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POPIS OZNAKA | KRATICA

HEV - virus hepatitisa E

RNK - ribonukleinska kiselina (engl. Ribonucleic Acid)

HIV - virus humane imunodeficijencije (engl. Human Immunodeficiency Virus)
IgM - imunoglobulini klase M

IgG - imunoglobulini klase G

RH - Republika Hrvatska

HELS - zdravlje-okolis-Zivotni stil (engl. Health-Environment-Life Style)

HZJZ - Hrvatski zavod za javno zdravstvo

KBC - Klini¢ki bolni¢ki centar

SNZ - Skola narodnog zdravlja

ELISA - imunoenzimski test (engl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
ORF - otvoreno podrucje kodiranja (eng. Open Reading Frame)

RT-PCR - lan€ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-Time
Polymerase Chain Reaction)

PCR - lan€ana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction)

RdRp - RNK-ovisna RNK polimeraza (engl. RNA-dependent RNA polymerase)
HVR - hipervarijabilna regija

MT - metil transferaza

PCP - papainu-nalik cisteinska proteaza

HSPG - heparan sulfatni proteoglikan

POR - prevalencijski omjer izgleda (engl. Prevalence Odds Ratio)

PR - omjer prevalencija ( engl. Prevalence Ratio)



1. UVOD | SVRHA RADA

Virus hepatitisa E (HEV) je mali, neovijeni virus koji pripada porodici Hepeviridae,
unutar koje razlikujemo dva roda: Orthohepevirus (razreda A, B, C i D) te
Piscihepevirus [1]. Sojevi roda Orthohepevirus razreda A su ujedno i najznacajniji s
javnozdravstvenog aspekta. Uzrokuju epidemijske, endemijske, sporadiCne i
zoonotske sluCajeve akutnog hepatitisa diliem svijeta [2]. Do sada je opisano osam
genotipova HEV-a koji su pripadnici roda Orthohepevirus, razreda A. Genotipovi 1
(HEV1) i 2 (HEV2) inficiraju isklju€ivo ljude, dok su genotipovi 3 (HEV3) i 4 (HEV4)
izolirani iz ljudi i razli€itih vrsta sisavaca, posebice domacih svinja, divljih svinja, jelena
i zeCeva [3]. Genotipovi 5 (HEVS) i 6 (HEV6) su izolirani iz divljih svinja, a genotipovi 7
(HEV7) i 8 (HEV8) su izolirani iz deva [4]. Novi genotipovi HEV se i dalje izdvajaju
prvenstveno iz Zivotinja, a njihov utjecaj na zdravlje Zivotinja, kao i zoonotski potencijal,
joS nije poznat.

HEV je otkriven za vrijeme sovjetske okupacije Afganistana 1980-ih, nakon $to je
u vojnom kampu izbila epidemija hepatitisa nepoznate etiologije. Kako bi dokazao da
se radi o novom uzro¢niku hepatitisa, ¢lan istrazivackog tima je pojeo ekstrakt fekalija
zarazenih vojnika nakon €ega je i on sam razvio simptome hepatitisa. |z njegove stolice
je tada elektronskom mikroskopijom otkriven novi virus koji nazvan HEV [2]. Nakon
toga, endemski HEV dokazan je u mnogim zemljama u razvoju.

HEV je danas vodedéi uzro¢nik virusnog hepatitisa u Svijetu te je odgovoran za
enteriCne epidemije u zemljama u razvoju i sporadi¢ne slu¢ajeve kako u zemljama u
razvoju tako i u razvijenim zemljama [5]. Virus se uglavnhom prenosi kontaminiranom
vodom za pic¢e i/ili konzumacijom kontaminiranog i nedovoljno termicki obradenog
mesa. Isto tako, postoje zapisi o prijenosu infekcije putem kontaminiranog povrca s
ekoloskih uzgoja obradenih svinjskim gnojem [6,7].

HEV1 i HEV2 prevladavaju u zemljama u razvoju, dok su ostali genotipovi,
ukljuCujuc¢i HEV3 i HEV4, izdvojeni i iz zivotinja, pri ¢emu su svinje glavni rezervoari
infekcije. Genotipovi HEV5-8 su izolirani isklju€ivo iz Zivotinja (HEV5 i HEV6 iz divljih
svinja, a HEV7 i HEVS8 iz deva). lako je tijek bolesti najceS¢e asimptomatski, HEV
uzrokuje akutni hepatitis koji mozZe biti tezeg tijeka kod pacijenata s postoje¢om
boleScu jetre i kod trudnica u zemljama u razvoju. Tijek i ishod bolesti uvelike ovise i o

genotipu virusa koji je uzrokovao infekciju, odnosno o njegovoj virulenciji. Genotipovi
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3 i 4 najCeSce uzrokuju blazi oblik infekcija koje mogu imati i van-hepatiCke
manifestacije te mogu dovesti do kroni¢nog hepatitisa u bolesnika s kompromitiranim
imunitetom [8-11]

Kako epidemioloSke i epizootioloSke znacCajke HEV infekcije joS uvijek nisu
dovoljno istrazene, spoznaje o HEV prevalenciji u Hrvatskoj u specificnim
populacijskim skupinama i analiza ¢imbenika rizika unutar ispitivanih skupina, kao i
istraZivanje prevalencije u do sada neistrazenih vrsta Zivotinja, poput konja i pasa te
njihova meduovisnost u ovom radu bit ¢e originalni znanstveni doprinos epidemiologiji
i epizootiologiji HEV infekcije u Hrvatskoj i svijetu, a omogucit ¢e planiranje posebnih

preventivnih javnozdravstvenih mjera.

1.1. GRAPA | UMNOZAVANJE VIRUSA HEPATITISA E

1.1.1. Grada virusa hepatitisa E

HEV je neovijeni virus promjera 27-34 nm. Ispod vanjske kapside virusa nalazi
se jednolancana pozitivna molekula RNK duljine 7,2 kb koja zavrSava kratkim 5'i 3'
nekodiraju¢im regijama izmedu kojih su prepoznata tri djelomi¢no preklapajuc¢a
otvorena podrucja kodiranja (engl. open reading frame; ORF1, 2 i 3) [12]. Pojedini
sojevi HEV1 genotipa sadrze i dodatni ORF4, Ciji proteinski proizvod pojaCava
djelovanje RNK-ovisne RNK polimeraze (engl. RNA-dependent RNA polymerase;
RdRp). Genom virusa sadrzi i X, Y te hipervarijabilnu regiju (HVR) koje sudjeluju u
replikaciji virusa (slika 1) [13].

ORF1 ¢ini najduzi dio genoma (5kb) i kodira nestrukturne proteine, prvenstveno
odgovorne za vezanje virusa na stani¢ne receptore i replikaciju virusa. ORF1 kodira
metil transferazu (MT), papainu-nalik cisteinsku proteazu (PCP), RNK helikazu (Hel) i
RdRp. ORF1 kodira i manje proteine do danas nedovoljno poznatih funkcija X, Y i
HVR. Dokazano je da Xi HVR utjeCu na patogenost virusa, dok je Y domena postojana
i jednaka u svih HEV genotipova. ORF2 kodira strukturni kapsidni protein. ORF3 kodira
mali protein koji ima viSe funkcija, a koji ujedno omogucuje izlazak virusa iz stanice.
Na kraju 5' RNK genoma se nalazi 7-metilguanozin (7mG), a 3' kraj je poliadeniliran
(poli A). Sastavljanje viriona zapoc€inje stvaranjem kapsidnih monomera (sa ili bez

regije N-kraja), koja se samostalno povezuje u dimere i dekamere. Dekameri kojima
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nedostaje kapsidni N-kraj sastavljaju se u provirusne Cestice, a dekameri pune duljine

koji uklju€uju i kapsidni N-kraj enkapsuliraju virusnu RNK te tvore virione pune veli€ine.

ORF3

5
Noncoding ORF1 ¥
ORF2 Noncoding
mG "
Poly A

Capsid

Monomers

4‘_____,—r—r—" Dimers —-—_____‘__‘*
Decamers Decamers

— N-terminal J+ N-terminal

Viruslike particles (27 nm) HEV virion (42 nm)

TR Color-enhanced surface models 0
) l of the HEV viruslike particle and /%, &5
virion structures

Slika 1. Struktura i organizacija genoma virusa hepatitisa E

Izvor: Kamar N, Bendall R, Legrand-Abravanel F, Xia NS, ljaz S, I1zopet J, i sur. Hepatitis E.
Lancet. 2012;379:2477-88.

1.1.2. Umnozavanje virusa hepatitisa E

U procesu umnozavanja HEV-a, prvi korak je vezivanje virusa za receptore
stanica domacina poput heparan sulfatnih proteoglikana (HSPG), a posebice
proteoglikana Hsc70. Potom virus ulazi u stanicu [13-17], vrlo vjerojatno uz pomo¢
HSPG90 i glukozom reguliranog proteina 78 (Grp78). Nakon ulaska u stanicu, dolazi
do razgradnje kapside i oslobada se virusni genom koji se potom u citoplazmi stanice
domacdina izravno veze na ribosome i prevodi u poliprotein, koji se cijepa u strukturne
i nestrukturne proteine ORF1. Medu tim proteinima nastaje i RARp koja transkripcijom
pozitivnog lanca RNK stvara negativnu kopiju RNK koja sluzi kao predlozak za
sintezu pozitivnog lanca RNK genoma. Dio novih molekula RNK nisu cjelovite veé

subgenomske i sluze za translaciju proteina koji kodiraju regije ORF2 i ORF3 poput
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viroporina i proteina kapside koji onda u polimernom obliku obuhvacaju drugi dio
molekula RNK koje su cjelovite, stvarajuci nove viruse. Novonastali se virusi potom
transportiraju do stanicne membrane gdje uz pomo¢ proteina kodiranog od ORF3

napustaju zarazenu stanicu domacina (slika 2) [18,19].

Slika 2. Zivotni ciklus virusa hepatitisa E

Izvor: Cao D, Meng XJ. Molecular biology and replication of hepatitis E virus. Emerg Microbes
Infect. 2012;1(8):e17.

1.2. GENOTIPOVI VIRUSA HEPATITISA E

Identifikacijom sve vecéeg broja sojeva HEV-a u razli€itih domacina doSlo se do
taksonomske sheme koja porodicu Hepeviridae dijeli na dva roda: Piscihepevirus
(virus izdvojen iz pastrve) i Ortohepevirus (sojevi sisavaca i ptica) (slika 3) [20,21].
Ovaj je posljedniji rod podijeljen u Cetiri vrste, ortohepevirus A, ortohepevirus B (koji
inficira ptice), ortohepevirus C (koji inficira glodavce, kukcojede i mesojede) i
ortohepevirus D (koji inficira SiSmiSe). Najvecéa vrsta, ortohepevirus A, ukljuCuje osam
genotipova koji inficiraju ljude (HEV1-4 i 7), svinje (HEV3 i 4), zeCeve (HEV3), divlje
svinje (HEV3, 4, 5, i 6), mungose (HEV3), jelene (HEV3), jastrebove (HEV4) i deve
(HEV7Y i 8) [4]. Medu Cetiri glavna genotipa, HEV1 i HEV2 ogranieni su na ljude i
nalaze se u zemljama u razvoju, odnosno endemski su u krajevima tropske Azije,

Afrike i Juzne Amerike te se obi¢no prenose fekalno-oralnim putem. HEV3 je Siroko
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rasprostranjen diliem svijeta, a HEV4 se nalazi uglavhom u Aziji (slika 4), premda
postoje slu€ajevi prijavljeni i u Europi, moguée uneseni uvoznom hranom. Genotipovi
HEV3 i HEV4 prenose se zoonotski od svinja, divljih svinja, jelena i mungosa njihovim
izluCevinama ili konzumacijom termiCki nedovoljno obradenog mesa [22]. ZedCji sojevi
koji su srodni HEV3 genotipu nedavno su opisani kod ljudi [23]. Dokazano je da
primatelj transplantirane jetre koji je konzumirao devino meso i mlijeko izluCuje HEV7

[24]. Prijenos HEV-a s tvorova, Stakora, SiSmisa, ptica ili pastrve nije dokazan [22].
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Slika 3. Filogenetsko stablo virusa hepatitisa E

Izvor: Kamar N, Dalton HR, Abravanel F, 1zopet J. Hepatitis E virus infection.
Clin Microbiol Rev. 2014;27(1):116-38.



Distribution of HEV genotypes
I vEyv-r D MEV-1 £ HEV2 *
[ HEv-2 [] HEV:2 + HEV-3
B mev-s [ HEV-3 + HEV-

I HEV-4 [T HEV-1+ HEV4

Slika 4. Raspodjela genotipova virusa hepatitisa E

Izvor: Pallerla SR, Harms D, Johne R, Todt D, Steinmann E, Schemmerer M, i sur. Hepatitis E Virus
Infection: Circulation, Molecular Epidemiology, and Impact on Global Health. Pathogens.
2020;9(10):856.

1.3. EPIDEMIOLOGIJA INFEKCIJE VIRUSOM HEPATITISA E

1.3.1. Seroprevalencija infekcije virusom hepatitisa E u svijetu

HEV je uzroc¢nik feko-oralno prenosivog hepatitisa te je odgovoran za vise od
50% slu€ajeva akutnog hepatitisa u endemskim zemljama [3]. Najveca incidencija
dokazana je u Aziji, Africi i Srednjoj Americi (Meksiko), gdje je HEV vodedéi uzrocnik
akutnih hepatitisa [2]. Procjenjuje se da godi$nje 3,4 milijuna ljudi oboli od akutnog
HEV-a, sa 70.000 smrtnih sluajeva i 3.000 mrtvorodenih [25]. Sporadi¢ni sluCajevi
HEV-a u zapadnim europskim zemljama su ranije vec¢inom bili biljeZeni u putnika koji
se vracaju iz endemskih podrucja [26]. Medutim, sve su ¢eS¢éi autohtoni, sporadi¢ni
sluajevi HEV-a u razvijenim drzavama Europe, Azije (Japan), Australiji i Sjedinjenim
Americkim Drzavama [27].

IstraZivanja su utvrdila povezanost zemljopisnog prebivalista s HEV infekcijom
[28,29]. Prema dostupnim podacima, seroprevalencija varira od 3,4% u Japanu [30],
10,4% u Indiji [31], 13% u Iranu i Ujedinjenom Kraljevstvu [32,33] pa sve do 25% u Kini
[34]. Prevalencija se takoder razlikuje u pojedinim populacijskim skupinama.
IstraZivanje iz Francuske pokazalo je visi HEV seropozitivitet u Sumskih radnika (31%)

pri Cemu se pokazalo da su posebice drvosjeCe pod povecanim rizikom [35]. Sli¢no je
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istrazivanje provedeno u Njemackoj u populaciji lovaca, pri ¢emu je nadena
seroprevalencija od 21%, dok je u op¢oj populaciji iznosila 17% [34]. Studije provedene
u Danskoj, Moldaviji i Svedskoj su pokazale da uzgajivadi svinja imaju visok HEV
seropozitivitet (13%-51,1%) [35-36], dok istrazivanje iz Nizozemske pokazuje da je
HEV seroprevalencija u veterinara koji rade sa svinjama 13% [38]. Medutim, neka
istraZivanja nisu dokazala razliku u prevalenciji izmedu profesionalno izloZzenih i
neizlozenih osoba. Tako npr. u ltaliji nije nadena znacajna razlika u prevalenciji HEV-
a u uzgajivaca svinja (3,3%) u odnosu na opcu populaciju (2,9%) [39]. U Estoniji je
viSa prevalencija nadena u radnika na svinjogojskim farmama (13,4%), dok je u lovaca
iznosila svega 4,2% [40]. IstraZivanje provedeno u Portugalu pokazalo je ¢ak nesto
nizu prevalenciju HEV-a u veterinara koji rade s malim Zivotinjama (kucni ljubimci)
(9,9%) u odnosu na opcu populaciju (13,3%) [41].

Rizi¢ni ¢imbenici za HEV infekciju jo$ uvijek nisu u potpunosti istrazeni. Prema
podacima iz literature, Cini se da ceS¢e obolijevaju muskarci, iako podaci o
seroprevalenciji €esto ne pokazuju zna€ajno odstupanje medu spolovima [2,42]. No, u
nekim je radovima opisana nesto viSa prevalencija u zena [43]. Pojedini su autori
dokazali viSu prevalenciju u stanovnika ruralnih podrucja [44,45], dok drugi nisu nasli
povezanost prebivaliSta i HEV seroprevalencije [46,47]. KoriStenje bunara kao izvora
vode je dokazano kao ¢imbenik rizika za HEV infekciju u nekim zemljama [44], dok u
drugima to nije potvrdeno [48]. U jednoj je studiji nadena viSa prevalencija HEV IgM
protutijela u osoba koje su primale transfuzije krvi, dok se prevalencija HEV IgG
protutijela nije razlikovala [44]. Spanjolski su autori opisali visu IgG prevalenciju u

osoba koje su imale operativne zahvate u anamnezi [46].

1.3.2. Seroprevalencija infekcije virusom hepatitisa E u Hrvatskoj

U Hrvatskoj je prvi autohtoni slu¢aj HEV-a opisan u Zagrebu 2012. godine [49].

