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Deskriptori: Hepatitis E — epidemiologija, virologija, dijagnoza, lije¢enje; Virus hepatitisa E — genetika, patogenost, imu-
nologija, izolacija; Virusna antitijela — imunologija, u krvi; Imunoglobulin G — u krvi; Imunoglobulin M — u
krvi; Virusna RNK — u krvi; Zoonoze — virologija, prijenos; Hrvatska — epidemiologija; Smjernice

Sazetak. Hepatitisu E pridaje se velika pozornost kao emergentnoj zoonozi koja se pojavljuje diljem svijeta. Klinicke slike
variraju od teskih fulminantnih oblika u nerazvijenim zemljama do blazih, dijagnosticki neprepoznatih hepatitisa u razvije-
nima. Sve se ¢e$ée opisuje kroniéni hepatitis E u osoba s transplantiranim solidnim organima i HIV-bolesti. Dijagnoza
hepatitisa E postavlja se odredivanjem protutijela anti-HEV-IgM 1 IgG uz potvrdni Western blot te dokazivanjem HEV
RNK. U Hrvatskoj je prvi slu¢aj autohtone bolesti dokazan 2012. godine uzrokovan HEV-om genotipa 3 (HEV-3). Prika-
zujemo suvremene spoznaje o hepatitisu E, nadopunjene vlastitim rezultatima testiranja u Klinici za infektivne bolesti u
Zagrebu te smjernice za dijagnostiku i lijeCenje imunokompetentnih i imunokompromitiranih osoba. Od 2011. do 2014.
godine HEV je testiran u 1107 bolesnika, a anti-HE V-protutijela imalo je njih 117 (10,6%). Akutna HE V-infekcija dijagno-
sticirana je u 25 (2,3%) bolesnika. S obzirom na utvrdenu prevalenciju protutijela, zaklju¢ujemo da HEV-dijagnostika treba
biti dio dijagnostickog panela za bolesnike s povisenim aminotransferazama.

Descriptors: Hepatitis E — epidemiology, virology, diagnosis, therapy; Hepatitis E virus — genetics, pathogenicity,
immnunology, isolation and purification; Antibodies, viral — immunology, blood; Immunoglobulin G — blood;
Immunoglobulin M — blood; RNA, viral — blood; Zoonoses — virology, transmission; Croatia — epidemiologys;
Practice guidelines as topic

Summary. Hepatitis E is attributed great attention as an emerging worldwide-distributed zoonosis. The clinical presenta-
tion varies from severe fulminant in underdeveloped to milder forms of diagnostically unrecognized hepatitis cases in
developed countries. Chronic hepatitis E is more often described in subjects with transplanted solid organs and HIV disease.
The diagnosis of hepatitis E is established by determination of anti-HEV IgM and IgG with Western blot confirmation and
detection of HEV RNA. In Croatia, the first case of indigenous disease caused by HEV genotype 3 (HEV-3) was detected
in 2012. In this paper we present current knowledge on hepatitis E supplemented by own results obtained at the University
Hospital for Infectious Diseases in Zagreb and guidelines for diagnosis and treatment of immunocompetent and immuno-
compromised individuals. In the period from 2011-2014, HEV was tested in 1107 patients, of whom 117 (10.6%) had anti-
HEV antibodies. Acute HEV infection was diagnosed in 25 (2.3%) patients. Considering the prevalence of antibodies we
can conclude that HEV diagnostics should be included in the diagnostic panel for patients with elevated aminotransferases.
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Hepatitis E se u Europi, pa tako i u Hrvatskoj, donedavno
smatrao samo uvezenom bolesti od koje su obolijevali put-
nici zarazeni tijekom boravka u podruc¢jima poznatim kao
hiperendemska za hepatitis E (HE). Suvremene spoznaje
pokazuju da se HE kao autohtona bolest pojavljuje diljem
svijeta, i u zemljama u razvoju i u razvijenim zemljama Eu-
rope, Sjeverne Amerike te u Japanu.”® Domicilna pojava
hepatitisa E potvrdena je u Hrvatskoj uz seroprevalenciju
od 10,7% medu bolesnicima s jetrenom lezijom.*!! U radu
se prikazuju suvremene spoznaje o hepatitisu E uz osvrt na
dijagnostiku i pojavnost u Hrvatskoj. Temeljem rezultata
rutinske dijagnostike hepatitisa E iz Klinike za infektivne
bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢“ u Zagrebu predlozene su
smjernice za dijagnostiku i lijeCenje.

Virus hepatitisa E (HEV)

Hepatitis E (HE) uzrokuje Orthohepevirus A."* Ideja o
postojanju novog ,,non-A, non-B* virusa kao uzro¢nika epi-
demijskih hepatitisa pojavila se 1980-ih godina.'*'* Otkric¢e

HEV-a primjer je spremnosti znanstvenika da se zrtvuje kako
bi ostvario cilj. Ruski virolog Mikhail Balayan bio je uklju-
¢en u istrazivanje epidemije hepatitisa na podrucju Afga-
nistana 1983. godine. Morao se hitno vratiti u Moskvu, ali
nije mogao osigurati potrebne uvjete za transport uzoraka
za daljnja istrazivanja. Jedini nacin kako da prenese virus
bio je da se zarazi sam i tako ga sauva. Popio je mjesavinu
jogurta i uzoraka stolica bolesnika i ¢ekao Sto ¢e se dogodi-
ti. Kada su se pojavili prvi simptomi bolesti, pretrazivao je

* Odjel za virusologiju, Klinika za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mi-
haljevi¢“, Zagreb (prim. dr. sc. Oktavija Pakovi¢ Rode, dr. med.), Hr-
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za virusne hepatitise Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske; Klini-
ka za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢*“, Medicinski fakultet
SveuciliSta u Zagrebu (prof. dr. sc. Adriana Vince, dr. med.)
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10000 Zagreb; e-mail: orode@bfm.hr

Primljeno 21. travnja 2016., prihvaceno 13. rujna 2016.

