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i macaka na podrucju Republike Hrvatske

Hepatitis E Virus Infections in Horses, Dogs and Cats in the
Republic of Croatia

eve 7

Lucija, R.", V. Stevanovié, I. Benvin?, P. Jeli¢ié, Lj. Barbié?

Sazetak

Hepatitis E je emergentna zoonoza sa sve ve¢om javnozdravstvenom vaznoscu u svijetu. U po-
sliednjem je desetljecu ustanovljena u ljudi na podrucju Republike Hrvatske (RH), a visoka se-
roprevalencija dokazana je u divljih i domacih svinja. U RH su istrazivane i mogucnosti infekcija drugih
vrsta zZivotinja, medu kojima je virus dokazan u zutogrlom misu, dok su druge istraZivane vrste bile
negativne. Konji, psi i macke dosad nisu pretrazivani te je cilj ovog istrazivanja bio po prvi put istraziti
prisutnost i seroprevalenciju infekcije virusom hepatitisa E u konja i ku¢nih ljubimaca u RH. U tu svrhu
ukupno su pretrazena 264 uzorka seruma konja, 308 uzoraka seruma pasa te 88 uzoraka seruma
macaka primjenom indirektnog imunoenzimnog testa. Svi su pretrazeni uzorci seruma konja i macaka
bili negativni, dok je infekcija virusom hepatitisa E potvrdena u jednog psa, tako da je seroprevalencija
u pasa 0,3 %. Negativni rezultati u konja dokazuju nisku proSirenost uzro¢nika u okoliSu, a negativ-
ni rezultati u macaka, kao i niska seroprevalencija u pasa da su kuéni ljubimci u urbanim sredinama
zanemarivo izloZeni virusu hepatitisa E te stoga ni nemaju vaznu ulogu u javnom zdravstvu. S druge
strane, u seroloSki pozitivnog psa klinicko ocitovanje i laboratorijski nalazi odgovarali su onima u ljudi
oboljelih od hepatitisa E. Stoga je u klinickoj praksi u slu¢aju hepatitisa u pasa potrebno iskljuiti i
ovog emergentnog zoonotskog uzrocnika radi razjaSnjavanja klinicke vaznosti infekcija HEV-a u pasa
kao i potencijalnog rizika za javno zdravstvo.

Abstract

epatitis E is an emerging zoonosis and of growing public health importance worldwide. In the

