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1. UvOD

Virusni hepatitisi skupina su zaraznih bolesti koje zahvacaju jetreno tkivo, a uzrokuju ih virusi
hepatitisa A, B, C, D i E koji mogu prouzrociti akutnu ili kroni¢nu bolest. Virusni hepatitisi
razlikuju se prema nac¢inu prijenosa, na¢inu na koji ostecuju jetru i u¢inku na stanje organizma.
Godisnje umre oko 1,4 milijuna ljudi od virusnog hepatitisa diljem svijeta
(https://www.hzjz.hr/aktualnosti/virusni-hepatitisi/#Hepatitis).

Smrtni slucajevi su pretezno povezani s cirozom 1 hepatocelularnim karcinomom (engl.
Hepatocellular Carcinoma, HCC) koji su posljedica kroni¢ne infekcije virusom hepatitisa B
(HBV; 887 000 smrtnih slu¢ajeva) i virusom hepatitisa C (HCV; 399 000 smrtnih sluc¢ajeva).
S druge strane, usred akutnih komplikacija virusima hepatitisa A (HAV; 11 000 smrtnih
slucajeva) i hepatitisa E (HEV; 44 000 smrtnih slucajeva) brojke smrtnih slu¢ajeva znatno su
nize (Rasche isur., 2019).

1.1. Otkriée virusa hepatitisa E

Postojanje epidemije non-A, non-B hepatitisa koji nije povezan s transfuzijom krvi, prvi put
prepoznata je u Indiji kasnih 1970-ih. Nakon toga, sovjetski znanstvenik koji je istrazivao
izbijanje neobjasnjivog non-A, non-B hepatitisa medu vojnicima u Afganistanu progutao je
skupni uzorak stolice pogodenih vojnika. Razvio je akutni hepatitis, a u fecesu je identificiran
elektronskom mikroskopijom novi virus. Gotovo desetlje¢e kasnije, virusni genom

novoimenovanog hepatitisa E virusa uspjesno je sekvenciran (Webb i Dalton, 2019).

1.2. Strukturne karakteristike

HEV je neovijeni virus promjera 27 - 34 nm s pozitivno usmjerenom jednolancanom RNA.
Genom HEV-a odreden je 1991. godine i sastoji se od dva kratka nekodiraju¢a podrucja koja
okruzuju tri otvorena okvira ¢itanja (engl. Open Reading Frame, ORF-1-3;), slika 1. ORF-1
kodira nestrukturne proteine potrebne za replikaciju i obradu proteina (RNA-helikaza,
metiltransferaza, RNA-polimeraza ovisna o RNA, cistein proteaza), a sadrzava i
hipervarijabilnu 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 (Pakovi¢ Rode i sur., 2016).
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Slika 1. Prikaz HEV genoma. Genomska organizacija HEV-a klasicno je podijeljena u tri
ORF-a (ORF-1, ORF-2 i ORF-3,) dok neki genotipovi imaju i dodatni ORF-4. 5' nekodirajuca
regija je zatvorena sa 7-metilgvanozinom (7mG), a 3' nekodirajuca regija je poliadenilirana
[Poly(A)]. ORF-1 kodira za nestrukturne proteine ukljucujuci metiltransferazu (MT), regije
nepoznate funkcije (Y, PPR i X), cisteinsku proteazu (Pro), helikazu (Hel) i RNA polimerazu
ovisnu 0 RNA (Pol). ORF-2 kodira kapsidni protein, a ORF-3 je multifunkcionalni protein
koji pomaze u oslobadanju viriona iz zarazene stanice, preuzeto s

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.577339/full

1.3. Klasifikacija

HEV se svrstava u porodicu Hepeviridae i rodove Orthohepevirus i Pischihepevirus. Rod
Piscihepevirus sastoji se od usamljene vrste virusa pastrve ozna¢ene kao Piscihepevirus A. Rod
Ortohepevirus dalje je podijeljen u ¢etiri vrste oznacene slovima od A do D. Orthohepevirus

A i takorski Orthohepevirus C odgovorni su za ljudske bolesti (Pankovics i sur., 2020).

1.3.1. Orthohepevirusi

U rod Orthohepevirus A svrstano je 8 genotipova, a 5 genotipova mogu uzrokovati infekciju
Covjeka. HEV genotip 1 (HEV-1) i HEV genotip 2 (HEV-2) pogadaju samo ljude. HEV
genotipovi 3 i 4 (HEV-3 i HEV-4) primarno inficiraju svinje, veprove i jelene, a HEV genotip
7 (HEV-7) izoliran je iz deva. Pti¢ji izolati jedini su genotip Orthohepevirusa B.
Orthohepevirus C ukljucuje izolate Stakora i ostalih glodavaca, a Orthohepevirus D vezan je

za $i8mise (Khuroo isur., 2016).



1.4. Epidemiologija

Hepatitis E globalno je rasprostranjen virus, a poznata su dva epidemioloska obrasca
distribucije. Tako se HEV moze pojaviti endemski i tada su u podlozi HEV-1 (u veéoj mjeri) i
HEV-2 (rjede) genotipovi. S druge strane, ako se infekcije pojavljuju sporadi¢no, uzrocnici su

genotipovi HEV-3 (Eesce) i HEV-4 (rjede) (Raji i sur., 2022).

1.4.1. HEV u zemljama u razvoju

HEV-1 dominira u juznoj i sredi$njoj Aziji, na Dalekom istoku, u sjevernoj Africi i na
Karibima, a HEV-2 je predominantan u Meksiku i zapadnoj Africi (slika 2). Dakle, to su zemlje
kod kojih se hepatitis E pojavljuje endemski. Prenosi se fekalno-oralnim putem, oneé¢is¢enom
vodom 1 kontaminiranom hranom (Pakovi¢ Rode i sur., 2016). Zemlje u razvoju karakterizira
nedavno poboljSanje u socioekonomskom statusu i bolji pristup sanitarnim uvjetima i opskrbi
vodom. HEV infekcija u zemljama u razvoju uzroc¢nik je Cetvrtine slucajeva akutnog hepatitisa.
S druge strane, kod zemalja kod kojih je socioekonomski razvoj izrazito spor, HEV infekcija
se pojavljuje u vecem obimu (hiperendemski) i uzro¢nik je vise od polovice sluc¢ajeva akutnog
hepatitisa (Khuroo i sur., 2016).

1.4.2. HEV u razvijenim zemljama

Dugo su slucajevi infekcije u razvijenim zemljama bili isklju¢ivo povezivani s putovanjima u
podrucja gdje prevladavaju infekcije genotipovima 1 i 2. Naknadno je primije¢eno da su
dominantni genotipovi u ovim zemljama razli¢iti (Colson i sur., 2010). HEV-3 rasprostire se
diljem Europe, Amerike, Kine i Japana, a HEV-4 dominira u Kini, Indiji i Indoneziji. Ti
genotipovi prisutni su u razli¢itim Zivotinjskim vrstama (najées¢e domace i divlje svinje te
jeleni i 8koljkasi) kod kojih ne uzrokuju klini¢ki manifestne bolesti (Pakovi¢ Rode i sur., 2016).
Da je rije¢ o zoonozama, potvrdeno je aminokiselinskom sli¢no$¢u sljedova ljudskih HEV
izolata sa Zivotinjskim izolatima HEV-a. Virus se prenosi sa zivotinje na ¢ovjeka putem
probavnog sustava. Izvor infekcije predstavlja hrana (zarazeno meso i mesne preradevine) koja
se konzumira bez da je adekvatno termicki obradena (Raji i sur.; 2022). Osim hrane, izravni
kontakt sa Zzivotinjama povecava rizik od zaraze. Brojne studije pokazale su vecu

seroprevalenciju kod farmera, Sumara, lovaca i ljudi koji rade u klaonicama (Denner, 2019).



HEV genotype
HEV1 and HEVZ2
HEV1 and HEV3

m HEV3

W HEV3 and HEV4

u HEV4
Unknown

v /7

Nature Reviews | Disease Primers

Slika 2. Epidemioloska karta svijeta s obzirom na HEV genotip, preuzeto s
https://www.nature.com/articles/nrdp201786

1.5. Klini¢ka slika

Infekcije su u vecini sluc¢ajeva blagog klini¢kog tijeka i prolaze spontano. Asimptomatske
infekcije 1 do deset puta su ¢eS¢e od simptomatskih koje najceSée pogadaju osobe u dobi od 15
do 40 godina. U simptomatskih pacijenata, inkubacija prosjecno traje 40 dana (2 do 8 tjedana).
Pocetni su simptomi obi¢no nespecificni - malaksalost, gubitak apetita, vruc¢ica, mucnina i
povracanje. Tjedan-dva nakon pojave opcih simptoma moZze se razviti Zutica uz taman urin i

blijedu stolicu (https://www.hzjz.hr/aktualnosti/virusni-hepatitisi/#Hepatitis).