289



0. bakovi¢ Rode i sur. Hepatitis E u Hrvatskoj

Lije¢ Vjesn 2016; godiste 138

uzorke stolice elektronskim mikroskopom i vidio Cestice
koje su nalikovale na virus hepatitisa A (HAV). Buduci da je
odranije imao protutijela nakon preboljelog hepatitisa A,
znao je da se radi o novom virusu.'” Prva epidemija HEV-a
u Delhiju iz 1955./56. godine dokazana je kasnije retrospek-
tivnom analizom. !¢

HEV je neovijeni virus promjera 27 — 34 nm s pozitiv-
nom jednolan¢anom RNK veli¢ine 7,2 kb. Prema posljed-
njoj klasifikaciji, svrstava se u porodicu Hepeviridae i rod
Orthohepevirus unutar kojega se razlikuju 4 vrste: A, B, C i
D.'? Cetiri genotipa Orthohepevirusa A uzrokuju bolesti
ljudi i pokazuju razli¢it patogeni potencijal. Genotip 1
(HEV-1) i 2 (HEV-2) jesu humane vrste. Prisutnost HEV-1
u svinje istodobno zarazene s HEV-3 opisana je u Kambo-
dzi i izuzetno je rijetka, ali upu¢uje na mogu¢i rizik od me-
duvrsnog prijelaza.'’® HEV-1 je glavni uzro¢nik velikih epi-
demija u hiperendemskim podru¢jima zemalja u razvoju.
Genotipovi 3 (HEV-3) i 4 (HEV-4) imaju zoonotski poten-
cijal Sirenja. HEV-3 je rasprostranjen autohtono diljem Eu-
rope i Sjeverne Amerike, dok se HEV-4 nalazi rjede.>!*2!

Genom HEV-a odreden je 1991. godine i sastoji se od dva
kratka nekodiraju¢a podrucja koja okruzuju tri otvorena
okvira ¢itanja (ORF-1-3; engl. open reading frame). ORF-1
kodira nestrukturne proteine potrebne za replikaciju i obra-
du proteina (metiltransferaza, RNK-helikaza, RNK-polime-
raza ovisna o RNK i cistein proteaza) i sadrzava hipervari-
jabilnu regiju bez znatnije uloge u infektivnosti virusa.??
ORF-2 kodira kapsidne proteine i vazno je podrucje u izradi
cjepiva. ORF-3 kodira protein od 114 aminokiselina koji
ima funkcije u reguliranju stani¢nog okolisa. Virus se tesko
izdvaja u stani¢nim kulturama, §to otezava istrazivanja. Ve-
zanje kapside na stani¢nu povrsinu i ulazak HEV-a u stanicu
zbivaju se s pomocu heparan-sulfat proteoglikana, HSC70
(engl. heat shock cognate 70 kDa) te jo§ nedovoljno pozna-
tih specificnih receptora. U citoplazmi zapocinje proces
oslobadanja, prepisivanja i prevodenja RNK te stvaranja
novih viriona: pozitivni genom virusne RNK predlozak je
za translaciju nestrukturnih proteina ORF-1; sintetizira se
intermedijarni replikativni negativni lanac progenskoga vi-
rusnoga genoma kao predlozak za stvaranje pozitivnog
lanca RNK; kapsidni protein ORF-2 pakira gensku virusnu
RNK i sastavlja nove virione; ORF-3 osigurava transport
viriona i oslobadanje iz inficirane stanice.??*

Virus je relativno stabilan pa u vlaznoj i hipertoni¢noj
sredini moze ostati infektivan danima. HEV se inaktivira na
temperaturi iznad 70 °C, a na 56 °C stabilan je 30 minuta.”
Kuhanje mesa 1 minutu na 70 °C reducira koncentraciju in-
fektivnih viriona za 0,48 log, a zagrijavanje na 95 °C sma-
njuje ih za daljnjih 3,67 log.?

HEV je danas globalno naj¢es¢i uzro¢nik akutnih viru-
snih hepatitisa, posebno u zemljama u razvoju. Prema pro-
cjeni Svjetske zdravstvene organizacije, oko 20 milijuna
osoba na godinu zarazi se HEV-om, u vise od 3 milijuna
oboljelih razvije se akutna simptomatska bolest; od njih oko
57.000 umre nakon infekcije HEV-1. Epidemioloske i kli-
nicke prezentacije HE znatno se razlikuju prema geograf-
skoj rasprostranjenosti pojedinih virusnih genotipova.>*?’

Hepatitis E u zemljama u razvoju

U zemljama u razvoju hepatitis E se pojavljuje endemski,
a uzrokuju ga HEV-1 1 HEV-2. Prenosi se fekalno-oralnim
putem onecis¢enom vodom i kontaminiranom hranom.
HEV-1 dominira u juznoj i sredisnjoj Aziji, na Dalekom
istoku, u sjevernoj Africi i na Karibima, a HEV-2 se nalazi
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u Meksiku i zapadnoj Africi.'>'7? Prevalencija je najveca u
mladih odraslih osoba, posebno muskaraca u dobi od 15 do
30 godina. Infekcije nisu uobicajene u djece mlade od 10
godina, $to je razli¢ito od raSirenosti hepatitisa A koji u
zemljama u razvoju do desete godine Zivota preboli veéina
djece. Iznimka je Egipat gdje je seroprevalencija HEV-a
oko 80% pa obolijevaju i mlada djeca.?®* Asimptomatske
infekcije do deset su puta ¢eS¢e od simptomatskih. Rizik od
simptomatske bolesti raste s dobi iznad petnaeste godine
zivota. Osim sezonskih hidri¢nih epidemija, osobito u vrije-
me monsunskih kiSa, i u zemljama u razvoju tijekom cijele
godine biljeze se sporadi¢ne infekcije HEV-om izvor kojih
ostane nepoznat.