last decade, it has been established itself in humans in the territory of the Republic of Croatia
(RH), and a high seroprevalence has been proven in wild boars and pigs. In the Republic of Croatia,
the possibilities of infection of other animal species were also investigated. The virus was detected in
yellow-throated mice, while the other species studied were negative. Horses, dogs and cats have not
been investigated so far, and the aim of this study was to investigate for the first time the presence
and seroprevalence of hepatitis E virus infection in horses and pets in the Republic of Croatia. For this
purpose, a total of 264 horse serum samples, 308 dog serum samples and 88 cat serum samples
were tested using an indirect enzyme-linked immunosorbent assay. All the tested serum samples
from horses and cats were negative, while hepatitis E virus infection was confirmed in one dog so
that the seroprevalence in dogs was 0.3%. The negative results in horses indicate the low prevalence
of the pathogen in the environment, and the negative results in cats, as well as the low seropre-
valence in dogs, indicate that pets in urban areas have negligible exposure to the hepatitis E virus
and consequently do not play a significant role in public health. On the other hand, in serologically
positive dogs, the clinical manifestations and laboratory findings corresponded to those in people
with hepatitis E. Therefore, in clinical practice, in cases of hepatitis in dogs, it is necessary to exclude
this emerging zoonotic pathogen to monitor the clinical significance of HEV infections in dogs and the
potential risk to public health.
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Virus hepatitisa E (HEV) uzrocnik je hepa-
titisa E u ljudi Sirom svijeta. Prema podacima
Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) svake
se godine biljezi priblizno 20 milijuna infekcija
virusom hepatitisa E (HEV), sto rezultira s oko
3,3 milijuna klinickih oboljenja, a priblizno je
jedna trecina svjetskog stanovnistva izlozena
HEV-u (Von Wulffen i sur., 2018.). Virus hepati-
tisa E pripada porodici Hepeviridae, rodu Ortho-
hepevirus te vrsti Ortohepevirus A koja obuhva-
¢a osam genotipova, medu kojima genotipovi
3 (HEV GT-3) i 4 (HEV GT-4) imaju zoonotska
svojstva i mogu se Siriti sa zZivotinja na ljude
(Smith i sur., 2016.). Najcesci je nacin Sirenja
HEV-a izmedu oboljelih i prijemljivih ljudi fe-
kalno-oralni prijenos. No posljednjih je godina
HEV otkriven u raznih zivotinjskih vrsta poput
domacih svinja, divljih svinja, goveda, macaka,
zeceva, glodavaca i pasa. Potvrdeno je da kon-
zumacija mesaili mesnih proizvoda teizravanili
neizravan kontakt sa svinjama moze biti vazan
nacin zoonotskog prijenosa HEV-a (Kanai i sur.,
2012.). Upravo je zoonotsko Sirenje razlog da je
hepatitis E, za razliku od pocetnog povezivanja
pojave bolestis drzavama s loSim infrastruktur-
nim i sanitarnim uvjetima, danas sve proSirenija
bolest i u razvijenim drzavama. Stoga je HEV,
zbog izloZzenosti velikog dijela stanovnistva
te posljedi¢no i znatnog broja oboljelih, danas
jedna od vaznijih ugroza javnom zdravstvu na
globalnoj razini (He i sur., 2018.), ukljucujudi i
podrucje Europe (Colson i sur., 2010.). Domaca
svinja, divlja svinja i jelen smatraju se najvazni-
jimvrstama za prijenos HEV-a na ljude, a izloze-
nost HEV-u potvrdena je i u nekih drugih vrsta,
ukljucujuci goveda, macke, kunice, pse i konje
(Huang i sur., 2016.). U Republici Hrvatskoj in-
fekcija HEV-om potvrdena je u vise od 10 % ljudi
s klinickim ocitovanjem hepatitisa negativnih
na hepatitis A — C (Dakovi¢ Rode i sur., 2014.).
Seroprevalencija je u razli¢itim skupina opce
populacije varirala, s dokazano ucestalijim in-
fekcijama u starijoj dobnoj skupinama, ruralnim
i prigradskim naseljima, visebrojnim obiteljima
te u kuéanstvima koja nisu spojena na vodovod-
ni i kanalizacijski sustav (Vilibi¢ Cavlek i sur.,
2016., Mrzljak i sur., 2019.). Istrazivanja infek-
cija HEV-a u zivotinja na podrucju RH dosad su
pokazala visoku seroprevalenciju, iznad 30 %,
u domacih i divljih svinja (Jemersicisur., 2017.),
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te infekciju HEV-om u Zutogrlog misa (Prpic i
sur., 2019.). 0d drugih su vrsta istrazivana go-
veda, divlji prezivadi i divlji mesojedi te Skoljka-
8i, koji su svi bili negativni (Prpi¢ i sur., 2015.).
U svijetu, ukljucujuci i Europu, dokazivane su
infekcije HEV-om u konja i ku¢nih ljubimaca
(Garcia-Bocanegra i sur., 2019., Lii sur., 2020.).
Istrazivanja su u ovih vrsta joS uvijek vrlo rijet-
ka, iako su upravo one u bliskom i stalnom suzi-
votu s ljudima zbog ¢ega imaju posebno znace-
nje za javno zdravstvo. Na podru¢ju nase drzave
istrazivanja infekcije HEV-om u konja i domacih
mesojeda nikad dosad nisu provedena, stoga je
cilj ovoga rada bio po prvi put odrediti prisut-
nost infekcija HEV-om u ovih vrsta na podrucju
Republike Hrvatske.

MATERIJALI | METODE

U svrhu dokaza infekcija HEV-om ukupno
su pretrazena 264 uzorka seruma konja, 308
uzoraka seruma pasa i 88 uzoraka seruma
macaka. Svi pretrazivani uzorci seruma uzeti
su nasumicnim odabirom iz arhive ViroloSkog
laboratorija Zavoda za mikrobiologiju i zara-
zne bolesti, gdje su bili pohranjeni pri -20 °C
nakon provodenja dijagnostickih postupaka u
druge svrhe. Uzorci seruma konja potjecali su
od zivotinja iz pet Zupanija RH: Grada Zagre-
ba, Bjelovarsko-bilogorske, Osjetko-baranjske,
Varazdinske i Vukovarsko-srijemske zupanije
(slika 1). Medu pretrazivanim Zivotinjama bilo je
59 % Zenskih te 41 % muskih, a raspon dobi bio
je od 18 mjeseci do 15 godina (slika 2). 0d 308
uzoraka seruma pasa pretrazeni su serumi zi-
votinja s podrucja triju zupanija: Grada Zagreba,
Brodsko-posavske i Zagrebacke zupanije (slika
1). Prema spolu pretrazeno je 51 % muskih te
49 % zenskih Zivotinja u dobi od 2 mjeseca do
17 godina (slika 2). Macke pretrazene u ovom
istrazivanju primarno su bile s podruéja Grada
Zagreba, a nekoliko zivotinja iz Zagrebacke i
Primorsko-goranske Zupanije te jedan iz Varaz-
dinske zupanije (slika 1). Prema spolu pretra-
zeno je 51 % muskih i 49 % zenskih zivotinja u
dobi od 2 mjeseca do 18 godina (slika 2).