1.5.1. Rizi¢ne skupine

lako vecina akutnin HEV infekcija ne zahtijeva nekakvu posebnu terapiju kod
imunokompetentnih pacijenata, dosljedno se pokazuje da je HEV-1 infekcija povezana s
visokom letalnom stopom (20 %) kod trudnica u tre¢em tromjesecju trudnoce. Akutna HEV
infekcija popracena eklampsijom ili hemoragijskim komplikacijama stanje je koje moze
dovesti do zatajenja jetre i smrtnog ishoda. Opéenito, HEV-1 i HEV-2 uzrokuju ozbiljniju
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prezentaciju akutnog hepatitisa od HEV-3 i HEV-4 koji rjede dovodi do teske akutne HEV
infekcije i to kod starijih muskaraca i pacijenata s kroni¢nim bolestima jetre (Aslan i Balaban,
2020). Opasnost genotipova HEV-3 i HEV-4 oslanja se na pacijente koji su na
imunosupresivnoj terapiji. Najbolji primjer su primatelji transplantiranih organa koji mogu
razviti kroni¢nu HEV infekciju koja mozZe dovesti do po zivot opasne ciroze (Horvatits i sur.,
2019).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Za virus hepatitisa E karakteristi¢no je da ga veéina ljudi preboli asimptomatski i to je razlog
zaSto je zapostavljen unutar skupine virusa koji uzrokuju hepatitis. Zbog svojih specificnih
rizi¢nih skupina gdje ima letalan potencijal, ipak biva prepoznat kao prijetnja te je stavljen u
znanstveni fokus. Budu¢i da se serolosko testiranje uzoraka krvi pacijenata na hepatitis E virus
nije provodilo kao rutinsko testiranje u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu, cilj ovog
rada je prikazati rezultate seroloSkog testiranja pacijenata na hepatitis E od uvodenja testiranja,
2.9.2019. godine pa do 31.12.2020. godine, procijeniti seroprevalenciju, usporediti rezultate s
rezultatima testiranja dobrovoljnih darivatelja krvi (DDK) i ispitati postoji li statisticki
znacajna razlika u seroprevalenciji izmedu dviju populacije (pacijenti i DDK). lzuzetno je
vazno istaknuti u znanstvenoj zajednici, medu kliniarima i laboratorijskim stru¢njacima kolika

je vaznost testiranja na hepatitis E.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Uzorci

Tijekom 2019. i 2020. godine, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Odjel za dijagnostiku
krvlju prenosivih bolesti (OKB), prikupio je 506 uzoraka seruma koje je seroloski testirao na
prisutnost HEV antitijela. Prvi serumi su ispitivani 2. rujna, 2019. godine, kada je i uvedeno
testiranje pacijenata na HEV, a zadnji 31. prosinca, 2020. godine. Rije¢ je o uzorcima
pacijenata ¢ija je uputna dijagnoza vecinski vezana uz jetrene bolesti. Osim toga, dijagnoze su
ukljuc¢ivale razliCite gastrointestinalne patologije te tumorska oboljenja. Znacajan broj
uzoraka pristigao je iz transplantacijske ambulante Klinicke bolnice Merkur radi pracenja
moguce infekcije prije transplantacije. Uzorci seruma pripremljeni su za ispitivanje prema

standardnim operativnim postupcima, a ispitivanje je obavljeno prema uputama proizvodaca.

3.1.2. Analizator

Za analizu uzoraka koristen je analizator Gemini tvrtke Stratec koji se temelji na ELISA metodi
(engl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), slika 3. Rije¢ je o potpuno automatiziranom
uredaju koji provodi sve radnje od ulaska epruvete u analizator pa sve do prikaza dobivenih
vrijednosti. Naime, za identifikaciju uzoraka analizator koristi opticki Cita¢ koji o¢itava crti¢ni
kod (barkod) sadrzan na epruveti, a za identifikaciju reagensa nuzno je postaviti reagens na
oznacenu poziciju unutar kucista za reagense. Kada je reagens pri kraju ili kada ga nedostaje,
analizator izdaje upozorenje jer sadrzi senzore koji registriraju volumen reagensa. Sto se
analitiCkog dijela tie, analizator izvodi radnje pipetiranja uzoraka i reagensa te njihovu
inkubaciju. Dalje se nadovezuju takoder automatizirane radnje ispiranja i naposljetku
ocitavanja vrijednosti apsorbancije pri odredenoj valnoj duljini. Prikaz vrijednosti apsorbancija

uzoraka vidljiv je na raCunalnom zaslonu integriranom uz sami analizator.



Slika 3. Gemini analizator tvrtke Stratec. Instrumenti sadrzani u analizatoru su: mikropipete,
ELISA inkubator, ELISA sustav za ispiranje (engl. ELISA washer), ELISA sustav za
ocitavanje (engl. ELISA reader) i racunalni zaslon, preuzeto s
https://www.medicalexpo.com/prod/diatron/product-68218-803353.html

3.1.3. Kemikalije, pribor i testovi

U ovom istrazivanju koristeni su komercijalni testovi HEV IgM Dia.Pro Srl (Milano, Italy),
osjetljivost testa je 95 %, a specifi¢nost 100 %, i HEV 1gG Dia.Pro Srl (Milano, Italy),
osjetljivost testa je 100 %, a specifi¢énost 100 %.

Sadrzaj test-kompleta HEV IgM Dia.Pro testa:
e mikrotitarska ploca;
e negativna i pozitivna kontrolna otopina;
e diluent za uzorke: citratni pufer s dodanim detergentom (0,5 % Tween 20) i

konzervansima (0,09 % natrijev-azid i 0,045 % ProClin 300);

e pufer za ispiranje: fosfatni pufer s dodanim detergentom (0,5 % Tween 20) i
konzervansom (0,045 % ProClin 300);

e konjugat: smjesa kozjih poliklonskih anti-ljudskih IgM antitijela konjugiranih s
peroksidazom iz hrena (HEV IgM Dia.Pro);


http://www.medicalexpo.com/prod/diatron/product-68218-803353.html
http://www.medicalexpo.com/prod/diatron/product-68218-803353.html

kromogen/supstrat: 0,03 % tetrametilbenzedin (TMB) i 0,02 % vodikov peroksid
(H202) puferirani s citratno fosfatnim puferom;

stop otopina: 0,3 M sulfatna kiselina (H2S04);

neutralizacijski reagens za reumatoidni faktor.

Sadrzaj test-kompleta HEV IgG Dia.Pro testa:

mikrotitarska ploca;
negativna i pozitivna kontrolna otopina;

kalibrator;

diluent za uzorke: citratni pufer s dodanim detergentom (0,5 % Tween 20) i
konzervansima (0,09 % natrijev-azid i 0,045 % ProClin 300);

test diluent: tris pufer s dodanim konzervansom (0,045 % ProClin 300);

pufer za ispiranje: fosfatni pufer s dodanim detergentom (0,5 % Tween 20) i
konzervansom (0,045 % ProClin 300);

konjugat: smjesa kozjih poliklonskih anti-ljudski IgM antitijela konjugiranih s
peroksidazom iz hrena (HEV IgG Dia.Pro);
kromogen/supstrat: 0,03 % tetrametilbenzedin (TMB) i 0,02 % vodikov peroksid

(H202) puferirani s citratno fosfatnim puferom;

stop otopina: 0,3 M sulfatna kiselina (H2SO4).

3.1.3.1. Mikrotitarska ploca

Mikrotitarska ploca sadrzi 96 jazica na koje je vezan rekombinantni antigen. Prema uputama

proizvodaca za HEV IgM test, jaZica Al rezervirana je za slijepu probu (SP). Slijede jaZice za

negativne kontrole (NK), pozitivnu kontrolu (PK) i naposljetku jaZice za uzorke (U). Nesto

drugadiji raspored je kod HEV IgG testa zato S§to se koristi i kalibrator (KAL). U tablici 1

prikazana je shema mikrotitarske ploce HEV IgM testa, a u tablici 2 shema mikrotitarske ploce
HEV IgG testa.



Tablica 1. Shema mikrotitarske ploce prilikom analize 12 uzoraka na HEV IgM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A SP U4 | Ul12
B NK | U5
C NK | U6
D NK | U7
E PK | U8
F Ul | U9
G U2 | U10
H U3 | Uil
Tablica 2. Shema mikrotitarske ploce prilikom analize 12 uzoraka na HEV 1gG
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A SP | U2 |U10
B NK | U3 | U1l
C NK | U4 |U12
D NK | U5
E |KAL| U6
F |KAL| U7
G PK | U8
H Ul | U9
3.2. Metode

3.2.1. Seroloski testovi

Prisutnost antitijela na HEV detektirala se ELISA metodom. Rije¢ je o kvalitativnom testu u
formatu mikrotitarske ploce. Uzorci su testirani na IgG i [gM zasebno, a princip metode je

podudaran.

3.2.1.1. Princip metode

Jazice su oblozene HEV specificnim rekombinantnim antigenima koji predstavljaju
imunodominantne determinante sva 4 genotipa.
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U prvom koraku dolazi do vezanja antitijela na antigen. Dakle, u jazice se dodaje
diluent i uzorak te se antitijelo prisutno u uzorku veze za antigen na povrsini jazice

(slika 4). Slijedi korak ispiranja u kojem se uklanjaju svi nevezani proteini iz uzorka;

Drugi korak karakterizira dodavanje sekundarnog antitijela u vidu kozjeg poliklonskog
antitijela konjugiranog s peroksidazom iz hrena (engl. HorseRadish Peroxidase, HRP).
Dakle, konjugati su oznaceni anti-ljudski 1gG (HEV 1gG Dia.Pro) i anti-ljudski IgM
(HEV IgM Dia.Pro) koji ¢e se vezati za antitijela iz kompleksa antigen - antitijelo (slika
4). Nakon inkubacije, slijedi ispiranje svih nevezanih konjugiranih antitijela;

U tre¢em koraku nakon dodavanja kromogena (tetrametilbenzidin, TMB) i supstrata
(vodikov peroksid, H202) dolazi do promjene boje u plavu (slika 4). Naime, ako je
prisutan vezani konjugat, TMB djeluje kao donor vodika za redukciju vodikovog
peroksida u vodu kataliziranu peroksidazom iz hrena. Dolazi do oksidacije kromogena
pa TMB prelazi iz diamino oblika u diimino oblik koji uzrokuje plavo obojenje otopine
(slika 5). Slijedi inkubacija;

\i/
HRP konjugirano T™MB 6 &
sekundarno el ‘k \

antitijelo

Detekeijsko
antitijelo

Analit

//% M

& %, %, w

Slika 4. Shema metode ELISA, preuzeto s https://www.lsbio.com/resources/devkitfaq

CHs CHs
NH. NH
HsC g g CH, —— H,C f‘ CH;
HoN

CHa

Slika 5. Oksidacija tetrametilbenzedina u obojeni diimino oblik, preuzeto s
https://en.wikipedia.org/wiki/3,3%27,5,5%27-Tetramethylbenzidine

11



e U cetvrtom koraku dodaje se sulfatna kiselina za zaustavljanje reakcije. Dodatak
kiseline ¢e uzrokovati promjenu obojenja pozitivnih kontrola i pozitivnih uzoraka od
plave do Zzute boje. Intenzitet obojenja svake jazice mjeri se kao apsorbancija pri
450/620 nm.

