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Uvod

Znanstveni ¢lanak

Svrha ovog rada bila je odrediti seroprevalenciju IgG protutijela na flaviviruse,
virus krpeljnog meningoencefalitisa (KMEV), West Nile virus (WNV) i dengue
virus (DENV) u sjeverozapadnom dijelu Hrvatske. Tristo uzoraka seruma
dragovoljnih darivatelja krvi skupljeno je 1997.12007. godine u Medimurskoj
zupaniji, znanom endemskom podruéju za KME. Prisutnost IgG protutijela
odredivana je za KMEV, WNV i DENV ELISA metodom, a pozitivni rezultati
potvrdeni su testom indirektne imunofluorescencije koriste¢i Flavivirus
Biochip tehniku. Godine 1997. od 300 uzoraka seruma, 9 (3 %) bilo je pozitivno
na KMEV. U 2007. godini od 300 uzoraka seruma iz istog podrué¢ja, na KMEV
bilo je pozitivno 48 (16 %), 1 (0,3 %) na WNV i niti jedan na DENV. Nasi podaci
dokumentiraju porast seroprevalencije na KMEV populacije sjeverozapadne
Hrvatske, a §to je najverojatnije rezultat ucestalijeg cijepljenja protiv KMEV i
takoder prisutnosti ranije infekcije s WNV, §to potvrduje eksponiranost WNV
zdrave populacije u sjeverpozapadnoj Hrvatskoj. DENV moze biti importiran
ljudima koji dolaze iz ili su posjec¢ivali endemska podrucja. Rezultati ove studi-
je mogu biti od pomo¢i javnom zdravstvu u odabiru i planiranju odgovarajuéih
mjera intervencijske i preventivne strategije.

Flaviviruses in the north-west Croatia
Scientific paper

The aim of this study was to assess the seroprevalence of IgG antibodies to fla-
viviruses, tick-borne encephalitis virus (TBEV), West Nile virus (WNV), and
Dengue virus (DENV) in the north-western part of Croatia. Three hunderd sam-
ples of sera were obtained from blood donors in 1997 and again in 2007 in the
Medimurje County, a known endemic region for TBE in the north-western part
of Croatia. The presence of IgG antibodies was assessed for TBEV, WNV, and
DENYV by ELISA and for confirmation of positive results by indirect immuno-
fluorescence using Flavivirus Biochips. In 1997, out of 300 sera, 9 (3 %) were
positive to TBEV. In 2007 we found 48 (16 %) positive sera for TBEV, 1 (0.3 %)
for WNV and none for DENV. Our data have documented an increase in TBEV
seroprevalence among the population of northwestern Croatia, which is proba-
bly the result of a more frequent vaccination against TBEV and also the pres-
ence of definitive past WNV infection in Croatia, confirmed by decumented ex-
posure of the healthy population to WNV. Dengue fever can be imported by peo-
ple coming from or visiting an endemic area. The results of this study will help
public health authorities to determine and plan appropriate intervention and pre-
vention strategies.

jednostrukom RNA pozitivnog polariteta, duljine 11.000
— 12.000 nukleotida. Ovaj rod tvori sedamdesetak virusa

Vektorima prenosivi flavivirusi su s medicinskog as-
pekta najznacajniji arbovirusi u Europi i Aziji. Dosa-
dasnjim istrazivanjima utvrdeno je vise od 500 arbovirusa
[1], koji kao emergentni ili re-emergentni uzro¢nici mogu
predstavljati stalnu opasnost za ljude i zivotinje [2]. Rod
Flavivirus ¢lan je obitelji Flaviviridae i sadrzi ovojnicu s
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koji se prenose ili krpeljima (tick-born grupa) ili komarci-
ma (mosquito-born grupa) ili su svrstani u grupu bez vek-
tora [3]. Brojne epidemije izazvane arbovirusima zadnjih
desetlje¢a ukazuju na znacajnost arbovirusa za medicin-
sku i veterinarsku medicinu. Ove se epidemije javljaju
globalno i nisu ogranicene samo na tropska podrucja ili na
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zemlje u razvoju, jer i ljudi i robe u bilo koji dio svijeta
stignu u dan ili dva. U Europi, flavivirusi s najvaznijim
medicinskim zna¢enjem, svakako su virus krpeljnog me-
ningoencefalitisa (KMEV) (grupa koju prenose krpelji) i
virus Zapadnog Nila (WNV, od engl. West Nile virus) (gru-
pa koju prenose komarci) [4, 5].