HEV-1 i HEV-2 Sire se samo izmedu ljudi. Dokazan je
vertikalni prijenos s majke na dijete, kao i prijenos transfu-
zijom krvi.** Nema dokaza da se HEV-1 i HEV-2 prenose
spolnim putem. Izravni prijenos s jedne osobe na drugu
smatra se mogucim, ali izuzetno rijetkim i dubioznim.*'*

Infekcija s HEV-1 u trudnoéi velik je rizik za majku i
plod. Teski oblik bolesti moze se razviti u 30% slucajeva uz
lo$ neonatalni ishod (pobacaj, prijevremeni porodaj, mrtvo-
rodence) te mortalitet od 10 do 25%. Mehanizmi koji dovo-
de do smrtnog ishoda kojemu prethode fulminantni hepati-
tis 1 opstetricke komplikacije, osobito jako krvarenje, nisu
poznati. Pretpostavlja se da bi razlozi mogli biti redukcija
ekspresije progesteronskih receptora, jacina viremije te sma-
njenje HEV-specifi¢nog odgovora limfocita T.?>33¢ Kom-
plikacije u trudno¢i koje bi se povezale s infekcijama s
HEV-3 ili HEV-4 nisu opisane.

Hepatitis E u razvijenim zemljama

Virusi HEV-3 i HEV-4 uzrokuju zoonoze i nalaze se u
brojnih zivotinjskih vrsta u kojih ne uzrokuju klinicki mani-
festne bolesti. Glavni nosioci HEV-3 su domace i divlje svi-
nje te jeleni i $koljkasi.>**37#! HEV-3 nalazi se diljem Euro-
pe, Amerike, Kine i Japana. HEV-4 dominira u Kini, Indiji i
Indoneziji, a sporadi¢no je dokazan u Europi, ¢eSce u Fran-
cuskoj te Njemackoj i Italiji.! U imunokompetentnih osoba
akutna se bolest rijetko dijagnosticira i obi¢no je blaga. Bo-
lest se najcesce registrira u muskih osoba u dobi iznad 50
godina premda nema znacajne razlike u obolijevanju izme-
du muskaraca i Zena.'*#?

HEV se prenosi putem probavnog sustava, a izvor infek-
cije 1 putovi prijenosa najceScée ostanu nepoznati. Virus je
stabilan na temperaturi od 60 °C pa se pretpostavlja da se
najvjerojatnije prenosi putem nedovoljno termicki obrade-
nog mesa i mesnih preradevina. Dokazan je prijenos HEV-3
kontaminiranim povréem i voc¢em (jagode).?*2644¢ Tzravni
kontakt sa zivotinjama donosi znatan rizik od HE, §to potvr-
duje veca ucestalost infekcija s HEV-3 u farmera i veteri-
nara.*”*® Nakon prolaza kroz probavni sustav razvija se vi-
remija. Tijekom nje mogu¢ je prijenos HEV-a putem krvi i
krvnih proizvoda, kao i transplantatima. Zbog niske preva-
lencije akutnih HE i blage klinicke slike u vecine bolesnika
zasada se ne preporucuje obavezno testiranje krvi i krvnih
pripravaka na HEV.*® Sve ¢esce se opisuju slucajevi HEV-
-infekcije u imunosuprimiranih bolesnika, posebno nakon
transplantacije solidnih organa te progresija u kroni¢nu bo-
lest'19,49—51

Klinicka slika hepatitisa E

HEV-infekcije treba razlikovati prema endemskim po-
dru¢jima i ucestalosti pojavljivanja. U visokoendemskim
podru¢jima gdje je najces¢i uzrocnik virusnih hepatitisa
HEV-1 klinicke manifestacije variraju od supklini¢kih do
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fulminantnih hepatitisa. Ve¢ina akutnih HE blaga je klinic-
kog tijeka i prolazi spontano. Simptomatska se bolest zabi-
ljezi u oko 20% bolesnika. Simptomi su srednje teski i op-
¢enito samoogranicavajuc¢i, no HEV-1 se povezuje s letali-
tetom od 0,5 do 4%. U simptomatskih bolesnika inkubacija
je prosjecno 40 dana (2 do 8 tjedana). Pocetni simptomi
obi¢no su nespecificni — malaksalost, gubitak apetita, mial-
gije, bol u abdomenu, vruéica, muénina i povraéanje. Tje-
dan-dva nakon pojave op¢ih simptoma moze se razviti Zuti-
ca uz taman urin i blijedu stolicu.>>* Viremija HEV-a je
prolazna — primarno se dogada u preikteri¢noj fazi i nestaje
brzo nakon prvih simptoma, osim ako bolest ne progredira
u kroni¢ni oblik. Izluéivanje virusa stolicom zapocinje ne-
koliko dana (prosje¢no 5 dana) prije pojave zutice i traje
oko 2 — 3 tjedna. Bolest obi¢no prolazi za jedan do Cetiri
tjedna.