3.2.1.2. Izracun vrijednosti razgranicenja (engl. cut-off)

Prije bilo kakvih izracuna i interpretacije rezultata HEV IgM testa, rezultati apsorbancija
moraju zadovoljiti validacijske kriterije za slijepu probu, negativnu kontrolu i pozitivnu
kontrolu:

e SP < 0,100 OD (engl. Optical Density)

e NK<0,100 OD

e PK>0,500 OD.
Za izracun cutoff-a (CO) proizvoda¢ je dao jednadzbu u kojoj koristimo srednju vrijednost

negativnih kontroli uvecanih za 0,250.
CO=NK + 0,250

S druge strane, rezultati apsorbancija HEV IgG testa moraju zadovoljiti sljedece validacijske
kriterije ukljucujuéi i kriterij za kalibrator (KAL):

e SP<0,100 OD

e NK<0,0500D

e PK>1,0000D

e KAL>1,1S/CO.
Za izraCun cutoff-a proizvoda¢ je dao jednadzbu u kojoj koristimo srednju vrijednost

negativnih kontroli uvecanih za 0,350.
CO =NK + 0,350.

3.2.1.2.1. Interpretacija rezultata za HEV IgM test

Za interpretaciju rezultata koristi se omjer ocitanja uzorka (S) i cutoff-a. Ako je vrijednost
S/CO manja od 1, tada govorimo o negativnom rezultatu odnosno zakljucujemo da ispitaniku
nisu detektirana HEV IgM antitijela. Za vrijednosti S/CO koje se nalaze izmedu 1,0 i 1,2

interpretacija je dvosmislena, odnosno u sivoj zoni - slabo pozitivno, i preporuka je da se
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ispitanik ponovno podvrgne ispitivanju, tjedan do dva nakon prvog uzorkovanja. Kada je omjer
S/CO veéi od 1,2, tada govorimo o pozitivnom rezultatu testa koji je indikativan u smislu
postojanja anti-HEV IgM, ali i HEV infekcije, tablica 3. Svaki pozitivni rezultat ponovljen je

u duplikatu te se kona¢nim rezultatom smatrao onaj koji ima 2 od 3 ista rezultata.

Tablica 3. Interpretacija rezultata za HEV IgM

S/ICO INTERPRETACIJA

<1,0 Negativan rezultat

Siva zona - slabo
1,0-1,2 pozitivan rezultat.
Ponoviti testiranje

nakon 2 tjedna

>1,2 Pozitivan rezultat

3.2.1.2.2. Interpretacija rezultata za HEV IgG test

Za interpretaciju rezultata koristi se omjer ocitanja uzorka (S) i cutoff-a. Ako je vrijednost
omjera (S/CO) manja od 0,9, tada govorimo 0 negativnom rezultatu odnosno zaklju¢ujemo da
ispitaniku nisu detektirana HEV IgG antitijela. Za vrijednosti S/CO koje se nalaze izmedu 0,9
i 1,1 interpretacija je dvosmislena, odnosno siva zona - slabo pozitivno, i preporuka je da se
ispitanik ponovno podvrgne ispitivanju, tjedan do dva nakon prvog uzorkovanja. Kada je omjer
S/CO ve¢i od 1,1, tada govorimo o pozitivhom rezultatu testa koji je indikativan u smislu

postojanja HEV IgG antitijela, tablica 4.
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Tablica 4. Interpretacija rezultata za HEV IgG

S/ICO INTERPRETACIJA

<0,9 Negativan rezultat

Siva zona — slabo
09-11 pozitivan rezultat.
Ponoviti testiranje

nakon 2 tjedna

>1,1 Pozitivan rezultat

3.2.2. Statisticki test

Obzirom na to da rezultat seroloskih testova moze biti pozitivan (i slabo pozitivan ulazi u ovu
kategoriju) ili negativan, za obradivanje takvih kvalitativnih podataka koristen je kategorijski
hi-kvadrat test (y° test). To je prakti¢an test u slu¢ajevima kada Zelimo utvrditi je li neke
dobivene frekvencije odstupaju od frekvencije koje odekujemo. y? test je koristen kako bi se
utvrdilo je li frekvencija pozitivnog rezultata u seroloskim testovima ove studije odstupa od
frekvencije pozitivnog rezultata ve¢ prije provedene studije (HZTM, 2014.g.). Tada je moguce
zakljuciti je li relativni rizik (RR) u smislu bivanja seroloski pozitivnim jednak u obje studijske
kohorte ili pak razlicit (DDK naspram TP). Apsolutne frekvencije su uvrStene U
kontingencijsku tablicu i onda je statisticki ispitivana nul hipoteza (Ho) prema kojoj se
opazena kontingencijska tablica ne razlikuje od o¢ekivane kontingencijske tablice. y? ratunamo

prema formuliranom izrazu gdje se Oi odnosi na opaZeno, a Ei na o¢ekivano:

2 _ z (Ol - Ei)z
T LR
L

Izradunata y? vrijednost koriStena je za usporedbu s grani¢nom y? vrijednoséu koja je sadrzana
u statistickim tablicama (tablica 5), a pritom su u obzir uzeti i stupnjevi slobode (df=1) i razina
znadajnosti testa (a=0,05). AKO je izraunata vrijednost ve¢a od graniéne (y> > y2a=1,a-0,05) tada
se Ho odbacuje i zaklju¢ujemo da postoji razlika izmedu opaZene i ocekivane kontingencijske

tablice uz razinu pouzdanosti a=0,05. Dakle, osobe iz jedne studije imaju razli¢it relativni rizik
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biti seroloski pozitivnim u odnosu na osobe iz druge studije. Ukoliko je situacija obratna (> <
x2ar-1.4=0,05) onda se prihvaéa Ho i zaklju¢ujemo da ne postoji razlika izmedu tablica odnosno
da je relativni rizik za obje studijske kohorte jednak. S druge strane, razli¢iti raunalni programi
kada je y? test u pitanju ra¢unaju vrijednost p. Naime, povrsina ispod y? Krivulje iznosi 1.
Vrijednost %2 dijelu tu povrinu na dvije (p te 1 - p). AKo je vrijednost p < 0,05 $to predstavlja
razinu statisticke znacajnosti testa onda se Ho odbacuje. U obrnutom slucaju se prihvaca. U
0voj studiji nece biti koristeni ra¢unalni programi koji raunaju vrijednost p, ali ¢e rezultati

dobiveni preko statistickih tablica biti interpretirani kao p < 0,05 ili p > 0,05.
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Tablica 5. Granicna y? vrijednost odredena je brojem stupnjeva slobode (prvi stupac) i
razinom znacajnosti testa (prvi redak), preuzeto s https://ib.bioninja.com.au/higher-
level/topic-10-genetics-and-evolu/102-inheritance/chi-squared-table.html

Degree of Probability of Exceeding the Critical Value

Freedom [ (g9 0.95 0.90 0.75 0.50 0.25 0.10 0.05 0.01
1 0.000 0.004 0.016 0.102 0.455 1.32 2.71 3.84 6.63
2 0.020 0.103 0.211 0.575 1.386 2.77 4.61 5.99 9.21
3 0.115 0.352 0.584 1.212 2.366 4.11 6.25 7.81 11.34
4 0.297 0.711 1.064 1.923 3.357 5.39 7.78 9.49 13.28
5 0.554 1.145 1.610 2.675 4.351 6.63 9.24 11.07 15.09
6 0.872 1.635 2.204 3.455 5.348 7.84 10.64 12.59 16.81
7 1.239 2.167 2.833 4.255 6.346 9.04 12.02 14.07 18.48
8 1.647 2.733 3.490 5.071 7.344 10.22 13.36 15.51 20.09
9 2.088 3.325 4.168 5.899 8.343 11.39 14.68 16.92 21.67
10 2.558 3.940 4.865 6.737 9.342 12.55 15.99 18.31 23.21
11 3.053 4.575 5.578 7.584 | 10.341  13.70 17.28 19.68 24.72
12 3.571 5.226 6.304 8438  11.340  14.85 18.55 21.03 26.22
13 4.107 5.892 7.042 9.299 12340  15.98 19.81 22.36 27.69
14 4.660 6.571 7.790 10165 13.339  17.12 21.06 23.68 29.14
15 5.229 7.261 8.547 | 11.037 14.339  18.25 22.31 25.00 30.58
16 5.812 7.962 9312 11912 15338  19.37 23.54 26.30 32.00
17 6.408 8672  10.085 12792 16.338  20.49 24.77 27.59 33.41
18 7.015 9.390  10.865 13675 17.338  21.60 25.99 28.87 34.80
19 7.633  10.117  11.651 14562 18.338  22.72 27.20 30.14 36.19
20 8.260  10.851 12443 15452 19.337  23.83 28.41 31.41 37.57
22 9.542  12.338  14.041 17.240 21.337  26.04 30.81 33.92 40.29
24 10.856  13.848  15.659  19.037 23.337  28.24 33.20 36.42 42.98
26 12198  15.379  17.292 20.843 25.336  30.43 35.56 38.89 45.64
28 13.565 16.928  18.939 22657 27.336  32.62 37.92 41.34 48.28
30 14.953  18.493  20.599 24478 29.336  34.80 40.26 43.77 50.89
40 22164 26509 29.051 33.660 39335 4562 51.80 55.76 63.69
50 27.707 34764 37.689 42942 49335  56.33 63.17 67.50 76.15
60 37485 43188 46459 52.294 59.335  66.98 74.40 79.08 88.38

Not Significant Significant




4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. Rezultati

4.1.1. Serolosko testiranje

Od 504 uzoraka seruma pacijenata testiranih komercijalnim HEV 1gG Dia.Pro testom, u 117
uzoraka detektirana su HEV IgG antitijela, grafikon 1. Seroprevalencija izrazena u postocima

iznosi 23,2 %.

