o gk wbhE

© N

Izvodenije testa:
Ispitivani serum razrijediti 1:101 (10 ul seruma + 1,0 ml pufera za razrijedivanje). Inkubirati 10

min na sobnoj temperaturi.
1. staviti 100 ul kalibratora, pozitivhe i negativne kontrole te ispitivanog seruma u

odgovarajuée udubine mikrotitar plocice (prema protokolu).

Inkubirati 30 min na sobnoj temperaturi.
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Protokol :

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C P6 |P14 | P22
Poz |P7 | P15 | P23
Neg |P8 |P16 |P24
P1 |P9 |P17
P2 |P10 P18
P3 |P11 P19
P4 |P12 |P20
P5 |P13 P21

I OmMmoo0| @ >

2. isprati 3x s 300 ul pufera za ispiranje.

3. usvaku udubinu staviti 100 ul konjugata (antihumani IgG/IgM obiljeZzen peroksidazom).
Inkubirati 30 min na sobnoj temperaturi.

4. isprati 3x s 300 pl pufera za ispiranje.

5. u svaku udubinu staviti 100 ul kromogen supstrata. Inkubirati 15 min na sobnoj
temperaturi (zasti¢eno od danjeg svjetla).

6. u svaku udubinu staviti 100 ul stop otopine.

Ocitavanje apsorpcijske vrijednosti se vrsi spektrofotometrijski pri 450/620 nm unutar 30 min

od dodavanja stop otopine.

IzraCunavanje rezultata:

Ekstincijska vrijednost kalibratora oznaava gornju granicu referentnog raspona neinficiranih
osoba (cut-off).

Omijer = OD_ispitivanog seruma
OD kalibratora

omjer <0,8: NEGATIVNO
>0,8-<1,1 GRANICNO
>1,1: POZITIVNO

4.2.2. Detekcija protutijela - Hantavirusi, virusi papataci groznice i Toscana virus
IFA - HANTAVIRUS MOSAIC; SANDFLY FEVER MOSAIC IgG/igM

Sadrzaj testa:
1. stakalaca s BIOCHIPOVIMA presvu€enim s antigenom

2. konjugat (antihumani IgG/IgM - obiljeZzen fluoresceinom; FITC)
3. pozitivni kontrolni serum
4. negativni kontrolni serum
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apsorbens (anti-humani IgG)

pufer za razrijedivanje seruma

soli za PBS pufer pH 7.2

Tween 20

. medij za fiksiranje

10. pokrovna stakalca (62 mm x 23 mm)

© o N

ingugsk
IEIEITIETS

Hantaan virus (HTNV)
Puumala virus (PUUV)
Seoul virus (SEOV)

Sin Nombre virus (SNV)
Dobrava virus (DOBV)

Saaremaa virus (SAAV)

Slika 11. Hantavirus mosaic (ploCica za detekciju protutijela na hantaviruse)

(Izvor: Euroimmun AG D-23560 Libeck, Germany (slika s internet, pristupljeno 10.04.2019.), dostupno na:
http://mail3.euroimmun.de/fileadmin/template/images/pdf/tropen_UK.pdf)

Serotype Sicilian
(SFSV)

Serotype Naples
SFNV)

Serotype Cyprus
CYPV)

Serotype Toscana
(TOSV)

Slika 12. Sandfly fever mosaic (plo€ica za detekciju protutijela na viruse papataci groznice)

(izvor: Euroimmun AG D-23560 Libeck, Germany (slika s internet, pristupljeno 10.04.2019.), dostupno na:
http://mail3.euroimmun.deffileadmin/template/images/pdf/tropen_UK.pdf)

Odredivanje 1gG protutijela: ispitivani serum se razrijeduje 1:100 u PBS-Tween (razrijedenog
1:10 + 100 pl PBS-Tween).
Odredivanje IgM protutijela: ispitivani serum se razrijeduje 1:10 (11.1 pl | + 100 pl

apsorbensa). Inkubirati 15 min na sobnoj temperaturi. Razrijediti 1:100 u PBS-Tween.

