Viroloske, klinicke i epidemioloske osobitosti
adenovirusnih disnih infekcija u djece u Zagrebu i
okolici

Tabain, Irena

Doctoral thesis / Disertacija
2011

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:105:846771

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-08-30

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:846771
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5645
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5645

Sredisnja medicinska knjiznica

Tabain, Irena (2011) Viroloske, klinicke i epidemioloske osobitosti
adenovirusnih disnih infekcija u djece u Zagrebu i okolici [Virological,
clinical and epidemiological features of adenovirus respiratory
infections in children in Zagreb region]. Doktorska disertacija,

Sveuciliste u Zagrebu.

http://medlib.mef.hr/1418

University of Zagreb Medical School Repository
http://medlib.mef.hr/



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI| FAKULTET

Irena Tabain

Viroloske, klinicke i epidemioloske
osobitosti adenovirusnih disnih infekcija
u djece u Zagrebu i okolici

DISERTACIJA

ZAGREB, 2011.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI| FAKULTET

Irena Tabain

Viroloske, klinicke i epidemioloske
osobitosti adenovirusnih disnih infekcija
u djece u Zagrebu i okolici

DISERTACIJA

ZAGREB, 2011,



Ovaj rad je izraden u Odjelu za virologiju i Odjelu za molekularnu dijagnostiku i BSL 3/4

Sluzbe za mikrobiologiju, Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Zagrebu.

IstraZzivanje je u potpunosti financirano iz sredstava projekta Ministarstva znanosti,
obrazovanja i Sporta Republike Hrvatske br. 005-0053443-3447 pod naslovom Virusne
infekcife disnog sustava voditeljice prof. dr. Gordane Mlinari¢ Galinovi¢, dr. med., a koji je
nastavak projekta broj 005-002 Uzrocnici bolesti koji se Sire kapljicnim putem iste

voditeljice.

Voditelji rada: prof. dr. sc. Gordana Mlinari¢ Galinovi¢

doc. dr. sc. Sun€anica Ljubin Sternak



ZAHVALA

Najiskrenije zahvaljujem svojoj mentorici prof. dr. sc. Gordani Mlinari¢ Galinovi¢ i
komenotrici doc. dr. sc. Sunéanici Ljubin Sternak na kontinuiranoj nesebi¢noj pomoéi,

ulozenom trudu, stru¢nim savjetima, razumijevanju i prijateljskoj pomoci.

Zahvaljujem prim. Jasni Cepin-Bogovi¢ iz Klinke za djegje bolesti, KBC-a Sestre
milosrdnice, Zagreb na pomo¢i pri obradi podataka klinickog dijela istraZivanja kao i
djelatnicima Odjela za medicinsku dokumentaciju Klinike za infektivne bolnice ,dr. Fran
Mihaljevi¢“ na pomodéi u prikupljanju klini¢kih podataka: voditeljici Elviri Celjuski-To$ev, dr.

med. te referentima Mirjani Pokrovac, med. sestri i Mariju Krceli¢u, tehn. za raCunarstvo.

Svim djelatnicima Sluzbe za mikrobiologiju Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo veliko
hvala na pomodi tijekom izrade ovoga rada, a posebno Mireli Josipovi¢ lab. tehn., Renati
Sim, dr. vet. med. i Natasi Bauk, dipl. ing. biol. u pripremi i izvodenju laboratorijskih

metoda te Gordani Vojnovié, dipl. ing. biol. na suradnji u tehnickoj izvedbi nove metode.

Posebno se zahvaljujem i doc. dr. sc. Vladimiru Trkulji na vrijednim savjetima tijekom

pisanja ovog rada.

| na kraju, veliko hvala mojoj obitelji na strpljenju, razumijevanju i bezrezervnoj podrsci.



SADRZAJ

SADRZA ...ttt ettt n ettt n e, 1
POPIS KRATIC A e e e ettt e e e e et e et bt e e e 3
1. UV OD ettt 5
1.1 POV ST ettt 5
1.2 Klasifikacija adenOVIFUSE ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieie e 6
1.3  Grada i umnozavanje adeNOVIFUSA .............uuuuuuummmmmmmnnninnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnne 8
1.4 Onkogeni potencijal adeNOVIFUSA..........coiieeeeiiiiiiiiiiie e 12
15 PatOgeN@Za i IMUNOST.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiebeb bbb ebeeeeeeeennee 14
1.6 = o]0 [T 0 TTo] (o |1 PSSP 15
1.7 KliniCke KarakteriStiKe ..............uuuuuimiiiiiiiiiii e 17
1.8  MikrobioloSka dijagnostika adenovirusa ..............cccccuvvuiimiiiiiiiiiiiiiiii, 22
19 I T=T o= o = 3PP 30
2. CILJEVI ISTRAZIVANJA | HIPOTEZA ... 31
2.1 CiljeVviistrazivanja ... 31
2.2 HIDOUEZA ...t 32
3. MATERIJAL | METODE ..ottt ettt 33
3.1 Ispitanici i klini€ki materijal.............ccooooii 33
3.2 MikrobioloSka dijagnostika infekcije adenovirusom............c..coevvviiiiieernniinnns 34
3.3 KliniCko-laboratorijske Metode............oouviiiiiiii i e 42
34 StatistiCka analiza podataka .............oueiiiiiiiiii 44
4. REZU L T AT e ettt e et e e e e e e eeaans 45
4.1 Ispitanici i tipovi, 0dNOSNO VISte adeNOVIrUSA........ccceveeverniiieeeeeeeeiiiiaee e 45
4.2 Raspodjela prema dODi. ... ... ... i 46
4.3 Raspodjela prema SPOIU.........oovieiiii e 52
4.4 SEZONSKE VANJACIHE ..o e e 55



4.5

4.6

4.7

10.

LTI Te] (R0 F<T0 ] o] (o 1= (TP 58

LaboratorijsKi NAIAZI............ccoveeviiiiiiii e 68
Testiranje NIPOtEZa .........uuuciiii i 79
RASPRAV A et 85
ZAKLIUCC <.ttt 103
KRATKI SADRZAJ NA HRVATSKOM JEZIKU.......ccocoevieeeeeeeeeeeenee, 105
KRATKI SADRZAJ NA ENGLESKOM JEZIKU.........cccovoveveeeeriiereeeraeaens 107
POPIS LITERATURE ... 109
ZIVOTOPIS ... n e, 118



POPIS KRATICA

ARI

CAR

CPU

CRP

DFA

DKS

DNA

EIA

EM

ET

HAART

HZJZ

ICTV

IDDS

IFA

IGDS

IHA

IL-1

IL-6

ITR

KBC

LA

MADbs

MEM

akutne infekcije diSnog sustava (eng. Acute Respiratory Infections)
coxsackie-adenovirus receptor

citopati¢ni u€inak

C-reaktivni protein

izravna imunofluorescencija (eng. Direct Immunofluorescence Assay)
diferencijalna krvna slika

deoksiribonukleinska kiselina (eng. Deoxyribonucleic Acid)
imunoenzimske metode (eng. Enzyme Immunoassay)

elektronski mikroskop

eksudativni tonzilitis

visokoaktivna antiretrovirusna terapija (eng. Highly Active Antiretroviral
Treatment)

Hrvatski zavod za javno zdravstvo
eng. International Committee on Taxonomy of Viruses
infekcije donjeg diSnog sustava

neizravna imunofluorescencija (eng. Indirect Immunofluorescence
Assay)

infekcije gornjeg diSnog sustava

inhibicija hemaglutinacije

interleukin-1

interleukin-6

obrnuti ponavljajuéi slijed (eng. Inverted Terminal Repeat)
klinicki bolnicki centar

lakteks aglutinacija

monoklonalna protutijela (eng. Monoclonal Antibodies)

Earlov minimalni osnovni medij (eng. Minimum Essential Medium)



MLTU glavna jedinica za kasni prijepis (eng. Major Late Transcription Unit)

MRNA glasnicka ribonukleinska kiselina (eng. messenger Ribonucleic Acid)
NFS nazofaringealni sekret

NK stanice urodene ubojice (eng. Natural Killer Cell)

NT neutralizacijski test

Nt neutraliziraju¢a protutijela

OMA upala srednjeg uha (lat. otitis media acuta)