Seroprevalencija 1gG na 506 uzoraka

450

200 387
350

300

250

200

150 117

100
50
0

lgG pozitivan uzorak IgG negativan uzorak

Grafikon 1. Apsolutna frekvencija HEV IgG-a
Od 504 uzoraka seruma pacijenata testiranih komercijalnim HEV IgM Dia.Pro testom, u 47

uzoraka detektirana su HEV IgM antitijela, grafikon 2. Seroprevalencija izrazena u postocima

iznosi 9,3 %.
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Grafikon 2. Apsolutna frekvencija HEV IgM-a

Od 47 uzoraka pozitivnih na HEV IgM, njih 40 (85,1 %) pokazala su pozitivitet i u HEV 1gG
Dia.Pro testu. Dakle, postotak uzoraka koji su pozitivni u oba testa u postocima iznosi 7,9 %,

grafikon 3. U grafikonu 4 prikazana je ukupna izraCunata seroprevalencija HEV IgG i HEV

IgM u ispitivanoj populaciji pacijenata.

45
40
35
30
25
20
15
10

HEV IgM pozitivni uzorci (N=47)

40

7

IgG pozitivan uzorak lgG negativan uzorak

Grafikon 3. HEV IgG rezultat medu HEV IgM pozitivnim uzrocima krvi pacijenta
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HEV seroprevalencija

IgG 23,20 %

IgM 9,30 %

1gG + IgM 7,90 %

0.00% 5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00% 30.00%

Grafikon 4. Sumirani prikaz seroprevalencije HEV IgG-a i HEV IgM-a u ispitivanoj

populaciji pacijenata u postocima (relativna frekvencija)

4.2. Rasprava

421 HZTM

HEV infekcija je dugo smatrana akutnom boles¢u bez potencijala progresije u kroni¢nu bolest.
S obzirom na opisane slucajeve HEV infekcije s kroni¢nim i smrtnim ishodima kod
imunokompromitiranih pacijenata i primatelja organa, sve se viSe pocelo gledati na HEV
infekciju kao prijetnju u nastajanju. Zbog toga su se pocele razvijati brojne studije kojima je u
interesu istrazivanja bila HEV prevalencija medu dobrovoljnim darivateljima krvi,
darivateljima organa ili pak prevalencija kod imunokompromitiranih pacijenata kao §to su
HIV/AIDS pacijenti (Mileti¢ i sur., 2019). Upravo iz tih razloga, virus hepatitisa E je postao
predmet zanimanja i medu hrvatskim znanstvenicima.

Naime, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu (HZTM) je neprofitna, ovlastena
zdravstvena ustanova koja obavlja transfuzijsku, laboratorijsku i farmaceutsku djelatnost.
Ujedno je i Referentni centar za transfuzijsku medicinu Ministarstva zdravstva Republike
Hrvatske. HZTM kao ustanova od velikog znacaja za zdravstvo duZan je pratiti stru¢na iskustva
1 novosti, provoditi istrazivanja i trajno primjenjivati nove znanstvene spoznaje radi postizanja
vece sigurnosti dobrovoljnih davatelja i pacijenata te vece sigurnosti i djelotvornosti proizvoda
i usluga (https://hztm.hr/politika_kvalitete/). Tako je Odjel za dijagnostiku krvlju prenosivih
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bolesti (koji je sastavni dio HZTM-a) u 2014. godini proveo studiju HEV seroprevalencije na
zdravim ispitanicima. Ispitivani su na antitijela IgG i IgM.

Dakle, prikupljeno je 1036 uzoraka seruma dobrovoljnih darivatelja krvi (DDK) koji su
dali suglasnost za sudjelovanje u studiji. HEV seroprevalencija u DDK-a procijenjena je s Cetiri
dostupna testa (3 ELISA testa i jednim imunoblot (IB) testom). Razli¢iti testovi za otkrivanje
antitijela na HEV pokazali su visoku seroprevalenciju HEV IgG u Hrvatskoj medu DDK-a.
Tako su primjerice komercijalni Dia.Pro HEV testovi pokazali HEV 1gG seroprevalenciju od
20,2 % dok je HEV IgM seroprevalencija iznosila 4,4 %. Niti jedan IgM pozitivan uzorak nije
bio pozitivan na HEV RNA (Mileti¢ 1 sur., 2019).

Naime, imunoglobulini klase M pentamerna su antitijela koja se prva pojavljuju kod
inicijalnog kontakta s antigenom. Opcenito imaju bitnu ulogu u aktivaciji komplementa dok
imunoglobulin klase G zbog svoje visoke specificnosti prema antigenu usmjereniji su ka
neutralizaciji istog (Keyt 1 sur., 2020). Dakle, HEV IgM je prisutan ve¢ u ranoj fazi klinicke
bolesti i moZe perzistirati nekoliko mjeseci. S druge strane, HEV IgG pojavljuje se ubrzo nakon
odgovora IgM 1 moze trajati nekoliko godina (Lhomme 1 sur., 2016). Zbog tih razliCitih
karakteristika, svaka klasa ima svoj poseban interpretativni znacaj. Dinamika stvaranja

antitijela bitna je za postavljanje dijagnoze.

4.2.2. Znalenje rezultata

Vazno je napomenuti da je studija provedena na DDK-a zavrSila, a HZTM odnosno OKB
nastavlja s klinickim testiranjem pacijenata Sto je temelj studije prikazane u ovom radu.
Rezultati ove studije koja je obuhvatila vise od 500 uzoraka testiranih izmedu 2.9.2019. godine
1 31.12.2020. godine, ne odnose se na zdravu populaciju ve¢ na pacijente ¢ije su anamneze
inducirale potrebu za dijagnostikom virusnog hepatitisa. Sada je moguce usporediti rezultate
seroprevalencije ove studije s rezultatima studije provedene 2014. godine na uzorcima donirane

krvi. Obje studije su koristile isti komercijalni test, grafikon 5.
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HEV IgG seroprevalencija

26.00%

24.00% 23,20 %
22.00% 20,20 %
20.00%
18.00%
16.00%
14.00%
12.00%
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DDK (2014.g.) Testiranje pacijenata (2019.g.,
2020.g.)

Grafikon 5. Rezultati seroprevalencije dviju studija dobiveni istim komercijalnim testom
(HEV IgG Dia.Pro)

HEV IgG prevalencija u studiji koja obuhvaca testiranje pacijenata pokazala se neznatno
ve¢om u odnosu na studiju koja je obuhvatila DDK-a (23,2 % naspram 20,2 %). Hi-kvadrat
(x2) test tu razliku nije pokazao statisticki znacajnom uz razinu znacajnosti testa a=0,05.
Izradunata je hi-kvadrat vrijednost (y>=1,76), grani¢na vrijednost je odredena iz tablice
(x%ar-1,4-005=3,84), a iz njihovih vrijednosti proizlazi da je p > 0,05 (y*<y%as-1.4-0.05). Detaljan
statistiCki izraCun nalazi se u prilogu (poglavlje 9). Sli¢nu seroprevalenciju mozemo objasniti
time Sto imunoglobulini klase G perzistiraju dugo (od 1 do 14 godina) i pokazatelj su prosle
infekcije. Dakle, ukoliko pacijent ima simptome akutnog virusnog hepatitisa, a uobicajeni
uzroénici su isklju¢eni (HAV, HBV, HCV, EBV, CMV) tada samo prisustvo HEV IgG-a bez
detektiranih HEV IgM 1 HEV RNA nema veliki dijagnosticki znacaj (Pakovi¢ Rode 1 sur.,
2016).
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HEV IgM seroprevalencija
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Grafikon 6. Rezultati seroprevalencije dviju studija dobiveni istim komercijalnim testom
(HEV IgM Dia.Pro)

HEV IgM prevalencija u studiji koja obuhvaca testiranje pacijenata pokazala se veCom u
odnosu na studiju koja je obuhvatila DDK-a (9,3 % naspram 4,4 %). 2 test tu razliku pokazao
je statisti¢ki zna¢ajnom uz razinu znacajnosti testa a=0,05. IzraCunata je hi-kvadrat vrijednost
(x2=15,13), a grani¢na vrijednost je odredena iz tablice (¥%at-1.0-005=3,84), a iz njihovih
vrijednosti proizlazi da je p < 0,05 (x*>Ydt=1.0-005). Detaljan statisticki izra¢un nalazi se u
prilogu (poglavlje 9). Tu vecu seroprevalenciju mozemo objasniti time Sto se radilo o
pacijentima kod kojih je postojala sumnja od strane lije¢nika na postojanje HEV infekcije.

Naime, dinamika antitijela klase M spregnuta je s pojavom simptoma pa tako znamo da
dva tjedna nakon pocetka bolesti oko 90 % pacijenata s akutnom boles¢u ima pozitivna HEV
IgM antitijela. Osim toga, u vrijeme pojave klinickih simptoma, antitijela HEV IgM dosezu
najvisu koncentraciju. Detektabilna su oko 8 tjedana i nakon 32 tjedna u vecine se pacijenata
viSe ne mogu utvrditi. Dakle, ukoliko pacijent ima simptome virusnog hepatitisa, a uobicajeni
uzro¢nici su isklju¢eni (HAV, HBV, HCV, EBV, CMV) onda je preporucljiva dijagnostika
na HEV. To je preporuka i od strane europske organizacije kao $to je European Association for
the Study of the Liver (EASL) (Dalton i sur., 2018).
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Prisustvo HEV IgM-a tada je indikativno u smislu postojanja HEV infekcije, no HEV IgM kao
jedini pozitivni parametar nije siguran dokaz akutne bolesti zbog mogucih nespecifi¢nih
reakcija u testovima. Dijagnosticki izazov je krizni odgovor antitijela na druge hepatotropne
viruse kao S§to su Epstein-Barrin virus (EBV), citomegalovirus (CMV) ili hepatitis A virus
(HAV). Iz tih razloga, svaki pozitivni nalaz primarnog testiranja potrebno je potvrditi
imunoblot metodom (WB) (Pakovi¢c Rode i sur., 2016). To nije praksa koja se koristila
prilikom testiranja pacijenata prikazanom u ovom diplomskom radu, ali je za sve HEV IgM
pozitivne uzorke testiranje ponavljano u duplikatu.