Svi uzorci seruma pretrazeni su indirektnim
imunoenzimnim testom (ELISA) u kojemu se kao
antigen koristi rekombinantni protein kapside
HEV GT-3 (ID Screen Hepatitis E Indirect Mul-
ti-species, ID.vet, Grabels, Francuska). Pretra-
zivanje je provedeno prema uputi proizvodaca,
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a rezultati odredeni o¢itavanjem apsorbancije
uzorka automatskim citacem Sunrise (Tecan,
Mannedorf, Svicarska) te izratunavanjem kom-
peticijskog postotka pojedinog uzorka u uspo-
redbi s pozitivnim kontrolnim serumom, koji je
sastavni dio dijagnostickog kompleta.

REZULTATI

Od pretrazena 264 uzorka seruma konja
s podrucja pet zupanija RH svi su rezultati bili
negativni. Negativni su rezultati dobiveni i pre-
trazivanjem 88 uzoraka seruma macaka. Pre-
trazivanjem 308 seruma pasa s podrudja triju
Zupanija, u jednog su psa iz zupanije Grad Za-
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greb dokazana protutijela za HEV, tako da je se-
roprevalencija u pasa iznosila 0,3 % (tablica 1).

Uvidom u karticu pacijenta pozitivni je pas bio
muzjak, krizane pasmine, u dobi od 16 godina. U
SveuciliSnu veterinarsku bolnicu Veterinarsko-
ga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu zaprimljen je
zbog akutnog gastroenteritisa. Prema anamne-
stitkim podacima pas je taj dan poceo povracati
te je povratio pet puta. Defecirao je dva puta, uz
neformiran izmet, te odbijao hranu i bio poti-
Sten. Zivotinja je zbog loéega opceg stanja zadr-
Zana na stacionarnom lije¢enju te su provedene
hematoloske i biokemijske pretrage. 0d hemato-
loskih pretraga ustanovljena je leukocitoza 27,8
X 10°/L. Biokemijski pokazatelji upucivali su na
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Tablica 1. Rezultati pretraZivanja konja, pasa i ma¢aka na infekcije HEV-om.

VRSTA ZIVOTINJA

ZUPANLJA KONJI PSI MACKE
Pretrazeno | Pozitivno | Pretrazeno | Pozitivno | Pretrazeno | Pozitivno

Bjelovarsko-bilogorska 22 0 - - - -
Brodsko-posavska - - 44 0 - -
Grad Zagreb 66 0 232 1 80 0
Osjecko-baranjska 50 0 - - - -
Primorsko-goranska - - - - 2 0
Varazdinska 72 0 - - 1 0
Vukovarsko-srijemska 54 0 - - - -
Zagrebacka - - 32 0 5 0
Seroprevaendia@e) | 20 | 0 | %8 | 03 | s | 0

patologiju jetre (ukupni bilirubin 43,3 pmol/L,
aspartat-aminotransferaza 308 U/L, alkalna
fosfataza 759 U/L) te se posumnjalo na leptos-
pirozu koja je isklju¢ena seroloSkom pretragom.
Rendgenskom pretragom nisu uocene patoloske
promjene u probavnom sustavu. Stacionarno li-
je€enje oboljelog psa trajalo je ukupno Sest dana
nakon ¢ega se potpuno oporavio te je otpusten iz
SveuciliSne veterinarske bolnice.

RASPRAVA

Virus hepatitisa E (HEV) emergentni je zoo-
notski uzro¢nik zarazne bolesti ljudi koja dobiva
sve vece znacenje diljem svijeta. Razlog je do-
kaz da se HEV GT-3 i HEV GT-4 mogu prenijeti na
ljude sa zivotinja, Sto se potvrduje sve ¢eS¢im
oboljenjima u razvijenim drzavama za razliku od
ranijih povezivanja oboljenja sa zemljama u ra-
zvoju s loSim higijenskim standardima. Zbog re-
lativnho nedavnog dokaza zoonotskog prijenosa
jos uvijek su nedostatna znanja o epidemiologiji
i epizootiologiji ove emergentne zoonoze.