PCR lan€ana reakcija polimeraze (eng. Polimerase Chain Reaction)
pllla protein llla

pVv protein V

pVI protein VI

pVII protein VII

pIX protein 1X

RK respiratorni katar

RSV respiratorni sincicijski virus

RVK reakcija vezanja komplementa

SE sedimentacija eritrocita

SZ0 Svjetska zdravstvena organizacija

TNF-a tumor nekrotizirajuci faktor-a

TT tielesna temperatura

VA-RNA ribonukleinske kiseline povezane s virusom (eng. Virus Associated-
Ribonucleic Acid)



1. UvoD

1.1 Povijest

Adenoviruse su prvi put izolirali 1953. godine Rowe i sur. (1). Oni su pokusali
izolirati ,virus obi¢ne prehlade* iz 33 wuzorka kirurski odstranjenog djecjeg
adenoidnog tkiva. U stanicama koje su porasle iz odstranjenog tkiva uo€ili su
citopatske promjene u obliku baloniranih stanica koje su kasnije tvorile grozdaste
nakupine. Na osnovi toga su zakljuCili da su uoCene citopatske promjene
uzrokovane nepoznatim mikroorganizmom Kkojega su tada nazvali ,uzroCnik
degeneracije adenoida“ (1). Gotovo istovremeno, Hilleman i Werner (2) izolirali su
nepoznati virus iz sekreta gornjeg dijela diSnog sustava oboljelih vojnih ro¢nika sa
simptomima nalik gripi (2). Uskoro se pokazalo da su novoizolirani uzrocnici
povezani te da odgovaraju virusu koji je i tijekom Il svjetskog rata uzrokovao
epidemije tedkih infekcija diSnog sustava u vojnika (3). Prema tkivu u kojem je virus
prvi put izoliran, ¢itava je porodica (Adenoviridae) dobila ime 1956. godine (4).

Od tada je identificirano viSe od 50 tipova adenovirusa koji su izolirani iz gotovo svih
ljudskih organskih sustava, kao i ostalih kraljeSnjaka, a jasno su uzrono povezani s
bolestima diSnog, probavnog i mokraénog sustava te oka (3, 5).

U laboratorijskim uvjetima Trentin i sur. (6) su 1962. godine uodili da tip 12 humanog
adenovirusa uzrokuje nastanak zloéudnog tumora u mladih glodavaca. To je
rezultiralo brojnim istraZivanjima tumorskog potencijala adenovirusa. Do danas nije

utvrdeno da adenovirusi mogu uzrokovati zlo¢udne tumore u ljudi (7).



1.2 Klasifikacija adenovirusa

Adenovirusi pripadaju u porodicu Adenoviridae koja je podijeljena u 5 rodova prema
posliednjoj medunarodnoj klasifikaciji virusa (International Committee on Taxonomy
of Viruses 2009 - ICTV) ovisno o domacinu (slika 1):

Mastadenovirus - patogeni za sisavce (8)

Aviadenovirus — patogeni za ptice (8)

Atadenovirus — patogeni za ptice, reptile i prezivace (8)

Siadenovirus - patogeni za vodozemce (9)

Ichtadenovirus — patogeni za ribe (10).

Slika 1. Shematski prikaz klasifikacije porodice Adenoviridae

Adenoviridae

|
| I |

Mastadenoviridae Aviadenoviridae Atadenoviridae Siadenoviridae Ichtadenoviridae
L Human Adenoviruses

A B C D E F G
12,1831 3,7,11, 14, 16, 1,2,5,6 8,9,10,13,15, 17, 1 10,41 52
21,34, 35,50 19, 20, 22-30, 32, 33,

36-39, 4249, 51, 53, 24

Svi tipovi adenovirusa koji su patogeni za ljude pripadaju u rod Mastadenovirus i
mogu se svrstati u 7 vrsta (A-G) ovisno o njihovim hemaglutinacijskim osobinama,
podudarnosti deoksiribonukleinske kiseline (eng. Deoxyribonucleic Acid - DNA) i
onkogenom potencijalu kod imunosuprimiranih glodavaca (11). Vrsta B se dodatno
dijeli u dvije grupe: B1 i B2, ovisno o DNA restrikcijskim obrascima (tablica 1) [12].
Do danas su poznata 54 razli¢ita tipa adenovirusa (HAdV-1-54) koji se medusobno
razlikuju u neutralizacijskom testu (NT) s tipno-specifi¢nim protuserumom (9, 13),

odnosno prema hipervarijabilnim regijama na heksonu koje tvore tipno-specificne



petlie na povrsini proteina (14). Nemoguénost neutralizacije nekog tipa adenovirusa
s prethodno poznatim tipno-specifi€nim protuserumima uz filogenetsku udaljenost
veéu od 10% (temeljem analize matriksa proteaze proteina VIII i slijeda
aminokiselina DNA polimeraze) svrstava dva tipa u razli€ite vrste. Medutim, ako je
razlika manja od 5% i dodatno je prisutan grupni kriterij razliciti tipovi svrstavaju se u

istu vrstu (10).

Tablica 1. Klasifikacija ljudskih adenovirusa

Vrsta Tip TKivni tropizam
A 12, 18, 31 Probavni sustav
Bl 3,7,16, 21,50 DiSni sustav
B2 11, 14, 34, 35 Mokraéni i diSni sustav
C 1,2,5,6 DiSni sustav
D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, O&i i brobavni sustav
36-39, 42-49, 51, 53, 54 P
E 4 Disni sustav
F 40, 41 Probavni sustav
G 52 Probavni sustav

Prilagodeno iz Robinson & Echavaria (3)

Humani adenovirusi se prema svojoj sposobnosti da aglutiniraju eritrocite sisavaca

mogu podijeliti u 4 skupine (tablica 2) [15, 16].



Tablica 2. Klasifikacija adenovirusima ovisno o hemaglutinacijskim svojstvima

Skupina V_rl_si';a: Hemaglutinacija eritrocita
B: aglutiniraju eritrocite rezus majmuna
3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 35 9 J J

D:

Il 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, aglutiniraju eritrocite Stakora
32, 33, 36-39, 42-49, 51
I C E F djelomiéno aglutiniraju
1, 2, 4-6, 40, 41 eritrocite Stakora

A: . . ..

v 12, 18, 31 nemaju sposobnost aglutinacije

Prilagodeno iz Hierholzer (16)

1.3 Grada i umnozavanje adenovirusa

1.3.1 Grada

Adenovirusi su srednje veliki (promjera 70-90 nm), neovijeni virusi, ikozaedri¢ne
kapside s vlaknastim nastavcima na svakom vrhu ikozaedra (slika 2). Gradeni su od
vanjske kapside i unutarnje nukleoproteinske jezgre s dvolanéanom DNA. Virusna
kapsida je kubi¢ne simetrije i sastoji se od 252 kapsomera, od kojih je 240 heksona
(eng. hexon) i 12 pentona (17).

Heksoni se nalaze na povrSini istostrani¢nih trokuta i bridovima, a svaki vrh
ikozaedra tvore pentoni (12 vrhova ikozaedra). Hekson je najzastupljeniji protein od
strukturnih proteina i €ini 63% ukupne mase proteina (14). Svaki penton se sastoji
od 5 istovjetnih proteina (pentomera) i vlaknastog nastavka koji je na kraju kuglasto
zadebljan, a dija duljina varira od 9 do 30 nm ovisno o tipu virusa. Vlaknasti
nastavak (eng. fiber) sastoji se od tri domene: N-terminalne domene kojom je ne-
kovalentno vezan za bazu pentona, srediSnjeg dijela i C-terminalnog kraja kojim se

veZe za receptor na stanici domacina. Vlaknasti nastavak ima vaznu ulogu u



adsorpciji virusa na stanicu domacina te dodatno pospjeSuje ulazak virusa u stanicu
domacina interakcijom sa specificnim proteinima (integrinima) na povrsini stanice.
Heksoni i vlaknasti nastavak su tipno-specificni antigeni i na njih se stvaraju
neutraliziraju¢a protutijela (Nt). Heksoni su i grupno specificni antigeni koji se
dokazuju reakcijom vezanja komplementa (RVK). Tipno-specificni antigeni
vlaknastih nastavaka i pentona odreduju se inhibicijom hemaglutinacije (IHA-om)
zivotinjskih eritrocita (18).