Imunokompetentne osobe u velikoj ve¢ini HEV infekciju prebole asimptomatski, a
seroloski testovi ¢e detektirati antitijela na HEV. Obzirom na dostatan imunosni sustav takvih
pojedinaca koji aktivno proizvodi antitijela na strani antigen kao Sto je HEV, detekcija HEV
RNA je otezana. Ako se 1 dokaze, onda je HEV RNA detektabilna kroz kra¢e vremensko
razdoblje. U Njemackoj je opisana serija slucajeva od 10 asimptomatskih davatelja krvi
zarazenih HEV-om i navedeno je da su svi DDK-a spontano razrijes$ili viremiju u plazmi unutar
20 - 80 dana (Kraef i sur., 2018).

S druge strane, odredivanje HEV RNA posebno je vazno za imunosuprimirane pacijente
kod kojih je deficitaran imunosni odgovor pa se antitijela ne stvaraju u dovoljnoj koli¢ini. Takvi
pacijenti mogu imati lazno negativne seroloske biljege infekcije. Nedostatak antitijela ocituje
se olaksanom detekcijom HEV RNA i duzim trajanjem viremije. Pozitivan RT-PCR nakon
minimalno 3 - 6 mjeseci od dijagnoze HEV-a potvrda je kroni¢éne HEV infekcije (Murali i sur.,
2015). Obzirom da je studija Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu iz 2014. godine
provedena na zdravoj populaciji, populaciji DDK-a, onda ne ¢udi rezultat da niti u jednom
HEV IgM pozitivnom uzorku nije detektirana i HEV RNA. Dakle, uz adekvatan imunosni

odgovor, viremija ima slab potencijal perzistiranja i detektiranja (slika 6).
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Slika 6. Tijek HEV infekcije kod imunokompetentnih pojedinaca. Povisena koncentracija
ALT-a ukazuje na akutni virusni hepatitis jos i prije nego Sto to c¢ini imunosni odgovor u vidu
sinteze antitijela. HEV RNA perzistira kratko, preuzeto s https://www.mdpi.com/1999-
4915/8/8/212/htm.

4.2.3. Testiranje krvi dobrovoljnih davatelja

Kako je opisan niz slu¢ajeva HEV infekcije uzrokovanih transfuzijom, tako se pocelo govoriti
0 testiranju darivane krvi na HEV RNA. Od 2012. godine, viSe od 3,2 milijuna EU donacija
testirano je na HEV RNA, a ukupna stopa iznosila je jedan pozitivan uzorak na 3109 donacija.
Neke drzave procijenile su da je potreba za testiranjem na HEV RNA opravdana unato¢
saznanjima da rizik infekcije putem hrane nadmasuje rizik od infekcije posredovane
transfuzijom. Europski centar za prevenciju i kontrolu bolesti (ECDC) u svom priopéenju iz
2017. godine napominje da bi provjera darivane krvi trebala i¢i ruku pod ruku s podizanjem
svijesti klini¢ara i strogim prehrambenim preporukama za rizi¢ne pacijente (Boland i sur.,
2019). Kao i u veéini zemalja tako i u Hrvatskoj, testiranje na HEV RNA nije uvr§teno medu

pretrage kojima se testiraju uzorci krvi od DDK-a.

4.2.4. Nestandardiziranost testova

Proveden je velik broj studija o seroprevalenciji HEV 1gG-a u Europi, medutim, rezultati tih
studija pokazali su veliku varijabilnost stopa seroprevalencije, ¢ine¢i interpretaciju takvih
studija problematicnom. Vecina studija koristila je razlicite HEV IgG ELISA testove s
razli¢itom specificnos¢u 1 osjetljivos¢u Sto ima utjecaja na pouzdanost rezultata. Naime, stope

seroprevalencije prvenstveno ovise o koriStenom seroloSkom testu, zatim o geografskoj regiji
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i studijskoj kohorti (opéa populacija, pacijenti s HIV-om, primatelji presadenih organa, osobe
u kontaktu sa svinjama i divljim zivotinjama) (Hartl i sur., 2016). Obzirom na tako znacajan
utjecaj koriStenog testa na rezultate, studije Cesto ispituju seroprevalenciju pomocu vise
razli¢itih komercijalnih testova.

Primjer tome je i studija Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu iz 2014. godine gdje
je seroprevalencija HEV IgG s obzirom na Cetiri testa (Dia.Pro HEV IgG, Mikrogen recomWell
HEV 1gG_old, recomWell HEV I1gG_new, IB Mikrogen recomLine HEV 1IgG) iznosila 20,2
%, 9,6 %, 18,1 % te 17,8 %. Kod ispitivanja HEV IgM-a osim §to su dobivena 4 rezultata,
pozitivni uzorci su potvrdivani imunoblotom (Mileti¢ 1 sur., 2019). KoriStenje vise testova ima
pozitivan utjecaj na kvalitetu studije dok se ne razviju standardizirani testovi. Valja napomenuti

.....

koristenih seroloskih testova (Aslan i Balaban, 2020).
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. ZAKLJUCCI

U vremenskom razdoblju od 2.9.2019. godine, kada je uvedeno serolosko testiranje
krvi pacijenta na biljege hepatitisa E (HEV) u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku
medicinu, u Odjelu za dijagnostiku krvlju prenosivih bolesti, pa do 31.12.2020. godine,
izraCunata je seroprevalencija HEV IgG-a od 23,2 % te HEV IgM-a od 9,3 %;

Seroprevalencija HEV lgG-a od 23,2 % u ispitivanoj populaciji pacijenata ne razlikuje
se statisticki od seroprevalencije HEV IgG-a dobivenoj u studiji na dobrovoljnim
davateljima krvi, 20,2 %, ispitano istim testom (Dia.Pro), §to upucuje na zakljuc¢ak da

je HEV 1inasa autohtona infekcija;

Seroprevalencija HEV IgM-a od 9,3 % u ispitivanoj populaciji pacijenata razlikuje se
statisticki od seroprevalencije HEV IgM-a dobivenoj u studiji na dobrovoljnim
davateljima krvi, 4,4 %, ispitano istim testom (Dia.Pro), upucuje na zakljuak da
ukoliko pacijent ima simptome virusnog hepatitisa, a uobicajeni uzroc¢nici su iskljuceni
(HAV, HBV, HCV, EBV, CMV), preporucljiva je seroloska dijagnostika na HEV;

KorisSteni testovi za serolosko testiranje na HEV imaju zadovoljavajucu osjetljivost 1
specifi¢nost te algoritam ponavljanja testiranja u slucaju anti-HEV IgM pozitivhog

rezultata daje pouzdane rezultate;

Rezultati ovog diplomskog rada pokazuju vaznost seroloskog testiranja pacijenata na
biljege virusnog hepatitisa E koji se do sada smatrao infekcijom vezanoj samo za

endemske zemlje.

26



. POPIS KRATICA

e % —hikvadrat

e CMV - citomegalovirus

e CO — vrijednost razgranicenja (engl. cut-off)

e DDK - dobrovoljni darivatelji krvi

e EASL - European Association for the Study of the Liver

e EBV - Epstein-Barr virus

e ECDC — European Centre for Disease Prevention and Control

e ELISA —enzimski adsorpcijski imunotest (engl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
e Ho—nul hipoteza

e HAV - virus hepatitisa A

e HBV - virus hepatitisa B

e HCV - virus hepatitisa C

e HDV - virus hepatitisa D

e HEV - virus hepatitisa E

e HEV IgG — imunoglobulini klase G specifi¢ni za antigene virusa hepatitisa E
e HEV IgM —imunoglobulini klase M specifi¢ni za antigene virusa hepatitisa E
e HZTM — Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu

o KAL — kalibrator

e NK - negativna kontrola

e OD - opti¢ka gustoc¢a (engl. Optical Density)

e OKB - Odjel za dijagnostiku krvlju prenosivih bolesti

e ORF — otvoreni okvir za ¢itanje (engl. Open Reading Frame)

27



PK — pozitivna kontrola

RR — relativni rizik
S/CO — omjer ocitanja uzorka (S) i cutoff-a

TP — testiranje pacijenata
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1. Sazetak

Za virus hepatitisa E (HEV) karakteristi¢no je da ga veé¢ina ljudi preboli asimptomatski. Ipak,
za odredene skupine kao $to su trudnice, pacijenti na imunosupresivnoj terapiji te za
imunokompromitirane pojedince s ve¢ postojec¢im bolestima jetre, HEV infekcija moze dovesti
do letalnog ishoda.

Tijekom 16 mjeseci (2019. 1 2020. godine), nesto vise od 500 pacijenata seroloski je ispitivano
na biljege hepatitisa E u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu (HZTM), i to u Odjelu
za dijagnostiku krvlju prenosivih bolesti (OKB). Koristeni su komercijalni HEV IgG Dia.Pro 1
HEV IgM Dia.Pro testovi koji se temelje na ELISA metodi. Ispitivanja su obavljena na Gemini
analizatoru i kompletan protokol pratio je upute proizvodaca. Obzirom na rezultate testiranja
pacijenata (TP), HEV IgG seroprevalencija iznosi 23,2 % (117 uzoraka) dok je stopa HEV IgM
seroprevalencije 9,3 % (47 uzoraka).

HZTM jos je 2014. godine proveo seroprevalencijsku studiju koja je obuhvatila 1036 uzoraka
dobrovoljnih darivatelja krvi (DDK). HEV seroprevalencija u DDK-a procijenjena je s Cetiri
dostupna testa (3 ELISA i 1 imunoblot test). Usporedeni su rezultati dobiveni Dia.Pro testom.
HEV IgM seroprevalencija medu TP statisti¢ki je znacajno veéa u odnosu na DDK (9,3 %
naspram 4,4 %) $to je dokazano hi-kvadrat testom (y? test) uz razinu znacajnosti testa 0=0,05
((*=15,13 > ¥24t-1,0-0,05=3,84, p < 0,05). Ova ve¢a HEV IgM seroprevalencija moze se objasniti
Cinjenicom da je rije¢ o pacijentima kod kojih je lije¢nik posumnjao na HEV infekciju.
Rezultati ove studije pokazuju da je, ukoliko pacijent ima simptome virusnog hepatitisa, a
uobi¢ajeni uzroc¢nici su isklju¢eni (HAV, HBV, HCV, EBV, CMV), preporucljiva je seroloska
dijagnostika na biljege virusnog hepatitisa E. Statisti¢ki znacajna razlika nije primijec¢ena kod
HEV 1gG seroprevalencije (23,2 % naspram 20,2 %, x>=1,77 < y?at-1.4-0,05=3,84, p > 0,05) §to

upucuje na zakljuCak da je HEV inaSa autohtona infekcija.
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8.2. Summary

The characteristic of hepatitis E virus (HEV) is that most people get over it asymptomatically.
However, for certain groups such as pregnant women, patients on immunosuppressive therapy
and immunocompromised individuals with pre-existing liver diseases, HEV infection can lead
to a fatal outcome.