Neki autori povezuju povecani znacaj arbovirusa s kli-
matskim promjenama, pove¢anom urbanizacijom i po-
vecanim putovanjem [6]. Krpeljni meningoencefalitis
(KME) je endemican u mnogim zemljama Europe i Azije.
U nekim zemljama je u zadnjem desetljecu zapaZzen porast
broja bolesnika s KME, posebno u Ceskoj, Njemackoj,
Svicarskoj i Sloveniji [7]. U Hrvatskoj se zadnjih desetak
godina prosje¢no prijavi 27,5 (raspon 11-44) slucajeva
KME godisnje [7] (Tablica 1).

U zadnjem desetlje¢u opisano je nekoliko epidemija i
epizootija WNV infekcije s visokim mortalitetom u hu-
manoj i animalnoj populaciji i to 1996. godine u Ru-
munjskoj [8], 1999. godine u NewYorku, SAD [9] i u
Madarskoj 2008. godine [10]. Noviji podaci govore o pr-
voj opisanoj epidemiji WNV infekcije u Grckoj s vise
stotina oboljelih [11,12].

Jos§ jedan flavivirus koji je zapazen i u Europi je Usutu
virus, koji je izvorno izoliran u komaraca u Africi. Godine
2001. otkriven je i izvan Afrike i to kao uzro¢nik epizooti-

je u ptica (kosova) u Austriji [13]. Od tada se Usutu virus
moze naci u pojedinim dijelovima Austrije i Madarske, $to
govori za mogucu enzootiju. U 2010. godini dva su bole-
snika umrla od infekcije Usutu virusom u Italiji, a iste go-
dine Usutu virus prvi puta je izoliran i u komaraca u dolini
rijeke Rajne u Njemackoj [14, 15]. Usutu virus prenose ko-
marci i seroloski je vrlo slican WNV. Obzirom na blisku
antigenicnost s WNV, ELISA test za IgG protutijela na
WNV takoder otkriva i IgG protutijela na Usutu virus.

Hrvatska je srednjoeuropska i mediteranska zemlja te
su stoga prisutne srednjoeuropske endemske bolesti u kon-
tinentalnom dijelu, a mediteranske endemske bolesti u pri-
obalnom dijelu zemlje. S enormnim porastom prometa di-
ljem svijeta, uz robu i putnike prenose se razli¢iti uzro¢nici
i vektori, pa su tako registrirane importirane, neendemske
bolesti za taj dio Europe, npr. denga hemoragijska vru¢ica
u Hrvatskoj [16], chikungunya vruéica i WNV infekcija u
Italiji [17]. Hrvatska je popularno turisticko odrediste turi-
sta iz razli¢itih dijelova svijeta. Rute ptica selica iz Europe
u Afriku i natrag prolaze preko Hrvatske, §to omogucuje
unos i prijenos raznih uzroénika koji se prenose artropodi-
ma, a koji nisu prisutni u Hrvatskoj. U 2010. godini opisan
je prvi humani slucaj denga vrucice akviriran u Hrvatskoj
u jednog turista iz Njemacke, koji se vratio s odmora u
Hrvatskoj [18], a nakon toga je detaljnijom epidemi-
oloskom obradom nadena jo$ jedna bolesnica s auto-

Tablica 1. Slucajevi KME u Hrvatskoj i Medimurskoj zupaniji od 1997. —2010. godine
Table 1. TBE cases in Croatia and Medimurje County in the period 1997-2010

Broj sluc¢ajeva KME/Number of TBE cases
Hrvatska/Croatia Medimurska zupanija/Medimurje County
(4,290.612 stanovnika/inhabitants)* (114,435 stanovnika/inhabitants)*
1997 25 6
1998 24 3
1999 26 5
2000 18 8
2001 27 1
2002 30 2
2003 36 3
2004 38 9
2005 28 8
2006 20 2
2007 11 4
2008 20 1
2009 44 1
2010 36 3

(Izvor: Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Epidemiologija / Source: Croatian National Institute of Public Health, Epidemiology unit)

*Popis stanovnistva 2011. godine / Census 2011.

KME — krpeljni meningoencefalitis / TBE — Tick-borne encephalitis
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htonom denga vru¢icom [19]. Iste 2010. godine, utvrdeni
su prvi autohtoni slu¢ajevi humane denga vrucice u juznoj
Francuskoj, to¢nije u Nici [20].