Dodatni mali strukturni proteini uévrscuju hekson i stabiliziraju kapsidu: protein llla
(pllla) koji se nalazi ispod baze pentona, protein VI (pVI) i protein IX (pIX) koji se
nalazi u centru svake stranice ikozaedra te pVIII koji gradi unutarniji sloj kapside (19,

20).

Slika 2. Pojednostavljeni shematski prikaz grade adenovirusa
(Prikaz nije proporcionalan prirodnim veli¢inama.)
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lzvor: www.mcb.uct.ac.za/cann/335/Adenoviruses.html



Genom virusa Cini linearna, dvolan¢ana DNA veli¢ine 30-38 Kbp koja je usko
povezana s proteinima jezgre proteinom V (pV), proteinom VII (pVIl) i proteinom p
(21). Na svakom kraju DNA nalazi se obrnuti ponavljajuci slijed (eng. inverted
terminal repeat-ITR) od 100 do 140 bp na koji je kovalentno vezan zavr$ni protein
(eng. terminal protein-TP) koji je neophodan za pocetak virusne DNA replikacije (7).
Genom se prepisuje s oba lanca i u oba smjera, a kodira oko 40 regulatornih i
strukturnih proteina organiziranih u 9 transkripcijskih jedinica te jednu do dvije
(ovisno o tipu) male, s virusom povezane ribonukleinske kiseline (eng. virus
associated-ribonucleic acid - VA-RNA). Transkripcijske jedinice ukljuéuju pet
jedinica za rani prijepis (eng. early - E1A, E1B, E2, E3 i E4), dvije za odgodeni rani
prijepis (eng. early delayed - IX i IVa2) i jednu glavnu jedinicu za kasni prijepis (eng.
major late transcription unit - MLTU). MLTU se dalje obraduje te tvori 5 grupa (L1-
L5) kasnih glasnickih ribonukleinskih kiselina (eng. messenger ribonucleic acid -
MRNA) (slika 3). Sve transkripcijske jedinice prepisuje RNA-polimeraza-Il, dok VA-

RNA prepisuje RNA-polimeraza-Ill (21, 22).

Slika 3. Shematski prikaz organizacije genoma adenovirusa

1X MLP L1 L2 L L4 L
p’ e n -——3—-5
E1 TPL E3
—— —>VA-RNAs -

5 10 15 20 25 30 35
L l I I | l l l
I 1 | | 1 1 1 1 I

ITR ¢ P i ITR
Va2 E2A E4
e — - i
E2B

Kratice: E=rani (eng. early); L=kasni (eng. late); ITR=obrnuti ponavljajuci slijed (eng.
inverted terminal repeat); MLP=glavni kasni promoter (eng. major late promoter);
pIX=protein IX; TPL=eng. tripartite leader; VA RNA=s virusom povezane
ribonukleinske kiseline (eng. virus associated-ribonucleic acid)

Izvor: http://ediss.sub.uni-hamburg.de/voltexte/2010/4876/pdf/PhD_THESIS.pdf
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1.3.2 UmnoZavanje virusa

Umnozavanje virusa podijelijeno je u dvije faze (ranu i kasnu fazu) s obzirom na
poCetak virusne DNA replikacije. Rana faza ukljuCuje adsorpciju i ulazak virusa u
stanicu te ekspresiju gena za rani prijepis. Glavni cilj ove faze je priprema optimalnih
uvjeta za DNA replikaciju u stanici domaéina (21). Virus se veze za stanicu
domacina pomocu vlaknastog nastavka za stani¢ni coxsackie-adenovirus receptor
(CAR) za sve ljudske adenoviruse (23, 24), osim za vrstu B adenovirusa koja se
specificno veZze za CD46 receptor (25), odnosno tip 37 vrste D za koji je vaznije
prisustvo sijali¢ne kiseline nego CAR-a na povrsini stanice (26). Nakon adsorpcije,
pentonske baze se vezu za izvanstani¢nu domenu integrina te tako omogucuju
ulazak virusa u citoplazmu endocitozom (27). Proces ulaska je jako efikasan jer
85% adsorbiranih virusa se nade u citoplazmi ve¢ nakon 10-ak minuta. U citoplazmi
se proteini kapside otklanjaju i konano virusna DNA ulazi u jezgru stanice kroz
jezgrine pore tzv. mikrotubule (28). Uloga gena rane faze je: omoguditi da stanica
domacina ude u S-fazu stani¢nog ciklusa, inhibicija staniéne obrane te stvaranje
odgovarajuc¢ih genskih produkata potrebnih za DNA replikaciju (21). Transkripcija
adenovirusa zapocinje ekspresijom neposrednog ranog gena E1A (eng. immediate
early E1A gene) koji omogucuje transkripciju ostalih ranih gena E1B-E4 (29).
Pojednostavljeni prikaz umnozavanja adenovirusa prikazan je na slici 4.

Sinteza virusne DNA pocinje na kraju linearne dvostruko zavijene uzvojnice i za taj
proces su potrebna barem tri rana virusna proteina (prekursor TP, DNA polimeraza i
protein vezan uz DNA) i tri stani¢na proteina (21).

Kasna faza zapoc€inje s poCetkom replikacije virusne DNA i obiljezena je punom
aktivacijom kasnog glavnog promotora (eng. major late promotor - MLP) kao i
selektivnim transportom i translacijom virusnin mRNA. Na kraju replikacije virusne
DNA aktiviraju se L1-L5 geni 8to dovodi do stvaranja 20-ak virusnih mRNA
grupiranih u L1-L5 te stvaranja strukturnih proteina virusa. Tijekom kasne faze u
stanici domacina odvija se sinteza, transport i translacija iskljuivo virusne mRNA

11



kasne faze. Sinteza proteina kapside odvija se u citoplazmi, a sazrijevanje virusne
Cestice zbiva se u jezgri stanice. Heksoni ulaze u jezgru stanice vezanjem na pVi
koji stabilizira kapsidu i putuje izmedu jezgre i citoplazme. Zatim se u jezgri formira
prazna kapsida od prethodno stvorenih heksona i pentona nakon ¢ega ulazi genom
(DNA) i proteini srediSnjeg dijela virusa. Sazrijevanje virusne Cestice zapodcinje
aktivacijom L3-proteaze i njenim djelovanjem na pVI, a nastavlja se kaskadom

proteolitickih aktivnosti koja konacno dovodi do formiranja zrele Cestice (21).

Slika 4. Pojednostavljeni prikaz umnozavanja adenovirusa

1. Binding 2. Internalization
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Nucleus

Izvor: Hakkarainen & Hemminki (30)

Zivotni ciklus virusa traje 24-36 sati i tijekom tog ciklusa sazrijeva oko 10* virusnih

Cestica koje se oslobadaju lizom stanice domacina (21).

1.4 Onkogeni potencijal adenovirusa

Ovisno o ucCestalosti i vremenu potrebnom da uzrokuju tumor u glodavaca, ljudski

adenovirusi dijele se u: one s izrazitim onkogenim potencijalom, sa slabim

12



onkogenim potencijalom i one bez onkogenog potencijala (tablica 3). Vrsta A
adenovirusa najjate pokazuje ova svojstva i dovodi do stvaranja tumora u mladih
glodavaca (do 4 mjeseca starosti). Adenovirusi vrste C i E za sada nisu pokazali
tumorigena svojstva. Tipovi adenovirusa 12, 18 i 31 imaju najnizi postotak guanin-
citozin baza (47-49%) i najveéu moguénost izazivanja tumora u Zivotinja (31, 32).
Medutim, neovisno o razlici u onkogenom potencijalu izmedu razli€itih tipova
adenovirusa, svi testirani humani adenovirusi mogu jednako ucinkovito onkogeno
transformirati kulture stanica glodavaca (33). Suprotno njihovom onkogenom
potencijalu u Zivotinja i visokom transformiraju¢em potencijalu u kulturama stanica
glodavaca, transformacija primarnih humanih stani¢nih linija posredovanih ljudskim
adenovirusima je vrlo neucinkovita (34). Do danas nema uvjerljivog dokaza da

adenovirusi mogu izazvati zlo¢udni tumor u ljudi (33, 35).