U postavljanju dijagnoze indikativan je nalaz visokih vri-
jednosti serumskih aminotransferaza. U prodromalnoj fazi
aminotransferaze mogu biti i dvadeset puta viSe od normale,
a najvise vrijednosti dosezu za vrijeme zutice. Alkalna fos-
fataza i laktat dehidrogenaza obi¢no su u granicama nor-
malnih vrijednosti. U imunokompetentnih osoba amino-
transferaze se brzo normaliziraju. Teske klinicke manifesta-
cije s visokim letalitetom i komplikacijama u trudno¢i uzro-
kuje HEV-1 u hiperendemskim podru¢jima. U osoba s
prethodnom jetrenom bolesti moze se razviti fulminantni
hepatitis.>* Nije jasno moze li HEV uzrokovati rekurirajuce
infekcije. Reaktivacija HEV-a opisana je u hematoloskih
bolesnika nakon transplantacije kostane srzi. Koinfekcije
s drugim virusnim hepatitisima mogu pridonijeti razvoju
tezih klinickih oblika bolesti. Istodobna infekcija s dva
subgenotipa HEV-3 opisana je u transplantiranog bolesnika
u Francuskoj.”*”

HEV moze uzrokovati ekstrahepatalne manifestacije kao
$to su akutni pankreatitis (HEV-1) i neuroloske smetnje (en-
cefalitis, poliradikulopatija, Guillain-Barréov sindrom, bi-
lateralni brahijalni neuritis i proksimalna mijelopatija).®”>™
Ove su manifestacije rijetke i nalazu daljnja istrazivanja.

Dijagnoza hepatitisa E

Dijagnoza hepatitisa E u bolesnika s jetrenom lezijom
moze se postaviti odredivanjem protutijela anti-HEV-IgM i
IgG u serumu i odredivanjem HEV RNK u serumu, stolici i
biopti¢kim uzorcima jetre."’* Nakon infekcije HEV-om
tijekom inkubacije prije pojave simptoma razvijaju se pro-
tutijela anti-HEV-IgM, a ubrzo i IgG. Komercijalno do-
stupni testovi za odredivanje anti-HEV-IgM 1 IgG temelje
se na proteinima ORF-2/ORF-3 ili na rekombinantnim anti-
genima.®® Genotipski specifiéna protutijela u testovima su
krizno reaktivna, ali tipiziranje genotipova HEV-a sero-
loskim metodama nije moguce. Seroloski testovi koji se te-
melje samo na tipno specificnim antigenima ne pokrivaju
dijagnostiku svih genotipova pa rezultat moze biti lazno
negativan. Testovi imaju razli¢itu osjetljivost i specificnost
te nema optimalnog testa koji bi bio zlatni standard. Rezul-
tati epidemioloskih istrazivanja seroprevalencije i iz istih
podrucja mogu biti razli¢iti ovisno o vrsti upotrijebljenog
testa. 11,76-83

U seroloskoj dijagnostici vazna je pravilna interpretacija
rezultata. Za postavljanje dijagnoze potrebno je pratiti dina-
miku protutijela. U vrijeme pojave klinickih simptoma pro-
tutijela anti-HEV-IgM dosezu najvisu koncentraciju. Detek-
tabilna su oko 8 tjedana i nakon 32 tjedna u veéine se bole-
snika viSe ne mogu utvrditi. Dva tjedna nakon pocetka
bolesti oko 90% bolesnika s akutnim HE ima pozitivna

protutijela anti-HEV-IgM, a ubrzo se pojavljuju i anti-HEV-
-IgG. U manifestnoj bolesti obje klase protutijela pojavljuju
se gotovo istodobno.

Nakon pojave simptoma anti-HEV-IgG postupno rastu i
dosezu najvisi titar oko 4 tjedna kasnije. Protutijela anti-
-HEV-IgG mogu perzistirati dugo (od 1 do 14 godina) i po-
kazatelj su prosle infekcije. Moguénost reinfekcije HEV-a
ne moze se iskljuciti buduéi da nije poznato je li imunost
nakon preboljele bolesti dozivotna i jesu li protutijela pro-
tektivna. Protutijela se s vremenom gube.*

Odredivanje viremije vazno je u ranoj fazi akutne bolesti
i u kroni¢noj infekeiji. U imunokompetentnih bolesnika s
razvijenim simptomima hepatitisa protutijela su ve¢ prisut-
na i virus se ¢esto ne moze dokazati. Negativni nalaz HEV
RNK ne iskljucuje dijagnozu. Viremija moze biti slaba i ne-
detektabilna. Obicno se biljezi do deset dana nakon infek-
cije kada se virus pocinje izlucivati stolicom. Molekularna
dijagnostika nije standardizirana ni jednostavna i nalaze
visokospecijalizirane metode i iskusno osoblje. Vazan isko-
rak u racionalizaciji i dostupnosti bilo je prihvacanje mole-
kularne dijagnostike kao univerzalne za humane i animalne
uzorke te uzorke iz okolisa uz moguénost zajednicke upo-
rabe laboratorijskih metoda, posebno u zemljama s malim
brojem bolesnika.”

Molekularna je dijagnostika klju¢na za postavljanje di-
jagnoze kroni¢nog HE. Odredivanje HEV RNK posebno je
vazno za imunosuprimirane bolesnike, u kojih odgovor pro-
tutijela moze biti oslabljen i neadekvatan za postavljanje
dijagnoze.’*” Uz molekularnu dijagnostiku uvijek istodob-
no treba provesti i serolosku. Seroloska i molekularna di-
jagnostika jesu komplementarne i jedna metoda ne isklju-
Cuje drugu. U akutnom hepatitisu dijagnostiku HEV-a treba
raditi nakon Sto su iskljuceni uobi€ajeni uzro€nici virusnih
hepatitisa (HAV, HBV, HCV, EBV, CMV).