Izvodenije testa:

1. staviti 25 pl razrijedenog seruma u svako polje
inkubirati 30 min na sobnoj temperaturi (18-25°C)
isprati 5 min u PBS-Tween

dodati 20 ul konjugata u svako polje

inkubirati 30 min na sobnoj temperaturi (18-25°C)
isprati 5 min u PBS-Tween

N o o~ wDN

dodati 10 ul medija za fiksiranje po svakom polju. Staviti pokrovnicu te mikroskopirati.
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Ocitavanije rezultata:

Pozitivha reakcija: prisustvo protutijela uzrokuje fluorescenciju u citoplazmi inficiranih stanica.

Intenzitet fluorescencije mora biti kao kod pozitivhe kontrole.

Kvalitativha evaluacija:

IgG reaktivnost

Nema reakcije u razrijedenju | Negativan

1:100

Pozitivna reakcija u razrijedenju | Pozitivan; Ranija ili akutna infekcija.
1:100

IgM reaktivnost

Nema reakcije u razrijedenju | Negativan

1:100

Pozitivna reakcija u razrijedenju | Pozitivan; Nedavna ili akutna infekcija.

1:100

Kvantitativha evaluacija:

Fluorescencija u razrijedenju

1:10 1:100 1:1000 1:10000 Titar protutijela
slabo pozitivan negativan negativan negativan 1:10
umjereno poz negativan negativan negativan 1:32
jako pozitivan slabo pozitivan negativan negativan 1:100
jako pozitivan umjereno poz negativan negativan 1:320
jako pozitivan jako pozitivan slabo pozitivan negativan 1:1000
jako pozitivan jako pozitivan umjereno poz negativan 1:3200
jako pozitivan jako pozitivan jako pozitivan slabo pozitivan 1:10000

4.2.3. Statisticka obrada rezultata

Razlika seroprevalencije izmedu skupina testirana je Fischerovim egzaktnim testom.

Razina statistiCke znacCajnosti odredena je a=0.05. Obrada podataka ucinjena je pomocu
paketa STATA/IC ver.11.2 (StataCorp LP, USA).
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5. REZULTATI

Seroprevalencija virusnih zoonoza po pojedinim populacijskim skupinama prikazana
je u tablicama 4-7. Geografska raspodijela seropozitivnih ispitanika je prikazana na slikama
13-16.

Od ukupno 44 Sumskih radnika, seropozitivhin na TBEV bilo je 20 (45,5%). Visoka
seropozitivnost na virus krpeljnog encefalitisa je posljedica procijepljenosti ispitanika. Na
WNV je bio seropozitivan jedan ispitanik (2,3%), kao i na viruse papataci groznice (SFSV,
SFNV) te TOSV. Sest ispitanika je bilo seropozitivno na PUUV (13,6%), a dvoje na DOBV
(4,5%) iz skupine hantavirusa (Tablica 4).

Najveci broj seropozitivnih na TBEV je bio s podru€ja Zagreba i njegove okolice
(DeScevec, Klostar lvani¢, Samobor, Brezje). Ostatak pozitivnih ispitanika je dokazan u
Slavonskom Brodu i Novoj GradiSki. U Zagrebu i okolici Zagreba se nalaze svi pozitivni
ispitanici na WNV, SFSV, SFNV, TOSV iz ove skupine. Od Sest pozitivnih na PUUV, dvoje je
bilo iz Zagreba, dok su ostali bili iz Slavonije (Slavonski Brod, Okuéani, Gundinci, Nova
Gradiska). Jedan DOBYV seropozitivan ispitanik bio je iz Zagreba, a drugi iz Novske (Slika
13).

Tablica 4. Seroprevalencija virusnih zoonoza u skupini Sumskih radnika (N=44)

Virus IgG pozitivni N (%)

Virus krpeljnog encefalitisa (TBEV) 20 (45,5%)
West Nile virus (WNV) 1(2,3%)
Usutu virus (USUV) 0 (0%)
Sicilijanski virus papataci groznice (SFSV) 1(2,3%)
Napuljski virus papataci groznice (SFNV) 1(2,3%)
Toscana virus (TOSV) 1(2,3%)
Puumala virus (PUUV) 6 (13,6%)
Dobrava virus (DOBV) 2 (4,5%)
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Od ukupno 26 ispitanika u skupini lovaca, tri ispitanika bila su seropozitivna na neki
od testiranih virusa (Tablica 5). Seropozitivnost na PUUV pokazao je jedan ispitanik iz
Zagreba, na TOSV ispitanik iz Kra$ica te na TBEV jedan ispitanik iz Slunja (3,9%) (Slika 14).