Tablica 3. Onkogeni potencijal adenovirusa

Vrsta Tip Onkogeni potencijal

A 12, 18, 31 visok

B 3,7,11, 14, 16, 21, 34, 35, 50 umjeren

C 1,2,5,6 slab ili nema

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, slab ili nema

32, 33, 36-39, 42-49, 51, 53, 54 (tumori mlije€nih Zlijezda- tip 9, 10)

E 4 slab ili nema

F 40, 41 nema

G 52 nepoznat

Prilagodeno iz Robinson & Echavaria (3)
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1.5 Patogenezaiimunost

Epitelne stanice su ciljne stanice za adenoviruse. Virus ulazi u organizam preko
usta, nazofarinksa ili konjunktive oka. Primarno mjesto umnoZavanja virusa je
respiratorni epitel u nazofarinksu. UmnozZavanje tipova adenovirusa koji uzrokuju
infekcije diSnog sustava odvija se u stanicama respiratornog epitela bez cilija koje
na svojoj povrsini posjeduju odgovarajuce receptore (CAR). Epitelne stanice donjeg
dijela diSnog sustava imaju cilje, a na apikalnoj povrSini nemaju izrazene
odgovarajuée receptore. No, infekcija je moguéa ako postoji oStecenje integriteta
povrsine epitela.

Rijetko se javlja viremija. Medutim, adenovirusna infekcija mokracnog mjehura,
prvenstveno vrstom C adenovirusa, upucuje na zaklju¢ak da je viremija moguca.
Nema dokaza o ascendentnom putu ulaska virusa u mokrac¢ni mjehur. Ova infekcija
se ¢eSce javlja u mladih muskaraca nego u Zena.

Mnogi se adenovirusi umnozavaju u epitelu crijeva ne izazivajuci gastroneteritis,
ipak tipovi 40 i 41 mogu uzrokovati crijevnu bolest.

Kad se adenovirus veze za stani¢ni receptor na ciljnoj stanici pokreée kaskadu
dogadaja koji dovode do lu€enja interleukina i kemokina (36). Svaki proupalni
medijator kojeg izlu€uje inficirana stanica ima sposobnost pokretanja specifi¢nih
upalnih stanica ¢ime doprinosi upalnom odgovoru. Jacina i obrazac ranog upalnog
odgovora utjeCe na razvoj infekcije. Kad je odgovor odgovarajuci, domacin uspjeSno
ukloni inficirane stanice s najmanje oSte¢enja okolnog tkiva. Imuni odgovor protiv
virusa posredovan je specifiénim efektorskim stanicama kao $to su: stanice urodene
ubojice (engl. natural killer cell-NK), makrofagi te antigen specifi¢ni limfociti T i B.
Odgovarajuc¢a aktivacija ovih komponenti imunog odgovora omogucuje kontrolu i/ili
prevenciju infekcije adenovirusom in vivo (37). Prirodena antivirusna imunost
posredovana je prvenstveno NK stanicama, neutrofilima i monocitima/makrofagima

koji ograniCavaju virusnu infekciju tako Sto direktno uniSte zarazenu stanicu ili
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indirektno tako 3&to stvaraju protuupalne citokine poput tumor nekrotizirajuceg
faktora-o. (TNF-a), interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6), interferona-B i
kemokina (38). Dodatno, prirodena imunost pokre¢e antigen prezentiraju¢e stanice
koje pospjeduju stvaranje optimalnog ste€enog imunog odgovora (39). PoviSene
vrijednosti IL-6, interleukina-8 i TNF-o nadene su u djece s adenovirusnom
infekcijom (40).

SteCena imunost posredovana je virus specificnim B i T staniénim odgovorom.
Nakon infekcije ovim virusom stvaraju se grupno-specificna i tipno-specifitna
protutijela.  Grupno-specificna protutijela opcéenito nemaju neutralizacijsko
djelovanje, dok tipno-specificna Nt na hipervarijabilnu regiju na virusnoj kapsidi
mogu ucinkovito neutralizirati virus izvan stanice te tako sprijeciti Sirenje virusa (38,
41). Kad je virus u stanici, zadti¢en je od specificnih protutijela, no tada se aktivira
stani¢ni imuni odgovor koji obi¢no dovodi do eradikacije zarazenih stanica preko
CD4" i CD8" stanica (42, 43).

Poznato je i da bolesnik, unato€¢ zadovoljavaju¢em humoralnom odgovoru, moze
izlu€ivati adenovirus intermitentno, posebno u stolici, viSe mjeseci nakon infekcije.
Poslije svake preboljele infekcije stvaraju se zastitna Nt koja Stite od reinfekcije istim

tipom, ali ne eliminiraju kliconostvo (38).

1.6 Epidemiologija

Adenovirusne infekcije su Ceste i javljaju posvuda u svijetu. Akutne infekcije diSnog
sustava (eng. acute respiratory infections - ARI) uzrokovane adenovirusima javljaju
se sporadi¢no, endemijski ili epidemijski. Epidemije se obi¢no javljaju u djedjim
vrtiéima, ustanovama za skrb starih i nemocénih, intenzivnim jedinicama, Skolama i
vojarnama, odnosno u zatvorenim prostorima u kojima boravi veci broj ljudi te na

bazenima (3, 38). lako se adenovirusne infekcije javljaju tijekom cijele godine, nesto
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je veca ucestalost tijekom zime i prolje¢a, no i to varira ovisno o tipu adenovirusa i
populaciji (44).

Veéina adenovirusnih infekcija javlja se u prvim godinama zivota. Adenovirusne
infekcije diSnog sustava u djece najéeSce se javljaju u dobi od 6 mjeseci do 5 godina
(45). Do 10. godine zivota vecina ljudi je bila inficirana s jednim ili viSe tipova
adenovirusa (46). Oko polovine svih infekcija prode asimptomatski. Nema znacajne
razlike u osjetljivosti s obzirom na spol ili etni¢ku pripadnost. Infekcije se javljaju
posvuda u svijetu uz neke razlike u pojavnosti pojedinih tipova u odredenim
podrucjima svijeta (3).

Adenovirusi su odgovorni za 1-5% svih infekcija diSnog sustava te 5-15% svih
akutnih proljeva (3). Djeca su posebno osjetljiva. Prevalencija adenovirusnih
infekcija diSnog sustava u djece kre¢e se od 2 do 14%, a tijekom epidemija moze
biti i znacajno vida (3, 45). Adenovirusi imaju vaznu ulogu u etiologiji teSkih ARI,
posebno u dojenc¢adi i djece (45). Adenovirusi su odgovorni za 2-7% ARI u djece
mlade od 5 godina i za oko 10% svih uzroka hospitalizacija u toj dobnoj skupini. (46,
48). ARI je u vojnih roénika u 30-70% slu€ajeva uzrokovan adenovirusima (3).
Adenovirusne infekcije se €esto javljaju i u imunokompromitiranih bolesnika (49).
Infekcije diSnog sustava najéeS¢e uzrokuju adenovirusi koji pripadaju vrstama B, C i
E. Tipovi 1, 2, 5i 6 adenovirusa su sveprisutni, posebno u male djece koja ih mogu
izluCivati mjesecima, najduze stolicom. Oni se obi¢no javljaju kao endemske
infekcije diSnog sustava. Tipovi 4, 7, 14 i 21 uzrokuju male epidemije, vec¢inom zimi i
u rano lieto (3). Velike epidemije keratokonjunktivitisa obi¢no su uzrokovane
tipovima 8, 9 i 37 adenovirusima. Manje epidemije konjunktivitisa obi¢no uzrokuju
tipovi 3, 4 te 7 i one se obi¢no javljaju ljeti medu plivaima u bazenima (38).
Epidemije ARl medu vojnim rocnicima, ukljucujuéi i upalu pluca, javljaju se u
zimskom i proljetnom periodu, a obi€no su uzrokovane tipovima 4 i 7 adenovirusa

A).
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Glavni put prijenosa adenovirusnih infekcija diSnog sustava u svim dobnim
skupinama je aerosol, a mogu¢ je i prijenos preko kontaminiranih predmeta. U
dojencadi i male djece znacajan je i fekalno-oralni put (46). Adenovirusi se
jednostavno prenose u imunokompromitiranih bolesnika i male djece te u bolni¢kim

uvjetima (38).