Materijali i metode

U razdoblju od 2011. do 2014. godine dijagnostika za he-
patitis E radena je u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran
Mihaljevi¢® u Zagrebu iz 1254 seruma za 1107 bolesnika s
jetrenom lezijom u diferencijalnodijagnostickoj obradi vi-
rusnih hepatitisa. Najve¢i broj uzoraka (85,7%) bio je za
ambulantne bolesnike koji nisu bili hospitalizirani. Svim
ispitanicima odredena su protutijela anti-HEV-IgM 1 IgG
imunoenzimskim testom (EIA, recomWell anti-HEV IgM/
1gG, Mikrogen, Njemacka). Svaki inicijalno pozitivni serum
u EIA-testu dodatno je testiran metodom Western blota
(WB, recomBlot anti-HEV IgM/IgG, Mikrogen, Njemac-
ka). Test WB potvrdni je test za anti-HEV-IgM i IgG. Protu-
tijela su definirana kao pozitivna ako su dokazana metodom
WB-a. Serumi s potvrdenim anti-HEV-IgM testirani su na
HEV RNK u Hrvatskome veterinarskom institutu (HVI) u
Zagrebu. Molekularna dijagnostika HEV-a u HVI radi se
dvjema metodama, kvantitativnim PCR-postupkom u stvar-
nom vremenu (QRT-PCR) uz prethodnu reverznu transkrip-
ciju’? kojom se dokazuje vrlo postojani odsje¢ak u ORF-
-3-regiji genoma i umrezenom lan¢anom reakcijom polime-
razom uz prethodnu reverznu transkripciju kojom se doka-
zuje prisutnost vrlo varijabilnog odsjecka genoma u ORF-1,
a koji je pogodan za daljnje sekvenciranje i utvrdivanje ge-
notipa HEV-a.%

Rezultati

U cetverogodi$njem razdoblju pozitivna protutijela anti-
-HEV dokazana metodom WB-a imalo je 117 (10,6%) bole-
snika. U testu EIA inicijalno pozitivha odnosno reaktiv-
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Tablica 1. Dijagnostika hepatitisa E od 2011. do 2014. godine za 1107
bolesnika

Table 1. Diagnosis of hepatitis E from 2011 to 2014 for 1107 patients

Anti-HEV Bolesnici / Patients %
N = 1107 bolesnika / patients n /N
EIA* IgM / 1gG**-pozitivno / positive 175 15,8%
WB* 1gM / IgG-pozitivno / positive 117 10,6%
WB IgM-pozitivno; IgG-negativno 14 1,3%
/ WB IgM positive; IgG negative

WB IgM-pozitivno; IgG-pozitivno 11 1,0%
/ WB IgM positive; IgG positive

WB IgM-negativno; IgG-pozitivno 92 8,3%
/ WB IgM negative; IgG positive

EIA IgM / 1gG-negativno / negative 932 84,2%
HEV RNK / RNA* 10 0,9%

* EIA, probirni imunoenzimski test / screening enzyme immunoassay; **I1gM
/1gG; 1gM ili 1gG / IgM or IgG; * WB, potvrdni test Western blota / confirma-
tory Western blot assay; * HEV RNK, viremija HEV / HEV RNA, HEV vire-
mia

Tablica 2. Rasprostranjenost bolesnika s pozitivnim protutijelima anti-
-HEYV po zupanijama u Hrvatskoj od 2011. do 2014. godine
Table 2. Distribution of patients with positive anti-HEV antibodies in
counties in Croatia from 2011-2014

Jupaniia Anti-HEV-IgG HEV-3
pan *WB-pozitivno #RNK-pozitivno
/ County . L
/ positive / positive
Zagrebacka / Zagreb County 21 3
Grad Zagreb / City of Zagreb 53 3
Bjelovarsko-bilogorska 12
/ Bjelovar Bilogora
Brodsko-posavska ] 3
/ Brod Posavina
Sisacko-moslavacka 4
/ Sisak Moslavina
Pozesko-slavonska 3
/ Pozega Slavonia
Krapinsko-zagorska 3 1
/ Krapina Zagorje
Karlovacka / Karlovac 3
Viroviticko-podravska 1
/ Virovitica Podravina
Osjecko-baranjska 1
/ Osijek Baranja
Vukovarsko-srijemska 1
/ Vukovar Srijem
Dubrovacko-neretvanska 2 . "
/ Dubrovnik Neretva (+ Liz/from 2010.)* (1iz/from 2010.)
Istarska / Istria 3
Splitsko-dalmatinska 1
/ Split Dalmatia
Sibensko-kninska / Sibenik Knin 1

* retrospektivno je u arhiviranom uzorku iz 2010. g. dokazana infekcija s
HEV-3 u bolesnika iz Dubrovnika / retrospectively confirmed HEV-3 infec-
tion from archived sample from the year 2010 in the patient from Dubrovnik;
# WB, Western blot = potvrdni test za dokaz protutijela / confirmatory anti-
body assay,; " RNK, dokaz HEV-3 / HEV-3 confirmation

na anti-HEV-protutijela nadena su u 175 (15,8%) od 1107
testiranih bolesnika (tablica 1.). Reaktivni anti-HEV u
EIA-testu imalo je 98 Zena i 77 muskaraca u dobi od 16 do
90 godina (medijan 50 godina). Nalaz anti-HEV nije potvr-
den u 58 od 175 (33,1%) bolesnika, $to je definirano kao
negativan, odnosno lazno pozitivan rezultat. Pozitivna pro-
tutijela anti-HEV-IgM, kao pokazatelj moguce akutne in-
fekeije, imalo je 25 (2,3%) bolesnika — 14 je imalo poziti-
van samo IgM, a 11 istodobno IgM i IgG. Serumi s pozitiv-
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nim anti-HEV-IgM testirani su na HEV RNK. Pozitivan
nalaz HEV RNK imalo je 10 bolesnika (tablica 1.). Svi bo-
lesnici s dokazanom viremijom imali su jasan seroloski od-
govor na akutnu infekciju. Bolesnici s dokazanom akutnom
HEV-infekcijom u obradenom razdoblju nisu bili hospitali-
zirani, $to upuéuje na blagu klini¢ku prezentaciju bolesti. U
2012. godini autohtoni HEV-3 dokazan je u pet bolesnika,
2013. u tri te 2014. godine u dva bolesnika. Raspodjela bo-
lesnika s pozitivnim protutijelima anti-HEV prema prebiva-
listu prikazana je u tablici 2.