Tablica 5. Seroprevalencija virusnih zoonoza u skupini lovaca (N=26)

Virus IgG pozitivni N (%)
Virus krpeljnog encefalitisa (TBEV) 1 (3,9%)
West Nile virus (WNV) 0 (0%)
Usutu virus (USUV) 0 (0%)
Sicilijanski virus papataci groznice (SFSV) 0 (0%)
Napuljski virus papataci groznice (SFNV) 0 (0%)
Toscana virus (TOSV) 1 (3,9%)
Puumala virus (PUUV) 1 (3,9%)
Dobrava virus (DOBYV) 0 (0%)
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Slika 14. Geografska raspodjela seropozitivnih lovaca [(TBEV (crveno), PUUV (zeleno),
TOSV (“ui0)]

U skupini poljoprivrednika koji su u €estim kontaktima s glodavcima testirano je 39
ispitanika. Po jedan ispitanik iz skupine bio je pozitivan na viruse TBEV, WNV i SFNV
(2,6%). Visok postotak ispitanika bio je seropozitivan na hantaviruse. Na PUUV je bilo
pozitivno 11 ispitanika (28,2%), a 2 ispitanika bila su pozitivha na DOBV (5,1%) (Tablica 6).

Tablica 6. Seroprevalencija virusnih zoonoza u skupini poljoprivrednika (N=39)

Virus IgG pozitivni N (%)

Virus krpeljnog encefalitisa (TBEV) 1 (2,6%)
West Nile virus (WNV) 1 (2,6%)
Usutu virus (USUV) 0 (0%)
Sicilijanski virus papataci groznice (SFSV) 0 (0%)
Napuljski virus papataci groznice (SFNV) 1(2,6%)
Toscana virus (TOSV) 0 (0%)
Puumala virus (PUUV) 11 (28,2%)
Dobrava virus (DOBV) 2 (5,1%)
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Ispitanici pozitivni na TBEV, WNV i SFNV bili su s podrucja sjeverozapadne Hrvatske,
redom Maru$evec (Varazdin), Draskovec (Prelog), Donji Pustakovec (Cakovec). Jedan
seropozitivan ispitanik na PUUV bio je iz Bjelovara, a ostatak je s podru€ja Slavonije, kao i
ispitanici seropozitivni na DOBV. DOBV je dokazan kod Starog Petrova Sela i LuZana, a
PUUV na podruéju od Oku€ana na zapadnom dijelu Slavonije preko Nove Gradiske, Nove

Kapele, Davora, Slavonskog Broda do Ruscice na istocnom dijelu (Slika 15).
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Slika 15. Geografska raspodjela seropozitivnih poljoprivrednika koji su u ¢estim kontaktima s
glodavcima [(TBEV (crveno), WNV (plavo), PUUV (zeleno), DOBV (narancasto), SFNV
(ljubicasto)]

Skupina ispitanika iz op¢e populacije se sastoji od 40 testiranih osoba. Dva ispitanika
(5,0%) su bila pozitivha na TBEV. Po jedan ispitanik je bio seropozitivan na WNV, SFSV i
PUUV (2,5% po virusu) (Tablica 7).
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Tablica 7. Seroprevalencija virusnih zoonoza u opcoj populaciji (N=40)

Virus IgG pozitivni N (%)
Virus krpeljnog encefalitisa (TBEV) 2 (5%)
West Nile virus (WNV) 1(2,5%)
Usutu virus (USUV) 0 (0%)
Sicilijanski virus papataci groznice (SFSV) 1(2,5%)
Napuljski virus papataci groznice (SFNV) 0 (0%)
Toscana virus (TOSV) 0 (0%)
Puumala virus (PUUV) 1 (2,5%)
Dobrava virus (DOBV) 0 (0%)