Zbog antigenih karakteristika grupe flavivirusa i
posljedi¢nih kriznih reakcija u odnosu na pojedine ¢lanove
te grupe, u interpretaciji serologije na pojedine flaviviruse
potrebno je uciniti seroloske testove na sve ¢lanove ove
grupe virusa koji su prisutni u odredenom lokalitetu. U
svrhu istrazivanja flavivirusa u sjeverozapadnoj Hrvat-
skoj, proveli smo seroepidemiolosko istrazivanje anali-
zirajudi prisustvo IgG protutijela na KMEV, WNV i virus
denge (DENV) u dragovoljnih davatelja krvi u Medi-
murskoj zupaniji, sjeverozapadnom dijelu Hrvatske.
Takoder smo usporedili rezultate seroprevalencije KMEV
2007. godine s rezultatima serologije na KMEV provede-
nim na istom podrucju 1997. godine u sklopu drugog is-
trazivanja [21].

Ispitanici i metode

Tijekom 1997. godine skupljeno je 300 uzoraka seru-
ma dobrovoljnih davatelja krvi na transfuziji Zupanijske
bolnice Cakovec i pohranjeno u ledenicu do transporta u
laboratorij. Serumi su bili iz grupe uzoraka iz istrazivanja
provedenih 1997. godine [21].

U djelatnosti za transfuzijsku medicinu Zupanijske
bolnice Cakovec 2007. godine skupljeno je 300 seruma
dobrovoljnih davatelja krvi i pohranjeno u ledenicu do
transporta u laboratorij. Sudionici ove studije bili su zdra-
ve odrasle osobe iz op¢e populacije dobnog raspona 18-70
godina, jednakog postotka oba spola i razli¢itih zanimanja.
Uzorci seruma uzeti su kod dolaska u djelatnost za trans-
fuzijsku medicinu tijekom rutinske akcije prikupljanja
krvi. Svi su sudionici potpisali informirani pristanak za te-
stiranje njihove krvi na uzro¢nike koje prenose ¢lanko-
noici. Eticko povjerenstvo Zupanijske bolnice Cakovec
dalo je suglasnost za ovo istrazivanje.

Tijekom 1997. godine 300 seruma testirano je testom
ELISA (Enzygnost, DADE-Behring, Marburg, Njemacka)
na prisutnost IgM 1 IgG specifi¢nih protutijela na KMEV
[21].

Godine 2007. godine 300 seruma testirano je na speci-
ficna IgG protutijela na KMEV i WNV testom ELISA
(EUROIMMUN, Liibeck, Njemacka). Reaktivni serumi u
jednom od tri testa ELISA, potvrdeni su testom indirektne
imunoflurescencije koriste¢i Flavivirus Biochip I (EU-
ROIMMUN, Liibeck, Njemacka). Cetverostruki ili visi
titar protutijela na flaviviruse oznacen je kao specifican.

Svi su serumi takoder testirani testom Dengue-IgG
ELISA (EUROIMMUN, Liibeck, Njemacka), a kao anti-
gen koriSten je virus denge tip 2. Svi reaktivni serumi
potvrdeni su testom Dengue-Biochip (Euroimmun). Seru-
mi urazrjedenju 1:10 testirani su u Biochipu na specifi¢na
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protutijela virusa denge serotipa 1-4. Koristen je test indi-
rektne imunofluorescencije prema uputama proizvodaca,
a svi serumi titra 10 i viSe smatraju se pozitivni.

Rezultati

Testiranjem 300 seruma tijekom 1997. godine nadeno
je devet (3 %) pozitivnih na IgG specifi¢na protutijela na
KMEV. Nazalost, isti serumi nisu vise dostupni za testira-
njena WNV i DENV.

Od 300 seruma skupljenih 2007. godine iz istog pod-
rucja Hrvatske, nadeno je 48 (16 %) pozitivnih na IgG
specifi¢na protutijela na KMEV. Svi pozitivni serumi, os-
im jednog, imali su Cetverostruki ili visi titar na KMEV u
odnosu na ostale flaviviruse. Jedan serum (0,3 %) bio je
jako pozitivan na WNV protutijela, a negativan na KMEV
i DENV protutijela. Taj je serum oznaéen kao WNV-IgG
pozitivan. Interesantno je naglasiti da ovaj serum, s vi-
sokim titrom protutijela na WNV IgG u dva testa, pripada
70-godisnjoj zenskoj osobi iz ruralnog dijela Medimurja,
koja nikad nije putovala izvan Hrvatske. Takoder nikada
nije primala transfuziju krvi, niti imala transplantaciju tki-
va ili organa. Svi testirani serumi bili su negativni na
DENYV IgG (Tablica 2). Nazalost, kori§tenom metodom,
TBE-ELISA i TBE-Biochip, nije moguce diferencirati
protutijela ste€ena prirodnom infekcijom od protutijela in-
duciranih cijepljenjem.