Rasprava

U Hrvatskoj je hepatitis E bolest koja je u sustavu ob-
veznog prijavljivanja zaraznih bolesti od 1994. godine.’
Prvi slucajevi hepatitisa E opisani su 2002. godine u dva
bolesnika nakon povratka iz Indije.** Do 2011. g. prijavlji-
vao se jedan do dva importirana slu¢aja na godinu.’ Pocet-
kom 2012. godine na Odjelu za virusologiju Klinike za in-
fektivne bolesti u Zagrebu, gdje se rutinski radi seroloska
dijagnostika HE, u kratkom razmaku uoceno je nekoliko
bolesnika koji su prema nalazima protutijela anti-HEV-IgM
i IgG imali kriterije za akutni hepatitis E, a nisu imali epide-
mioloski podatak o putovanju u hiperendemska podrucja.'!
Tijekom 2009. 1 2010. g. u Hrvatskome veterinarskom insti-
tutu (HVI) provedeno je istrazivanje HEV-a na velikom
broju Zivotinja — domacoj svinji (Sus scrofa domestica),
divljoj svinji (Sus scrofa L.), govedu (Bos taurus), sti (Ca-
preolus capreolus), jelenu (Cervus elaphus), muflonu (Ovis
musimon), kuni (Martes martes), tvoru (Mustela putorius
Linnaeus), lisici (Vulpes vulpes), kokosi (Gallus gallus do-
mesticus), dagnjama (Mytilus galloprovincialis), kameni-
cama (Ostrea edulis). Seroprevalencija HEV-a na svinjo-
gojskim farmama jako je visoka (do 91,7%). Prisutnost au-
tohtonog HEV-genotipa 3 (HEV-3) bila je dokazana u do-
macih (do 75% ispitanih tovljenika) i divljih svinja (28,6
— 31,3%).3%4 Uspostavljena je suradnja s HVI za mole-
kularnu dijagnostiku HEV-a u ljudi i dokazan autohtoni
HEV-3, Orthohepevirus A genotipa 3, u bolesnika s akut-
nim hepatitisom E. Filogenetskom analizom sojeva HEV-a
izdvojenih iz ljudi te domacih i divljih svinja nadena je
visoka genska podudarnost koja u nekih izolata iznosi i
100%, $to upucuje na meduvrsni prijenos virusa ili zajed-
nicki izvor infekcije.

Podaci o klini¢kim manifestacijama HE veinom su re-
zultat istrazivanja hidri¢nih epidemija iz hiperendemskih
podrucja gdje prevladava HEV-1 te posljednjih desetljeca iz
opisa autohtonih slucajeva iz Europe, Sjeverne Amerike,
Novog Zelanda i Japana gdje prevladava HEV-3. Nove spo-
znaje o sposobnosti HEV-3 da prijede u kroni¢ni oblik bole-
sti u imunosuprimiranih, posebno transplantiranih, bolesni-
ka postavljaju HE kao javnozdravstveni problem >3558

U neendemskim podru¢jima HE koji uzrokuju HEV-3 i
HEV-4 ne razlikuje se bitno od glavnih klinickih manifesta-
cija u infekciji HEV-1. Infekcije HEV-3 pojavljuju se spo-
radi¢no uz blagi klinicki tijek, ¢esto bez simptoma. U trud-
nica nisu poznate komplikacije kao ni fulminantni tijek bo-
lesti.23,26,42

Dok je u vecine bolesnika bolest blaga i samoograni¢ava-
juca, u imunosuprimiranih bolesnika infekcija s HEV-3
moze perzistirati. Ako je viremija prisutna dulje od 6 mjese-
ci, bolest se definira kao kroni¢ni hepatitis E.** Posebno
rizi¢ne skupine za progresiju u kroni¢ni HE jesu bolesnici
nakon transplantacije solidnih organa pod imunosupresiv-
nom terapijom, hematoloski bolesnici te osobe zaraZene
HIV-om s niskom razinom CD4+ limfocita T. Za razliku od
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Dijagnostika hepatitisa E u imunokompetentnih osoba
/ Diagnosis of hepatitis E in immunocompetent subjects

’ Anti-HEV-IgM ‘ ’ Anti-HEV-1gG ‘
Anti-HEV-IgM — Anti-HEV-IgM + Anti-HEV-IgG — Anti-HEV-IgG +
’ IgM -/ IgG — ‘ ’ IgM -/ 1gG + ‘ ‘ ’ IgM -/ IgG — ‘ ’ IgM +/1gG — ‘ ‘
Potvrdno testiranje WB-om Potvrdno testiranje WB-om
/ Confirmatory testing WB / Confirmatory testing WB
Negativan Negativan
hepatitis E hepatitis E
/ Hepatitis E ’ WB IgM + ‘ ’ WB IgM — ‘ / Hepatitis E ’ WB IgG + ‘ ’ WB IgG -
negative I I negative
Suspektna akutna Nespecificni Suspektna akutna Nespecifiéni
infekcija HEV-om IgM infekcija HEV-om 19G
/ Possible acute / Unspecific / Possible acute / Unspecific
HEV infection IgM HEV infection IgG
Testirati IgG u Testirati IgG u
parnom serumu Testirati IgM/IgG u parnom serumu parnom serumu
/19G testing in HEV / 1gM/IgG testing in paired serum HEV /1gG testing in
paired serum RNK RNK paired serum
/HEV /HEV
RNA RNA
[ [
Titar IgG Znacajan HEV " HEV Znacajan Titar IgG
bez : RNK + Serokonverzija IgG RNK + ; bez
cZ porast titra ) porast titra €Z
Znacla]ne IgG /HEV / |gG seroconversion /HEV IgG znaclajne
" gé"ﬁge / Significant RNA+ RNA+ / Significant ; E(Zs“bi?re
with no 1gG titre 19G titre with no
changes raise raise changes
Prosla Prosla
infekcij infekcij
Hevao Akutni hepatitis E Hevoa
/ Past / Acute hepatitis E / Past
HEV HEV
infection infection