During 16 months (2019 and 2020), slightly more than 500 were serologically tested for
hepatitis E markers at the Croatian Institute for Transfusion Medicine (CITM), in the
Department for Diagnostics of Blood Transmitted Diseases. Commercial HEV IgG Dia.Pro
and HEV IgM Dia.Pro tests were used, based on ELISA. Two tests were used, one for HEV
IgG and the other for HEV 1gG. Both tests are a product of the same producer (Dia.Pro Srl,
Milan, Italy) and the principle of the method used is the ELISA. Tests were performed on
Gemini analyzer and the complete procedure followed the producer's instructions.
Considering the results of patient testing (TP), the HEV IgG seroprevalence is 23.2 % (117
samples) while the HEV IgM seroprevalence rate is 9.3 % (47 samples).

In 2014, CITM conducted a seroprevalence study that included 1036 samples from voluntary
blood donors (VBD). HEV seroprevalence in VBD was assessed with four available tests (3
ELISA and 1 immunoblot (IB) test). The results obtained with Dia.Pro test were compared.
HEV IgM seroprevalence among TP is significantly higher compared to VBD (9.3 % vs. 4.4
%) as proven by the chi-square test (%? test) with a significance level of a=0.05 (x?>=15.13 >
Y2df=1,0=0.05=3.84, p < 0.05). This higher HEV IgM seroprevalence can be explained by the fact
that these are patients in whom the doctor suspected HEV infection. The results of these
studies show that, if the patient has symptoms of viral hepatitis, and the usual causative agents
are excluded (HAV, HBV, HCV, EBV, CMV), serological diagnosis for markers of viral
hepatitis E is recommended. No statistically significant difference was observed in HEV 1gG
seroprevalence (23.2 % vs. 20.2 %, y*=1.77 < ¥2dt=1,1=005=3.84, p > 0.05) which leads to the

conclusion that HEV is also our autochthonous infection.
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9. PRILOZI

9.1. Tablica s podacima

Tablica 6. Prikaz rezultata testiranja pacijenata provedenog u HZTM-u u vremenskom
razdoblju od 2.9.2019. do 31.12. 2020. godine.

Anti-HEV Anti-HEV
Datum IgG IigM

1 2.9.2019 NEG 0.161;0.142 NEG. 0.184;0.166
2 2.9.2019 POZ 1.295;1.313 NEG. 0.177;0.169
3 3.9.2019 NEG 0.144;0.510 NEG. 0.156;0.465
4 4.9.2019 NEG 0.295;0.287 POz 2.378;1.983
5 6.9.2019 NEG 0.062 NEG. 0.147

6 9.9.2019 NEG 0.131 NEG. 0.178

7 10.9.2019 POz 2.593;2.635 NEG. 0.454

8 10.9.2019 POZ 8.934 NEG. 0.854;0.977
9 11.9.2019 NEG 0.066 NEG. 0.263

10 12.9.2019 NEG 0.082 NEG. 0.130

11 12.9.2019 NEG 0.102 NEG. 0.103

12 12.9.2019 NEG 0.111 NEG. 0.289

13 12.9.2019 NEG 0.231 NEG. 0.244

14 12.9.2019 NEG 0.219 NEG. 0.192

15 12.9.2019 NEG 0.157 NEG. 0.168

16 12.9.2019 NEG 0.222 NEG. 0.609;0.289
17 13.9.2019 NEG 0.858;0.823 NEG. 0.182

18 17.9.2019 NEG 0.801 NEG. 0.192

19 18.9.2019 NEG 0.074 poz.slabo 1.056;0.944;1.158
20 18.9.2019 NEG 0.114 NEG. 0.347

21 19.9.2019 NEG 0.068 NEG. 0.182

22 19.9.2019 POZ 2.036 poz.slabo 2.182;1.563
23 20.9.2019 NEG 0.149 NEG. 0.151

24 20.9.2019 NEG 0.163 NEG. 0.368

25 24.9.2019 POz 1.299 POz 1.368;1.639
26 25.9.2019 NEG 0.128 NEG. 0.147

27 25.9.2019 NEG 0.119 NEG. 0.104

28 25.9.2019 NEG 0.119 NEG. 0.104

29 26.9.2019 NEG 0.108 NEG. 0.108

30 26.9.2019 POZ 1.302 NEG. 0.157;0.316
31 1.10.2019 POz 6.122 NEG. 0.389

32 2.10.2019 NEG 0.288 NEG. 0.140
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

3.10.2019

9.10.2019

9.10.2019
11.10.2019
11.10.2019
15.10.2019
16.10.2019
16.10.2019
17.10.2019
18.10.2019
23.10.2019
24.10.2019
24.10.2019
25.10.2019
26.10.2019
28.10.2019
28.10.2019
29.10.2019
29.10.2019
29.10.2019
30.10.2019
30.10.2019
31.10.2019
31.10.2019

4.11.2019

5.11.2019

6.11.2019

8.11.2019
15.11.2019
15.11.2019
18.11.2019
19.11.2019
21.11.2019
22.11.2019
26.11.2019
27.11.2019
28.11.2019
28.11.2019
29.11.2019
29.11.2019
29.11.2019

3.12.2019

3.12.2019

3.12.2019

3.12.2019

4.12.2019

NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
POZ
NEG
POZ
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
POz
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz

0.111
0.077
0.151
4.048
0.068
0.051
1.937;2.406
0.088
0.102
0.179
0.045
1.159;1.092
0.120
0.080
2.925
0.409
0.105
0.150
3.570
8.815
0.227
0.848
7.007
2.857;2.534
0.370
0.096
1.606;1.609
0.133
8.290
2.706
0.324
0.065
0.071
0.148
8.188;8.102
1.494
9.179
0.533
0.071
0.037
0.119
0.062
0.119
0.091
0.154;0.111
2.705;2.914

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
poz. slabo
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

POz

NEG.
NEG.
NEG.

POz

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

POz

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

POz

0.158
0.181
0.140
0.491
0.176
0.206
1.463;1.704
0.111
0.211
0.110
0.136
0.400
0.119
0.098
0.252
nije trazeno
0.315
0.349
0.392
0.609
0.166
0.176
2.053;2.103
0.306
0.242
0.134
1.686;1.902
0.184
0.495
0.209
0.286
0.232
0.188
0.207

10.666;10.620

0.396
0.353
0.153
0.170
0.081
0.095
0.173
0.098
0.149
0.142;0.187

10.805;10.722



79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

4.12.2019
4.12.2019
5.12.2019
5.12.2019
6.12.2019
6.12.2019
6.12.2019
9.12.2019
10.12.2019
12.12.2019
12.12.2019
12.12.2019
13.12.2019
13.12.2019
13.12.2019
14.12.2019
16.12.2019
16.12.2019
16.12.2019
16.12.2019
18.12.2019
19.12.2019
19.12.2019
19.12.2019
23.12.2019
23.12.2019
23.12.2019
24.12.2019
27.12.2019
31.12.2019
31.12.2019
3.1.2020
3.1.2020
3.1.2020
4.1.2020
8.1.2020
8.1.2020
8.1.2020
9.1.2020
10.1.2020
10.1.2020
15.1.2020
15.1.2020
17.1.2020
17.1.2020
17.1.2020

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG

0.173;0.120
0.165,0.200
0.082;0.080
0.177;0.131
0.168;0.160
2.736;2.608
9.208;9.317
0.191;0.174
0.060;0.085
0.051;0.037
6.998,7.195
2.342;2.485
0.108;0.091
0.077;0.065
1.984;1.999
0.088;0.097
0.174;0.168
1.468;1.251
8.318;8.053
0.199;0.188
0.308;0.305
0.051;0.048
0.151;0.174
0.071;0.082
0.100;0.088
0.438;0.464
2.033;2.096
0.060;0.060
0.160;0.137
0.101;0.112
0.233
0.216
0.049
0.086
0.063
5.480
0.239
0.165
0.139
0.048
0.245
0.106
0.095
6.598
0.109
0.150

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
POz
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
POz
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
POz
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
poz. slabo
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

0.141;0.122
0.168;0.178
0.204;0.178
0.165;0.165
0.217;0.237
0.254;0.234
5.693;5.617
0.118;0.132
0.205;0.192
0.113;0.116
0.305;0.281
1.821;1.931
0.106;0.109
0.466;0.483
0.150;0.150
0.329;0.332
0.158;0.161
0.477,0.497
3.509;3.705
0.201,0.205
0.178;0.184
0.124;0.127
0.205;0.201
0.188;0.231
0.525;0.509
0.619;0.635
0.877,0.832
1.161;1.171
0.487;0.496
0.168;0.175
0.298
0.311
0.217
0.220
0.220
0.204
0.102
0.159
0.173
0.095
0.108
0.191
0.127
0.284
0.184
0.185



125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170

18.1.2020
20.1.2020
21.1.2020
24.1.2020
24.1.2020
24.1.2020
25.1.2020
25.1.2020
27.1.2020
29.1.2020
29.1.2020
30.1.2020
30.1.2020
31.1.2020
31.1.2020

3.2.2020

3.2.2020

5.2.2020

5.2.2020

7.2.2020

7.2.2020

7.2.2020

8.2.2020

8.2.2020
10.2.2020
10.2.2020
11.2.2020
13.2.2020
13.2.2020
17.2.2020
17.2.2020
17.2.2020
18.2.2020
19.2.2020
19.2.2020
19.2.2020
21.2.2020
21.2.2020
24.2.2020
24.2.2020
26.2.2020
26.2.2020
27.2.2020
27.2.2020
27.2.2020
27.2.2020