Na podrucju Hrvatske je do sada objavljeno nekoliko istraZivanja HEV prevalencije u
specificnim populacijskim skupinama (tablica 1). Istrazivanje provedeno u Klinici za
infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu dokazalo je HEV IgM/IgG protutijela
u 10,7% u bolesnika s poviSenim vrijednostima transaminaza u kojih je isklju€en akutni
hepatitis A-C te u 1,1% u HIV-pozitivnih osoba [50]. Pilot istrazivanje provedeno 2014.
godine u Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo u manjoj skupini profesionalno
7



neizloZzenih osoba pokazalo je seroprevalenciju od 5,6% [51]. Nadalje, u Klinici za
infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevic® u Zagrebu je od 2011. do 2014. godine testirano
1107 bolesnika na HEV, pri ¢emu je anti-HEV-protutijela imalo njih 117 (10,6%).
Akutna HEV-infekcija dokazana je u 25 (2,3%) bolesnika [52]. HEV IgM/IgG
seroprevalencija medu dobrovoljnim darivateljima analizirana je u Hrvatskom zavodu
za transfuzijsku medicinu 2014. godine. U istrazivanje je uklju¢eno 1036 dobrovoljnih
darivatelja krvi pri Cemu je 20,2% ispitanika bilo pozitivho na HEV IgG protutijela, a
4,4% na IgM protutijela [53]. IstraZivanje, provedeno u 2018. godini, na 394 bolesnika
na hemodijalizi pokazalo je seropozitivitet od 27,9% na HEV IgG protutijela te 0,04%
na HEV IgM protutijela [54] dok je istrazivanje na 438 bolesnika s kronichom bolesti
jetre pokazalo seropozitivitet od 15,1% na HEV IgG protutijela te 4,5% na HEV IgM
protutijela [55].

Tablica 1. Seroprevalencija HEV-a na podrucju Hrvatske

N HEV HEV
Godina Populacijska skupina o o lzvor
testiraninh IgM i/ili IgG RNK
Bolesnici s akutnim 5/14 IgM
2011- N 504 IgM/1IgG 10,7% o
2013 hepatitisom pozitivnih [50]
HIV-pozitivhe osobe 88 IgM/1gG 1,1% 0
2011- Bolesnici s akutnim 1gG 10,6% 10/25 IgM
N 1107 o [52]
2014 hepatitisom IgM 2,3% pozitivnih
L 19G 20,2%
2014 Dobrovoljni darivatelji krvi 1036 0 [53]
IgM 4,4%
Zdravstveni djelatnici IgM/1gG 2,7%
2014- Sudionici domovinskog rata IgM/IgG 8,6%
214 0 [51]
2015 Ovisnici o alkoholu IgM/IgG 8,9%
Intravenski korisnici droga IgM/1gG 6,1%
L N 19G 27,9%
2018 Bolesnici na hemodijalizi 394 0 [54]
IgM 0,04%
Bolesnici s transplantiranom
2019 _ 242 19G 24,4% 0 [56]
jetrom
Bolesnici s kroni€nom bolesti I9G 15,1%
2020 _ 438 0 [55]
jetre IgM 4,5%




Takoder su izradene i smjernice za dijagnostiku i lijeCenje imunokompetentnih i
imunokompromitiranih osoba te je obzirom na utvrdenu seroprevalenciju i dotadasnja
iskustva, zakljuCeno da testiranje na HEV treba uvrstiti u dijagnostiCki panel za
bolesnike s poviSenim vrijednostima aminotransferaza [52]. Rizi¢ni ¢imbenici za HEV
infekciju, mogudéi izvori infekcije kao i uloga zoonotskog prijenosa su do sada
djelomicno istraZzeni na podrucju Hrvatske [57-61]. Naime, iako su radena opsezna
istrazivanja u Zivotinja te su domaca i divlja svinja dokazano rezervoari HEV infekcije,
ostaje mogucnost prepoznavanja i drugih vrsta Zivotinja koje do danas na podrucju
Republike Hrvatske (RH) nisu istrazene, kao $to su kuéni ljubimci (psi i macke) te konii.
Podaci o prevalenciji u tih Zivotinja omogucili bi bolje razumijevanje epidemiolo$ke

situacije i potencijalnih izvora HEV infekcije u RH.

1.3.3. Putevi prijenosa infekcije virusom hepatitisa E

HEV se uglavnhom prenosi feko-oralnim putem kao poslijedica fekalne
kontaminacije vode za pice, no mozZe se prenijeti i konzumacijom mesa zarazenih
zivotinja, transfuzijom zarazene krvi/krvnih pripravaka te vertikalnim prijenosom s
trudnice na fetus [2]. U zemljama u razvoju, zagadena voda uzrokuje velike epidemije
HEV gdje su, najzastupljeniji, HEV1 i HEV2 ograniceni na ljude [62]. U razvijenim
dijelovima Svijeta, a tako i u Europi, su zastupljeniji genotipovi HEV3 i HEV4 koji se
pretezno prenose zoonotski konzumacijom svinjskog mesa i mesa divlje svinje ili
putem njihovih izlu€evina [63]. Tijek i ishod bolesti, kao i nacini Sirenja uvelike ovise o
genotipu virusa.

Donedavno se zaraza HEV-om povezivala samo s putovanjem u endemske
krajeve. Pojava autohtonih slu¢ajeva HEV-a u neendemskim podrucjima promijenila je
epidemiolodku sliku uklju€ivSi nove moguce rezervoare te putove Sirenja HEV-a.
Detekcija genotipova 3 i 4 u ljudi ukazala je na zoonotsko podrijetlo infekcije [64].
Gotovo sve autohtone HEV infekcije u Europi u ljudi i svinja uzrokovane su genotipom
3 [65-71]. Svinje su znacajan rezervoar HEV-a posvuda u svijetu [65-67], a u Nepalu
su to i glodavci [71]. Prisutnost anti-HEV protutijela dokazana je i u drugim vrstama
Zivotinja: Stakora, pasa, macaka, ovaca, koza, konja, SiSmisa, peradi (kokoS),
mungosa, goveda, deva i riba (pastrve) [71]. HEV je dokazan u domacih i divljih svinja
u Hrvatskoj. Na svinjogojskim farmama, HEV RNK nadena je, ovisno o Zupaniji, u
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15,2% svinja, dok je u divljih svinja nadena u 11,5% pretrazenih jedinki [59].
Seroprevalencija u domacih svinja iznosi 32,9%, odnosno u divljih 31,1%. Neki radovi
upucuju na prijenos virusa na ljude konzumiranjem nedovoljno termicki obradenog
svinjskog mesa, posebice nekuhanih jetrenih svinjskih kobasica [66]. HEV RNK je u

Hrvatskoj izdvojena i iz jetre Zutogrlog misa [60].

KONZUMACUA HRANE

ZIVOTINISKI PROIZVODI | USJEV]

OTPADNE VODE

()
|l KRV ILI %
HKRWHMI
DIREKTMI PRIPRAVCI

PRIJENOS

NAVODNIAVANIE

>

ODBIEGLE ZIVOTINIE

Slika 5. Putevi prijenosa virusa hepatitisa E

Prema: Treagus S, Wright C, Baker-Austin C, Longdon B, Lowther J. The Foodborne Transmission of
Hepatitis E Virus to Humans. Food Environ Virol. 2021;13(2):127-45.

1.4. PATOGENEZA INFEKCIJE VIRUSOM HEPATITISA E

Patogeneza hepatitisa E je slabo istrazena te je nase trenutano razumijevanje
patogeneze HEV infekcije uglavnhom temeljeno na podacima iz Zivotinjskih modela i
sustava stani¢nih kultura, uz neke dodatne informacije od ljudi, relativno nepotpuno
[72]. Nakon ulaska u organizam kroz probavni sustav, putem kontaminirane hrane ili
vode (feko-oralnim putem), virus se najprije umnozava u limfnom tkivu crijeva, a potom
krvlju dospijeva u jetru. Nakon infekcije kod ljudi slijedi period inkubacije od 2 do 10
tiedana [73]. U tom periodu se HEV replicira u citoplazmi hepatocita, primarnom mjestu

infekcije i oslobada u Zuc te izluCuje stolicom. Istrazivanja na majmunima su pokazala
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da se replikacija virusa u hepatocitima pojavljuje oko 7 dana nakon parenteralne
inokulacije i zahvaca do 70-90% hepatocita [74]. Pretpostavlja se kako se replikacija
nastavlja sve do nastanka oSteCenja hepatocita, Sto naposljetku, kod ljudi, dovodi do
pojave kliniCke bolesti nakon prosje¢nog perioda inkubacije od 3 tjedna (raspon 2-10
tiedana). Viremija je kratkotrajna i pojavljuje se nekoliko dana prije pojave simptoma i
doseze vrhunac s razinama serumskih transaminaza te traje 2-3 tjedna nakon toga i
povezana je s fekalnim izluCivanjem HEV-a koje traje nesto dulje od viremije [75,75].

OstecCenje jetre uzrokovano HEV infekcijom moZe biti imuno posredovano
citotoksicnim T stanicama i prirodnim ubilackim stanicama, jer HEV nema citopatski
ucinak [77-79]. U Zivotinjskim modelima HEV infekcije, €ini se da se porast razine
transaminaza u serumu i pojava ozljede jetre pojavljuju istovremeno s pojavom
specificnih protutijela i smanjenjem stupnja viremije. Ova otkrica upuéuju na to da
oStecenje hepatocita tijiekom HEV infekcije moze biti povezano s ubijanjem stanica
zarazenih HEV-om imunolodkim odgovorom domacina, a ne izravnim uc€inkom
replikacije virusa. Stoga je vjerojatno da intenzitet imunoloSkog odgovora domacina
odreduje ishod akutne HEV infekcije, bilo da je rije¢ o supklini¢koj,
samoogranicavajucoj bolesti ili zatajenju jetre. U HEV3 infekciji, imunokompromitirane
osobe, kao $to su one koje primaju imunosupresivne lijekove nakon transplantacije
solidnih organa, ¢esto ne uspijevaju eliminirati HEV i razviju kronini hepatitis E [77-
79].

Kod svinja je utvrdeno da se osim stolicom virus izlu€uje i putem mokraénog

sustava i drugih tjelesnih izlu€evina [80].

1.4.1. Patogeneza fulminantnog hepatitisa

Fulminantni hepatitis najce$¢e se javlja kod muskaraca i Zena koji boluju od
kroni¢ne jetrene bolesti [81] te u trudnica [82].

Kod trudnica zarazenih s HEV1 koje Zive u zemljama u razvoju, HEV1 uzrokuje
viSu smrtnost majki za 30%, pri ¢emu se vecina smrtnih sluCajeva dogada u tre¢em
tromjesecju trudnoce [83]. Razlog jos uvijek nije jasan, ali bi genotip mogao barem
djelomi¢no objasniti l0Siji ishod u trudnica, jer HEV3 nije osobito smrtonosan za
trudnice [84,84]. Nema podataka o utjecaju infekcije uzrokovane s HEV4 genotipom
na tijek trudnoce.
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1.5. KLINICKA SLIKA INFEKCIJE VIRUSOM HEPATITISA E

Klini¢ka slika HEV infekcije razlikuje se ovisno o endemskom podrucju i genotipu
pa je tako u visoko endemskim podrucjima naj¢eS¢i uzroCnik virusnih hepatitisa
HEV1 pri ¢emu klinicka manifestacija infekcije varira od supklinickih do fulminantnih
hepatitisa. Po tome, s kliniCkog stajaliSta, hepatitis E je sliCan hepatitisu A, s akutnom
samoograniCavajucom i simptomatskom klinickom slikom koja varira u tezini, od
supklini¢kih do fulminantnih oblika [86].

U pravilu se u do 20% bolesnika infekcija o€ituje srednje teSkim simptomima, no
HEV1 moZze dovesti do smrtnog ishoda u 0,5 do 4% slu€ajeva. Inkubacija je u prosjeku
oko 40 dana (15 do 60 dana), a poCetni simptomi su obi¢no nespecifi¢ni - malaksalost,
Desetak dana nakon pojave opcih simptoma moze se razviti Zutica uz taman urin i
blijedu stolicu [87-89].

Viremija je prolazna te je prisutna u preikteri¢noj fazi i nestaje brzo nakon prvih
simptoma, odnosno nakon pojave protutijela, osim ukoliko bolest ne progredira u
kroni¢ni oblik. Izlu€ivanje virusa stolicom zapoc€inje nekoliko dana (prosje¢no 5 dana)
prije pojave Zutice i traje oko 2-3 tjedna. Bolest obicno prolazi za jedan do Cetiri tiedna
[52].

lako je vecina HEV infekcija blagog klini¢kog tijeka ili asimptomatska te prolazi
spontano, neke mogu biti teSke, uzrokujuci fulminantni hepatitis i ekstrahepati¢ne
manifestacije, ukljuCujuci neuroloske i bubrezne [83]. Kroni¢na HEV infekcija moze se
pojaviti kod bolesnika s oslabljenim imunoloskim sustavom. lako je umor naj¢eSci
simptom kroni¢ne HEV infekcije, vecina bolesnika nema simptoma i ima samo blago
povisenje jetrenih enzima [90]. Ipak, kroni¢ne HEV infekcije mogu dovesti do oStecenja
jetrene strukture, ukljuCujuci Evorove, fibrozne promjene i kasniju cirozu [91].

Vecina HEV infekcija uzrokovanih genotipovima 3 i 4 protjeCe asimptomatski, dok
je klini¢ki simptomatska infekcija obi¢no blazeg tijeka [25]. Donedavno se smatralo da
HEV uzrokuje samo akutni hepatitis, ali je studija u Francuskoj pokazala da je 8 od 14
primatelja presatka organa s akutnom autohtonom HEV infekcijom uzrokovanom
genotipom 3 razvilo kroni¢ni hepatitis [42]. Osim navedenog istrazivanja, daljnje studije
su takoder pokazale da kod imunokompromitiranih pacijenta HEV infekcija ne prolazi
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samolimitirajuci, ve¢ da isti mogu razviti kroniCni hepatitis i cirozu ako su zarazeni s
HEV3 ili HEV4 genotipom [92,92]. Nasuprot tome, kronicna HEV infekcija do sada nije
primijecena u sluCajevima zarazenim s HEV1 i HEV2 genotipom [92,94]. Sluc€ajevi
kronicnog HEV-a zabiljeZeni su i u osoba zarazenih HIV-om te osoba s tumorima
hematopoetskog sustava [95-98]. Trudnice takoder predstavijaju riziCnu skupinu za
HEYV infekciju, posebice u slucaju infekcije u posljednjem tromjesecju trudnocée, buduci
da se CeSce razvija akutni fulminantni hepatitis [99] uz smrtnost od 15-25% [100], dok
je smrtnost kod opc¢e populacije 0,1-3% [101].

HEV infekcije ne utje€u samo na jetru, ve¢ mogu utjecati i na druge organske
sustave. Poremecaji kao Sto su Guillain-Barreov sindrom (GBS), neuralgi¢na
amiotrofija (NA), limfom, pankreatitis, trombocitopenija, virusni meningitis, tiroiditis,
miokarditis, krioglobulinemija, glomerulonefritis, Henoch-Schoénleinova purpura i
miastenija gravis se takoder povezuju s HEV infekcijom [92]. lako su neke serije
sluCajeva, Zivotinjski modeli i seroepidemioloSke studije ukazivale na povezanost
izmedu HEV infekcije i ekstrahepaticnih manifestacija, tocni temeljni patofizioloski
mehanizmi joS nisu dokazani. Ipak, imunoloski posredovane reakcije i izravno virusno
(citopatsko) osStecenje tkiva najCeSéi su pretpostavijeni mehanizmi nastanka

ekstrahepati¢nih manifestacija [92].
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Slika 6. Klinicki tijek hepatitisa E
Prema: Pischke S, Hartl J, Pas SD, Lohse AW, Jacobs BC, Van der Eijk AA. Hepatitis E virus:

Infection beyond the liver? J Hepatol. 2017;66(5):1082-95.
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1.6. IMUNOLOSKI ODGOVOR NA INFEKCIJU VIRUSOM HEPATITISA E

Anti-HEV protutijela kod bolesnika su uglavnhom prisutna ve¢ kod pojave
simptoma bolesti. Anti-HEV IgM protutijela otkrivaju se u ranoj fazi klinicke bolesti i
mogu biti prisutna nekoliko mjeseci. Anti-HEV IgG protutijela pojavljuju se ubrzo nakon
pojave IgM-a i mogu se detektirati nekoliko godina (slika 7). Kapsidni protein sadrZi
nekoliko epitopa odgovornih za tvorbu neutralizacijskih protutijela [102]. Stvaranje
protutijela protiv HEV-a moze se potaknuti i cijepljenjem. Jedino danas dostupno
komercijalno cjepivo je Hecolin® (Xiamen Innovax Biotech, Xiamen, Kina), koje se

sastoji od dijela HEV kapsidnog proteina, p239 i pruza zastitu od infekcije hepatitisom

E od najmanje 4,5 godine [103,104].
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Slika 7. Tijek akutne HEV infekcije

Prema: Lhomme S, Marion O, Abravanel F, Chapuy-Regaud S, Kamar N, Izopet J. Hepatitis
Pathogenesis. Viruses. 2016;8(8):212.
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1.7. DIJAGNOSTIKA INFEKCIJE VIRUSOM HEPATITISA E

HEYV infekcija je sli€na drugim oblicima akutnih virusnih hepatitisa ljudi zbog cega
ih ne mozemo razlikovati na temelju klinicke slike. Stoga je dijagnozu hepatitisa E
moguce potvrditi samo laboratorijskim pretragama. U sluCaju klinickih simptoma koji
upucuju na akutni hepatitis, dijagnostiku HEV-a treba provesti nakon Sto su iskljuCeni
uobi€ajeni uzrocCnici virusnih hepatitisa (virusi hepatitisa A, B i C, Epstein-Barr virus,
citomegalovirus) [52]. HEV infekcija se moZe dijagnosticirati seroloSkom
dijagnostikom, odnosno neizravno, otkrivanjem serumskih anti-HEV protutijela ili
molekularnom dijagnostikom, odnosno izravno, otkrivanjem genoma HEV-a u krvi ili
drugim tjelesnim tekucinama. Serolosku i molekularnu dijagnostiku uvijek treba
provoditi istodobno pri ¢emu su navedene metode komplementarne i jedna metoda ne
isklju€uje drugu (slika 8) [52].

Infekcija HEV-om moze biti dokazana i primjenom testova za dokazivanje
prisutnosti slobodnog kapsidnog antigena virusa u krvi [105-107]. Premda je ova
metoda manje osjetljiva i specifit(na od molekularnih metoda, ona ipak omogucuje
razlikovanje akutne od kroni¢ne infekcije u imunokompromitiranih akutno inficiranih
pacijenata, a i manje je zahtjevna u provedbi te je znacajno jeftinija [106].