1.7 Klini¢ke karakteristike

Ovisno o tipu postoje znacajne razlike u tkivnoj prijemljivosti i virulenciji adenovirusa.
Stoga, adenovirusi mogu uzrokovati infekcije razli¢itih organskih sustava, veéinom
diSnog i probavnog sustava, a rijetko mokra¢nog sustava i jetre (3). Ponekad mogu
uzrokovati i bolest nekih drugih organskih sustava kao $to su gusteraca, sréani misi¢
(miokard) ili sredidnji ziv€ani sustav (tablica 4). lako je poznato vide od 50 razli€itih

tipova adenovirusa, veéinu bolesti u ljudi uzrokuje trecina ovih tipova.
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Tablica 4. Adenovirusne infekcije, povezanost s tipovima, domacini

Tip adenovirusa

Klini¢ka slika " Domagin
Cesto Manje cesto
Infekcije gornjeg i 4,6, 11, 14, 15, 18, . .
dignog sustava (IGDS) | 1357 21, 29, 31 dojencad, djeca
Epidemijski 8 19 37 2-5,7,10, 11,13-17, | pojedinci svih dobnih
keratokonjunktivitis e 19, 21, 23, 29 skupina
Faringokonjunktivalna | 3,4, 7 1,2,5,6,8, 11-17, djeca
groznica 19-21, 29, 37
Akutni hemoragijski 11 2-8,14,15,19,37 djeca
konjunktivitis
Krup 5 1-3,12,19 djeca
Infekcije donjeg diSnog 34,7 21 1,2.5 7.8, 11, 35 QOjencad, djeca_,_ _
sustava (IDDS) imunokompromitirani
ARI u vojnih ro¢nika 4,7 2,3,5, 8,11, 14, 21, | vojni roCnici
35
" 1-3,5,7,12-18, 21, :
Gastroenteritis 40, 41 25 26, 29, 31 djeca
. dojencad, djeca,
Hepatitis 1-3,5,7 4,31 imunokompromitirani
Akutni hemoragijski | 1 7,21, 34, 35 djeca, .
cistitis imunokompromitirani
Spoln(_) prenosive 2,37 L, 5,7,11, 18, 19, adolescenti, odrasli
bolesti 31
Miokarditis 7,21 djeca
: . djeca,
Meningoencefalitis 7 1-3,5, 6, 11, 12, 32 imunokompromitirani
Diseminirana bolest 1, 2,5, 11, 3,6,7, 14, 21, 29- novorodencad,
34, 35 31, 37-39, 43, 45 imunokompromitirani

(kratica: ARI= akutne infekcije diSnog sustava)

Prilagodeno iz Robinson & Echavaria (3)
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Brojne adenovirusne infekcije prolaze supklinicki. U oko 50% zarazene djece ne
razviju se simptomi infekcije, ali se stvore odgovarajuéi Nt-i koji ih onda Stite od
ponovne infekcije istim tipom adenovirusa (38, 50). Novorodencad, mala djeca i
imunokompromitirani bolesnici imaju visoki rizik da se infekcija adenovirusima
ocituje tezom klinickom slikom sustavne infekcije (49, 51).

Oko 5% ARI uzrokuju adenovirusi i veéinom su to infekcije gornjeg dijela diSnog
sustava (IGDS-a) u djece mlade od 5 godina (53). Adenovirusi svrstani u vrstu B
(tipovi 3, 7, 14, 16, 21, 34, 35), vrstu C (tipovi 1, 2, 5, 6) i vrstu E (tip 4) uzrokuju ARI
u dojenc¢adi i male djece te u vojnih ro¢nika (46, 47, 49). Adenovirusne infekcije
prezentiraju se simptomima obi¢ne prehlade. Adenovirusi isto tako €esto izazivaju
faringitis i tonzilitis (52). UobiCajeni simptomi ovih infekcija su: nosna kongestija,
iscjedak iz nosa i kaSalj. No, u nekih bolesnika javlja se eksudativni tonzilitis (ET)
kojeg je Kklinicki teSko razlikovati od onog uzrokovanog beta-hemolitiCnim
streptokokom grupe A. Respiratorne simptome obi¢no prate i opéi simptomi poput:
najCesce uzrokuju tipovi 1, 2, 5 i 6 adenovirusa, a zatim sljede tipovi 3 i 7 koji se
vecinom javljaju epidemijski. Infekcije donjeg dijela diSnog sustava (IDDS), kao Sto
je upala pluca, najéeSce uzrokuju tipovi 3, 7 i 21. Neki se tipovi, kao §to su tipovi 7 i
14, CeSc¢e povezuju s teskim klinickim oblicima ARI-ja s moguc¢im fatalnim ishodom
(38, 53, 54).

Prema rezultatima istrazivanja provedenog u Hrvatskoj 1981. godine u 50-oro djece
s adenovirusnom infekcijom diSnog sustava najc¢eS¢e je bio izoliran tip 7 (42%)
adenovirusa, a zatim su sljedili tipovi 1 i 2 (svaki po 16%), tip 3 (12%), tip 5 (10%) te
tip 6 (4% izolata). Tip 4 nije bio izoliran. U istrazivanju nije bila navedena klinicka
prezentacija bolesti diSnog sustava (55). Do slicnih su rezultata doSli i u prethodnom
istrazivanju provedenom u Hrvatskoj 1979. godine (56). Od ukupno 102 izolirana
soja virusa u bolesnika s akutnim IGDS-om 70 je pripadalo porodici adenovirusa. U
tih bolesnika naj¢eS¢e je bio izoliran tip 7 (32/70; 46%) adenovirusa, a zatim su
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slijedili tip 2 (13/70; 19%), tip 1 (10/70; 14%), tip 3 (8/70; 11%) i tip 5 (7/70; 10%)
adenovirusa. S druge strane, od ukupno 57 izolata virusa kod akutnog IDDS-a bio je
31 izolat adenovirusa i opet je najcesée bio izoliran tip 7 (11/31; 35%) adenovirusa,
a zatim tip 1 (7/31; 23%), tip 2 (5/31; 16%), tip 3 (4/31; 13%), tip 5 (3/31; 10%) i tip 4
(1/31; 3%) adenovirusa (56).

lako je u vecini sluCajeva infekcija samoograni¢avajuca i ne zahtijeva bolni¢ko
lije€enje, ipak se dosta djece lije€i u bolnici i prima antibiotik (44).

Adenovirusne infekcije diSnog sustava u djece klinickom slikom mogu oponasSati
teSke bakterijske infekcije s vruéicom >39°C koje prate i povisene koncentracije C-
reaktivnog proteina (CRP >40 mg/l) te leukocitoza >15000 mm?® (57-60). Klini¢ke
slike ARI-ja uzrokovanih adenovirusima tesko se razlikuju od onih uzrokovanih
drugim respiratornim uzroCnicima kao $to su respiratorni sincicijski virus (RSV),
virusi influence i virusi parainfluence te nekih bakterija (59). Ipak u vecine djece s
ARI-jem uzrokovanim RSV-om, virusima influence i virusima parainfluence nisu
zabiljezene tako visoke vrijednosti leukocita i koncentracije CRP-a kao kod onih
uzrokovanih adenovirusima (58-60).

Adenovirusi mogu uzrokovati i IDDS u djece, kao $to su: bronhitis, bronhiolitis i
pneumoniju (3). Adenovirusi uzrokuju 4-10% pneumonija u dojen¢adi i male djece
(53, 61, 62). Vecina bolesnika se nakon IDDS-a oporavi bez posljedica, ali neke
infekcije mogu biti teSke i ponekad fatalne, posebno u djece mlade od 2 godine (3,
38). Adenovirusi mogu samostalno uzrokovati krup, ali su dokazane i koinfekcije s
Bordetellom pertusis (3). Tip 7 adenovirusa posljednjih godina 20. stolje¢a bio je
znacajan problem u zemljama Juzne Amerike uzrokujuci teSke IDDS-e u djece(63).
ARI u vojnih ro€nika je sindrom kojeg najceS¢e uzrokuju tipovi 4 i 7 adenovirusa.
Moze se ocitovati kao prehlada s vruc¢icom, faringitis s ili bez tonzilitisa, bronbhitis ili
pneumonija. Udio hospitaliziranih je visok, ¢ak do 50% tijekom epidemije, a moguci

su i fatalni ishodi (64, 65). Obi¢no se javlja u mladih vojnih ro€nika u stanju
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malaksalosti. Sirenju bolesti doprinosi i boravak veéeg broja ljudi u zatvorenim
prostorima (38).