Slika 1. Smjernice za dijagnostiku hepatitisa E u imunokompetentnih bolesnika
Figure 1 Hepatitis E diagnostic guidelines for immunocompetent patients

HEV-3 virusi HEV-1 i HEV-2 nisu potvrdeni kao uzro¢nici
kroni¢nog hepatitisa.**30-5-62

Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak kroni¢nog HE jesu oste-
¢enje imunosnog sustava u uznapredovaloj fazi imunodefi-
cijencije 1 snizeni broj CD2+, CD3+ i CD4+ limfocita T.
Kroni¢ni HE najcescée je asimptomatski uz blago povisene
jetrene enzime. Medutim, dugotrajna je prognoza losa. Pro-
gresija kroni¢nog HE u jetrenu fibrozu i cirozu te dekom-
penzaciju moze zavrsiti letalno. Veéi rizik od loseg ishoda
bolesti uz mortalitet do 70% imaju osobe s prethodnim kro-
ni¢nim hepatitisom, a progresiji HEV-a pridonosi i konzu-
macija alkohola.'->0-36-58:60.63

Ucestalost HE u osoba zarazenih HIV-om s ocuvanim
brojem CD4+ limfocita T ne razlikuje se znatno od ucesta-
losti u opéoj populaciji.®**+7 ZabiljeZena je veca prevalen-
cija HE u muskaraca koji imaju spolne odnose s drugim
muskarcima, premda spolni put prijenosa nije dokazan.*®%
Seroloskim testiranjem 88 osoba zarazenih HIV-om u Hr-
vatskoj dokazana protutijela anti-HEV-IgG imao je samo
jedan (1,1%) ispitanik. U HIV-bolesnika s infekcijama
EBV-om, CMV-om i sifilisom uoc¢en je problem lazno pozi-
tivnih odgovora anti-HEV u testu EIA koji nisu potvrdeni

testom WB-a."' Stoga je nuzno testiranje u dva koraka, pro-
birnim i potvrdnim testovima.

Svi bolesnici s dokazanim hepatitisom E u Hrvatskoj
imali su blag klini¢ki tijek bolesti'® (usmeno priopcenje dr.
Nenada Pandaka). Retrospektivnom analizom arhiviranog
uzorka iz 2010. godine bolesnika iz Dubrovnika (usmeno
priopéenje dr. Ljiljane Betica Radi¢) koji nije putovao u hi-
perendemska podrucja, dokazan je akutni hepatitis E — po-
zitivna protutijela anti-HEV-IgM 1 IgG te HEV RNK. Izvor
infekcije je nepoznat, ali upuéuje na prisutnost HEV-a u
Hrvatskoj i prije 2012. godine. Autohtoni hepatitisi E za-
biljezeni su u svim Zupanijama osim u Zadarsko-kninskoj
(tablica 1.). U pilot-studiji odabranih ispitanika iz Klinicke
psihijatrijske bolnice Vrapée utvrdena je prevalencija anti-
-HEV-1gG u 1/37 (2,7%) zdravstvenih radnika; 3/49 (6,1%)
intravenskih korisnika droga; 5/56 (8,9%) alkoholicara;
0/37 osoba s visokorizi¢nim spolnim ponasanjem; 3/35
(8,6%) osoba s posttraumatskim stresnim sindromom nakon
rata.”

U Hrvatskoj je u svih bolesnika dokazan HEV-3. O izvo-
rima i putovima prijenosa moze se samo nagadati kao i u
ostalim europskim zemljama. Visoka ucestalost HEV-a

293



0. bakovi¢ Rode i sur. Hepatitis E u Hrvatskoj

Lije¢ Vjesn 2016; godiste 138

Dijagnostika hepatitisa E u imunosuprimiranih bolesnika
/ Diagnosis of hepatitis E in immunosuppressed patients

|

Anti-HEV-IgM*

Anti-HEV-IgG*

HEV RNK/HEV RNA

Anti-HEV-IgM — ‘ ’ Anti-HEV-IgM + ‘ ’ Anti-HEV-IgG — ‘

’ Anti-HEV-IgG + ‘

| |

|

Potvrdno testiranje WB-om
/ Confirmatory testing WB

WB IgM +

Testirati IgM/IgG u
parnom serumu*

IgM +/1gG —

Suspektna akutna
infekcija HEV-om
/ Possible acute
HEV infection

Potvrdno testiranje WB-om
/ Confirmatory testing WB

WB IgG +

Testirati IgG u
parnom serumu*

(kinetika protutijela (kinetika protutijela
moze izostati) moze izostati)
/ 1gM/IgG testing HEV RNK /1gG testing
in paired serum* /HEV RNA in paired serum*
(antibody kinetic might (antibody kinetic might
be absent) be absent)
HEV RNK — HEV RNK +
/HEV RNA - /HEV RNA +

[

[

Testirati IgM/IgG
u parnom serumu*
/1gW/IgG testing in

paired serum*

Akutni hepatitis E
/ Acute hepatitis E

l

Terapija hepatitisa E za imunosuprimirane bolesnike: smanjenje imunosupresije (ako je moguée)
Ribavirin
Pegilirani interferon [1]
/ Treatment of hepatitis E for immunosuppressed patients: reduction of immunosuppression (if possible)
Ribavirin
Pegylated interferon [1]

(*Anti-HEV-IgM i 1IgG mogu se odredivati kao za imunokompetentne bolesnike (slika 1.) uz ispravnu interpretaciju nalaza s obzirom na imunosupresiju i utjecaj terapije
transfuzijskim preparatima. / Anti-HEV IgM and IgG might be detected as in immunocompetent patients (fig. 1) with properly results interpretation according to immu-

nosuppression and the impact of blood transfusion therapy.)