Pored navedenih, koristi se i metoda umnozavanja HEV-a u stani¢nim kulturama.
Premda je opisano niz poku$aja uzgoja virusa na stanicama podrijetlom od Covjeka te
razli€itih vrsta Zivotinja, sam virus je pokazao iznimnu zahtjevnost za uzgoj i do danas
je uspjesSno umnozen u linijskim stani¢nim kulturama hepatoma PLC/PRF/5 i A549

stanicama karcinoma pluéa Covjeka [108].

1.7.1. Seroloska dijagnostika infekcije virusom hepatitisa E

Osnovna dijagnostiCka metoda za otkrivanje anti-HEV IgA, IgM i IgG protutijela u
serumu su imunoenzimski testovi (engl. enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA),
jer su visoko osjetljivi, dostupni, jeftini i brzi. Osobe sa simptomima hepatitisa se
testiraju u tijeku akutne faze kako bi se izbjegli lazno negativni nalazi kao §to je slucaj
kod autoimunih i reumatolo$kih bolesti [109].

Inkubacija HEV infekcije traje od 2 do 6 tjiedana, nakon ¢ega se javlja kratkotrajan

IgM odgovor na koji se nastavlja pojava IgG protutijela koja ostaju prisutna duze
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vrijeme (slika 7). Komercijalni ELISA testovi i tzv. brzi imunokromatografski testovi,
temeljeni na ORF2/ORF3 peptidima ili rekombinantnim HEV antigenima, mogu otkriti
prisutnost IgM ili 1gG protutijela induciranih s Cetiri glavna genotipa HEV, koji
predstavljaju jedinstveni serotip [110,111]. Ne postoji seroloSka dijagnostika specifi¢na
za odredeni genotip. Jedna kineska studija pratila je kinetiku anti-HEV protutijela nakon
HEV infekcije [112]. Razina anti-HEV IgM protutijela je dosegla vrhunac vec¢ tijekom
klinicke manifestacije bolesti te je ostala na relativno visokim razinama tijekom 8
tiedana. Razina IgM protutijela se brzo smanjivala, padajuci ispod razine detekcije kod
vecine bolesnika nakon 32 tjedna. Razina HEV IgG protutijela rasla je tijekom akutne
faze infekcije te je dosegla najviSu razinu oko 4 tjedna nakon pojave simptoma i
zadrzala se na visokim razinama viSe od jedne godine [112]. Tocno trajanje anti-HEV
IgG protutijela nije poznato. U drugom istrazivanju, anti-HEV IgG protutijela detektirana
su kod gotovo polovice bolesnika koji su imali hepatitis E 14 godina ranije [113].
Mogucnost reinfekcije HEV-a ne moZe se iskljuciti buduci da nije poznato je liimunost
nakon preboljele bolesti dozZivotna i jesu li protutijela zastitna [114].

1.7.2. Molekularna dijagnostika infekcije virusom hepatitisa E

Za postavljanje dijagnoze kroni¢nog hepatitisa E kljuéna je molekularna
dijagnostika €¢ime se utvrduje prisutnost genoma HEV-a, odnosno HEV RNK u
klinickim uzorcima. Navedeno je izuzetno vazno kod imunokompromitiranih bolesnika,
kod kojih seroloSki odgovor moze biti oslabljen i neadekvatan za postavljanje
dijagnoze [114,115]. Molekularna dijagnostika HEV-a se najc¢eSée radi dvjema
metodama, kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu uz
prethodnu reverznu transkripciju (RT-gPCR) [116] i PCR metodom uz prethodnu
reverznu transkripciju ¢ime nastali proizvod moZe biti naknadno sekvenciran i

genotipiziran (slika 8) [117].
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Dijagnostika hepatitisa E u imunokompetentnih osoba
!/ Diagnosis of hepatitis E in immunocompetent subjects

Anti-HEV-IgM | Anti-HEV-IgG |
Anti-HEW-Igh — Anti-HEV-Ight + Anli-HEV-19G — Anli-HEV-195 +
| lghl = g - | | lghl =g + | | l lgh =i lgG - | | Ighd + [ g5 - | |
Potvrdno testiranje WB-om Potwrdno testiranje WE-om
‘ { Conflrmatary testing WEB 1 Cenfirmatory testing WB
Megativan MNagativan
hepatitis E hepatitis E
[ Hepatitis E | WE Ight + | | WE Ight — | J Hepatitis £ | WE 1gG + | | WE IgG — |
neqgative | I negative I
Suspekina akulna Nespecificni Suspekina akutna Nespacifiéni
infakeija HEV-om Ight infekeija HEV-om oG
! Possiblz acute { Unspecific | Possible acuta { Unspecific
HEV infection Ight HEV infaction lgG
Testirati 1aG u Testirati 19G u
PEMOm SeTumu Testirati lgM{lgG u pamom serumu parnom sermu
11gG testing in HEW £ ghf1gG testing in paired serum HEV ! 1gG testing in
paired serum RMK RMNK paired serum
IHEW fHEY
RMA RMA /
| |
. HEW HEW . y
Titar 193 Znatajan . Znatajan Titar lgG
bez porast titra RMK + Sarckonverzija IQG RNK + porast litra bez
znatajne 14G THEW / 1gG seraconversion {HEW 19G znatajne
; Eél IE‘em { Significant RNA+ RNA+ ! Significant ] Eglriic
with no lgG_iitre IgG_titre with no
changes ralse raise changes
Prosla Frosla
infekcij . . infiekei]
EEO\,EL:.[, Akutni hepatitis E E.‘;U‘Qﬁ
I/ Past { Acute hepatitis E [ Past
HEVY HEW
infection infection

Slika 8. Smjernice za dijagnostiku hepatitisa E u imunokompetentnih bolesnika

Izvor: Pakovi¢ Rode O, JemerSic¢ L, Vince A. Hepatitis E in Croatia - guidelines for diagnosis and
treatment. LijeC vjesn. 2016;138(9-10):289-96

Nije moguce tipiziranje genotipova HEV-a seroloSkim metodama buduci da su
genotip specifiCna protutijela u testovima krizno reaktivna [52]. Serolo$ki testovi koji se
temelje samo na tipno-specifi¢nim antigenima ne mogu detektirati sve genotipove pa
rezultat moze biti lazno negativan. Testovi imaju razliCitu osjetljivost i specificnost te
nema optimalnog testa koji bi bio zlatni standard, pa tako i rezultati epidemioloskih
istraZivanja seroprevalencije, ¢ak i iz istih podrucja, mogu biti razli€iti ovisno o vrsti

upotrijebljenog testa [35-44].
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1.8. LIJECENJE HEPATITISA E

1.8.1. LijeCenje akutnog hepatitisa E

Do danas nisu odobreni specifi¢ni lijekovi za lijeCenje HEV infekcija. Srecom, u
vecCini sluCajeva akutna HEV infekcija prolazi spontano i ne zahtijeva nikakvo
specificno lijeCenje. Medutim, akutna HEV infekcija moZe napredovati do teSkog
hepatitisa i zatajenja jetre, osobito u trudnica i bolesnika s kronic¢nim bolestima jetre. U
teSkim slucCajevima poput teSkog hepatitisa i zatajenja jetre, lijeCenjem ribavirinom
zabiljezena je brza eliminacija virusa i normalizacija jetrenih enzima [118]. U tim je
sluCajevima postojala velika varijacija u terapijskim dozama i trajanju lijeCenja
ribavirinom, bez znacajnijih nuspojava [119]. lako ne postoji alternativna mogucnost
lije€enja ribavirinom u akutnom i teSkom hepatitisu ili pri zatajenju jetre uzrokovanom
HEV-om, ucinkovitost ribavirina jos uvijek nije razjasnjena opseznim studijama ili
randomiziranim, kontroliranim ispitivanjima. U nekim slu€ajevima primjenjivani su
kortikosteroidi za usporavanje progresije zatajenja jetre u bolesnika s fulminantnim
hepatitisom E [94].

1.8.1.1. LijeCenje trudnica

Trenutne mogucénosti lijeCenja trudnica s teskim hepatitisom ili zatajenjem jetre
povezane s HEV1 ili HEV2 znatno su ograniCene. LijeCenje ribavirinom je
kontraindicirano u trudnica zbog moguceg teratogenog ucinka. Medutim, Sinclair i sur.
[120] nisu izvijestili o teratogenosti ribavirina u trudnica koje su bile zaraZene virusom
hepatitisa C (HCV) i koje su bile izravno ili neizravno izloZene ribavirinu. l1zostanak
teratogenih ucinaka ribavirina u posljednjem tromjesecju moze se djelomic¢no objasniti
ve¢ zavrSenom organogenezom. Stoga se, ovisno o svakom pojedinom slucaju,
ribavirin moze predloziti trudnicama koje su zarazene HEV-om u posljednjem
tromjesecju trudnoce, uzimajuci u obzir vrlo visoku stopu smrtnosti (gotovo 20%) HEV
infekcije u tom razdoblju. Kao alternativni pristup, u lije€enju trudnica zarazenih HEV1
ili HEV2 moZe se primijeniti suportivna terapija uz praéenje testova za procjenu funkcije

jetre. U indiciranim slu€ajevima, treba razmotriti ranu transplantaciju jetre [121].
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1.8.2. LijeCenje kroniCnog hepatitisa E

1.8.2.1. LijeCenje bolesnika s transplantiranim solidnim organima

Terapijski pristup prve linije za primatelje solidnih organa koji imaju kroni¢nu
infekciju HEV3 ili HEV4 trebao bi biti smanjenje doze imunosupresivnih lijekova,
monoterapija ribavirinom u bolesnika u kojih se ne uspijeva ukloniti virus [124].

Terapija interferonom se takoder pokazala u€inkovitom u lije€enju bolesnika s
kroniénim hepatitisom E nakon transplantacije jetre [125]. Interferon se ne moze
koristiti za lijeCenje kroni€nog hepatitisa E kod bolesnika kojima su transplantirani

bubrezi, srce ili plu¢a zbog povecane opasnosti od odbacivanja transplantata [126].

1.8.2.2. LijeCenje HIV-pozitivnih bolesnika

U malom broju HIV-pozitivnih bolesnika s HEV koinfekcijom (5) primijenjeni su
antivirusni lijekovi, od ¢ega jednom pacijentu samo pegilirani interferon kroz Sest
mjeseci [127], jednom samo ribavirin kroz tri mjeseca [128], a dvojici kroz Sest mjeseci
[128] te jednom bolesniku pegilirani interferon kroz Sest mjeseci nakon Cega je slijedila
kombinirana terapija s pegiliranim interferonom i ribavirinom kroz tri mjeseca [95].

Osim jednog bolesnika koji je primio 6-mjese€nu monoterapiju ribavirinom, svi su

bolesnici imali trajni viroloSki odgovor [129].

1.8.2.3. LijeCenje hematoloskih bolesnika

Tri hematoloSka bolesnika s kronichom HEV infekcijom primala su ili samo
pegilirani interferon ili samo ribavirin tijekom tri mjeseca, $to je rezultiralo trajnim
viroloSkim odgovorom [130-133].

1.8.2.4. LijeCenje pacijenata sa teSkom akutnom HEV infekcijom

Antivirusni lijekovi koriSteni su za lijeCenje malog broja bolesnika s akutnom

infekcijom HEV1 ili HEV3. Bolesnici s ve¢ postojecom kronicnom boleScu jetre ili
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teSkim ili fulminantnim hepatitisom procijenjeni su kao visokorizi¢ni [134-136].
Bolesnici su lijeceni monoterapijom ribavirinom, $to je rezultiralo brzom eliminacijom

virusa i, u nekim slu€ajevima, izbjegavanjem transplantacije jetre.

1.9. CJEPIVO PROTIV HEPATITISA E

U 2010. godini, provedena je procjena ucinkovitosti cjepiva protiv HEV-a,
temeljenom na HEV-1 genotipu i proteinu kodiranom iz ORF 2. Procjena je ukljucivala
rezultate u klinickom ispitivanju faze 3, provedene na viSe od 100 000 sudionika iz Kine
[137]. U ovom klinickom ispitivanju faze 3, dugotrajna ucinkovitost i sigurnost ovog
cjepiva istrazivana je tijekom viSe od Cetiri godine u cijepljenoj skupini (n=56302
sudionika) u usporedbi s kontrolnom skupinom (n=56302 sudionika). Autori ovog
ispitivanja identificirali su samo 60 slu€ajeva hepatitisa E, a sedam ih je pripadalo
cijepljenoj skupini. Nadalje, nisu uo¢ene znacajnije nuspojave povezane s cjepivom
[137]. Zbog endemske prisutnosti HEV1 i HEV4 u Kini, zastitni uinak ovog cjepiva
mogao bi se pretpostaviti za HEV1 i HEV4, ali se ovi nalazi ne mogu ekstrapolirati za
infekcije HEV3. Stoga je Kineski nacionalni institut za zdravlje odlu€io provesti
ispitivanje prve faze kako bi se testirala sigurnost ovog cjepiva, a ispitivanja druge i
treCe faze ¢e uslijediti nakon tog ispitivanja. Nadalje, u tijeku je veliko testiranje cjepiva
protiv HEV na viSe od 20000 trudnica u BangladeSu. Rezultati ove studije ¢e biti vrlo
vazni za razumijevanje ucinkovitosti i sigurnosti primjene cjepiva protiv HEV u trudnica

koje su pod visokim rizikom od infekcije sojevima genotipa HEV1.
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2. HIPOTEZA

Profesionalna izlozenost Zivotinjama je €imbenik rizika za HEV infekciju.
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3.

CILJEVI RADA

3.1. OPCI CILJEVI:

Procijeniti HEV prevalenciju u stanovnika kontinentalne Hrvatske.
Procijeniti HEV prevalenciju u odabranih vrsta domacih Zivotinja na podrucju
kontinentalne Hrvatske.

Analizirati ¢imbenike rizika za HEV infekciju u Hrvatskoj.

3.2. SPECIFICNI CILJEVI:

Procijeniti HEV prevalenciju u populaciji profesionalno izlozenih osoba (lovci,
Sumari, veterinari).

Procijeniti HEV prevalenciju u populaciji profesionalno neizloZzenih osoba
(trudnice, odrasla opc¢a populacija).

Procijeniti HEV prevalenciju u slu¢ajno odabranom uzorku konja i pasa
(obzirom na tradiciju uzgoja konja i sve veceg broja pasa kao kucnih
ljubimaca).

Molekularnom dijagnostikom utvrditi mogucéu povezanost izvora infekcije u

ljudi i Zivotinja.
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4. MATERIJALI | METODE (ISPITANICI - UZORAK)

4.1. DIZAJN ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je presje€no istrazivanje (engl. cross-sectional study) u kojem je
profesionalna izloZzenost zivotinjama Cimbenik rizika, a ishod pozitivitet na HEV IgM
protutijela kao dokaz akutne infekcije i na HEV IgG protutijela kao dokaz ranije
preboljele infekcije.

Istrazivanje je provedeno na podrucju kontinentalne Hrvatske i trajalo je godinu
dana (listopad 2016. - listopad 2017. godine). Prikladni uzorci su prikupljani iz raznih
zdravstvenih ustanova (medicina rada Poliklinike Sveti Rok, trudni¢ka ambulanta
Klinickog bolnickog centra (KBC) ,Sestre milosrdnice®, savjetovaliSta i prijamna
ambulanta Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ), dnevna bolnica Psihijatrijske

bolnice Vrapce).

4.2. ISPITIVANA POPULACIJA

1. U istrazivanje su ukljuene osobe starije od 18 godina koje Zive u
kontinentalnom podrucju RH. Ispitanici su sami ispunili anketni upitnik te im je
uzeto 5 ml krvi (serum) za testiranje na HEV.

2. U istrazivanje su uklju¢eni nasumicno izabrani konji i psi s istog podrucja
kontinentalne Hrvatske odakle su prikupljeni humani uzorci te im je uzeto 2 ml

krvi (serum) za testiranje na HEV.

4.3. VELICINA UZORKA

Veli¢ina uzorka profesionalno izlozenih osoba je odredena na temelju podataka
o prevalenciji HEV kod Zivotinja (Hrvatski veterinarski institut), dok je veli€ina uzorka
profesionalno neizlozenih osoba odredena na temelju procijenjene seroprevalencije u

pilot istrazivanju HZJZ, provedenom 2014. godine (oko 5%) [50].
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4.3.1. VeliCina uzorka po populacijskoj skupini

1. Lovci - uz ocCekivanu prevalenciju od 10% i ukupnu Sirinu intervala
pouzdanosti od 15%: 65 osoba.

2. Sumari - uz odekivanu prevalenciju od 8% i ukupnu S$irinu intervala
pouzdanosti od 15%: 50 osoba.

3. Veterinari - uz ocCekivanu prevalenciju od 7% i ukupnu Sirinu intervala
pouzdanosti od 15%: 45 osoba.

4. COdrasla op¢a populacija - uz o€ekivanu prevalenciju od 5% i ukupnu Sirinu

intervala pouzdanosti od 10%: 75 osoba.

Nasumicni odabir uzoraka seruma ispitanika proveden je medu pacijentima
Referentnog centra za dijagnostiku i pracenje virusnih zoonoza HZJZ, Odjela za
ginekologiju i porodniStvo KBC ,Sestre milosrdnice®, Psihijatrijske bolnice Vrapce i
Medicine rada Poliklinike sveti Rok te kao takav predstavlja prigodni uzastopni uzorak.

Uzorci su uzeti od ispitanika prilikom njihovih lije€nickih pregleda te su ispitanici
prije ispunjavanja upitnika i davanja uzorka krvi procitali i potpisali informirani pristanak
koji ih je detaljno upoznao s istraZivanjem, rizicima, osiguranjem tajnosti podataka i
ostalim za njih vaznim informacijama.