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
POZ
NEG
POZ
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG

0.164
0.085
0.116
0.085
0.116
0.099
0.125
6.526;6.608
0.102
0.264
0.369
0.105
0.275
9.116;8.895
8.005;7.426
0.105
4.769;5.159
0.190
0.196
1.559
0.147
0.095
0.092
0.051
0.198
0.095
0.085
0.114
0.569
0.048
0.114
0.133
0.085
0.145
0.165
0.165
0.079
0.267
0.287
0.116
0.116
0.190
0.076
0.093
10;10
0.196

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

POz

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

POZ

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

0.192
0.208
0.122
0.118
0.111
0.247
0.121
1.695;1.651
0.172
0.274
0.294
0.147
0.207
4.250;4.267
0.384
0.167
0.280;0.307
0.145
0.209
0.148
0.199
0.279
0.168
0.148
0.185
0.131
0.189
0.185
0.152
0.189
0.149
0.129
0.159
0.163
0.146
0.136
0.401
0.219
0.146
0.166
0.144
0.130
0.226
0.113
0.968;0.943
0.166



171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

27.2.2020
28.2.2020
28.2.2020
28.2.2020
28.2.2020

3.3.2020

3.3.2020

3.3.2020

6.3.2020

6.3.2020

9.3.2020
11.3.2020
11.3.2020
11.3.2020
11.3.2020
12.3.2020
12.3.2020
12.3.2020
12.3.2020
13.3.2020
14.3.2020
16.3.2020
16.3.2020
18.3.2020

7.4.2020
10.4.2020
14.4.2020
15.4.2020
15.4.2020
15.4.2020
17.4.2020
20.4.2020
21.4.2020
22.4.2020
23.4.2020
24.4.2020
28.4.2020

4.5.2020

5.5.2020

5.5.2020

5.5.2020

5.5.2020

8.5.2020
11.5.2020
12.5.2020
13.5.2020

NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
POz
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
poz. slabo
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

0.128
0.437
0.161
7.579
0.147
0.102
0.102
10
0.170
0.190
1.874
0.099
1.416
0.165
0.071
0.270
0.159
0.413
0.151
0.074
0.082
7.846
0.145
0.312
0.156
10
0.69
0.098
0.971;1.089
7.288
0.591
0.120
0.137
0.440
0.142
0.174
0.149
0.500
0.198
0.190
0.102
0.207
0.159
0.127
0.119
0.133

NEG.
NEG.
NEG.

POz

NEG.
NEG.
NEG.

POz

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

POz

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

0.151
0.031
0.136
2.677
0.150
0.098
0.116
1.399;1.499
0.154
0.171
0.429
0.269
0.092
0.198
0.178
0.318
0.481
0.217
0.234
0.149
0.377
0.785
0.312
1.382,0.382;0.511
0.351
14;14
0.123
0.185
0.198
0.335
0.087
0.481
0.441
0.192
0.351
0.497
0.210
0.133
0.273
0.246
0.309
0.388
0.383
0.346
0.272
0.265



217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262

14.5.2020
14.5.2020
14.5.2020
19.5.2020
20.5.2020
20.5.2020
21.5.2020
21.5.2020
23.5.2020
25.5.2020
25.5.2020
26.5.2020
26.5.2020
26.5.2020
26.5.2020
27.5.2020
27.5.2020
28.5.2020
29.5.2020
29.5.2020

1.6.2020

1.6.2020

1.6.2020

1.6.2020

1.6.2020

1.6.2020

2.6.2020

3.6.2020

3.6.2020

4.6.2020

6.6.2020

8.6.2020

9.6.2020
12.6.2020
12.6.2020
13.6.2020
16.6.2020
16.6.2020
16.6.2020
18.6.2020
19.6.2020
19.6.2020
20.6.2020
23.6.2020
24.6.2020
24.6.2020

POz
NEG
NEG
NEG
NEG
poz. slabo
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
POz

3.642,3.349
0.133
0.099
0.122
0.230
0.969;1.089
0.185
0.079
0.188
0.065
0.145
0.805
0.170
0.199
0.128
0.113
0.108
0.042
0.230
0.210
10
0.195
7.539
0.260
0.173
0.450
0.198
0.351
0.147
0.170
8.268
6.908
0.113
0.173
0.224
0.584
0.224
0.330
0.056
0.267
0.210
0.450
0.100
1.851
0.117
10

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
POz
poz. slabo
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
POz

0.165
0.622
0.257
0.226
0.280
0.267
0.287
0.218
0.336
0.189
0.300
0.303
0.252
0.171
0.262
0.178
0.222
0.064
0.434
0.229
0.382
0.252
0.332
0.579
0.269
0.232
0.262
0.352
0.289
0.178
4.022;3.365
0.777;1.087;0.839
0.152
0.178
0.240
0.235
0.390
0.210
0.216
0.172
0.124
0.160
0.214
0.240
0.252
1.260;1.318



263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308

24.6.2020
25.6.2020
26.6.2020
26.6.2020
26.6.2020
26.6.2020
27.6.2020
29.6.2020
29.6.2020
30.6.2020
30.6.2020
1.7.2020
1.7.2020
1.7.2020
2.7.2020
2.7.2020
3.7.2020
3.7.2020
3.7.2020
3.7.2020
3.7.2020
7.7.2020
7.7.2020
7.7.2020
7.7.2020
7.7.2020
8.7.2020
8.7.2020
8.7.2020
9.7.2020
9.7.2020
10.7.2020
10.7.2020
13.7.2020
13.7.2020
13.7.2020
13.7.2020
14.7.2020
14.7.2020
15.7.2020
15.7.2020
16.7.2020
16.7.2020
16.7.2020
16.7.2020
20.7.2020

POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
poz. slabo
POz
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
POz
NEG
POz

10
0.235
0.179
0.142
0.457
0.116
0.182
0.248
0.130
2.061
0.087
0.113
0.523
0.175
0.130
0.248
0.105
0.969;0.740
7.626
0.116
0.196
0.301
10
0.763
0.088
0.324
0.111
0.131
0.096
0.125
0.199
0.142
0.256
0.125
0.145
0.265
0.142
0.150
0.224
0.085
0.281
2.826
0.144
1.450
0.902;0.476
6.541

POZ

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
poz. slabo

POz
NEG

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

POz

NEG.

NEG

NEG.
NEG.

1.852;1.504
0.174
0.241
0.288
0.171
0.174
0.181
0.255
0.184
0.349
0.159
0.205
0.259
0.246
0.302
0.205
0.208
1,215;0.813;0.908
1.350;1.232
0.319
0.367
0.505
0.437
0.238
0.421
0.385
0.186
0.244
0.142
0.147
0.172
0.276
0.500
0.191
0.332
0.428
0.342
0.311
0.244
0.234
0.273
1.900;2.167;2.128
0.527
0.492
0.328

0.894;0.836 |
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309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354

20.7.2020
21.7.2020
21.7.2020
21.7.2020
22.7.2020
23.7.2020
23.7.2020
24.7.2020
24.7.2020
27.7.2020
27.7.2020
29.7.2020
31.7.2020
31.7.2020

3.8.2020

3.8.2020

3.8.2020

3.8.2020

3.8.2020

4.8.2020

4.8.2020

6.8.2020

6.8.2020

6.8.2020

7.8.2020

7.8.2020
10.8.2020
10.8.2020
10.8.2020
11.8.2020
11.8.2020
14.8.2020
17.8.2020
18.8.2020
18.8.2020
18.8.2020
18.8.2020
20.8.2020
20.8.2020
20.8.2020
20.8.2020
25.8.2020
21.8.2020
24.8.2020
24.8.2020
26.8.2020

NEG
NEG
NEG
POZ
POZ
POZ
NEG
POZ
NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
POZ
POZ
POZ
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
POz
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
POZ
POz
NEG
NEG

0.078
0.185
0.216
10

10
3.381
0.267
6.220
0.110
7.483
1.808
0.172
0.500
2.501
0.195
0.189
5.765
5.869
10
0.209
0.161
0.467
1.572;1.292
0.851
0.238;0.230
0.153
0.051
0.142
0.088
6.873
0.210
0.085
0.080
0.469
10
4.225
0.057
0.117
7.053
0.134
0.476
0.682
8.346
8.146
0.208
0.094

NEG.
NEG.
NEG.
POz
POz

NEG.
NEG
NEG.
POz
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
poz.slabo
NEG
POz
NEG.
NEG.
NEG.
POz
NEG.
POz
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG
poz. slabo
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
POz
POz
NEG.

0.184
0.288
0.301
9.826;8.818
1.586;1.388
nije trazeno
0.485
0.381
0.145
1.967;1.417
0.253
0.454
0.589
0.282
0.432
0.402
1.174;1.017
0.392
1.720;1.551
0.472
0.262
0.489
2.739;3.205
0.252
1.924;1.914

1.028;0.242;0.329

0.184
0.804
0.266

1.640;0.782;0.779

0.968
0.293
0.280
0.421
0.325
0.966;1.120
0.157
0.187
0.270
0.251
0.273
0.789;0.949
0.971;0.888
6.968
1.477;1.305
0.162
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355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400

27.8.2020
29.8.2020
31.8.2020
31.8.2020
1.9.2020
2.9.2020
3.9.2020
3.9.2020.
7.9.2020.
8.9.2020.
8.9.2020.
8.9.2020.
8.9.2020.
10.9.2020.
10.9.2020.
10.9.2020.
10.9.2020.
14.9.2020.
15.9.2020.
15.9.2020.
16.9.2020.
17.9.2020.
17.9.2020.
17.9.2020.
17.9.2020.
17.9.2020.
21.9.2020.
23.9.2020.
23.9.2020.
24.9.2020.
24.9.2020.
24.9.2020.
25.9.2020.
29.9.2020.
29.9.2020.
30.9.2020.
1.10.2020.
1.10.2020.
1.10.2020.
1.10.2020.
5.10.2020.
6.10.2020.
6.10.2020.
6.10.2020.
7.10.2020.
7.10.2020.