Dva ispitanika seropozitivna na TBEV bila su iz Nove Gradiske i Male Subotice
(Cakovec). Ispitanik pozitivan na WNV bio je iz Varazdina. Jedan seropozitivan ispitanik na
SFSV bio je iz Belid¢a (Osijek). PUUV je dokazan u ispitanika iz Zagreba (Slika 16).
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Slika 16. Geografska raspodjela seropozitivnih ispitanika u opcoj populaciji [[TBEV (crveno),
WNYV (plavo), PUUV (zeleno), SFSV (smede)]
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Tablice 8 i 9 prikazuju seroprevalenciju arbovirusnih infekcija i virusnih infekcija koje
prenose glodavci u svim testiranim skupinama. Ukupno 56 (37,5%) ispitanika je bilo pozitivho
na neku od promatranih virusnih zoonoza. Najveci dio ispitanika je bio seropozitivan na
TBEV sa 16,1%. Dokazan je i visok postotak seropozitivhosti na PUUV (12,8%), dok su
ostali virusi bili mnogo rjede zastupljeni. Seropozitivnost na USUV nije dokazana u ovoj
skupini ispitanika.

Dokazana je statistiCki znacajna razlika u seroprevalenciji na TBEV, no visok
seropozitivitet u profesionalno izloZenoj skupini Sumskih radnika pripisuje se procijepljenosti
ove populacijske skupine. StatistiCki zna€ajna razlika u seroprevalenciji izmedu promatranih
skupina ispitanika (p<0,001) je dokazana za PUUV (2,5% u opcoj populaciji; 3,9% u lovaca;
13,6% u Sumskih radnika te 28,2% u poljoprivrednika u Cestom kontaktu s glodavcima).
Seroprevalencija ostalih testiranih virusa (WNV, SFSV, SFNV, TOSV i DOBV) nije se

znacajno razlikovala izmedu skupina.

IgM protutijela nisu dokazana niti u jednog ispitanika uklju€enog u ovo istraZivanje.

Tablica 8. Seroprevalencija arbovirusnih infekcija na podrucju kontinentalne Hrvatske

Skupi Testirani TBEV WNV USUV | SFSV | SFNV | TOSV
upina
P N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
S 149 24 3 0 2 2 2
Svi ispitanici
(100%) (16,1%) | (2,0%) (0%) (1,3%) | (1,3%) | (1,3%)
. 44 20* 1 0 1 1 1
Sumski radnici
(29,5%) (45,5%) | (2,3%) (0%) (2,3%) | (2,3%) | (2,3%)
_ 26 1* 0 0 0 0 1
Lovci
(17,5%) (3,9%) (0%) (0%) (0%) (0%) (3,9%)
o o 39 1 1 0 0 1 0
Poljoprivrednici
(26,2%) (2,6%) (2,6%) (0%) (0%) (2,6%) (0%)
40 2 1 0 1 0 0
Opc¢a populacija
(26,8%) (5,0%) (2,5%) (0%) (2,5%) (0%) (0%)
P vrijednost <0,001* | >0,999 NA >0,999 | >0,999 | >0,999

*anamnesticki podatak o cijepljenju; ** statisticka znacajnost
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Tablica 9. Seroprevalencija virusnih infekcija koje prenose glodavci na podrucju

kontinentalne Hrvatske

_ Testirani PUUV DOBV
Skupina
N (%) N (%) N (%)
S 149 19 4
Svi ispitanici
(100%) (12,8%) (2,7%)
B 44 6 2
Sumski radnici
(29,5%) (13,6%) (4,5%)
_ 26 1 0
Lovci
(17,5%) (3,9%) (0%)
o o 39 11 2
Poljoprivrednici
(26,2%) (28,2%) (5,1%)
40 1 0
Op¢a populacija
(26,8%) (2,5%) (0%)
P vrijednost <0,001** 0,226

**statistiCka znaCajnost



6. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja dokazali su prisustvo protutijela na neki od uzroénika
zoonoza u 56/149 (37,5%) testiranih osoba s podrucja kontinentalne Hrvatske uz razlike u

seroprevalenciji na pojedine uzrocnike ovisno o populacijskoj skupini.

Protutijela na TBEV dokazana su u 2,6% poljoprivrednika i 5,0% ispitanika iz opc¢e
populacije. Sli¢na je seroprevalencija na TBEV opisana u Francuskoj (2,5%) (29), dok je niza
u Bugarskoj (0,5%) (30) i Norveskoj (0,4%) (31). U Cehoslovagkoj, koja predstavija
endemsko podrucje za TBEV, seroprevalencija je izrazito visoka: 11.5% 1980-ih godina te
26.3% 2001. godine (32). Visoka uCestalost TBEV 1gG protutijela dokazanih u skupini
Sumskih radnika i lovaca obuhvacenih ovim istrazivanjem rezultat je procijepljenosti ovih

profesionalno izlozenih skupina.