Anonimnost ispitanika osigurana je Sifriranjem upitnika i uzorka krvi - za svakog
je ispitanika generirana slugajna $ifra. Sifru je dobio ispitanik te je stavljena na upitnik,
na kuvertu u koju je pohranjen upitnik i na epruvetu u koju je izvaden uzorak Krvi
odnosno odvojen serum. Serumi su dobiveni centrifugiranjem pune krvi na 3000 o/min
i transportirani hladnim lancem (+4°C) u HZJZ te pohranjeni na -20°C do testiranja.
Dio uzorka predvidenih za molekularnu dijagnostiku pohranjen je na -70°C do
izvodenja testa.

Tijekom istrazivanja prikupljeni su podaci o sociodemografskim karakteristikama

i rizi€nim ¢imbenicima za HEV infekciju prema anketnom upitniku.
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4.3.2. VeliCina uzorka Zivotinja

Zbog nedostatka podataka o HEV prevalenciji kod pasa i konja u Hrvatskoj,
smanjenjem intervala pouzdanosti kod zivotinja zelimo u ovom istrazivanju dobiti Sto
preciznije podatke o HEV prevalenciji kod pasa i konja, pa je stoga veli€ina uzorka
Zivotinja:

1. Konji - uz o€ekivanu prevalenciju od 10% i ukupnu Sirinu intervala

pouzdanosti od 6%: 384 konja.

2. Psi-uz oCekivanu prevalenciju od 10% i ukupnu Sirinu intervala

pouzdanosti od 7%: 282 psa.

Nasumiéni odabir uzoraka seruma Zzivotinja nacinjen je izmedu ostatnih uzoraka
seruma podrijetlom iz kontinentalne Hrvatske dostavljenih na Ilaboratorijsko
pretrazivanje drugih bolesti. Ostatni serumi su ostavljeni zbog mogucnosti provedbe
predvidenog istrazivanja.

Uzimanje inicijalnih uzoraka seruma Zivotinja provodilo se radi provedbe
Programa nadzora drugih zaraznih bolesti sukladno Naredbi o mjerama zastite
zivotinja od zaraznih i nametnickih bolesti i njihovom financiranju u tekucoj godini (NN
31/16) koje je odobrilo i koji se provode za potrebe Ministarstva poljoprivrede RH.

Ukupno je pretrazeno 264 uzorka seruma konja, 308 uzoraka seruma pasa i 88
uzoraka seruma macaka pri ¢emu su svi pretrazivani uzorci seruma uzeti nasumiénim
odabirom iz arhive ViroloSkog laboratorija Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s
klinikom Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, gdje su bili pohranjeni pri -20°
C. Broj ispitanih konja je maniji od predvidenog, jer je tijekom epidemije COVID-19 bilo
obustavljeno prikupljanje uzoraka konja radi provedbe Programa nadzora drugih
zaraznih bolesti, tako da nije bilo dostatno spremljenih arhivskih uzoraka. Medutim,
prema procjenama Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu o broju konja (18.656) u
kontinentalnoj Hrvatskoj [138] s ocekivanom prevalencijom od 10% te uz 95%
vjerojatnost i 5% preciznost, broj pretrazenih uzoraka konja je reprezentativan.

Metode uzorkovanja su u skladu s pravilima veterinarske struke gdje se u obzir
uzima minimalna patnja za Zivotinje. Prikupljanje uzoraka od Zivotinja proveli su
iskljuCivo doktori veterinarske medicine sukladno dodijeljenim javnim ovlastima za

provedbu Naredbe prema pravilima struke i EtiCkom kodeksu.
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Svi postupci na zivotinjama koji su se proveli u okviru ovog istrazivanja u skladu
su sa Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 135/06), Izmjenama i dopunama Zakona o zastiti
zivotinja (NN 37/13) i Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe
(NN 55/13).

Analize uzoraka te provedba istrazivanja u zivotinja su provedeni na osnovi
meduinstitucijskih potpisanih ugovora o suradnji, dok se provedba istraZivanja na
ljudima bazirala na resursima i uspostavljenoj suradniji proizaslim iz provedbe projekta
,Primjena humanog biomonitoringa za procjenu izlozenosti zivi tijekom prenatalnog
perioda u dvije Hrvatske regije uporabom standardizirane metodologije Svjetske
zdravstvene organizacije“ (Implement a human biomonitoring survey of prenatal
exposure to mercury in two Croatian regions using the standardized WHO
methodology - EUCRO01408071). Broj ispitanika nije bio ograni€en niti je bilo
financijskih interesa koji bi utjecali na objektivnost istrazivanja.

IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo HZJZ (br. 80327/1-16, odobreno
25.5.2016.), KBC ,Sestre milosrdnice® (br. EP-7811/16-22, odobreno 12.2.2016.) i
Psihijatrijske bolnice VrapCe (Ur.broj: 23-402/2-16, odobreno 2.2.2016.) te je na
osnovu toga Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu prihvatio prijedlog doktorskog
rada (Klasa:643-03-01-16; Ur.Broj:380-59-10106-16-56/3, odobreno 29.11.2016.).
IstraZivanje je provedeno u skladu sa svim primjenjivim smjernicama Ciji je cilj osigurati
pravilno provodenje istrazivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju, ukljuujuci

,Osnove dobre klinicke prakse“i ,Helsinsku deklaraciju®.
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44. METODE

4.41. Anketni upitnik

Podaci o sociodemografskim karakteristikama, Zivotnim navikama te
potencijalnim ¢imbenicima rizika za HEV infekciju prikupljeni su pomoc¢u anketnog
upitnika. U istraZivanju se koristio modificirani anketni upitnik Zdravlje-Okoli§-Zivotni
stil (engl. HELS; Health-Environment-Life Style) koji je sastavljen na Katedri za
zdravstvenu ekologiju i medicinu rada Skole narodnog zdravlja (SNZ) "Andrija
Stampar" Medicinskog fakulteta Sveugilista u Zagrebu. U upitnik su bile ukljuéene
sljedece varijable: spol; godina rodenja; struCna sprema; zanimanje; bracCni status;
higijensko-sanitarni uvjeti; prehrambene navike; kontakt s domacim Zivotinjama (pas,
konj, svinja, zec i dr.); konzumacija samopreradivanog mesa; bavljenje lovom;
anamnestiCki podatak o kirurSkom zahvatu i transfuziji krvi; putovanje u inozemstvo;

tetoviranje, piercing.
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Upitnik za osobu koja dolazi na testiranje na hepatitis E

Spol: O M oz Godina rodenja:

Mijesto prebivalista: O Grad O Prigradsko naselje O Selo

Koliko ¢lanova broji vase kucanstvo:

Stru¢na sprema: O Nezavr$ena OS O OS O SSS O VSS/VSS

Koje je vase zanimanje:

Braéni/intimni status: O U braku O Razveden/a
O Samac/sama O U stalnoj vezi O Udovac
Koristi li vase kuéanstvo gradski vodovod: O DA O NE Ako je

odgovor ne, navesti odakle dobivate vodu (zdenac, kupovna flaSirana voda):

Kako je u vaSem kucanstvu rijeSena kanalizacija:
O Komunalna O Septicka jama O Procjedna jama O
Ostalo

Kako je u vasem kucanstvu rijeSen odvoz smeca:

O Komunalni odvoz O Spaljivanje O Gnojnica O
Zatrpavanje

Imate li podrum u kuci: O DA O NE

Provodite li mjere suzbijanja glodavaca u podrumu? O DA O NE
Skladistite li hranu koju konzumirate u podrumu? O DA O NE

Koliko ¢esto konzumirate sljedeée namirnice:

Skoljke: O Svaki tiedan O Mjese&no O Vrlo rijetko

Meso divlja¢i: O Svaki tjedan O MijesecCno O Vrlo rijetko
Jestive iznutrice (jetra): O Svaki tjedan O Mjesecno O Vrlo
rijetko

Imate li kuéne ljubimce: O DA O NE Ako je odgovor da,
navesti koje:

Imate li domace zivotinje: O DA O NE Ako je odgovor
da, navesti koje:

Jedete li svinjske preradevine vlastite proizvodnje: O DA O NE

Ako je odgovor da, navesti koje:

Jeste li Cesto putovali u inozemstvo? O DA O NE Ako je odgovor da,
u koje drzave:

Jeste li ikada primali transfuziju krvi? O DA O NE Ako je
odgovor da, navesti kada:

Jeste li ikada bili na operativnom zahvatu: O DA O NE Ako je
odgovor da, navesti kada:

Tetoviranje i piercing: O DA O NE
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4.4.2. Dijagnostika virusa hepatitisa E

4.4.2.1. SeroloSka dijagnostika humanih uzoraka

HEV IgM i IgG protutijela u ljudskim uzorcima dokazana su pomocu komercijalnih
dijagnostickin ELISA testova (Euroimmun, Libeck, Njemacka). Inicijalno reaktivni
rezultati potvrdeni su pomoc¢u komercijalnog immunoblot testa (Mikrogen, Neuried,

Njemacka).

Anti-Hepatitis E virus ELISA IgM

Sadrzaj testa:
1. Mikrotitarska plocCica presvucena rekombinantnim antigenima HEV genotipa 1 i
3
Kalibrator (IgM, humani)
Pozitivna kontrola (IgM, humani)
Negativna kontrola (IgM, humani)

Konjugat (anti-humani IgM, kozji, obiljezen peroksidazom)

2B

Pufer za razrjedivanje seruma (sadrzi IgG/RF apsorbens; antihumani IgG,

kozji)

~

Otopina za ispiranje
8. Otopina kromogen supstrata (tetrametilbenzidin; TMB/H202)

9. Otopina za zaustavljanje reakcije (0.5 M sumporna kiselina)
|zvodenje testa:
Prije izvodenja testa, uzorci se razrijeduju u omjeru 1:101 (10 pl seruma + 1,0

ml pufera) te inkubiraju 10 min na sobnoj temperaturi.

1. Stavi se 100 pl kalibratora, pozitivne i negativne kontrole te uzoraka seruma

u odgovarajuce udubine mikrotitarske ploCice (prema protokolu).
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Protokol za izvodenje testa:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C P6
B Poz | P7
C Neg | P8
D P1 | P9
E P2 | P10
F P3
G P4
H P5

lzvuCe se sadrzaj te ispere tri puta s 300 pl otopine za ispiranje.

Stavi se 100 ul konjugata u svaku udubinu te inkubira 30 min na sobnoj
temperaturi.

lzvuCe se sadrzaj te ispere tri puta s 300 pl otopine za ispiranje.

Stavi se 100 yl kromogen supstrata u svaku udubinu te inkubira 15 min na
sobnoj temperatura (zasticeno od danjeg svjetla).

Stavi se 100 ul otopine za zaustavljanje reakcije.

Rezultat se ocCitava spektrofotometrijski pri valnoj duljini 450 nm (uz referentnu

valnu duljinu 620 nm) unutar 30 minuta od dodavanja otopine za zaustavljanje reakcije.

lzraCunavanje rezultata i interpretacija:

Omijer=opticka gustoéa (OD) uzorka/OD kalibratora

Omijer

<0,8 Negativan
0,8-1,1 Granican
>1,1 Pozitivan
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Anti-Hepatitis E virus ELISA IgG

Sadrzaj testa:

1.

© N o g bk b

9.

Mikrotitarska plocCica presvucena rekombinantnim antigenima HEV genotipa
1i3

Kalibrator 1; 25 IU/ml (IgG, humani)

Kalibrator 2; 10 IU/ml (IgG, humani)

Kalibrator 3; 2 IU/ml (IgG, humani)

Kalibrator 4; 0,5 IU/ml (IgG, humani)

Pozitivna kontrola (IgG, humani)

Negativna kontrola (IgG, humani)

Konjugat (anti-humani IgG, zecji, obiljezen peroksidazom)

Pufer za razrijedivanje seruma

10. Otopina za ispiranje

11. Otopina kromogen supstrata (tetrametilbenzidin; TMB/H202)

12. Otopina za zaustavljanje reakcije (0.5 M sumporna kiselina)

Izvodenje testa:

Prije izvodenja testa, uzorci se razrijeduju u omjeru 1:101 (10 pl seruma + 1,0

ml pufera).

1.

Stavi se 100 ul kalibratora, pozitivne i negativne kontrole te uzoraka seruma
u odgovarajuce udubine mikrotitarske plocCice (prema protokolu za

semikvantitativnu ili kvantitativhu analizu).

Protokol za izvodenje testa:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C3 | P6 C1|P3
B Poz | P7 C2 | P4
C Neg | P8 C3 | P5
D P1 | P9 C4 | P6
E P2 | P10 Poz | P7
F P3 Neg | P8
G P4 P1 | P9
H P5 P2 | P10
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IzvuCe se sadrzaj te ispere tri puta s 300 ul otopine za ispiranje.

Stavi se 100 pl konjugata u svaku udubinu te inkubira 30 min na sobnoj
temperaturi.

IzvuCe se sadrzaj te ispere tri puta s 300 ul otopine za ispiranje.

Stavi se 100 ul kromogen supstrata u svaku udubinu te inkubira 15 min na
sobnoj temperatura (zasticeno od danjeg svjetla).

6. Stavi se 100 pl otopine za zaustavljanje reakcije.

Rezultat se oCitava spektrofotometrijski pri valnoj duljini 450 nm (uz referentnu
valnu duljinu 620 nm) unutar 30 minuta od dodavanja otopine za zaustavljanje
reakcije.

IzraCunavanje rezultata i interpretacija:

Omjer=0D uzorka/OD kalibratora

Semikvantitativha analiza:

<0,8 Negativan
Omijer 0,8-1,1 Granican
>1,1 Pozitivan

Kvantitativha analiza:
<1,6 Negativan
IU/ml >16-<2.2 Grani¢an
>2,2 Pozitivan

recomWell HEV IgG

Sadrzaj testa:
1. Stripovi s rekombinantnim antigenima HEV genotipa 1i 3
2. Otopina za razrjedivanje

3. Otopina za ispiranje
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4. Otopina kromogen supstrata (tetrametilbenzidin; TMB)
5. Konjugat (anti-humani IgG, zedji, obiljezen peroksidazom)

Strip s rekombinantnim HEV antigenima

React. control —
IgG —

Conjugate contr.
IgM
Cutoff control

Gtl ==

02N

G

ozZMm

Gt =

|zvodenje testa:
1. Stripovi se stave u odgovarajuce odjeljke kadice i doda 2 ml pufera, 20 pl
nerazrijedenog seruma te inkubira 60 min na drmalici.
lzvuCe se sadrzaj i ispere tri puta po 5 min s 2 ml otopine za ispiranje.
Stavi se 2 ml konjugata te inkubira 45 min na drmalici.
IzvuCe se sadrzaj i ispere tri puta po 5 min s 2 ml otopine za ispiranje.
Stavi se 1,5 ml kromogen supstrata te inkubira 8 min na drmalici.

IzvuCe se sadrzaj te zaustavi reakcija dodavanjem destilirane vode.

N oo R~ eDn

Stripovi se osus$e te ocita rezultat.

Ocitavanje i interpretacija rezultata:

Procjena intenziteta linija:

Nema reakcije -
Vrlo slab intenzitet (slabiji od cut-off linije) +/-
Slab intenzitet (kao cut-off linija) +
Jak intenzitet (jaCi od cut-off linije ) ++
Vrlo jak intenzitet +++
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Procjena reaktivnosti na pojedine antigene:

Antigen Bodovi
O2N 1
02C 4
o2M 1
03 2
Interpretacija:
Zbroj bodova Tumacenje
<2 Negativan
3 Granican
>4 Pozitivan

4.4.2.2. SeroloSka dijagnostika uzoraka Zivotinja

Za serolosko pretrazivanje seruma konja, pasa i macaka u istrazivanju je koriSten

komercijalni ELISA test (ID.vet, Grabels, Francuska).

ID Screen® Hepatitis E Indirect Multi®species

Sadrzaj testa:

1. Mikrotitarska plocCica presvucena s HEV antigenima
Konjugat (obiljezen peroksidazom)
Pozitivha kontrola
Negativna kontrola
Puferska otopina 2 (otopina za razrjedivanje seruma)
Puferska otopina 3 (otopina za razrjedivanje konjugata)
Koncentrirana otopinu za ispiranje (20X)

Otopina kromogen supstrata (TMB)

© ® N Db

Otopina za zaustavljanje reakcije (0,5 M)
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lzvodenje testa

1.

U svaku udubinu mikrotitarske ploCice stavi se 190 pL puferske otopine 2
(otopina za razrjedivanje seruma).
U Cetiri udubine se stave 10 pl pozitivhe, odnosno negativne kontrola te u po

dvije udubine svakog pretrazivanog uzorka seruma te inkubira 45 min na 21°C.

3. lzvuCe se sadrzaj te ispere 3 puta s po 300 uL radne otopine za ispiranje.

4. Nacini se radna otopina konjugata (koncentrirani konjugat se razrijedi s

© N o O

puferskom otopinom 3 u omjeru 1:10).

Stavi se 100 ul razrijedenog konjugata te inkubira 30 min na 21°C.

IzvuCe se sadrzaj te ispere 3 puta s po 300 pL radne otopine za ispiranje.
Stavi se 100 ul otopine supstrata te inkubira 15 min na 21°C.

Stavi se 100 ul otopine za zaustavljanje reakcije.

Rezultat se oCitava spektrofotometrijski pri valnoj duljini 450 nm unutar 30 minuta

od dodavanja otopine za zaustavljanje reakcije.