Slika 2. Smjernice za dijagnostiku i lijecenje hepatitisa E u imunosuprimiranih bolesnika
Figure 2. Guidelines for the diagnosis and treatment of hepatitis E in immunosuppressed patients

medu divljim i domac¢im svinjama te jelenima mogudéi je
rizik od infekcije, a ne moZe se zanemariti ni znacenje uve-
zenih svinja, posebno ako se konzumira sirovo i nedovoljno
termicki obradeno meso.***#! Dosadasnja istrazivanja potvr-
duju prisutnost HEV-3 u Hrvatskoj i upucuju na potrebu
ukljucivanja hepatitisa E u dijagnosticki algoritam virusnih
hepatitisa. Stoga predlazemo smjernice za dijagnostiku i
lijeCenje hepatitisa E u imunokompetentnih i imunosupri-
miranih bolesnika (slike 1.1 2.).

Nalaz anti-HEV-IgM kao jedini pozitivni parametar nije
siguran dokaz akutnog HE zbog mogucih nespecifi¢nih
reakcija u testovima.''$885 Dijagnosticki izazov je krizni
odgovor protutijela na druge hepatotropne viruse kao §to su
Epstein-Barrin virus (EBV), citomegalovirus (CMV) ili
HAV, §to smo objavili i u svojim rezultatima.'#% U akut-
nom HE biljezi se niska korelacija nalaza HEV RNK i anti-
-HEV-IgM, §to moze biti problem. HEV RNK je pozitivna
u svega 13% uzoraka s pozitivnim nalazom IgM i potvr-
denom akutnom infekcijom. Da bi se potvrdila akutna
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HEV-infekcija, obavezno valja testirati parne serume koji
su uzeti u razmaku od 1 do 2 tjedna i pratiti dinamiku stva-
ranja anti-HEV-IgG. Svaki pozitivni nalaz primarnog testi-
ranja potrebno je potvrditi metodom Western blota (WB).¥
Testovi WB-a temelje se na prikazu protutijela usmjerenih
prema specificnim antigenima ¢ime se uklanjaju nespecific-
ne reakcije i osigurava veéa specificnost. U serumima s po-
zitivnim anti-HEV-IgM trebalo bi pokusati dokazati HEV
RNK. Medu nasim ispitanicima 10 od 25 bolesnika s akut-
nim HE imalo je dokazanu HEV RNK. Za definiranje zna-
¢enja IgM i dijagnozu akutne infekcije potrebno je u novom
serumu dokazati serokonverziju ili znacajan porast titra
IgG, posebno ako je nalaz HEV RNK negativan. Znacenje
HEV RNK, kao i anti-HEV-IgM i IgG treba evaluirati
prema trajanju bolesti i imunosnom statusu bolesnika. Za
optimalno utvrdivanje etiologije hepatitisa E nuzno je kom-
biniranje razli¢itih mikrobioloskih metoda.

LijeCenje akutnog hepatitisa E u imunokompetentnih
osoba je simptomatsko buduéi da spontano dolazi do izlje-
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¢enja. Ako se razviju teski oblici bolesti, lijeCenje se pro-
vodi ribavirinom. U lije¢enju se moze rabiti i pegilirani in-
terferon alfa.!»>25770% Kroni¢ne infekcije u imunosuprimi-
ranih bolesnika obavezno treba lijeciti. Lije¢enje primarno
zapocCinje snizenjem razine imunosupresije ako je moguce,
$to je u vecine bolesnika dovoljno za supresiju viremije.
Antivirusna terapija kronicnog HE provodi se ribavirinom
(600 — 1000 mg na dan) tijekom 3 mjeseca.

Cjepivo protiv HEV-1 (Hecolin®) pripravljeno je 2012.
godine u Kini. Cini se da ono nije genotipski specificno bu-
du¢i da se pokazala uc¢inkovitost protiv HEV-4, §to upucuje
na mogucu kriznu zastitu protiv razli¢itih genotipova. Cje-
pivo nije licencirano u Europi i Americi.”"**

Prevencija HE na putovanjima u hiperendemska podruc-
ja ukljucuje stroge higijenske mjere, posebno pri konzuma-
ciji hrane i pi¢a. Preporucuju se prokuhavanje vode za pice
i mjere osobne higijene. Treba izbjegavati konzumaciju
sirovog ili nedovoljno termic¢ki obradenog mesa, posebno
svinjskog i Skoljaka. Vazna je higijena ruku zbog izluci-
vanja virusa stolicom. Ve¢ina bolesti prolazi brzo i Cesto se
otkrije samo slucajno.

Zakljucak

Hepatitis E je dokazana autohtona zoonoza u Hrvatskoj
koju uzrokuje Orthohepevirus A genotipa 3 (HEV-3). Iz-
dvojeni sojevi u zivotinja i ljudi genski su bliski. Seropre-
valencija HEV-a u bolesnika s oStecenjem jetre je 11%, a
pokazatelje akutne bolesti imalo je 2,3% ispitanika. Zbog
blage klinicke slike i samoogranicavajuceg tijeka akutne in-
fekcije vecina bolesnika ostane nedijagnosticirana ili po-
gresno dijagnosticirana kao toksi¢no oStecenje jetre. Zbog
mogucénosti kroni¢nog tijeka i komplikacija vazno je prepo-
znati HEV-infekciju u bolesnika s transplantiranim organi-
ma, ¢iji broj u Hrvatskoj zbog uspjesnoga transplantacij-
skog programa kontinuirano raste. Primjena predlozenih
smjernica rijesit ¢e brojne diferencijalnodijagnosticke dvoj-
be te pokazati je li hepatitis E doista emergentna bolest u
Hrvatskoj.
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