Protutijela na hantaviruse dokazana su u ukupno 15,5% ispitanika, od ¢ega PUUV u
12,8% te DOBV u 2,7% ispitanika. Seroprevalencija na PUUV se znacajno razlikovala
izmedu populacijskih skupina. Seropozitivitet u poljoprivrednika koji su naveli podatak o
¢estom kontaktu s glodavcima iznosio je visokih 28,2%, dok je u Sumskih radnika bio 13,6%,
u lovaca 3,9% te u opcoj populaciji 2,6%. Slicna je seroprevalencija u izlozenoj populaciji
dokazana u Gr¢koj (9,66%; raspon 0-18,5%) (33). U opcoj je populaciji seroprevalencija niza,
npr. u Bugarskoj 0,8-2,3% (34) te Engleskoj 3,3% (35), dok je znatno viSa u pojedinim
endemskim podrugjima sjeverne Europe kao npr. 12,5% u Finskoj (36) te 13,4% u Svedskoj
(37). Najvedi je broj seropozitivnih osoba u ovom radu zabiljezen u profesionalno izlozenim
skupinama (poljoprivrednici-28,2%; Sumski radnici-13,6%). Za razliku od rezultata prikazanih
u ovom radu, u Svicarskoj studiji nije nadena razlika u seropozitivitetu izmedu izloZzenih
osoba (0-1,9%) u odnosu na neizlozene osobe (0,5%) (38). Analizirajuéi geografsku
rasprostranjenost, najveci broj PUUV i DOBV seropozitivnih osoba dokazan je na podrudju

isto¢nih hrvatskih Zupanija koje predstavljaju endemska podrucje za hantavirusne infekcije.

Seroprevalencija na WNV iznosila je, ovisno o populacijskoj skupini, od 0-2,6%. Nisku
seroprevalenciju pokazala su i istraZivanja u ostalim europskih drzavama: 0-0,42% u ltaliji
(39,40) te 1,5% u Bugarskoj (30) i Gr¢koj (41), dok je nesto vida seroprevalencija dokazana u
Turskoj (4,3%) (42). U drugom je istrazivanju provedenom na podrucju ltalije analizirana
seroprevalencija na WNV u razli¢itim populacijskim skupinama. Niti jedna testirana osoba u
skupini Sumskih radnika, lovaca, veterinara i konjuara nije imala WNV IgG protutijela (43).
Iznimku ¢&ini jedno istraZivanje iz Poljske, gdje su WNV IgG protutijela dokazana u ¢ak
17,24% Sumskih radnika (44).

Protutijela na viruse papataci groznice dokazana su u 2,6% ispitanika (SFSV 1,3%;

SFNV 1,3%) uklju€ena u ovo istraZivanje. Seropozitivitet na ove viruse viSi je u nekim
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endemskim podrucjima kao npr. u pojedinim regijama u Italiji gdje je na SFSV seropozitivho
9,2% stanovnika (45), dok je u ostalim dijelovima Italije seroprevalencija slicna kao i u ovom
radu (1,85-2,90%) (20). Isto tako, znatno je viSi seropozitivitet dokazan u istrazivanju
provedenom 1980-ih godina na podrucju hrvatskog priobalja i otoka (23,6%; raspon 5,2%-
31,7%) (46).