Tablica 2. Rezultati seroloskog testiranja IgG protutijela na
KMEYV 1997. godine te na KMEV, WNV i DENV
2007. godine

Table 2. The results of serologic tests for antibodies to TBEV
in 1997 and TBEV, WNV and DENYV in serum sam-

ples in 2007
1997. 2007. p
KMEV/TBEV | 9/300(3%) | 48/300 (16 %) <0,001
WNV 1/300 (0,3 %)
DENV 0/300

KMEYV - virus krpeljnog meningoencefalitisa, WNV — virus
Zapadnog Nila, DENV — dengue virus

TBEV — Tick-borne encephalitis virus, WNV — West Nile virus,
DENYV - Dengue virus

Rasprava

ITako je podrucje Hrvatske izmedu rijeka Drave i Save
poznato kao endemsko podrucje za KMEV (kao prirodna
zarista) jos od 1953. godine [22], sluzbena registracija ove
bolesti zapocela je tek 1986. godine [23]. Od tog vremena
prosjeéno se godisnje registrira 27,4 sluéajeva KME, u
rasponu od 18 do 44. Ova se bolest javlja u kontinental-
nom dijelu Hrvatske sjeverno od 45° sjeverne paralele i
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tek sporadi¢no na Jadranskoj obali [23]. U Austriji, zah-
valjujuci dobro organiziranoj vakcinaciji, seroprevalenci-
jau opc¢oj populaciji porasla je na 86 % u 2008. godini
[24], a incidencija KME je u padu [25]. PoviSena sero-
prevalencija za KMEV (od 3 % na 16 %) u sjeverozapad-
noj Hrvatskoj je obe¢avajuéa, iako jos daleko od zadovol-
javajuce, a prema nasem misljenju rezultat je bolje procije-
pljenosti opce populacije. Slicno se moze uociti prateci
brojeve registriranih slucajeva KME u Hrvatskoj i u
Medimurskoj zupaniji u zadnjih 12 godina (Tablica 1).
Bez obzira na prisutne fluktuacije ukupnog broja slucajeva
KME u Hrvatskoj i Medimurskoj zupaniji, udio slucajeva
KME u Medimurju u ukupnom broju u Hrvatskoj nije
znacajnije smanjen. U drugim zemljama u kojima je KME
endemican, npr. juzna Njemacka, broj slu¢ajeva KME nije
znacajnije smanjen, iako je postotak cijepljenih porastao
na>50 % (Dobler, neobjavljeni podaci). Cijepljenje osoba
s povecanim rizikom za akviriranje KMEYV infekcije tre-
balo bi unaprijediti i stimulirati, bez obzira $to rizik infek-
cije ovisi o nizu ¢imbenika kao $to su lokacija, sezonstvo
te razliCite aktivnosti u prirodi [26].

Nadena WNV seroprevalencija u sjeverozapadnoj
Hrvatskoj od 0,3 % djeluje vrlo nisko, a i u susjednoj Italiji
postotak WNV IgG seroprevalencije iznosi 0,7-0,8 % $to
je gotovo kao u ovom istrazivanju [27]. Sli¢ni rezultati
nadeni su u populaciji konja u isto¢noj Hrvatskoj, gdje je
utvrdeno 0,4 % pozitivnih seruma konja na WNV IgG pro-
tutijela, §to ukazuje na moguci rizik za humanu WNV in-
fekciju [28, 29]. Ptice selice takoder igraju vaznu ulogu u
unosu WNV u nova podrucja. U prilog tome govori i po-
datak o inficiranosti ptica selica s WNV u susjednoj Slo-
veniji od 2,8 % u dvije uzastopne godine [30]. Ovi podaci
ujedno ukazuju na prisutan rizik od WNV infekcije za hu-
manu i animalnu populaciju u Hrvatskoj.

Daljnja istrazivanja u komaraca u ovim podrucjima i
seropozitivnost konja, trebali bi otkriti WNV serotip, pre-
valenciju virusa u komaraca i vrste komaraca koji su
ukljuéeni u prirodni prijenos ovog virusa. Ovakve infor-
macije mogle bi dati dodatne ¢injenice na osnovu kojih bi
se mogao procijeniti rizik od WNV infekcije u ljudi u
Hrvatskoj i moguée promjene u virusnoj aktivnosti za vri-
jeme okoli$nih i klimatskih promjena. Klimatske pro-
mjene (poviSena temperatura i vlaznost zraka), ptice selice
1 povecani turisticki promet, glavni su ¢cimbenici u Sirenju
WNV infekcije diljem svijeta [31].