0d svih zZivotinjskih vrsta poznato je da naj-
vecu vaznost, kao izvori infekcije za ljude, imaju
domace i divlje svinje. Istrazivanjima ucestalosti
infekcija HEV-om protutijela su dokazana u 20 —
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54,5 % domacih svinja u Srbiji (Lupulovic i sur.,
2013.), 29,2 - 50 % u Bugarskoj (Pismisheva i
sur., 2018.), zatim 38,94 — 50 % u Rumunjskoj
(Savuta i sur., 2007.), a visoka seroprevalencija,
od 31,1% do ¢ak 91,7 %, zabiljezena je i u RH.
Seroprevalencija u divljih svinja bila je do 10,3
% u Rumunjskoj (Porea i sur., 2016.) te trostruko
veca i ujednacena u Sloveniji (30,3 %) (Zele i sur.,
2016.) i Hrvatskoj (31,1 %) (Mrzljak i sur., 2019.).

Osim domacih i divljih svinja, dobro poznatih
rezervoara HEV-a, protutijela za HEV dokazana
su i urazlic¢itih pasmina goveda, poput Zutih go-
veda (Yan i sur., 2016.), holstajnsko-frizijskih
goveda (Huang i sur., 2016.) te ostalih pasmina
mlije¢nih goveda (El-Tras i sur., 2013.). Uz go-
veda, od domacih Zivotinja protutijela za HEV
dokazivana su i u malih prezivaca, ovaca i koza.
Tako je istrazivanje provedeno u Egiptu doka-
zalo seroprevalenciju HEV-a u koza od 9,4 %
te ovaca od 4,4 % (El-Tras i sur., 2013.). U Sje-
dinjenim Ameri¢kim Drzavama HEV protutijela
dokazana su u 16 % koza (Sanford i sur., 2013.).

Sve vedi broj zivotinjskih vrsta s dokazanim
infekcijama HEV-om, koje mogu biti izvor in-
fekcije za ljude, otvorio je i pitanje moguénosti
infekcija konja te domacih mesojeda ovim uzroc-
nikom. Upravo su moguce infekcije ovih vrsta
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dodatan rizik za javno zdravstvo zbog njihova
bliskog i intenzivhog suzivota s ljudima. lako
malobrojna, dosadasnja istrazivanja su potvrdila
moguce infekcije i u ovih Zivotinjskih vrsta. Tako
je istrazivanjem konja u Egiptu ustanovljena se-
roprevalencija od 13 %, a autori zakljucuju da su
konji slu¢ajni domacini HEV-a, ali mozda i rezer-
voari (Saad i sur., 2007.). Sli¢an je rezultat po-
stignut istrazivanjem mogu¢nosti infekcije konja
HEV-om u isto¢noj Kini, s dokazanom seropreva-
lencijom od 17,8 % te potvrdom RNA HEV GT-3
u 2 % pretrazenih Zivotinja (Zhang i sur., 2008.).

Za razliku od ovih istrazivanja, pretraziva-
njem konja s podruc¢ja RH nismo dokazali infek-
cije HEV-om. To moze biti zbog razli¢ita nacina
drzanja konja ili znatno manje kontaminacije
okolisa u usporedbi s navedenim drzavama. U
populaciji pretrazenoj ovim istrazivanjem, pre-
tezno sportskih i rekreacijskih konja, rizik je od
infekcije HEV-om zanemariv, kao i njihova mo-
guca uloga u javhom zdravstvu. No za konacnu
ocjenu vaznosti infekcija konja HEV-om na po-
drucju RH bilo bi potrebno dodatno pretraziti i
ekstenzivno drzane konje s podrucja Lonjskoga
polja koji se uzgajaju za meso, a koji su zbog
specifitna nacina drzanja izlozeniji kontaktu s
drugim vrstama domacih i divljih Zivotinja.