Validacija testa

|zvodenje testa smatra se valjanim ako je:

Srednja vrijednost o€itanih rezultata za pozitivhu kontrolu > 0,350

Opticka gustoca (OD) pozitivne kontrole > 0.350

Omijer srednje vrijednosti o€itanog rezultata za pozitivnu kontrolu i srednje
vrijednosti rezultata za negativnu kontrolu >3

OD pozitivne kontrole / OD negativne kontrole > 3

IzraCunavanje i interpretacija rezultata

Nakon ocitavanja rezultata, izraCunava se omjer ocitane srednje vrijednosti

optiCke gustoce (OD) pojedinog pretrazivanog seruma i srednje vrijednosti ocitanih

rezultata pozitivne kontrole te se dobiveni broj mnozi sa 100 kako bi bio izrazen u

postotcima. Na ovaj nacin za svaki pretrazivani serum izraCunat je kompeticijski

postotak u odnosu na pozitivhu kontrolu prema sljedecoj formuli:
S/P = ( OD Uzorka / OD Pozitivhe kontrola ) x 100
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Sukladno vrijednosti kompeticijskog postotka rezultat pretrage pojedinog seruma
mozZze biti:
a. pozitivan - kompeticijski postotak vedi ili jednak 70% (S/N % = 70%)
b. sumnjiv - kompeticijski postotak veci od 60% i maniji od 70% (70% < S/N % > 60%)
c. negativan - kompeticijski postotak maniji ili jednak 60% (S/N % < 60%)

44.23. RT-PCR

Virusna RNK izdvojena je uporabom kompleta EZ1 Virus Mini Kit (Qiagen, SAD)
na aparatu EZ1 Advanced XL (Qiagen, SAD). Konacni volumen izdvojene RNK bio je
50 uL. Dobivena RNK pohranjena je na -80°C do testiranja.

Protokol za dokaz konzerviranog odsjecka unutar ORF3 regije [116].

Umnazanje konzerviranog odsjeCka unutar ORF3 regije genoma ucinjeno je
pomocu kompleta 1Step RT-PCR Probe ROX L Kit (highQu), uzimajuc¢i 3uL RNK u
ukupnom volumenu reakcijske smjese od 20 uL [57,59]. PoCetnice i proba opisane su
u radu Jothikumar i sur. (2006.) [116]. TagMan® proba JHEV-P oznacgena je na 5'-
kraju signalnom molekulom 6-carboxyfluorescein (FAM) i priguSivaem, Blackhole
Quencher 1 (BHQ1) (BioTez Berlin-Buch GmbH, Berlin, Njemacka) na 3'-kraju (tablica

1),

Pocetnice i probe te njihov nukleotidni slijed

Naziv pocetnice Sekvencija (5’—3’)

Nizvodna pocetnica JVHEV-F | 5 GGTGGTTTCTGGGGTGAC 3'

Uzvodna pocetnica JVHEV-R | 5 AGGGGTTGGTTGGATGAA 3'

Proba JVHEV-P FAM-5 TGATTCTCAGCCCTTCGC 3'-BHQ1

PCR mjeSavina pripremljena je prema uputi. U svaku mikroepruvetu je stavljeno 17 uL
PCR mjeSavine te po 3 uL izdvojene RNK.
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Priprema PCR mjeSavine

Reagens Dodani volumen reagenasa po reakciji
Voda slobodna od nukleaza N x 3,0 uL

Mix pocetnice/proba N x2,0uL

RT3 Mix, 20x N x 2,0 uL

1Step RT-PCR Mix 2x N x 10,0 pL

Ukupni volumen N x 17,0 uL

Postupak umnozavanja ucinjen je u real-time uredaju BioRad.

Temperaturni profili pojedinih ciklusa za uredaj CFX96 Real-Time System (Bio Rad)

Reverzna transkripcija 50 °C /10 min

Aktivacija Taq inhibitora 95 °C /2 min

PCR amplifikacija (45 ciklusa) 95 °C /5 sek

60 °C / 1 min*

*Akvizicija fluorescencije (FAM) je na kraju svakog ciklusa pri 60 °C

Ocitavanje rezultata
Nakon zavrSenog postupka, rezultati su prikazani kao Ct (cycle threshold)
vrijednost za svaki uzorak zasebno. Analiza je valjana ukoliko su pozitivhe kontrole

dale pozitivan rezultat u oCekivanom rasponu, a negativne kontrole negativan rezultat.

Tumacenje rezultata
Uzorci koji imaju Ct vrijednost < 40 su pozitivni na odsje€ak unutar ORF3 regije HEV.
Uzorci koji imaju Ct vrijednost > 40 i linearnu amplifikacijsku krivulju, kao i uzorci koji

nemaju prikazanu Ct vrijednost su negativni na odsje¢ak unutar ORF3 regije HEV.

Svi uzorci s dokazanim HEV protutijelima testirani su na prisutnost HEV RNKi to
postojanog odsjeC¢ka unutar ORF3 regije genoma, pomoc¢u kvantitavhog RT-PCR
postupka u stvarnom vremenu prethodno opisanog od strane Jothikumar i sur., 2006
[116]. Serolo$ka dijagnostika provedena je u Odjelu za viroloSku serologiju Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo, a molekularna dijagnostika u Odjelu za virologiju Hrvatskog

veterinarskog instituta.
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4.4.3. Statisticka obrada rezultata

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Za sve kategorijske varijable su pored
apsolutnih vrijednosti i pripadaju¢ih udjela izraCunati i pripadaju¢i 95% intervali
pouzdanosti (engl. confidence interval;, CIl). Kriticha vrijednost z-skora za
izraCunavanje 95% CI bila je 1,96. Razlike u kategorijskim varijablama izmedu HEV
pozitivnih i HEV negativnih ispitanika analizirane su Fisherovim egzaktnim testom,
odnosno Fisher-Freeman-Haltonovim testom u sluCajevima kada su tablice bile
formata veceg od 2x2. |zraCunao se omjer prevalencija (engl. prevalence ratio; PR) i
prevalencijski omjer izgleda (engl. prevalence odds ratio; POR) pojedinih zanimanja u
odnosu na pozitivan HEV nalaz. Sve znacajne varijable u bivarijatnoj usporedbi
stavliene su u multivarijatni regresijski model predikcije pozitivnog HEV nalaza
(binarna logistiCka regresija). P vrijednosti < 0,05 su smatrane statistiCki znacajnima.
U analizi se koristila programska podrska MedCalc® Statistical Software version
20.022 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2021).
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5. REZULTATI

5.1. HEV SEROPREVALENCIJA KOD PROFESIONALNO IZLOZENIH |

NEIZLOZENIH OSOBA

U istraZivanje je uklju€eno ukupno 573 ispitanika: 318 ispitanika (55,5%) koji su

svrstani u skupinu rizinih zanimanja (veterinari, lovci i Sumari) te 255 (44,5%)

ispitanika bez rizika (op¢a populacija i trudnice).

Raspodijela ispitanika po Zupanijama prikazana je na slikama 9 (izloZzena skupina)

i 10 (neizlozena skupina).

Grad Zagreb
Zagrebatka
Varaidinska
Mediimurska
Brodsko-posavska
Koprivnitko-kriZevatka
Krapinsko-zagorska
Sisatko-moslavatka
Bjelovarsko-bilogorska
Osjetko-baranjska

0 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110 120 130 140

EVeterinari ®Llovd = Sumari

Slika 9. Raspodijela ispitanika izloZene skupine po Zupanijama

Grad Zagreb
Zagrebadka
VaraZdinska
Medimurska
Brodsko-posavska
Koprivnitko-kriZevatka
Krapinsko-zagorska
Sisafko-moslavaika
Bjelovarsko-bilogorska
Osjetko-baranjska

Vukovarsko-srijemnska

© -
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Slika 10. Raspodjela ispitanika neizloZzene skupine po Zupanijama



Opisna statistika nalaza HEV, rizi¢nih skupina obzirom na zanimanje, spol, dob,

mjesto prebivalista, broj ukucana, stru¢nu spremu i zivot s partnerom kod svih

ispitanika ukljuenih u istrazivanje prikazana je u tablici 2 i slici 11. Medu rizicnim

skupinama, najzastupljeniji su bili veterinari, 151 ispitanik (26,4% cjelokupnog uzorka).

Veca je bila zastuplijenost Zenskog spola (304 osobe, 53,2%). Glede mjesta

prebivaliSta, broja ukucana, stru¢ne spreme i Zivota s partnerom, najveca je bila

zastupljenost osoba u dobi 30-39 godina (29,2%), prebivaliSta u gradu (54,6%), broja

uku¢ana manjeg od 3 (58,6%) te srednje struéne spreme (54,5%).

Tablica 2. Raspodjela ispitanika po demografskim znaCajkama i riziCnim skupinama

N* % 95% CI
. Bez rizika 255 445% 40,5% 48,6%
Skupina
Rizi¢na skupina 318 555% 51,4% 59,5%
Veterinar 151 26,4% 229% 30,1%
Rizi¢na skupina  Lovac 74 129% 10,4% 15,8%
Sumar 93 162% 13,4% 19,4%
Sool Muski 267 46,8% 42,7% 50,9%
o .
P Zenski 304 532% 491% 57,3%
<30 godina 102 18,9% 157% 22,3%
30-39 godina 158 29,2% 255% 33,1%
Dobne skupine  40-49 godina 99 18,3% 152% 21,7%
50-59 godina 101 18,7% 156% 22,1%
>=60 godina 81 150% 122% 18,2%
Miest Selo 167 32,7% 28,7% 36,8%
esto
’ Prigradsko naselje 65 12,7% 10,0% 15,8%
prebivalista
Grad 279 546% 50,3% 58,9%
<3 280 58,6% 54,1% 62,9%
Broj ukucana
>3 198 414% 371% 459%
0S 63 12,3% 97% 15,4%
Stru¢na sprema  SSS 279 545% 50,2% 58,8%
VSSiVSS 170 33,2% 29,2% 37,4%
. Ne 100 20,4% 171% 24,2%
Zivi s partnerom
Da 389 79,6% 758% 82,9%

*ispitanici koji su ispunili upitnik
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Veterinari Lovci Sumari Trudnice Opéa populacija

Slika 11. Medijan (IQR) dobi u pojedinim populacijskim skupinama

Tablica 3 prikazuje opisnu statistiku okoliSnih i stambenih uvjeta koji se povezuju
s povecanim rizikom zaraze HEV-om. Vecina ispitanika navela je kao izvor pitke vode
gradski vodovod - njih 431 (84,7%). Komunalnu kanalizaciju je imalo 320 (62,9%)
ispitanika, komunalni odvoz smeca 501 (98,6%) ispitanika, a kuéne ljubimce njih 265
(52,2%). Vise od polovice ispitanika je imalo podrum (234; 54,6%) te je kod viSe od
polovice ispitanika provedena deratizacija u podrumu (264; 52,1%). Vecina ispitanika
se izjasnila da ne skladi$te hranu koju konzumiraju u podrumu (385; 75,9%). Sto se
ti¢e domacih Zivotinja, vecina ispitanika je odgovorila da ih nema (348; 71,3%), za

razliku od kucnih ljubimaca koje ima viSe od polovice ispitanika (265; 52,2%).
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Tablica 3. Rizi¢ni ¢imbenici za HEV infekciju

N* % 95% CI
Gradski vodovod 431 84,7% 81,4% 87,6%
Ooskrb g Zdenac 70 13,8% 11,0% 16,9%
skrba vodom
P Flasirana voda 4 08% 0,3% 1,9%
Ostalo 4 08% 03% 1,9%
Komunalna 320 62,9% 58,6% 67,0%
Kanalizacija Septicka 185 36,3% 32,3% 40,6%
Ostalo 4 08% 0,3% 1,9%
Komunalni odvoz 501 98,6% 97,3% 99,4%
Odvoz smeca Spaljivanje 5 10% 04% 21%
Gnojnica 2 04% 01% 1,3%
Pod Ne 234 46,0% 41,7% 50,3%
odrum
Da 275 54,0% 49,7% 58,3%
Deratizacija u Ne 243 479% 43,6% 52,3%
podrumu Da 264 52,1% 47,7% 56,4%
Skladistenje hrane Ne 385 759% 721% 79,5%
za konzumaciju u
g Da 122 241% 20,5% 27,9%
podrumu
Kuéni liubimei Ne 243 47,8% 43,5% 52,2%
uéni ljubimci
. Da 265 52,2% 47,8% 56,5%
Ne 348 71,3% 67,2% 75,2%
Domace Zivotinje
Da 140 28,7% 24,8% 32,8%

*ispitanici koji su ispunili upitnik
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Opisna statistika prehrambenih navika koje se povezuju s povecanim rizikom

zaraze HEV-om prikazana je u tablici 4. ViSe od 90% ispitanika ne jede Skoljke ili ih

jede vrlo rijetko, dok meso divljaci vrlo rijetko ili nikad jede nesto viSe od tri Cetvrtine

ispitanika. Vecina ispitanika ili jede iznutrice vrlo rijetko (njih 296; 65,5%) ili mjese¢no

(120; 26,5%). Konzumaciju svinjskih preradevina vlastite proizvodnje navelo je 55,0%

ispitanika.

Tablica 4. Prehrambene navike ispitanika

N* % 95% CI

Nikad 60 13,3% 10,4% 16,6%

Rijetko 374 82,7% 79,1% 86,0%
Konzumacija Skoljki

Mjesecno 16 3,5% 2,1% 5,5%

Tjedno 2 04% 01% 1,4%

Nikad 20 44% 28% 6,6%

) L Rijetko 324 71,7% 67,4% 75,7%

Konzumacija mesa divljaci .

Mjesecno 89 19,7% 16,2% 23,5%

Tjedno 19 42% 2,6% 6,4%

Nikad 25 55% 3,7% 7,9%

Rijetko 296 65,5% 61,0% 69,8%
Konzumacija iznutrica (jetra)

Mjesecno 120 26,5% 22,6% 30,8%

Tjedno 1 24% 1,3% 4,2%
Konzumacija svinjskih preradevina Ne 204 45,0% 40,5% 49,6%
vlastite proizvodnje Da 249 55,0% 50,4% 59,5%

*ispitanici koji su ispunili upitnik
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Opisna statistika ostalih mogucih rizi¢nih ¢imbenika prikazana je u tablici 5. Samo

jedna Cetvrtina ispitanika je putovala u inozemstvo, transfuziju krvi je primilo njih 44

9,7%), operativni zahvat je imalo 230 (50,8%), a tetovazu ili piercing ima 72 (16,0%
( ’ )’ p J ( I )’ p g ( ’ )

ispitanika.

Tablica 5. Ostali potencijalni rizicni Cimbenici za HEV infekciju

N* % 95% CI

Ne 369 75,6% 71,7% 79,3%
Putovanje u inozemstvo

Da 119  24,4% 20,7%  28,3%

Ne 410 90,3% 87,3% 92,8%
Transfuzija krvi

Da 44 9,7% 7,2% 12,7%

Ne 223 49,2% 446% 53,8%
Operativni zahvat

Da 230 50,8% 46,2% 55,4%

Ne 378 84,0% 80,4% 87,2%
Tetoviranje i piercing

Da 72 16,0% 12,8% 19,6%

*ispitanici koji su ispunili upitnik

Seroprevalencija HEV-a u cjelokupnom uzorku iznosila je 8,9% (95% CI1=6,8-

11,4%). Razlike u prevalenciji pozitivnih i negativnih HEV nalaza s obzirom na rizi¢ne

skupine i sociodemografske znacajke ispitanika (spol, dob, mjesto prebivalista, broj

ukucéana, stru¢na spremu i zivot s partnerom) prikazane su u tablici 5. Pozitivna HEV

IgG protutijela znaCajno su zastupljenija u rizi€noj skupini 12,6% (95% CI1=9,3-16,6%)
naspram 4,3% (95% Cl=2,3-7,3%) u skupini bez rizika, P<0,001. Takoder, dokazan je
porast seroprevalencije HEV-a s dobi. Najniza je prevalencija opazena u dobnoj
skupini <30 godina (2,9%; 95% CI=0,8-7,6%), a najvisa u dobnoj skupini 260 godina
(23,5%; 95% CI=15,3-33,5%). Kod ostalih testiranih varijabli nije bilo znac€ajnih razlika

(tablica 6).
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Tablica 6. Seroprevalencija HEV infekcije s obzirom na sociodemografske znacCajke

ispitanika

HEV IgG protutijela

Negativan Pozitivan p
N* % 95% CI N* % 95% CI
Bez rizika 244 957% 92,7% 97,7% 1 43% 23% 7,3%
Zanimanje Rizi¢na <0,001
skupina 278 87,4% 83,4% 90,7% 40 12,6% 9,3% 16,6%
Veterinar 128 84,8% 78,4% 89,8% 23 15,2% 10,2% 21,6%
IzloZeni Lovac 63 85,1% 75,8% 91,8% 11 149% 8,2% 24,2% <0,001
Sumar 87 93,5% 87,2% 97,3% 6 65% 27% 12,8%
Opc¢a
Neizlozeni vopulaciia 126 93,3% 88,2% 96,7% 9 6,7% 33% 11,8% 0.065
Trudnice 118 98,3% 94,8% 99,7% 2 17% 03% 52%
Spol Ii/luéki 238 89,1% 85,0% 92,4% 29 10,9% 7,6% 15,0% 0.130
ZenskKi 282 92,8% 89,4% 95,3% 22 72% 4,7% 10,6%
<30 9 971% 92,4% 99,2% 3 29% 08% 7,6%
Dobne 30-39 147 93,0% 88,3% 96,2% 1 7,0% 3,8% 11,7%
skupine** 40-49 94 949% 89,3% 98,0% 5 51% 2,0% 10,7% <0,001
(godine) 50-59 90 89,1% 81,9% 94,1% 1 10,9% 59% 18,1%
260 62 76,5% 66,5% 84,7% 19 23,5% 15,3% 33,5%
Selo 151 90,4% 85,3% 94,2% 16 9,6% 58% 14,7%
Mjesto Prigradske 54 83,1% 72,6% 90,7% 1 16,9% 9,3% 27,4% 0,144
prebivalista** naselje
Grad 255 91,4% 87,7% 94,3% 24 86% 57% 12,3%
Broj ukuéana <3 258 92,1% 88,6% 94,9% 22 79% 51% 11,4% 0.301
>3 177 89,4% 84,5% 93,1% 21 10,6% 6,9% 155%

] 0S 58 92,1% 83,5% 96,9% 5 79% 31% 16,5%
Strucna** SSS 254 91,0% 87,3% 94,0% 25 9,0% 6,0% 12,7% 0,467
sprema VSSiVSS 149 87,6% 82,1% 91,9% 21 124% 81% 17,9%

Zivi s Ne 88 88,0% 80,6% 93,3% 12 12,0% 6,7% 19,4% 0.565
partnerom Da 350 90,0% 86,7% 92,7% 39 10,0% 7,3% 13,3%

*ispitanici koji su ispunili upitnik; **Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test
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Razlike u prevalenciji pozitivnih i negativnih HEV nalaza obzirom na okoliSne i

stambene uvjete prikazane su u tablici 7. Osobe koje su imale kuc¢ne ljubimce imale

su i zna€ajno viSu HEV seroprevalenciju (p=0,039), dok znacajnih razlika u prevalenciji

pozitivnih i negativnih HEV nalaza po pitanju ostalih varijabli nije bilo (posjedovanje

domacih Zivotinja, podruma, razli€itih vrsta kanalizacije i vrsta opskrbe vodom).