Tijekom 2010. godine jedan njemacki turist, iskljucivo
boraveci na Jadranskoj obali u Hrvatskoj, pri povratku u
Njemacku, pozalio se na vruéicu i jake bolove u misi¢ima.
Seroloskom dijagnosti¢kom obradom dokazana je infekci-
ja s DENV, vjerojatno denge virusom tipa 1 [19]. Nakon
toga, u juznoj je Hrvatskoj, to¢nije na poluotoku Peljescu,
uc¢injeno opsezno epidemiolosko istrazivanje, kada je na-
den jos$ jedan autohtoni slu¢aj denge infekcije. Seroloskom
obradom lokalnog pu¢anstva u mjestu gdje je boravio nje-
macki turist, nadeno je 9/14 DENV IgG pozitivnih seruma
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i 7/14 DENV IgM pozitivnih seruma [19]. U istrazivanju
tijekom 1988. godine ispitana je prokuzenost s dengue
virusom u sjeveroisto¢nom dijelu Hrvatske, kada je meto-
dom inhibicije hemaglutinacije nadena prisutnost protuti-
jelana DENV 1 od 2,1 % ina DENV 2 od 3,9 % [32]. U
nasem istrazivanju nismo imali niti jedan pozitivan serum
na DENV testirano ELISA metodom. Buduéi je u Hrvat-
skoj DENV infekcija detektirana 2010. godine, kada je na
razli¢itim priobalnim lokacijama naden komarac Aedes al-
bopictus, moguca je bila i lokalna transmisija ovog virusa.
Sli¢na situacija primijecena je 1 2010. godine u Nici, u juz-
noj Francuskoj, gdje je DENV serotip 1 bio unesen s otoka
Martinik. Virus je privremeno mogao cirkulirati u juznoj
Francuskoj, vjerojatno u komarcu Aedes albopictus te
uzrokovati nekoliko autohtonih DENV infekcija u Nici
[20]. Denga virusnu infekciju trebalo bi svakako uvrstiti u
diferencijalnu dijagnozu vruéice u putnika koji se vraéaju
iz zemalja koje su endemiéne za ovu bolest (tropska i sup-
tropska podruéja). U priobalnim podruc¢jima Hrvatske
tigrasti komarac Aedes albopictus je prisutan i taj je ko-
marac kompetentan prijenosnik DENV. Zbog toga postoji
rizik novog ili ponovljenog unosa DENV i drugih ar-
bovirusa (npr. virus Chikungunya) u zemlje s razlic¢itim
klimatskim zonama, kao §to su npr. Hrvatska, Italija i
Francuska. Ove bi zemlje trebale pazljivo pratiti moguéi
unos novih patogena. Djelovanje klimatskih promjena i
globalno zatopljenje moglo bi imati vazan utjecaj na Sire-
nje DENV infekcije i dijagnoza ove bolesti mogla bi biti
znatno ¢e$c¢a u nadolazecem vremenu.

Zakljucak

U prikazanom istrazivanju seroloski je potvrdena pri-
sutnost virusa KME u sjeverozapadnom dijelu Hrvatske,
toc¢nije Medimurskoj Zupaniji, uz blagi porast seropreva-
lencije od 3 % na 16 % u promatranom desetogodiSnjem
razdoblju. Kao najbolja preventivna mjera protiv infekcije
KMEV preporuca se aktivna imunizacija u sjeverozapad-
noj Hrvatskoj, kao i u svim europskim zemljama koje su
endemicne za KME. WNV i DENV infekcija u sjeveroza-
padnoj Hrvatskoj mogu se steci izuzetno rijetko. PoviSena
temperatura i vlaznost zraka vezano uz veée kolicine pada-
lina, utjecu na pojavu artropoda, koji su glavni vektori u
Sirenju arbovirusnih bolesti, a $to moze povecati broj hu-
manih i animalnih WNV i DENV infekcija. Promjene ovih
okoli$nih ¢imbenika bitno utje¢u na medicinski i veteri-
narski znacéaj ovih artropodima prenosivih flavivirusa.
Nuzna su daljnja istrazivanja koja bi detaljnije razjasnila
mogucénosti pojave i Sirenja flavivirusa u ovim krajevima.
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