Na TOSV je bilo seropozitivnho 2,3% Sumskih radnika i 3,9% lovaca iz kontinentalnih
hrvatskih Zupanija obuhvacéenih ovim istraZivanjem. Nesto je viSa seroprevalencija na ovom
podruéju (6,1%) nadena u istrazivanju provedenom od 2007. do 2009. godine, dok je
znacajno viSa nadena na podrucju dalmatinskih otoka (53,9%) i priobalja (33,6%) (23). Vrlo
visoku seroprevalenciju pokazale su i ostale mediteranske zemlje u kojima je ovaj virus
prisutan endemski. Tako je npr. seroprevalencija visoka (22,95% u 2003-2004. godini;
26,75% u 2013-2014. godini) na podrucju srediSnje Italije (Siena, Toscana), dok je u juznom
dijelu (Bari, Apulia) slicna kao i u ovom istrazivanju (2,90% u 2004. godini; 1,85% u 2017.
godini) (20). Jos je viSi seropozitivitet dokazan na pojedinim grékim otocima (Evia 34,78%;
Corfu 51,7%; Samos 40%; Cephalonia 39% (47,48). Sva su tri tipa virusa dokazana na
Cipru, s viSom seroprevalencijom SFSV i SFNV (57%) u odnosu na TOSV (32%) (49). Niza
je seroprevalencija nadena u istraZivanjima provedenim u Francuskoj i Spanjolskoj. U
Francuskoj je TOSV protutijela imalo 18,9% bolesnika hospitaliziranih zbog infekcije SZS-a
te 12% dobrovoljnih davatelja krvi (50). Protutijela na TOSV nadena su u 7,2% stanovnika
Madrida 1993-1994. godine te 5,7% 1999-2000. godine (51). Seroprevalencija u Portugalu
se kretala u rasponu od 1,3-4,2%, Sto se podudara s naSim rezultatima (52). Vrlo visok
seropozitivitet na TOSV (77,2%) dokazan je u Sumskih radnika na endemskom podrucju

Toscane, dok je znacajno niZi dokazan u istoj skupini na podrucju Piedmonta (6%) (49).

lako su seropozitivne osobe kao i bolesnici s neuroinvazivnom USUV infekcijom
sporadi¢no dokazani na podrucju Hrvatske, niti jedan ispitanik uklju¢en u ovo istrazivanje nije
bio seropozitivan na USUV. Niska je seroprevalencija na ovaj virus (0,78%) opisana u
jednom istrazivanju na podrucju ltalije (40). U drugom talijanskom istraZivanju gdje je
testirana skupina Sumskih radnika i poljoprivrednika, protutijela na USUV nisu dokazana
(39).

U zaklju€ku, rezultati ovog rada pokazali su da su virusi uzro€nici zoonoza prisutni na
podrucju Hrvatske. Kao jedno od ograniCenja ovog rada, svakako valja spomenuti relativho
mali broj ispitanika po pojedinoj populacijskoj skupini zbog Cega rezultate treba interpretirati s
oprezom. Potrebna su daljnja istrazivanja na ve¢em broju izlozenih i neizlozenih osoba kako

bi se utvrdila to¢na seroprevalencija te Cimbenici rizika za ove infekcije.
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7. ZAKLJUCCI

1. U skupini izlozenih i neizlozenih s podrucja kontinentalne Hrvatske obuhvacenih ovim
istrazivanjem, dokazana su IgG protutijela na TBEV, WNV, SFSV, SFNV, TOSV, PUUV i
DOBV, dok protutijela na USUV nisu nadena.

2. Ukupno 56/149 (37,5%) ispitanika je bilo seropozitivno na neku od promatranih virusnih

Z00noza.

3. Najvedi broj ispitanika bio je seropozitivan na TBEV (24/16,1%), a dokazana statisticki

znacajna razlika u seroprevalenciji pripisuje se procijepljenosti u skupini Sumskih radnika.

4. U promatranoj skupini je dokazana visoka ukupna seroprevalencija na PUUV (19/12,8%),
a najveci broj seropozitivnih osoba je s podrucja isto¢nih hrvatskih Zupanija koje predstavljaju

endemska podrucja za hantavirusne infekcije.

5. Dokazana je statisti¢ki znacajna razlika (p<0,001) u seroprevalenciji na PUUV izmedu
promatranih skupina ispitanika (2,5% u opc¢oj populaciji; 3,9% u lovaca; 13,6% u Sumskih

radnika te 28,2% u poljoprivrednika u ¢estom kontaktu s glodavcima)

6. Seroprevalencija na WNV (0-2,6%), SFSV (0-2,5%), SFNV (0-2,6%), TOSV (0-3,9%) i

DOBV (0-5,1%) nije se znacajno razlikovala izmedu skupina.

7. Potrebna su daljnja istrazivanja na ve¢em broju izlozenih i neizlozenih osoba kako bi se

utvrdila to¢na seroprevalencija te ¢imbenici rizika za ove infekcije.
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