Tablica 7. Prevalencija HEV IgG protutijela s obzirom na okoliSne i stambene uvjete

HEV IgG protutijela

Negativan Pozitivan p
N* % 95% CI N* % 95% CI
Gradski
vodovod 388 90,0% 86,9% 92,6% 43 10,0% 7,4% 13,1%
\C/)Ozs:r;ia* Zdenac 63 90,0% 81,4% 954% 7 10,0% 4,6% 18,6% 0,694
FlaSirana 4 100,0% 0 0,0%
Ostalo 3 750% 28,4% 97,2% 1 250% 2,8% 71,6%
Komunalna 287 89,7% 86,0% 92,7% 33 10,3% 7,3% 14,0%
Kanalizacija** Septicka 167 90,3% 854% 93,9% 18 9,7% 6,1% 14,6% 0,781
Ostalo 4 100,0% 0 0,0%
Odvoz Komunalni 450 89,8% 86,9% 92,2% 51 10,2% 7,8% 13,1%
smeda?™ Spaljivanje 5 100,0% 0,0% 1,000
Gnojnica 2 100,0% 0,0%
Podrum Ne 212 90,6% 86,4% 93,8% 22 94% 6,2% 13,6% 0.668
Da 246  89,5% 85,4% 92,7% 29 10,5% 7,3% 14,6%
Kuéni ljubimei Ne 226 93,0% 89,3% 95,7% 17 7,0% 4,3% 10,7% 0.039
Da 232 87,5% 832% 91,1% 33 12,5% 8,9% 16,8%
Domace Ne 313 89,9% 86,5% 92,8% 35 10,1% 7,2% 13,5% 0.629
Zivotinje Da 124 88,6% 82,5% 93,0% 16 11,4% 7,0% 17,5%
Deratizacijau Ne 220 90,5% 86,4% 93,7% 23 95% 63% 13,6% 0,670
podrumu Da 236 89,4% 853% 92,7% 28 10,6% 7,3% 14,7%
Skladistite i Ne 349 90,6% 87,4% 93,3% 36 94% 6,7% 12,6%
Z:::Zmuu Da 107 87,7% 81,0% 92,6% 15 123% 7,4% 19,0% 0,346

*ispitanici koji su ispunili upitnik; **Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test
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Razlike u prevalenciji pozitivnin i negativnih HEV nalaza obzirom na
prehrambene navike koji se povezuju s povecanim rizikom zaraze HEV prikazane su
u tablici 8. NajviSa prevalencija pozitivnog HEV nalaza opazena je kod ispitanika koji
ne konzumiraju Skoljke (p=0,004) za razliku od ispitanika koji konzumiraju meso
divljaCi, iznutrice i svinjske preradevine vlastite proizvodnje, gdje nije bilo znacCajne

razlike u prevalenciji.

Tablica 8. Prevalencija HEV IgG protutijela s obzirom na prehrambene navike

HEV IgG protutijela

Negativan Pozitivan p
N* % 95% CI N* % 95% CI
Nikad 45 75,0% 63,0% 84,6% 15 25,0% 15,4% 37,0%
Konzumacija Rijetko 342 91,4% 88,3% 94,0% 32 86% 6,0% 11,7% 0.004
Skoljki** Mjesecno 14 87,5% 65,6% 97,3% 2 125% 2,7% 344%
Tjedno 2 100,0% 0 0,0%
K _ Nikad 19 950% 78,9% 99,5% 1 50% 05% 21,1%
onzumacija
: Rijetko 294 90,7% 87,2% 93,5% 30 93% 6,5% 12,8% 0.104
mesa ,
divliagi* Mjesecno 75 84,3% 757% 90,7% 14 157% 9,3% 24,3%
ivljaci
) Tjedno 15 78,9% 57,4% 92,4% 4 211% 7,6% 42,6%
Nikad 25 100,0% 0 0,0%
Konzumacija
nutri Rijetko 267 90,2% 86,4% 93,2% 29 98% 6,8% 13,6% 0.070
iznutrica )
(jetra)™ Mjesecno 102 85,0% 77,8% 90,5% 18 15,0% 9,5% 22,2%
etra
Tjedno 9 81,8% 53,3% 96,0% 2 18,2% 4,0% 46,7%
Konzumacija Ne 186 91,2% 86,7% 94,5% 18 88% 55% 13,3%
svinjskih
preradevina 0,216
lastit Da 218 87,6% 83,0% 91,2% 31 12,4% 8,8% 17,0%
vlastite
proizvodnje

*ispitanici koji su ispunili upitnik; **Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test
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Nije bilo znac€ajnih razlika u prevalenciji pozitivnih i negativnih HEV nalaza

obzirom na ostale potencijalne rizicne ¢imbenike kao Sto su putovanje u inozemstvo,

transfuzije krvi, operacijski zahvati te tetoviranje i piercing (tablica 9).

Tablica 9. Prevalencija HEV IgG protutijela s obzirom na ostale potencijalne rizicne

¢imbenike

HEV IgG protutijela

Negativan Pozitivan p
N* % 95% ClI N* % 95% CI

Putovanje Ne 329 89,2% 85,7% 92,0% 40 10,8% 8,0% 14,3%
u 0,621
noZemsivo Da 108 90,8% 84,6% 95,0% 11 92% 5,0% 15,4%
Transfuzia Ne 369 90,0% 86,8% 92,6% 41 10,0% 7,4% 13,2% 0.120
krvi Da 36 81,8% 68,6% 91,0% 8 18,2% 9,0% 31,4%
Operativni  Ne 197 88,3% 83,6% 92,1% 26 11,7% 7,9% 16,4% 0570
zahvat Da 207 90,0% 85,6% 93,4% 23 10,0% 6,6% 14,4%
Tetoviranje Ne 335 88,6% 85,1% 91,5% 43 11,4% 8,5% 14,9% 0.540

i piercing Da

66 91,7% 83,6% 96,4% 6 83% 36% 16,4%

*ispitanici koji su ispunili upitnik

Razlike u prevalenciji pozitivnih i negativnih HEV nalaza obzirom na rizicne
skupine prema zanimanjima (veterinar, lovac, Sumar i bez rizika) prikazane su u tablici
10. Najveca prevalencija pozitivnih HEV nalaza bila je kod veterinara: 15,2% (95%
CI=10,2-21,6%) te se znacajno razlikovala od prevalencije u populaciji bez rizika, 4,3%
(95% CIl=2,3%-7,3%), P<0,001 (tablica 10, slika 12), ali se nije zna€ajno razlikovala
od lovaca koji su imali prevalenciju od 14,9% (95% CI1=8,2-24,2%), p=0,943 (tablica
10, slika 12).
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Tablica 10. Prevalencija HEV IgG protutijela s obzirom na zanimanje

HEV IgG protutijela

Negativan Pozitivan p
N % 95% ClI N % 95% ClI
Bez
o 244 957% 92,7% 97,7% 11 43% 23% 7,3%
rizika
Rizi¢na
cUD: Veterinar 128 84,8% 78,4% 89,8% 23 15,2% 10,2% 21,6% <0,001
skupina
Lovac 63 85,1% 75,8% 91,8% 11 149% 8,2% 24,2%
Sumar 87 93,5% 87,2% 97,3% 6 65% 2,7% 12,8%
HEV nalaz
100 M Negativan
M Pozitivan

80

60

Udio %)

40

20

Veterinar Lovac

Bezrizika

Rizitna skupina

Slika 12. Razlike u prevalenciji pozitivnih i negativnih HEV nalaza obzirom na rizi¢ne

skupine prema zanimanjima (veterinar, lovac, Sumar i bez rizika)

U tablici 11 su prikazani prevalencijski omjeri $ansi (POR) za HEV seropozitivitet

s obzirom na populacijske skupine prema zanimanju te s obzirom na dob, spol,

konzumaciju razli¢ite hrane, ku¢ne ljubimce i transfuziju krvi. Znacajne razlike u HEV

seropozitivitetu pojavljuju se u populacijskoj skupini veterinara u odnosu na neizlozene
populacije (POR 3,06; 95% Cl=1,27-7,42) te u osoba starije Zivotne dobi (POR 1,67;
95% Cl=1,23-2,26). Mjesto prebivalista, konzumacija Skoljki, konzumacija mesa

divljaci, konzumacija iznutrica, prisutnost kuénih ljubimaca i transfuzija krvi nisu

znacajno doprinosili HEV seropozitivitetu.
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Tablica 11. Analiza rizika za HEV seropozitivitet

POR 95% CI p
Populacijska skupina
P ) P 0,028
Neizlozeni (ref.)
Veterinar 3,059 1,261 7,422 0,013
Lovac 1,268 0,353 4,558 0,717
Sumar 0,792 0,210 2,993 0,731
Zenski Spol 1,171 0,486 2,821 0,726
Dobne skupine
1,666 1,228 2,260 0,001
(svakih 10 godina)
Mijesto prebivalista
0,329
Selo (ref.)
Prigradsko naselje 2,069 0,724 5,915 0,175
Grad 1,088 0,461 2,565 0,847
Konzumacija skoljki
0,250
Nikada (ref.)
Rijetko 0,387 0,147 1,021 0,055
Mjesecno 0,224 0,022 2,253 0,204
Tjedno 0,000 0,000 1,000
Konzumacija mesa divljaci
0,483
Nikada (ref.)
Rijetko 0,517 0,048 5,574 0,587
Mjesecno 0,973 0,086 10,986 0,982
Tjedno 1,000 0,072 13,921 1,000
Konzumacija iznutrica (jetra)
0,897
Nikada (ref.)
Rijetko 6,308 0,374 106,313 0,201
Mjesecno 11,165 0,649 191,829 0,096
Tjedno 17,000 0,733 394,212 0,077
Kuéni ljubimci 1,617 0,770 3,394 0,204
Transfuzija krvi 0,852 0,280 2,590 0,777
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Najveci omjer prevalencija za pozitivan HEV nalaz imali su veterinari u odnosu
na skupinu bez rizika te je iznosio 3,53 (95% CI=1,77-7,04), P<0,001. Sli¢an omjer
prevalencija imali su i lovci u odnosu na skupinu bez rizika s 3,44 (95% CI1=1,55-7,63),
P<0,001 (tablice 12 do 18).

Tablica 12. Izracun omjera prevalencija (PR) i prevalencijskog omjera izgleda (POR)

za HEV pozitivan nalaz veterinara u odnosu na skupinu bez rizika

Omijer prevalencija (PR) 3,531
95% ClI 1,7715 - 7,0381
z statistika 3,585
Razina znacajnosti p = 0,0003

Prevalencijski omjer izgleda

(POR) 3,9858
95% CI 1,8834 - 8,4352
z statistika 3,615
Razina znacajnosti p = 0,0003

Tablica 13. Izracun omjera prevalencija (PR) i prevalencijskog omjera izgleda (POR)

za HEV pozitivan nalaz lovaca u odnosu na skupinu bez rizika

Omijer prevalencija (PR) 3,4459
95% ClI 1,5566 - 7,6283
z statistika 3,051
Razina znacajnosti p =0,0023

Prevalencijski omjer izgleda

(POR) 3,873
95% CI 1,6057 - 9,3417
z statistika 3,014
Razina znacajnosti p = 0,0026
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Tablica 14. Izraun omjera prevalencija (PR) i prevalencijskog omjera izgleda (POR)

za HEV pozitivan nalaz Sumara u odnosu na skupinu bez rizika

Tablica 15.

Omijer prevalencija (PR)
95% CI
z statistika

Razina znacajnosti

Prevalencijski omjer izgleda
(POR)

95% ClI

z statistika

Razina znacajnosti

1,4956
0,5692 - 3,9295
0,817
p=0,4141
1,5298

0,5492 - 4,2611
0,813
p =0,4160

Izraun omjera prevalencija (PR) i prevalencijskog omjera izgleda (POR)

za HEV pozitivan nalaz veterinara u odnosu na lovce

Omijer prevalencija (PR)
95% ClI
z statistika

Razina znacajnosti

Prevalencijski omjer izgleda
(POR)

95% CI

z statistika

Razina znacajnosti

1,0247
0,5283 - 1,9875
0,0721

p = 0,9425
1,0291

0,4721 -2,2433
0,0722
p=0,9424
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Tablica 16. Izracun omjera prevalencija (PR) i prevalencijskog omjera izgleda (POR)

Tablica 17.

za HEV pozitivan nalaz veterinara u odnosu na Sumare

Omijer prevalencija (PR)
95% CI
z statistika

Razina znacajnosti

Prevalencijski omjer izgleda
(POR)

95% ClI

z statistika

Razina znacajnosti

2,3609
0,9985 - 5,5823
1,957

p = 0,0504
2,6055

1,0189 - 6,6624
1,999
p = 0,0456

Izraun omjera prevalencija (PR) i prevalencijskog omjera izgleda (POR)

za HEV pozitivan nalaz lovaca u odnosu na Sumare

Omijer prevalencija (PR)
95% ClI
z statistika

Razina znacajnosti

Prevalencijski omjer izgleda
(POR)

95% CI

z statistika

Razina znacajnosti

2,3041
0,8940 - 5,9381
1,728

p = 0,0840
2,5317

0,8893 - 7,2078
1,74
p =0,0818
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Tablica 18. Izraun omjera prevalencija (PR) i prevalencijskog omjera izgleda (POR)

za HEV pozitivan nalaz svih rizicnih zanimanja zajedno u odnosu na skupinu bez

rizika
Omijer prevalencija (PR) 2,916
95% CI 1,5274 - 5,5668
z statistika 3,244
Razina znacajnosti p =0,0012

Prevalencijski omjer izgleda

(POR) 3,1916
95% CI 1,6023 - 6,3574
z statistika 3,301
Razina znacajnosti p =0,0010

Multivarijatni regresijski model predikcije pozitivnog HEV nalaza prikazan je u
tablici 19. U binarni logisticki regresijski model svrstane su statistiCki znacajne varijable
u prethodnim bivarijatnim analizama. Regresijski model je statistiCki znacajan
(P<0,001), opisuje 19,9% varijance zavisne varijable te uspjesno klasificira 19,9%
ispitanika. U ovom multivarijatnom modelu kao znacajne prediktorske varijable se
izdvajaju veterinari (u odnosu na skupinu bez rizika) s prevalencijskim omjerom izgleda
(POR) od 2,94 (95% CI1=1,27-6,82), p=0,012 te starije dobne skupine s POR od 1,73
(95% CI=1,30-2,29), P<0,001, a kontrolirano na utjecaj ostalih varijabli u regresijskom

modelu.
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Tablica 19. Multivarijatni regresijski model predikcije pozitivnog HEV nalaza: binarna

logistiCka regresija

X2=44,75, df=8, P<0,001; 95% ClI

R?=19,9%; POR p

Uspjesnost klasifikacije 90,1% CEUI

Rizi¢na skupina: bez rizika (ref.) 0,021
Veterinar 2,94 1,27 6,82 0,012
Lovac 1,32 0,47 3,73 0,599
Sumar 0,78 025 243 0,675

Dobne skupine 1,73 1,30 2,29 <0,001

Konzumacija Skoljki: nikad (ref.) 0,392
Vrlo rijetko 0,50 0,22 1,13 0,093
Mjesecno 0,37 0,04 3,35 0,373
Svaki tjedan 0,00 0,00 1,000

Kuéni ljubimci 1,65 0,82 3,32 0,163

5.2. HEV PREVALENCIJA U KONJA, PASA | MACAKA

Sveukupno je pretrazeno 264 uzorka seruma konja, 308 uzoraka seruma pasa i
88 uzoraka seruma macaka pri ¢emu su svi pretrazivani uzorci seruma uzeti
nasumicnim odabirom iz arhive Viroloskog laboratorija Zavoda za mikrobiologiju i
zarazne bolesti s klinikom, gdje su bili pohranjeni pri -20° C. Broj ispitanih konja je
maniji od predvidenog, jer je tijekom epidemije COVID-19 bilo obustavljeno prikupljanje
uzoraka konja u sklopu provedbe Programa nadzora drugih zaraznih bolesti, tako da
nije bilo dostatno spremljenih arhivskih uzoraka.

Ukupno 264 uzorka seruma konja su uzeti od zivotinja s podrucja pet
kontinentalnih Zupanija RH (slika 13), Grada Zagreba, Bjelovarsko-bilogorske,
Osjecko-baranjske, Varazdinske i Vukovarsko-srijemske Zupanije od ¢ega je 41,0%

muskih te 59,0% zenskih u dobi od 18 mjeseci do 15 godina.
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Uzorci seruma 308 pasa su uzeti od Zivotinja s podrucja tri Zupanije, Grad
Zagreb, Brodsko-posavska i Zagrebacka Zupanija od ¢ega je 51,0% muskih te 49,0%
s rasponom dobi od 2 mjeseca do 17 godina.

Macke primarno nisu bile predvidene prvotnim planom istrazivanja, ali kako je
ostalo 88 arhivskih uzoraka, odluCili smo ih seroloski analizirati i ukljuciti u ovo
istraZivanje. Vecina uzoraka je uzeta od macaka iz Grada Zagreba od ¢ega 51,0%
muskih te 49,0% Zenskih s rasponom dobi od 2 mjeseca do 18 godina.

Dob i spol Zivotinja ukljuenih u istrazivanje prikazani su u tablici 20.