Adenovirusne infekcije oka su Ceste. Inkubacija je obi¢no 6-9 dana. NajceS¢e se
javlja akutni folikularni konjunktivitis koji je obi€no povrsSinski i prolazi bez posljedica
kroz nekoliko tjedana (66). Faringokonjunktivalna groznica je folikularni konjunktivitis
pracen simptomima gornjeg dijela diSnog sustava, vrucicom, limfadenopatijom,
faringitisom i opéom slaboS¢u. Najéescée ih uzrokuiju tipovi 3 i 7 adenovirusa te nesto
riede tip 14. Obi¢no su zahvacena oba oka (38, 66).

Suprotno blagom obliku bolesti oka, epidemijski keratokonjunktivitis je izrazito
zarazan i ozbiljniji oblik bolesti. Nakon inkubacije od 8 do 10 dana javlja se
folikularni konjunktivitis s edemom kapaka, boli, suzenjem oka i fotofobijom. Nakon
pocetnog konjunktivitisa slijede infiltrati i erozije roznice (67). Bolest obi¢no zahvaca
samo jedno oko s hipertrofijom istostranih periaurikularnih limfnih évorova. Ponekad
budu zahvacéeni i drugi limfni Cvorovi, a mogu se javiti i op¢i simptomi, posebno u
djece. Bolest je ipak naj¢eSce ograniCena samo na zahvaceno oko i pripadajuée
limfne ¢vorove. Simptomi obi¢no prolaze nakon 2 tjedna. Zamucenja roZznice, u
nekim slu¢ajevima, mogu trajati nekoliko godina, a iznimno joS i duze. Epidemijski
keratokonjunktivitis najéeS¢e uzrokuju tip 8, zatim tip 19 i rijetko tip 37 adenovirusa
(68, 69). Moze se prenijeti tijekom oftalmoloskih procedura. Obi¢no se javlja krajem
lieta i u jesen. U Japanu, Tajvanu i Vijethamu javlja se i u obliku epidemija (38).
Gastroenteritise uzrokuju tzv. crijevni tipovi adenovirusa (tipovi 40 i 41). Inkubacija je
3-10 dana. Stolice su obi¢no vodenaste, bez primjesa krvi i bez leukocita, a proljev
obi¢no traje 10 dana. Mogu se javiti i blaga vrucica, povrac¢anje i bolovi u abdomenu.
Nerijetko su prisutni i respiratorni simptomi. Bolest prolazi bez posljedica i
komplikacija, osim Sto su u imunokompromitiranih bolesnika zabiljeZzeni i fatalni
ishodi (3). Gastrointestinalni sindromi povezani s ostalim ne-crijevnim tipovima
adenovirusa ukljuCuju: invaginaciju crijeva, akutni mezentericni limfadenitis i
apendicitis (3, 38).
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Klinicke manifestacije adenovirusne infekcije u imunokompromitiranih bolesnika
ovise o osnovnoj bolesti, zahvaéenom organu, dobi bolesnika i tipu virusa (49).
Stopa mortaliteta varira 12-70% u pedijatrijskin bolesnika nakon transplantacije
solidnih organa ili primatelja koStane srzi (70). Infekcije adenovirusom u ovih
bolesnika mogu se javiti kao pneumonija, hepatitis, kolitis, pankreatitis i
diseminirana bolest. Hemoragijski cistitis mozZe biti posebno tedSkog oblika i znaditi
diseminaciju bolesti (71). Nakon uvodenja visokoaktivne antiretrovirusne terapije
(eng. highly active antiretroviral treatment - HAART) u bolesnika s infekcijom
virusom humane imunodeficijencije (HIV-om) zna€ajno je smanjena incidencija svih
pratecih infekcija pa tako i adenovirusnih. Prije HAART-a u 7-29% ovih bolesnika
adenovirusi su izolirani iz uzoraka iz probavnog i mokra¢nog sustava (72). Vecina
izolata bila je vrste D koja se rijetko nalazi u drugih, imunokompetentnih bolesnika
(3).

Manje &este klinicke manifestacije adenovirusnih infekcija su tesSka i Cesto fatalna
bolest novorodenc¢adi, meningoencefalitis i encefalitis, zatim akutni miokarditis u
inaCe zdravih osoba ili infekcija povezana s odbacivanjem transplantata srca. Isto
tako se €ini da je adenovirus uzroCnik i spolnih bolesti kao $to su genitalne lezije i

uretritis (3).

1.8  Mikrobioloska dijagnostika adenovirusa

U ranoj fazi bolesti adenovirusi se mogu jednostavno dokazati u odgovarajuéim
uzorcima ovisno o simptomima bolesti. Kvaliteta uzorka ovisi o broju stanica te se
stoga za infekcije diSnog sustava preporu¢a uzimanje nazofaringealnog sekreta
(NFS-a), iako se moze dokazati i u nazofaringealnom obrisku ili bronhoalveolarnom

ispirku.
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Uspjesnost izolacije adenovirusa najveca je ako su uzorci uzeti u pocetnoj fazi
bolesti te transportirani u odgovaraju¢éem mediju na temperaturi 2-8°C. Preporuca se
uzorak obraditi neposredno nakon uzimanja. Uzorak koji je pohranjen na +4°C moze
se obraditi najkasnije unutar 2-3 dana (3). Adenovirusi su otporni virusi te se uzorke,
izolate virusa ili virusnu DNA moze Cuvati smrzavanjem na -70°C uz minimalni
gubitak infektivnosti (3).

Serum treba odvojiti unutar par sati od uzimanja krvi kako bi se izbjegla hemoliza ili
degeneracija bijelih krvnih stanica. Za detekciju serokonverzije ili Cetverostrukog
porasta specifiCnih protutijela, potrebno je uzeti parne serume, prvi na pocetku

bolesti, a drugi 2-4 tjedna kasnije (3).

1.8.1 Izravnadijagnostika

1.8.1.1 Dokaz antigena

Adenovirusom zarazena stanica vidljiva je u svjetlosnom mikroskopu kao stanica sa
solitarnom, centralno smjeStenom, bazofilnom inkluzijom u jezgri koju &ine virusne
Cestice (eng. smudge cell). S druge strane, karakteristitcha morfologija
adenovirusnih &estica vidi se u elektronskom mikroskopu (EM) i ona ne zahtijeva
dodatnu potvrdu. Pomoc¢u EM-a otkriveni su crijevni adenovirusi (tipovi 40 i 41) koje
nije bilo mogucée izolirati, u tada, uobi¢ajeno koristenim stani€nim kulturama (38).
Dokaz antigena u klini€kom uzorku Siroko se primjenjuje za dijagnozu adenovirusnih
infekcija diSnog i probavnog sustava. Testovi novije generacije koriste monoklonalna
protutijela (eng. monoclonal antibodies - MAbs) na konzerviranu regiju hekson
proteina (3).

Za direktni dokaz virusa u uzorcima iz diSnog sustava najvise se primjenjuje
imunofluorescentna metoda jer je jednostavna i brza. Osjetljivost izravne
imunofluorescencije (engl. direct immunofluorescence assay - DFA) niza je od
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izolacije virusa u stanitnoj kulturi za dijagnozu adenovirusnih infekcija diSnog
sustava (74, 75). Osjetljivost DFA metode varira izmedu 28% i 75%, ovisno o
istrazivanju (76). Kvaliteta uzorka (broj i o€uvanost stanica) znacajno utjeCe na
rezultate (77). Zadovoljavajuéi uzorak je onaj koji sadrzi najmanje 50, na virus
osjetljivih, stanica (3). DFA metoda daje rezultate u kratkom vremenu, Sto je
posebno korisno u dojen€adi i male djece u kojih simptomi mogu biti varljivi,
odnosno oponasati bakterijsku infekciju (52). Zbog manje osjetljivosti DFA metode
moguce je Koristiti izolaciju virusa u stani¢noj kulturi kao potvrdnu metodu (78).
Imunoenzimske metode (eng. enzyme immunoassay — EIA) namijenjene za dokaz
virusa u uzorku iz diSnog sustava imaju nesto vecu osjetljivost od DFA. Osjetljivost
ovih metoda kre¢e se u rasponu 43-89%, ovisno o istrazivanju (76). Ipak, glavno
mjesto primjene ElA-e je dokaz adenovirusa u stolici. Osjetljivost ovih testova u
odnosu na izolaciju virusa, odnosno EM, veca je od 90%, a specificnost je vec¢a od
97% (79).