Istrazivanja seroprevalencije HEV-a u pasa
provedena su u nekoliko drzava, ukljucivsi i
neke europske drzave. Primjerice u Nizozem-
skoj je provedeno serolosko istrazivanje mo-
gucnosti infekcija HEV-om u pasa te je dokaza-
na seroprevalencija od 18,52 % (Li i sur., 2020.).
Slicna su istrazivanja, u europskim drzavama,
provedena i u Njemackoj te Velikoj Britaniji. U
Njemackoj je seroprevalencija HEV-a u pasa
bila ¢ak 56,6 % (Dahnert i sur., 2018.), dok je u
Velikoj Britaniji bila znatno manja i iznosila je
0,8 % (McElroy i sur., 2015.). Seroprevalencija
u pasa od 0,3 % u nasSem je istrazivanju sli¢na
rezultatima iz Velike Britanije, a znatno manja
od one u Nizozemskoj i Njemackoj. Razlog moze
biti ciljano pretrazivanje pasa ku¢nih ljubimaca
iz urbanih sredina koji nemaju doticaj s doma-
¢im ili divljim svinjama. Stoga, uz jasan zaklju-
¢ak da psi u urbanim sredinama nisu znatnije
izlozeni infekciji HEV-om te ne predstavljaju
javnozdravstveni rizik, bilo bi zanimljivo u slje-
deéim istrazivanjima obuhvatiti pse iz ruralnih
podrucja, pogotovo lovacke pse, kako bismo
upotpunili ove rezultate.
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Vazno opazanje za klini¢ku praksu proiste-
klo iz ovog istrazivanja jest da je jedini sero-
loSki pozitivan pas pokazivao klinicke znakove
akutnoga gastroenteritisa uz vrijednosti bio-
kemijskih pokazatelja koji potvrduju patologiju
jetre. Ovakav je klinicki i laboratorijski nalaz sli-
¢an klinickom ocitovanju hepatitisa E u ljudi te,
iako nemamo pouzdanu potvrdu da je njegovo
zdravstveno stanje rezultat infekcije HEV-om,
naglasava potrebu za pretrazivanjem Zivotinja
s ovakvim klini¢ckim znakovima na HEV kako bi-
smo razjasnili mogucnost klinickog otitovanja
ove infekcije u pasa.

Osim pasa u Nizozemskoj je istrazivanai se-
roprevalencija infekcije HEV-om u macaka. Ovim
istrazivanjem, prvim ovakvim u Europi, infekcija
HEV-om seroloski je dokazana u sedam od 47
pretrazenih macaka, tako da je seroprevalencija
iznosila 14,89 % (Li i sur., 2020.). Istrazivanja
seroprevalencije HEV-a u macaka provedena
su i u Aziji te je dokazana seroprevalencija od
6,28 % u Kini (Liang i sur., 2014.), 8,1 % u Juznoj
Koreji (Song i sur. 2010.) te ¢ak 33 % u Japanu
(Okamoto i sur., 2004.). Za razliku od navedenih
istrazivanja, sve su pretrazene macke u naSem
istrazivanju bile negativne. Razlog ponovno
moze biti Sto smo istrazivanje usmijerili na ku¢-
ne ljubimce u urbanim sredinama, kako bismo
prije svega istrazili znacenje njihovih infekcija
za javno zdravstvo. Drugi razlog moze biti i po-
tencijalna razlika u rezervoarima u razlicitim dr-
Zavama, prije svega moguc¢nosti da su misoliki
glodavci rezervoari na nekim podrucjima, Sto je
potrebno dodatno istraziti.

Hepatitis E je sve vaznija zoonoza, prisutna
i na podrucju RH, za koju su primarni zivotinjski
rezervoari domace i divlje svinje na koje bismo
primarno trebali usmijeriti protuepidemijske
mjere. Uloga drugih vrsta Zivotinja nedovoljno
je istrazena, tako da su prikazani rezultati prvo
istrazivanje mogucénosti infekcija konja, pasa i
macaka HEV-om na podrucju RH. Rezultati po-
tvrduju da je izlozenost infekcijama HEV-om u
skupinama zivotinja obuhvac¢enim ovim istra-
zivanjem vrlo niska te da one ne predstavljaju
znatan rizik za javno zdravstvo. No kako se radi
o sportskim i rekreacijskim konjima te domacim
mesojedima kuénim ljubimcima, ovaj je zaklju-
¢ak pouzdan za urbane sredine. Za potpune epi-
zootioloSke i epidemioloske spoznaje uloge ovih
vrsta u infekcijama HEV-om te konacne zakljuc-
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ke potrebno je nastaviti istrazivanje u eksten-
zivno drzanih konja, kao i domacih mesojeda iz
ruralnih podrugja, skupinama Zivotinja koje su
znatno izlozenije kontaktu s domadim i divljim
svinjama, kao i ostalim divljim Zivotinjama. Kli-
nicka slika u seroloski pozitivhog psa naglasava
potrebu da doktori veterinarske medicine u kli-
ni¢ckom radu trebaju u slu¢aju akutnih gastroen-
teritisa i hepatitisa diferencijalnodijagnosticki
razmotriti i mogucnost infekcije pasa HEV-om.
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