Tablica 20. Znacajke zivotinjskih vrsta ukljucenih u istrazivanje

Vrsta zivotinje Spol: N (%) Dob

M Z
Konji 108 (41) 156 (59) 18 mj. - 15 god.
Psi 157 (51) 151 (49) 2 mj. - 17 god.
Macke 49 (51) 43 (49) 2 mj. - 18 god.

/

Slika 13. Zupanije uzorkovanja uzoraka seruma Zivotinja
56



Od pretrazenih 264 uzorka seruma konja s podrucja pet Zupanija RH svi rezultati
bili su negativni. Negativni rezultati su dobiveni i pretrazivanjem 88 uzoraka seruma
macaka. Pretrazivanjem 308 seruma pasa s podrucja tri Zupanije u jednog psa iz
Zzupanije Grad Zagreb su dokazana protutijela na HEV tako da je seroprevalencija u
pasa iznosila 0,3% (tablica 21). Obzirom na nalaz jednog seropozitivhog psa, jedna
Cetvrtina svih uzoraka pasa je dodatno pretrazena pomocu RT-PCR u stvarnom

vremenu. Svi pretrazeni uzorci bili su negativni na prisutnost HEV RNK.

Tablica 21. Rezultati pretrazivanja konja, pasa i macaka na HEV infekcije

VRSTA ZIVOTINJA

ZUPANIJA KONJI PSI MACKE

Pretrazeno | Pozitivho | Pretrazeno | Pozitivno | Pretrazeno | Pozitivho

Bjelovarsko-
22 0 - - - -
bilogorska

Brodsko-

posavska

Grad Zagreb 66 0 232 1 80 0

Osjecko-
50 0 - - - -
baranjska

Varazdinska 72 0 - - 1 0

Vukovarsko-
) 54 0 - - - -
srijemska

Zagrebacka - - 32 0 5 0

Ukupni broj
uzoraka/Sero
. 264 0,0% 308 0,3% 86 0,0%
-prevalencija

(%)
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6. RASPRAVA

Rezultati ovog istraZivanja su potvrdili postavljenu hipotezu prema kojoj je
ustanovljeno da je HEV seroprevalencija u djelatnostima koje u svom radnom opisu
imaju kontakte sa Zivotinjama viSa od one u opc¢e populacije.

Ovo je ujedno i prvo istrazivanje seroprevalencije HEV u skupinama osoba
profesionalno izloZzenih Zivotinjama (veterinari, Sumari i lovci) u Hrvatskoj. Nasi su
rezultati pokazali statisticki znacajnu razliku seroprevalencije HEV infekcije u
profesionalno izloZzenoj skupini (12,6%) u odnosu na neizloZzenu skupinu (opca
populacija i trudnice - 4,3%). Omjer prevalencija za pozitivan HEV nalaz svih rizi¢nih
zanimanja zajedno u odnosu na skupinu bez rizika takoder je bio skoro trostruko visi
(PR=2,91) $to profesionalnu izloZenost Zivotinjama c&ini ¢imbenikom rizika za HEV
infekciju. Najve¢i omjer prevalencija za pozitivan HEV nalaz imali su veterinari u
odnosu na skupinu bez rizika te je iznosio 3,53. Sli¢an omjer prevalencija imali su i
lovci u odnosu na skupinu bez rizika s 3,44.

Zoonotski rizik prijenosa HEV-a dobro je poznat, dok ostale putove prijenosa tek
treba utvrditi [58]. Nadalje, stope seroprevalencije HEV infekcije se znatno razlikuju
ovisno o geografskoj regiji i testiranim populacijskim skupinama. PredlozZeni putovi
prijenosa povezani s profesionalnom izloZzeno$¢u ukljuuju est kontakt s rezervoarima
zoonotskog HEV-a, poput svinja i drugih vrsta divljih Zivotinja (uglavnom divljih svinja)
[139]. Sumarski radnici, lovci i veterinari predstavljali su rizi¢nu (izloZenu) populaciju u
ovom istrazivanju. Seroprevalencija HEV-a bila je zna€ajno viSa u izloZenoj populaciji
u usporedbi s neizloZzenom populacijom. U izloZenih osoba, seroprevalencija je bila
sli¢na u veterinara (15,2%) i lovaca (14,9%), dok je bila niza u Sumarskih radnika
(6,5%).

Ovisno o rizicnim skupinama u ovom istraZivanju nije dokazana statisticki
znacajna razlika seroprevalencije anti-HEV protutijela kod Sumara u odnosu na
skupinu bez rizika (op¢a populacija) $to su pokazala i neka istrazivanja u svijetu. Tako
npr. u ltaliji nije nadena znacajna razlika u prevalenciji HEV-a u uzgajivaca svinja
(3,3%) u odnosu na opcu populaciju (2,9%) [39]. Takoder nije nadena razlika u
seroprevalenciji u Sumara (14%) u odnosu na kontrolnu skupinu (9,5%) [139].

Seroepidemiolodke studije provedene u Sumarskih radnika na podruc¢ju Europe
pokazale su seroprevalenciju od 31% u Francuskoj (2002-2003. godine) [35] te 18% u
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Njemackoj (Brandenburg, 2008. godine) [140]. Novija su istrazivanja dokazala HEV
protutijela u 2,2% Sumarskih radnika u zapadnoj Poljskoj (Poznan, 2014. godine) [141],
5% Sumarskih radnika u isto€noj Poljskoj (Lublinsko vojvodstvo, 2014-2015. godine)
[142] te 14% Sumarskih radnika u sjevernoj ltaliji (podrucje Trenta, 2014-2015. godine)
[139].

lako je u viSe studija dokazano da su Sumarski radnici u vecem riziku od
obolijevanja od hepatitisa E [35], istrazivanje na podrucju Francuske je po prvi puta
pokazalo da posebice drvosjece imaju visok rizik od HEV infekcije. U skupini drvosjec€a
je seropozitivno bilo njih 37,2% u usporedbi s lovoCuvarima/rendzerima i Sumarima
(20,0% odnosno 24,8% seropozitivnih) [35]. Bliski kontakt s fecesom divljih svinja u
Sumama bi mogao objasniti viSu prevalenciju HEV infekcije u ovoj rizicnoj skupini.

Seroprevalencija HEV-a u lovaca obuhvacenih ovim istraZivanjem (14,9%) je bila
dvostruko viSa nego u opcoj populaciji. Prethodna istraZivanja uz dokaz virusne RNK
u 11,5% pretrazivanih divljih svinja i seroprevalenciju od 31,1% [59] ukazuju kako je
upravo izravni kontakt s divljim svinjama vazan ¢imbenik rizika Sirenja infekcije u ovoj
promatranoj skupini. Dvije studije koje su provedene u poljskih lovaca u razdoblju od
2010. do 2012. godine pokazale su seroprevalenciju od 25% [143], odnosno 22%
[144]. Sli¢an je seropozitivitet (25%) dokazan u talijanskih lovaca s podrucja Lacija
testiranih tijekom sezone lova (listopad-sijeCanj) [39] kao i njemackih lovaca (21%) s
podrucCja srediSnje Njemacke testiranih tijekom 2013. godine [34]. Za razliku od
navedenih istraZivanja, samo 4,2% lovaca iz 9 regija Estonije je imalo protutijela na
HEV u 2013. godini [39] kao i 3,81% lovaca iz isto¢ne Poljske (Lublinsko vojvodstvo)
testiranih u razdoblju od 2014. do 2015. godine [142].

Provedena su i istrazivanja ucestalosti HEV infekcija u veterinara. Godine 2009.
prikupljeni su uzorci seruma sudionika nacionalnog Veterinarskog kongresa u
Helsinkiju. Od testiranih finskih veterinara, njih 10,2% je imalo protutijela na HEV.
Neocekivano, najvisi je seropozitivitet od 17,8% dokazan u veterinara male prakse
[145]. U istrazivanju provedenom u skupini veterinara u Norveskoj tijekom 2013.
godine, HEV IgG seroprevalencija je iznosila 14%. Kada je analizirana povezanost
seroprevalencije s radnim iskustvom, veterinari koji su radili sa svinjama su imali
dvostruko viSu seroprevalenciju u odnosu na one koji nisu radili sa svinjama (22%
naspram 9%) [146]. Studije provedene na podrucju Kine (pokrajina Jilin, provincija
Shandong i autonomna regija Inner Mongolia, 2013-2015. godine) pokazale su visok

59



seropozitivitet u veterinara, u rasponu od 26,7% [147] to 43,7% [148]. Nadalje, visoka
uCestalost HEV seropozitivnih veterinara koji rade sa svinjama (23%) je nadena u
Sjedinjenim Americkim Drzavama. Osim povezanosti seropozitiviteta s dobi, nije
dokazana znacajna razlika u prevalenciji HEV protutijela izmedu veterinara koji rade u
klinickoj praksi, veterinara zaposlenih na sveucilistima, u industriji te studenata
veterinarske medicine [149].

Vrlo nizak seropozitivitet (2,6%) je naden kod veterinara u Estoniji. Vazno je
napomenuti da su svi seropozitivni veterinari bili veterinari male prakse, a neki od njih
su i sami bili vlasnici pasa ili maaka [150]. Vecina ispitanika ukljuCenih u nase
istraZivanje su isto tako bili veterinari male prakse te je na HEV protutijela bilo pozitivho
njih 15,2%. U nekim su drZzavama uocCene regionalne razlike u seroprevalenciji HEV
infekcije, kao npr. u Poljskoj, gdje je seropozitivitet u veterinara iznosio od 10% do
visokih 42,4% [144].

Dok je u naSem istraZivanju seroprevalencija u veterinara bila znac¢ajno viSa
(15,2%) u odnosu na opcéu populaciju (4,3%), istrazivanje provedeno u Portugalu
pokazalo je Cak neSto nizu prevalenciju HEV-a u veterinara koji rade s malim
zivotinjama (kuéni ljubimci) u odnosu na op¢u populaciju (9,9% naspram 13,3%) [41].

Obzirom na navedeno pretpostavlja se da ceSc¢i kontakti sa svinjama
predstavljaju rizicni Cimbenik za infekciju HEV. U Estoniji je prevalencija u radnika na
svinjogojskim farmama iznosila 13,4% [40] dok istraZivanje iz Tajlanda nije pokazalo
povezanost izmedu HEV seroprevalencije i Cestog izravnog kontakta sa svinjama
[151].

Dobro je poznato da trudnice zarazene s HEV, posebno genotipom HEV1, koje
Zive u zemljama u razvoju, imaju smrtnost do 30%, pri Cemu se vecina smrtnih
sluCajeva dogada u tre¢em tromjesecju trudnoce [77,83]. lako u RH jos nije detektiran
niti jedan humani slu€aj infekcije genotipom HEV1, u ovom istrazivanju smo ustanovili
seroprevalenciju HEV medu trudnicama od 1,7% dok je seroprevalencija HEV medu
op¢om populacijom 6,7%. Navedeno se za Hrvatsku moze objasniti opéenito mladom
dobi trudnica, visokim higijensko-sanitarnim standardom te povec¢anom svijeS¢u o
zdravim navikama tijekom trudnoce Sto ukljuCuje zdravu prehranu i izbjegavanje
rizicnih ¢imbenika za HEV. Isto je navedeno kao objasnjenje niske seroprevalencije
HEV u libanonskom istraZivanju koje je dokazalo seroprevalenciju HEV medu 450
trudnica od 0,22% [152]. Francuska studija iz 2014. godine je pokazala
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seroprevalenciju HEV medu trudnicama od 7,7% [153], slicno kao i istrazivanja iz
Argentine provedena u razdoblju od 2015-2017. godine, 8,4% [154]. IstraZivanje u
zapadnom Iranu tijekom 2018.-2019. godine je dokazalo seroprevalenciju HEV medu
trudnicama od 4,3% [155] Sto odgovara rezultatima meta analize iz 2020. godine koja
je obuhvatila 52 studije na 11.663 trudnice te pokazala seroprevalenciju HEV od 3,5%
(95% ClI=1,4-6,4) u asimptomatskih trudnica (od kojih je vecCina iz visokoendemskih
podrucja) te seroprevalenciju HEV u simptomatskih trudnica od 49,6% (95% Cl=42,6-
56,7) s podacima samo iz zemalja u kojima je HEV endemski [156].

Prema podacima iz literature, Cini se da od hepatitisa E CeSc¢e obolijevaju
muskarci, iako podaci o seroprevalenciji Cesto ne pokazuju zna¢ajno odstupanje medu
spolovima [2,42]. Nekoliko je studija otkrilo spolne razlike u seropozitivnosti na HEV,
pa su tako u nekim istraZivanjima muskarci imali viSu seroprevalenciju usporedbi sa
Zenama [157,144], dok je u drugima opisana nesto viSa prevalencija u Zena [43]. Nase
istrazivanje nije dokazalo znacajnu razliku u seropozitivnosti izmedu musSkaraca
(10,9%) i zena (7,2%). Sli¢no tome, niti istraZivanje iz Njemacke nije otkrilo razlike u
seroprevalenciji izmedu muskaraca i Zena [34].

U ovom istrazivanju smo ustanovili zna€ajne razlike u seroprevalenciji ovisno o
dobi ispitanika. Najvi$a je prevalencija anti-HEV protutijela dokazana kod osoba starijih
od 60 godina (23,5%) u odnosu na osobe mlade od 30 godina (2,9%) te dobne skupine
30-39 godina (7,0%), 40-49 godina (5,1%) i 50-59 godina (10,9%). Brojni drugi radovi
takoder potvrduju da su starije osobe u veéem riziku za HEV infekciju od mladih osoba
[149,158-162]. Porast seroprevalencije s dobi vjerojatno odrazava kumulativnu
izloZzenost HEV-u tijekom vremena [139]. Slicno nasim rezultatima, poljska je studija
pokazala da je postotak lovaca pozitivnih na prisutnost protutijela najvisi u dobnoj
skupini 70+ godina (42,1%), sa statistiCki znacajnom razlikom u odnosu na druge
dobne skupine (18,3-20,4%) [143]. Porast seroprevalencije s dobi je uocen i u
njemackih lovaca te doseZe vrhunac u osoba u dobi od 70 do 79 godina [34]. Nasuprot
tome, druga njemacka studija provedena na Sumarskim radnicima nije pronasla
statistiCki znaCajnu povezanost seropozitivnosti s dobi [140]. Sli¢no, nije uocCena
povezanost seroprevalencije HEV-a s dobi kod norveskih veterinara [146].

U ovom istraZivanju, seroprevalencija se nije razlikovala s obzirom na stru¢nu
spremu ispitanika (7,9-12,4%). Slicno tome, u istraZivanju provedenom u sjevernom
dijelu Argentine takoder nije dokazana povezanost seroprevalencije sa stru¢nom
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spremom [163]. U dva ranija istraZivanja (Koreja i Nigerija) koja su analizirala korelaciju
stope seropozitiviteta sa struchnom spremom je pak dokazana obrnuta korelacija tj.
osobe niZze spreme su imale znacajno viSu seroprevalenciju u odnosu na one s viSom,
odnosno visokom stru¢nom spremom [44-45].

Interhumani prijenos HEV-a je joS uvijek predmet rasprave. U ovom istrazivanju
nije bilo razlike u seroprevalenciji u osoba koje Zive s partherom (10,0%) u odnosu na
samce (12,0%). Bracni status kao rizicni Cimbenik dokazan je u jednom istrazivanju.
Visa seroprevalencija HEV infekcije u osoba koje su u braku moze upucivati na
moguénost interhumanog prijenosa izmedu osoba koje su u bliskom kontaktu [44]. Cini
se da je prijenos HEV infekcije s osobe na osobu rijedak. Medutim, moguce je da je
upravo na taj nacin doslo do prijenosa HEV1 tijekom izbijanja epidemije u Ugandi [164].

IskljuCujucéi transfuziju i transplantaciju solidnih organa, nozokomijalni prijenos
HEV infekcije je neuobiajen. Medutim, molekularne studije pruzile su dokaze o ovom
rijetkom dogadaju na hematoloSkom odjelu u Francuskoj. Prvi pacijent zarazio se
nakon $to je doSao u kontakt s nedijagnosticiranim, kroni¢no zarazenim pacijentom
koji se lijecio u istoj jedinici [70].

lako je infekcija HEV1 tijekom trudnoée povezana s teskim kliniCkim ishodom
majke i mozZe se prenijeti na fetus i novorodence, kod trudnica zarazenih s HEV3 i
HEV4 ove komplikacije nisu uoCene [84,84]. Patogenetski mehanizmi prijenosa
genotipova HEV3 i HEV4 s majke na dijete nisu poznati.

U nekim su studijama prehrambene navike bile povezane s HEV
seropozitivno§¢u. Konzumiranje svinjskih iznutrica vise od dva puta tjedno povezano
je s visom seroprevalencijom anti-HEV IgG u ruralnoj zajednici na Tajlandu [151] $to
se pokazalo i u nasem istrazivanju. Rizik od zaraze HEV-om odnosno udio HEV
seropozitivnih to je veci Sto je uCestalost konzumacije svinjske jetre ¢eS¢a. U ovom
istrazivanju HEV seroprevalencija je iznosila 9,8% u ispitanika koji konzumiraju
iznutrice vrlo rijetko, 19% u ispitanika koji konzumiraju mjesec¢no te 18,2% u ispitanika
koji konzumiraju iznutrice svaki tjedan. U skupini ispitanika koji su naveli podatak da
nikad ne jedu iznutrice, nije dokazana niti jedna seropozitivha osoba.

U Francuskoj je prisutnost anti-HEV IgG protutijela povezana s konzumacijom
svinjskog mesa, kobasica od svinjske jetre, mesa divljaci, iznutrica i kamenica.
Suprotno tome, pijenje flaSirane vode povezano je s nizom stopom HEV IgG
seroprevalencije [165]. U naSem istraZivanju nije nadena statistiCki znacajno viSa
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seroprevalencija u osoba koje konzumiraju svinjske preradevine vlastite proizvodnje
(12,4%) u odnosu na osobe koje ih ne konzumiraju (8,8%). Isto tako, seroprevalencija
se nije znacCajno razlikovala u osoba koje konzumiraju meso divljaCi u odnosu na one
koji ne konzumiraju.