Od ostalih metoda za izravni dokaz antigena u uzorku postoji i imunokromatografski
test koji je namijenjen primjeni izravno na mjestu skrbi bolesnika. Osjetljivost
imunokromatografskog testa za nazofaringealne uzorke je oko 84% u odnosu ha
izolaciju virusa ili lan€anu reakciju polimeraze (eng. polimerase chain reaction -
PCR). Medutim, prakti¢an je jedino kod manjeg broja uzoraka (80).

Za dokaz antigena koristi se i lateks aglutinacija (LA) koja se primarno koristi za
dokaz adenovirusa u stolici. Osjetljivost LA sli¢na je onoj kod ElA-e, iako oko 13%

rezultata nije moguce interpretirati (81).

1.8.1.2 Izolacija adenovirusa u stani¢noj kulturi

Standardna metoda, odnosno ,zlatni standard“ za dokaz infekcije adenovirusima je
izolacija u stani¢noj kulturi. Primjenjiva je za sve tipove uzoraka kod infekcija diSnog
sustava te infekcija oka (38). Adenovirus se u stani¢noj kulturi obi€no umnozi za 2
do 7 dana, ali ponekad su za uzgoj potrebna 2-3 tjedna. Adenovirusi se mogu
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izolirati u primarnim i kontinuiranim linijskim stani¢nim kulturama humanog porijekla
kao Sto su A549 (stanice adenokarcinoma pluéa), HelLa (stanice karcinoma vrata
maternice) i Hep-2 (stanice karcinoma larinksa). Za crijevne tipove 40 i 41
adenovirusa najbolja je kontinuirana stani¢na kultura Graham 293 [HEK stanice s
transformiranom DNA tipom 5 adenovirusa] (38).

Jednoslojnu kontinuiranu liniju HeLa stanica uveo je 1951. godine g. Gey (82). Lako
ih je umnoZavati. Kroz 4-5 dana stanice stvore kompletan sloj na povrsini epruvete
te su pogodne za inokulaciju virusa. Za uzgoj i odrzavanje stanica primjenjuje se
obogacena hranjiva podloga za uzgoj stanica s dodatkom fetalnog teleceg seruma,
glutamina i antibiotika. Antibiotici se dodaju kako bi se sprijecila bakterijska infekcija
jer su samo zdrave stanice sposobne za replikaciju i umnoZavanje virusa u njima.
Citopatiéni uc€inak (CPU) se obi¢no javlja nakon 2-7 dana. Karakteristicni CPU
poCinje na rubovima stani¢ne kulture, a zatim se S$iri prema srediSnjem dijelu.
Stanice se zaokruzuju te kasnije tvore oblik grozdastih nakupina baloniranih stanica
koje su tamnije od neinficiranih jer drugacije lome svjetlost. Opisane promjene
vidljive su svjetlosnim mikroskopom (3, 38). Inficirane stanice se ne raspadaju, hego
cijele otpadaju s povrsine tako da u tekuéoj podlozi nalazimo malo virusa, ¢ak manje
od 1% (85).

Za dokaz virusa u stani¢noj kulturi mogu se Koristiti i dodatni dijagnosticki postupci
kao Sto su DFA metoda ili neizravha imunofluorescencija (eng. indirect
immunofluorescence assay - IFA).

U novije vrijeme izolacija adenovirusa je znacajno unaprijedena tehnikom
,centrifugiranja uzorka na stani¢nu kulturu“ (eng. shell vial technique). Ova metoda
daje pozitivne rezultate u kracem roku, ve¢ nakon 1-2 dana, za veéinu uzoraka koji
bi bili pozitivni i konvencionalnom izolacijom (3,38). Dokaz adenovirusa u stanicnoj
kulturi mozZe se izvesti nakon 1-2 dana od inokulacije uzorka primjenom specifi€nih
MADbs-a u DFA ili u IFA metodi (83). UspjeSnost dokaza adenovirusa nakon 2 dana

je 50-85% u usporedbi s 14-dnevnom konvencionalnom izolacijom virusa u stanic¢noj
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kulturi. Ipak, za maksimalni ucinak, preporu€uje se dokaz adenovirusa DFA ili IFA

metodom provesti 5. dan od inokulacije (84).

1.8.1.3 Tipizacija adenovirusa

U rutinskoj mikrobiolo$koj praksi uobi¢ajeno je provoditi rod-specificnu identifikaciju,
odnosno prisutnost adenovirusa u klinickom materijalu. Daljnja tipno-specificna
identifikacija virusa rutinski se ne izvodi. Identifikacija tipa adenovirusa obi¢no se
provodi u epidemioloSke svrhe, kod istraZivanja patogeneze, utvrdivanja uzroka
neuobi€ajenih ili izrazito teskih infekcija (3).

Adenoviruse izolirane u staniénoj kulturi moze se tipizirati primjenom NT-a,
molekularnih metoda ili IHA-e. Tipizacija u NT-u se izvodi na izolatu primjenom
pojedinacnih tipno-specificnih protutijela. Molekularne metode tipizacije mogu se
provesti na izolatu ili direktno u klinickom uzorku (3).

Adenovirusi se dijele u 4 skupine prema sposobnosti da aglutiniraju eritrocite rezus
majmuna ili Stakora (tablica 2). Kad je izoliranom adenovirusu IHA-om odredena
hemaglutinacijska skupina, moguce je naknadnom primjenom pojedinacnih tipno-
specifi¢nih protutijela utvrditi tip izoliranog virusa (85).

lako je izvodenje NT-a dugotrajno i zahtijevno, a rezultati ponekad nisu sasvim jasni,
ICTV je prihvatio NT kao kontrolnu metodu za odredivanje tipa adenovirusa (3,38).
Ograni¢enja NT-a su otezana dostupnost tipno-specificnih protutijela i potreba
videstrukog testiranja u stani¢noj kulturi svakog pojedinog izolata s protutijelima na
razliCite tipove adenovirusa. Stoga se ponekad koristi kombinacija protutijela kako bi
se smanjio broj pojedinacnih reakcija potrebnih za odredivanje tipa virusa. Danas
postoje tri glavna nacCina izvodenja NT-a: konvencionalni sedmodnevni test u kulturi
humanih epitelnih stanica, trodnevni test u kulturi stanica bubrega majmuna koji je
najjednostavniji i najbrzi te petodnevni test u kulturi VERO stanica u mikrotitarskoj

plocici (85)
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Ostale metode tipizacije izoliranog virusa ukljuCuju tehniku imunoperoksidaze i IFA-

e primjenom tipno-specificnih MAbs-a (3).

1.8.1.4  Molekularne metode

Detekcija virusnog genoma je visoko osjetljiva i optimalna metoda kad je koli¢ina
virusa mala te ju nije moguce detektirati u stanicnoj kulturi ili kad su rezultati brzo
potrebni. Nukleinska kiselina adenovirusa detektirana je u gotovo svim klini¢kim
uzorcima te odabir uzorka ovisi o zahvacenom organu, odnosno pratecim
simptomima (3).

U posljednje vrileme sve prihvacenija metoda za detekciju adenovirusa je PCR,
konvencionalni ili u realnom vremenu (eng. real time-polymerase chain rection; real
time-PCR). Osjetljivost molekularnih metoda je poput izolacije u stani¢noj kulturi,
ako nije i ve¢a. Danas postoje brojne PCR metode dizajnirane za identifikaciju
infekcije adenovirusom. One su bazirane na amplifikaciji segmenata smjestenih u
konzerviranim regijama genoma pa su tako neke od dosad CeSée Kkoristenih
pocetnica bile one: u regiji hekson gena (86-89), gena vlaknastog izdanka (90, 91),
pIX gena (92) ili VA RNA gena (93). Naj¢esce se u PCR-u koristi konzervirana regija
hekson gena (86-89).

Moguce je detektirati jednu ili viSe komponenti genoma, odnosno vrstu (A-F)
adenovirusa (91, 93) ili dokazati rod adenovirusa u klinickom uzorku komercijalno
dostupnim panelom za dokaz respiratornih virusa (94). Za izvodenje
konvencionalnog PCR-a obi¢no treba 1-2 dana. Real time-PCR omogucéava
amplifikaciju odredenih virusnih gena i njihovu detekciju unutar nekoliko sati (89,
95).