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
POz
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

0.150
0.105
0.284
0.591
0.144
0.858
0.243
0.080
0.149
0.309
3.183
0.117
0.086
5.617
10

0.268
0.430
0.140
0.194
2.300
8.379
0.143
0.152
0.157
0.220
0.217
0.297
5.376
0.503
0.314
0.141
0.062
6.771
7.796
5.028
0.463
0.148
0.338
0.358
4.483
0.170
0.204
0.241
0.345
0.068
0.259

NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.
NEG.

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
POZ
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

0.231
0.108
0.231
0.174
0.202
0.150;0.166
0.255
0.180
0.124
0.203
0.259
0.141
0.164
0.592
14
0.163
0.592
0.169
0.232
0.729
0.598
0.172
0.338
0.186
0.201
0.346
0.177
1.386
0.174
0.212
1.318
0.145
5.354
0.682
0.417
0.271
0.262
0.146
0.174
0.581
0.132
0.546
0.250
0.211
0.226
0.203
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401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446

7.10.2020.

7.10.2020.

7.10.2020.

8.10.2020.

8.10.2020.

8.10.2020.

8.10.2020.

9.10.2020.
12.10.2020.
12.10.2020.
13.10.2020.
13.10.2020.
13.10.2020.
13.10.2020.
13.10.2020.
14.10.2020.
14.10.2020.
14.10.2020.
15.10.2020.
15.10.2020.
15.10.2020.
16.10.2020.
16.10.2020.
16.10.2020.
16.10.2020.
19.10.2020.
21.10.2020.
22.10.2020.
22.10.2020.
23.10.2020.
23.10.2020.
23.10.2020.
24.10.2020.
26.10.2020.
26.10.2020.
26.10.2020.
27.10.2020.
27.10.2020.
28.10.2020.
28.10.2020.
28.10.2020.
28.10.2020.
29.10.2020.
29.10.2020.
20.10.2020.
31.10.2020.

NEG
POZ
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
POz
NEG
POz
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
poz. slabo
NEG
NEG
NEG
NEG

0.136
10
7.730
0.105
0.134
0.136
0.136
0.477
0.443
0.398
8.234
0.199
2.257
0.312
3.768
0.150
5.234
0.133
0.329
0.306
0.221
0.091
0.179
0.176
4.846
0.239
0.134
0.266
0.685
3.821
0.133
0.272
0.198
0.399
0.165
0.212
0.202
0.145
0.108
0.117
0.222
0.946, 0,443, 1.017
0.063
0.254
0.180
0.339

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG

0.165
0.958, 0973
0.730, 0.729
0.468
0.394
0.345
0.216
0.174
0.226
0.548, 0.411
0.304
0.593
0.337
0.211
0.389
0.286
0.319
0.307
0.136
0.253
0.235
0.232
0.311
0.189
0.170
0.295
0.228
0.194
0.396
0.304
0.168
0.468
0.251
0.231
0.231
0.280
0.468
0.175
0.225
0.187
0.315
0,434
0.328
0.555
1.479, 1.483
0.223
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447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492

2.11.2020.
3.11.2020.
5.11.2020.
5.11.2020.
6.11.2020.
9.11.2020.
9.11.2020.
9.11.2020.
9.11.2020.
10.11.2020.
11.11.2020.
11.11.2020.
12.11.2020.
12.11.2020.
12.11.2020.
16.11.2020.
16.11.2020.
17.11.2020.
17.11.2020.
19.11.2020.
19.11.2020.
19.11.2020.
20.11.2020.
20.11.2020.
24.11.2020.
24.11.2020.
25.11.2020.
25.11.2020.
26.11.2020.
26.11.2020.
26.11.2020.
27.11.2020.
30.11.2020.
30.11.2020.
2.12.2020.
2.12.2020.
3.12.2020.
4.12.2020.
4.12.2020.
7.12.2020.
8.12.2020.
9.12.2020.
9.12.2020.
11.12.2020.
12.12.2020.
14.12.2020.

POZ
NEG
POZ
NEG
POZ
NEG
NEG
POZ
POZ
POZ
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
POZ
NEG
POZ
NEG
POZ
POz
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POZ
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG

1.169
0.182
2.067
0.082
6.230
0.150
0.156
1.367
3.621
4.637
0.203
2.952
0.150
0.531
0.172
0.176
0.567
0.360
7.236
0.147
0.221
0.394
4.388
0.279
10
0.278
7.943
0.131
2.858
10
5.224
0.331
0.191
0.077
0.150
0.262
2.55
0.756
0.511
0.607
0.773
0.599
0.535
0.353
10
0.334

NEG
NEG
NEG
NEG
poz. slabo
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
poz. slabo
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG

0.223
0,214
0.248
0.333
1.017, 1.080
0.511
0.430
0.239
0.218
0.265
0.389
1.278
0.136
0.260
0.228
0.448
0.376
0.384

0.809, 1.122, 0.882

0.242
0.579, 0.358,
0.163
3.087, 3.489
0.241
0.767
0.218
0.237
0.156
0.496
1.302
0.328
0.131
0.151
0.200
0.165
0.193
0.725, 0.687
0.319
0.150
0.140
0.237
0.146
0.130
0.292
1.376,1.381
0.170
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493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506

14.12.2020.
14.12.2020.
15.12.2020.
16.12.2020.
16.12.2020.
16.12.2020.
16.12.2020.
18.12.2020.
22.12.2020.
22.12.2020.
23.12.2020.
23.12.2020.
28.12.2020.
31.12.2020.

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
poz. slabo
POz
NEG
POz
NEG

0.353
0.495
0.181
0.167
0.187
0.471
0.351
0.164
0.237
1.015
10
0.1863
10
0.658

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POz
NEG
POz
NEG

0.190
0.158
0.187
0.170
0.161
0.246
0.402
0.167
0.191
0.356
6.654, 5.165
0.1941

1.073, 1.346, 1.213

0.319
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9.2. Detaljan statisti¢ki izracun

9.2.1. Statisti¢ko ispitivanje HEV IgM seroprevalencije

UKUPNO
HEV IgM Dia.Pro test
Opazeno (O)
+ -
DDK 446 90 1036
GRUPA
TP 47 457 504
UKUPNO 93 1447 1540

Tablica 7. Opazena kontingencijska tablica

Rizik HEV IgM pozitiviteta za svaku grupu:

Rrp = Npozitivnih/Nukupno =47/504 = 0,0933
Rook = Npozitivnih/Nukupno = 46/1036 = 0,0444

Relativni rizik (RR):
RR = Rtp/ Rpok = 0,0933/0,044 = 2,1
Je 1i RR statisticki znacajno razli¢it od 1, statisticki se ispituje u nastavku. Izradena je ocekivana

kontingencijska tablica gdje su vrijednosti izracuna prema izrazu:
E=MxM¢N

(Mr — ukupno u redu, Nr — ukupno u stupcu, N — svi uzorci zajedno)
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UKUPNO
HEV IgM Dia.Pro test
OCEKIVANO (E)
+ -
DDK 1036x93/1540 = | 1036x1447/1540= 1036
63 973
GRUPA TP 504x93/1540 = | 504x1447/1540 = 504
30 474
UKUPNO 93 1447 1540

Tablica 8. Ocekivana kontingencijska tablica koja pretpostavlja da je rizik HEV IgM
pozitiviteta u obje grupe jednak (Ho)

Sada kada je izradena ocekivana kontingencijska tablica imamo podatke za izradun

vrijednosti i to prema izrazu:

(0; — E;)?

2 _

A Z E,

52 = (46-63)63 + (990-973)2/973 + (47-30)%/30 + (457-474)%/474
42 =1513

Grani¢nu y? vrijednost uzeta je iz tablice (poglavlje 3) :
Ylar=1.0=005 = 3,84
S obzirom da je y*> y2a-1,4=0,05 zakljuéeno je da se Ho odbacuje i da je RR statisticki zna¢ajno

razli¢it od 1 uz razinu znacajnosti testa koja iznosi a=0,05.
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9.2.2. Statisti¢ko ispitivanje HEV 1gG seroprevalencije

Rizik HEV IgG pozitiviteta za svaku grupu:

Rrp= Npozitivnih/Nukupno =117/504 = 0,2321
Ropk = Npozitivnih/Nukupno = 209/1036 = 0,2017

Relativni rizik (RR):
RR = Rtp/ Rook = 0,2321/0,2017 = 1,15

Je li RR statisticki znacajno razli¢it od 1, statisticki se ispituje u nastavku. Izradena je ocekivana

kontingencijska tablica.

UKUPNO
HEV 1gG Dia.Pro test
OpaZeno (O)
+ -
DDK 209 827 1036
GRUPA TP 117 387 504
UKUPNO 326 1214 1540

Tablica 9. Opazena kontingencijska tablica
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UKUPNO
HEV 1gG Dia.Pro test
Ocekivano (E)
+ -

DDK 1036x326/1540= 1036x1216/1540= 1036

219 817

GRUPA

TP 504x326/1542= 504x1216/1542= 504

107 397
UKUPNO 326 1214 1540

Tablica 10. Ocekivana kontingencijska tablica koja pretpostavija da je rizik HEV IgG
pozitiviteta u obje grupe jednak (Ho)

Sada kada je izradena o¢ekivana kontingencijska tablica imamo podatke za izradun y°
2 _ Z (0; — Ey)?
X ' —Ei
1

2 = (209-219)%/219 + (827-817)2/817 + (117-107)%107 + (387-397)%/397
P =1,77

Grani¢nu y? vrijednost uzeta je iz tablice (poglavlje 3) :

vrijednosti i to prema izrazu:

YPdr=1.0=0,05 = 3,84
S obzirom da je y°< yar=1a=005 zakljuCeno je da se Hoprihvaca i da RR statisti¢ki nije

znacajno razli¢it od 1 uz razinu znacajnosti testa koja iznosi a=0,05.
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seroprevalence is 23.2 % (117 samples) while the HEV IgM seroprevalence rate is 9.3 % (47 samples). In 2014, CITM
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¥?=1.77 < x2t=1,4=005=3.84, p > 0.05) which leads to the conclusion that HEV is also our autochthonous infection.
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