U ltaliji je velik broj HEV seropozitivnih osoba naveo podatak o konzumaciji sirove
ili termiCki nedovoljno obradene hrane, osobito Skoljki (dagnje) i neflasSirane vode za
pi¢e [166]. Vrlo je zanimljiv rezultat naseg istrazivanja seroprevalencija HEV-a vezano
uz konzumaciju Skoljaka. Naime, ispitanici koji su naveli podatak da nikad ne
konzumiraju Skoljke ili ih konzumiraju rijetko imali su zna€ajno viSu seroprevalenciju
(15,4% odnosno 6,4%) u odnosu na one koji ih konzumiraju ¢escée (2,7%). Zbog vrlo
malog broja u pojedinim testiranim skupinama, ovo ograni¢enje svakako treba uzeti u
obzir pri tumacenju rezultata. Medutim, Skoljke (kamenice i dagnje) iz Jadrana su
istrazivane na prisutnost RNK HEV i redovito su polucCile negativan rezultat [61].

Pojedini su autori dokazali viSu seroprevalenciju u stanovnika ruralnih podrucja
[44,45], dok drugi nisu nasli povezanost prebivalista i HEV seroprevalencije [46,47]. U
ovom istrazivanju nije ustanovljena povezanost izmedu prebivali§ta (ruralno/urbano) i
HEV seroprevalencije, Sto se razlikuje od istrazivanja provedenog u Hrvatskoj tijekom
2014.-2015. godine u kojem je nadena korelacija izmedu HEV seropozitiviteta i mjesta
prebivaliSta. Osobe iz ruralnih podrucja imale su sedam puta visi rizik za seropozitivitet
nego osobe iz gradskih podru¢ja [51]. Konzumacija svinjskih preradevina vlastite
proizvodnje uz ¢eS¢i kontakti sa svinjama su pretpostavljeni riziCni Cimbenici u ruralnoj
populaciji.

Kori$tenje potoka ili bunara kao izvora pitke vode dokazano je kao €imbenik rizika
za HEV infekciju u nekim zemljama [29]. U ovom istrazivanju nismo utvrdili statisticki
znacajnu razliku u seropozitivitetu izmedu onih osoba koje kao izvor pitke vode koriste
sustav javne vodoopskrbe (7,4%) i osoba koje koriste privatne bunare (4,6%). U
skupini osoba koji piju fladiranu vodu nije bilo HEV seropozitivnih, no radilo se o vrlo
malom uzorku od svega Cetiri ispitanika zbog Cega ove rezultate treba tumaciti s
oprezom.

Rad sa septiCkim jamama prepoznat je kao znaCajan Cimbenik rizika za HEV
infekciju u Nizozemskoj [167]. NaSe istraZivanje, medutim, nije dokazalo viSu
seroprevalenciju u onih osoba koje imaju septiCke jame (6,1%) i onih koji su priklju¢eni
na javnu kanalizaciju (7,3%). U ovoj studiji nismo pronasli razliku u seroprevalenciji
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HEV-a s obzirom na vrstu vodoopskrbe i odlaganje otpada, Sto se podudara s
rezultatima ranijeg hrvatskog istrazivanja [51].

Kao moguci rizi€ni Cimbenici za HEV infekciju, analizirani su i putovanje u
inozemstvo, ranije transfuzije krvi, operativni zahvati te tetoviranje i piercing.

Kao i u studiji provedenoj u Nizozemskoj koja je dokazala vrlo nizak rizik za HEV
infekciju u putnika koji su boravili u endemskim podrucjima kroz krace vrijeme [168],
rezultati ovog istraZivanja nisu pokazali zna€ajnu povezanost seroprevalencije HEV-a
i putovanja.

lako je viremija tijekom HEV infekcije kratkotrajna, u posljednjih je godina
dokazano nekoliko slu¢ajeva prijenosa HEV-a putem transfuzije krvi u ne-endemskim
podrucjima. Dokazana prevalencija HEV RNK u asimptomatskih dobrovoljnih davatelja
krvi iznosi od 0,001 do 0,28% [169]. U jednoj je studiji u Nigeriji nadena visa
prevalencija HEV IgM protutijela u osoba koje su primale transfuzije krvi, dok se
prevalencija HEV IgG protutijela nije razlikovala [44]. Analizirajuéi transfuziju krvi kao
mogudi rizicni ¢imbenik, u ovom istrazivanju nije dokazana razlika u seroprevalenciji u
osoba koje su navele podatak o transfuziji u odnosu na one koji nisu primali transfuzije
krvi §to se podudara s rezultatima Spanjolskih autora (46).

U nedavno objavljenom preglednom radu koji je obuhvatio 1.099.717 ispitanika
iz 287 istrazivanja analiziran je utjecaj razli€itih rizicnih cCimbenika na HEV
seroprevalenciju. Za razliku od spomenutih studija, dokazana je statistiCki znacajno
viSa seroprevalencija u osoba koje su primale transfuzije krvi, putnika u endemska
podrucja te osoba koje su imale nezavrSenu odnosno zavrS§enu samo osnovnu Skolu
[170].

Kirurski zahvat takoder nije dokazan kao moguci rizi¢ni Cimbenik za HEV infekciju
u ovom istrazivanju. Za razliku od nasih rezultata, u Spanjolskoj studiji provedenoj
medu odraslom populacijom Katalonije HEV IgG protutijela eS¢e su pronadena kod
pacijenata koji su imali manje kirur8ke zahvate (46).

Isto tako, u ovom istrazivanju nije dokazana povezanost seropozitiviteta i
tetovaza/piercinga Sto se podudara s rezultatima sli¢nih istrazivanja (44,46).

U ovoj studiji, posjedovanje kucnih ljubimaca bilo je povezano s viSom
seroprevalencijom HEV-a, sa stopom seropozitivhosti od 12,5% kod ispitanika koji su
izjavili da imaju macku/psa u usporedbi sa 7,0% kod onih koji nisu imali ku¢ne ljubimce.
Kontakt s domacim zivotinjama nije bio povezan sa seropozitivnoscu na HEV. U
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jordanskoj studiji nije utvrdeno da je posjedovanje zivotinja u domacinstvu, ukljuujuci
domace zivotinje i ku¢ne ljubimce, Cimbenik rizika za HEV infekciju [171].

Istrazivanje iz Spanjolske provedeno medu psima i magkama je pokazalo HEV
seroprevalenciju od 6,4% (odnosno 9,9% medu psima i 2,8% medu mackama) [162],
dok niti u jedne Zivotinje nije detektirana HEV RNK. NasSe je istraZivanje dokazalo samo
jednog seropozitivnog psa medu 308 ispitanih pasa, dok medu pretrazenim konjima i
mackama nije bilo pozitivnih na HEV protutijela. Moguci razlog navedenim razlikama
u seroprevalenciji je taj $to su u Spanjolskoj studiji ukljusene u istraZivanje i uliéne
zivotinje Sto bi poduprlo pretpostavku da je glavni put stjecanja HEV infekcije
alimentarni, tj. ulicne Zivotinje se hrane otpacima koje nalaze na ulici za koje je veci
rizik da su kontaminirani HEV-om. Visa HEV seroprevalencija u pasa bi mogla imati
objasnjenje u Cinjenici da psi za razliku od macaka prakticiraju koprofagiju, a potvrdeno
je da se HEV izluCuje i putem stolice. Isto tako, uli¢ni psi imaju veci krug kretanja, pa
je i podrucje izloZenosti potencijalnim izvorima zaraze vele. Za razliku od naseg
istraZivanja, sli€nu seroprevalenciju kod macaka su potvrdila istrazivanja iz Italije i
Turske (3,1% odnosno 5,4%) [172,173]. S druge strane, istrazivanje iz Velike Britanije
o HEV seroprevalenciji u pasa je pokazalo slicne rezultate kao i naSe istrazivanje.
Naime britanski su istrazivaci utvrdili HEV seroprevalenciju od 0,8%, pri ¢emu su u
istrazivanje bili uklju€eni zdravi psi, psi sa klinickom slikom hepatitisa te psi sa
nespecificnom klini€kom slikom. Zanimljiv je podatak da su dvije seropozitivne Zivotinje
bili psi iz skupine zdravih pasa [174]. U tri istrazivanja prevalencije HEV-a medu psima
iz Kine nije bilo pozitivnih pasa medu testiranim Zivotinjama [175-177]. Stoga domaca
i divlja svinja, te njihove sirovine i proizvodi i dalje predstavljaju glavne izvore infekcije
virusom hepatitisa E u Hrvatskoj. Medutim, dodatna istrazivanja Zivotinja, moguce

otvore nove spoznaje o izvorima ove Siruée infekcije.
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7. ZAKLJUCCI

1. Profesionalna izlozenost Zivotinjama je Cimbenik rizika za HEV infekciju.
Dokazana je statistiCki znaCajna razlika seroprevalencije u ispitanika u rizicnoj
skupini (profesionalno izlozeni Zivotinjama) obzirom na zanimanje: 12,6%
(95% CI1=9,3-16,6%) naspram 4,3% (95% Cl=2,3-7,3%) u skupini bez rizika,
p<0,001 te je odbacena nul hipoteza.

2.  Zanimanja mogu biti Cimbenik rizika za infekciju hepatitisom E.

Dokazan je omjer prevalencija za pozitivan HEV nalaz svih rizi¢nih zanimanja
zajedno u odnosu na skupinu bez rizika te je iznosio 2,916 (95% CI=1,53-
5,57), p= 0,0012.

3. Veterinarska djelatnost je najznacajniji relativni Cimbenik rizika u promatranim
skupinama.

Najvia seroprevalencija anti-HEV bila je u skupini veterinara: 15,2% (95%
Cl=10,2-21,6%).

Najveci omjer prevalencija za pozitivan HEV nalaz imali su veterinari u odnosu
na skupinu bez rizika te je iznosio 3,53 (95% CI=1,77-7,04), p<0,001. Sli¢an
omjer prevalencija imali su i lovci u odnosu na skupinu bez rizika s 3,44 (95%
Cl=1,55-7,63), p<0,001.

Ovisno o rizitnim skupinama, dokazana je statisticki znaCajna razlika
seroprevalencije anti-HEV u odnosu na kontrolnu skupinu: u skupini veterinara
[15,2%, POR=3,98; 95% CI (POR)=1,88-8,43, p<0,001] te u skupini lovaca
[14,9%, POR=3,87; 95% CI (POR)=1,60-9,34, p<0,05], dok se nije zna¢ajno
razlikovala u skupini Sumara [6,45%; POR=1,53; 95% CI (POR)=0,55 - 4,26,
p>0,095].

4. Trudnice ne predstavljaju rizicnu skupinu za infekciju HEV-om u Hrvatskoj
Ustanovljena je seroprevalencija anti-HEV medu trudnicama od 1,7% dok je
seroprevalencija anti-HEV medu opcom populacijom 6,7%.

5.  Spol nije &imbenik rizika za HEV infekciju.

Obzirom na spol, nije dokazana znacajna razlika seroprevalencije anti-HEV u
muskaraca (10,7%) i zena (7,2%); p=0,130.

66



10.

11.

Dob je €imbenik rizika za HEV infekciju.
Obzirom na dob, dokazana je znaCajna razlika seroprevalencije anti-HEV
izmedu dobnih skupina ispitanika (p<0,001). NajviSi seropozitivitet dokazan je
za dobne skupine 50-59 godina - 10,9% (95% CI=5,9%-18,1%) te dobne
skupine 260 godina - 23,5% (95% CI1=15,3-33,5%).
Ovisno o okolisSnim i stambenim ¢imbenicima, dokazana je statistiCki znacajna
razlika seroprevalencije anti-HEV u osoba koje imaju kuc¢ne ljubimce u odnosu
na one koji ih nemaju (p=0,039).
ZnacCajna razlika seroprevalencije anti-HEV nije dokazana s obzirom na
opskrbu vodom (p=0,694), kanalizaciju (p=0,781), nacin zbrinjavanja otpada
(p=1,000), posjedovanje podruma (p=0,669), drZzanje domacih Zzivotinja
(p=0,629), provedenu deratizaciju (0,670) te skladistenje hrane u podrumu
(p=0,346).
Mjesto prebivalista, broj ukuéana, struCna sprema i Zivot s partnerom nisu
¢imbenici rizika za HEV infekciju.
Ovisno o demografskim karakteristikama, nije dokazana znacajna razlika
seroprevalencije anti-HEV s obzirom na mjesto prebivalista (p=0,144), broj
ukucana (p=0,301), stru¢nu spremu (p=0,467) te zivot s partnerom (p=0,565).
Prehrambene navike nisu ¢imbenici rizika infekcijom HEV-om.
Ovisno o prehrambenim navikama, dokazana je znacajna razlika
seroprevalencije anti-HEV obzirom na konzumaciju Skoljki (p=0,004). Najvisi
seropozitivitet dokazan je u skupini ispitanika koji nikada ne konzumiraju
Skoljke - 25,9% (95% CI=15,4-37%), dok znadajna razlika seroprevalencije
anti-HEV nije dokazana s obzirom na konzumaciju mesa divljaci (p=0,104),
konzumaciju iznutrica (jetra) (p=0,070) i konzumaciju svinjskih preradevina
vlastite proizvodnje (p=0,216).
Ostali ¢Cimbenici rizika iz istrazivanja ne utjeCu na infekciju HEV-om.
Ovisno o ostalim rizicnim ¢&imbenicima, nije dokazana znacajna razlika
obzirom na putovanja u inozemstvo (p=0,621), transfuziju krvi (p=0,120),
operacijske zahvate (p=0,570) i tetoviranje i piercing (p=0,540).
Kao znacajne prediktorske varijable izdvajaju se veterinari (u odnosu na
skupinu bez rizika) s prevalencijskim omjerom izgleda (POR) od 2,94 (95%
Cl=1,27-6,82), p=0,012 te starije dobne skupine s POR od 1,73 (95% CI=1,30-
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2,29), P<0,001, a kontrolirano na utjecaj ostalih varijabli u regresijskom
modelu.

Pretrazivanjem 264 uzorka seruma konja i 88 uzoraka seruma macaka
dobiveni su negativni rezultati dok su pretrazivanjem 308 seruma pasa u
jednog dokazana protutijela za HEV (seroprevalencija u pasa 0,3%). Obzirom
su molekularnim metodama poluceni negativni rezultati, istrazivanjem nije
dokazana niti jedna akutna HEV infekcija. Buduci je naden jedan pas pozitivan
na HEV protutijela, Cetvrtina preostalih uzoraka seruma pasa su pretrazeni na

HEV RNK pri ¢emu ista nije dokazana niti u jednom uzorku.
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8. SAZETAK

Infekcija virusom hepatitisa E (HEV) u novije doba predstavlja znacajan
javnozdravstveni problem. Stope seroprevalencije uvelike se razlikuju ovisno o
geografskoj regiji i skupini stanovnistva. Cilj ove studije bio je analizirati
seroprevalenciju HEV-a u izloZenoj (zanimanja povezana sa zivotinjama) i neizloZzenoj
populaciji te analizirati okoliSne Cimbenike rizika za HEV. U istrazivanje su bili ukljuceni
Sumarski radnici (N=93), lovci (N=74) i veterinari (N=151) koji su predstavljali izlozenu
populaciju. Opc¢a populacija (N=135) i trudnice (N=120) Cinile su kontrolnu skupinu.
Protutijela 1gG na HEV otkrivena su pomo¢u ELISA i potvrdena imunoblot testom.
Seroprevalencija HEV-a zna€ajno se razlikovala izmedu skupina: veterinari 15,2%,
lovci 14,9%, Sumarski radnici 6,5%, op¢a populacija 7,1%, trudnice 1,7%. UocCeno je
znacajno povecanje seropozitivnosti s dobi od 2,9% kod osoba mladih od 30 godina
do 23,5% kod osoba starijih od 60 godina. Sociodemografske karakteristike (spol,
stupanj obrazovanja, podrucje stanovanja, broj ¢lanova kucanstva), prehrambene
navike (konzumacija mesa divljaci, iznutrica, proizvoda od svinjskog mesa), uvjeti
okoliSa i stanovanja (opskrba pitkom vodom, vrsta odvodnje/kanalizacije, odlaganje
otpada, domace Zivotinje) nisu bili povezani sa seropozitivno$éu na HEV. Medutim,
pojedinci koji su prijavili posjedovanje ku¢nog ljubimca bili su ¢eSc¢e seropozitivni u

usporedbi s onima koji nisu imali ku¢ne ljubimce (12,5% prema 7,0%).
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9. SUMMARY

Hepatitis E virus (HEV) infection is a significant public health problem in recent
times. The seroprevalence rates differ greatly according to geographic region and
population group. The aim of this study was to analyze the seroprevalence of HEV in
exposed (animal-related professions) and non-exposed populations and to analyze the
environmental risk factors for HEV. The study included forestry workers (N=93),
hunters (N=74) and veterinarians (N=151) who represented the exposed population.
General population (N=135) and pregnant women (N=120) constituted the control
group. HEV IgG antibodies were detected using enzyme-linked immunosorbent assay
and confirmed by immunoblot test. The HEV seroprevalence differed significantly
between groups: veterinarians 15.2%, hunters 14.9%, forestry workers 6.5%, general
population 7.1%, pregnant women 1.7%. A significant increase in the seropositivity
with age was observed from 2.9% in individuals less than 30 years to 23.5% in those
older than 60 years. Sociodemographic characteristics (gender, educational level, area
of residents, number of household members), eating habits (game meat, offal, pork
products consumption), environmental and housing conditions (drinking water supply,
type of water drainage/sewer, waste disposal, domestic animals) were not associated
with the HEV seropositivity. However, individuals who reported a pet ownership were

more often seropositive compared who did not have pet animals (12.5% vs 7.0%).

Epidemiological and epizootiological characteristics of hepatitis E infection in

continental Croatia, Pavle Jeli¢i¢, 2023.
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