Allard i sur. (87) opisali su tehniku koja amplificira segment od 308 bp smjesten u P1
regiji hekson gena. Hekson gen sastoji se od tri razliCite regije: srediSnje varijabilne
regije sa sedam hipervarijabilnih regija i dvije visoko konzervirane regije s obje
strane sredisnje regije (3). U odnosu na izolaciju virusa u stani¢noj kulturi osjetljivost

27



ove metode bila je 93% za vrstu C adenovirusa (tipovi 1, 2, 5, 6), ali samo 50% za
vrstu B1 (tipovi 3 i 7) koja je osobito povezana s infekcijama diSnog sustava (96).
Hierholzer i sur. (86) opisali su PCR metodu koja amplificira segment od 161 bp
smjesten u P2 regiji hekson gena u kombinaciji s in situ hibridizacijom s probom
obiljezenom fluoresceinom. U studiji koju su proveli Raty i sur. (88) usporedivane su
metode detekcije adenovirusa u 268 nazofaringealnih uzoraka vojnih ro¢nika sa
simptomima ARI. lzolacijom virusa u stani¢noj kulturi bilo je 59,1% pozitivnih
uzoraka, 31,9% pozitivnih bilo je utvrdeno DFA metodom te 62,9% PCR metodom s
pocetnicama u regiji hekson gena. U odnosu na izolaciju virusa, osjetljivost PCR-a
bila je 94%, a specificnost 85% (88). U studiji Vabret i sur. (93) usporedivane su
razliCite molekularne metode detekcije adenovirusa u 362 uzoraka NFS-a.
Osjetljivost metode pod nazivom Adenovirus Consensus bila je 97,9%, a
specificnost 93,2%, a za PCR metodu s po€etnicom u regiji hekson gena osjetljivost
je bila 96,9%, a specificnost 95%. Adenovirus Consensus (Argene) test je
komercijalno dostupan i koristi poCetnice u regiji VA RNA gena. UmnozZena DNA se
zatim hibridizira probom oznaenom biotinom te vizualizira EIA-om. Omoguéuje
detekciju adenovirusa i identifikaciju vrste adenovirusa (A-F) direktno u klinickom
uzorku (93). Kidd i sur. (97) su opisali PCR metodu u jednom koraku (eng. one step)
kojom bi se moglo utvrditi prisutnost adenovirusa u klinickom materijalu i odrediti
vrstu adenovirusa ovisno o profilu restrikcijskih enzima. Veli¢ina amplificiranog
segmenta razliita je ovisno o vrsti adenovirusa, a razlikuje se prema broju kopija
VA RNA gena. Vrste A, B2 i F imaju jednu kopiju VA RNA gena (amplificirani
segment veliCine 490-520 bp), dok vrste B1, C, D i E adenovirusa imaju po dvije
kopije (amplificirani segment veliCine 240-290 bp). Za razlikovanje tih dviju grupa
koristili su profile restrikcijskin endonukleaza i od 200 izolata virusa samo 3%

rezultata nije bilo u skladu s rezultatima NT-a (97).
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Allard i sur. (98) su opisali PCR metodu koristec¢i poCetnice na konzerviranu regiju
hekson gena nakon &ega su primjenom restrikcijskih endonukleaza uspjeli odrediti
51 tip adenovirusa i 44 varijante tipova.

Opcenito, potrebno je vide od jednog seta pocetnica i nekoliko proba za detekciju
tipa adenovirusa. Neke grupe istrazivaCa razvile su viSestruke setove pocetnica
(eng. multiplex PCR) koje na temelju gena vlaknastog izdanka mogu identificirati
vrstu (A-F) adenovirusa (90, 91), a drugi samo za identifikaciju vrste B, C ili D (38).
U istraZivanju Xu i sur. (90) uoCeno je da se primjenom pocetnica koje se temelje na
regiji hekson gena ne postize zadovoljavaju¢a amplifikacija tipova 11, 21, 34 i 35
adenovirusa (B vrste) te su zaklju€ili da primjena pocCetnica na regije gena
vlaknastoga nastavka daje jednake rezultate za sve vrste (A-F) adenovirusa (90).
Pehler-Harrington i sur. (91) su kasnije razvili multiplex-PCR imunoenzimsko-
hibridizacijski test, pod nazivom Adenoplex, koji koriste¢i poletnice na gen
vlaknastog izdanka omogucuje identificikaciju Sest vrsta adenovirusa (A-F) u jednom
koraku. Umnozena DNA se hibridizira sa specificnim probama za vrstu koje su
oznaCene biotinom i vizualizira EIA-om. U istrazivanje su ukljucili 150
nazofaringealnih obrisaka u kojima su detektirali prisutnost dvanaest uobi€ajenih
uzroCnika (bakterija i virusa) infekcija diSnog sustava i nisu zabiljezeli niti jednu
ukrizenu reakciju. Osjetljivost i specificnost Adenoplexa u odnosu na izolaciju
adenovirusa u stani¢noj kulturi bile su 100%. Metoda je brza, osjetljiva i specifi¢na u

identifikaciji vrste A-F adenovirusa, a rezultati dostupni za 5 sati (91).

1.8.2 Neizravna dijagnostika

Neizravhom viroloSkom dijagnostikom tj. seroloskim metodama (RVK, EIA i NT)
mogu se dokazati specificna protutijela u serumu bolesnika. Cetverostruki porast
razine specificnih protutijela ili serokonverzija izmedu akutnog i konvalescentnog
uzorka seruma upucuje na aktivnu adenovirusnu infekciju (38). Nedostatak ovih
metoda je da su one retrospektivne te su stoga od malog klinickog znacaja.
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1.9 Lijecenje

Za sada nema specifiénog antivirusnog lijeka za adenovirusnu infekciju. Na srecu
vecina adenovirusnih infekcija je asimptomatska ili relativno blage naravi. Ozbiljnija
stanja koja zahtijevaju primjenu odgovarajuéeg lije€enja su pneumonija i epidemijski
keratokonjunktivitis te pojava adenovirusne infekcije u imunokompromitiranih
bolesnika (38).

Neki dosad poznati antivirusni lijekovi, kao $to su cidofovir i ribavarin pokazali su
djelotvornost in vitro, no dosadasnja klini¢ka istrazivanja nisu dala obecavajuce
rezultate, posebno po pitanju neskodljivosti primjene (99, 100). Medutim, cidofovir,
sam ili u kombinaciji s ribavarinom, primjenjuje se u imunokompromitiranih bolesnika
i prema rezultatima retrospektivnih studija €ini se da ipak kontrolira adenovirusnu
infekciju (99-101).

Do pred 15-ak godina postojalo je oralno zivo cjepivo protiv tipova 4 i 7 adenovirusa
koje se primjenjivalo isklju¢ivo u vojnih rocnika u SAD-u i nije bilo namijenjeno za
primjenu u civilnog stanovnistva (38, 102). Oba tipa adenovirusa se nalaze u kapsuli
koja se uzima na usta, ¢ime se zaobilazi diSni sustav. Virus se umnozava u
crijevnom epitelu te se stvori dobar neutraliziraju¢i imunitet, a infekcija prolazi
asimptomatski (102). Proizvodnja cjepiva priviemeno je zaustavljena 1996. godine.
Medutim, nakon prekida cijepljenja uoCeno je da je prevalencija bolesti u vojnih
ro¢nika ponovno dosegla vrijednosti kao i prije ere cijepljenja. Zbog ponovne pojave
ARI u vojnih ro€nika uzrokovanih tipovima 4 i 7 adenovirusa odlu¢eno je da se
ponovno razvije cjepivo (65, 103). Medutim, prema posljednjim podacima ono jo$

nije odobreno u SAD-u.
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA | HIPOTEZA

2.1  Ciljevi istrazivanja

ARI su vodeéi uzrok morbiditeta i mortaliteta u djece u svijetu, a adenovirus je jedan

od znacajnijih uzro€nika virusnih ARI s prevalencijom 2-7% u djece mlade od 5

godina (45, 53). U rutinskoj kliniCkoj praksi obi¢no se samo dokaze prisutnost

adenovirusa u kliniCkom uzorku, a daljnja identifikacija tipa virusa se ne izvodi.

Dokaz adenovirusa koristan je u trenutku odlu€ivanja o pocetku antimikrobne

terapije, dok je identifikacija tipa, odnosno vrste adenovirusa vazna za

epidemioloSke svrhe. Viroloske, epidemioloske i kliniCke osobitosti ARI uzrokovanih
adenovirusima u djece u Hrvatskoj nisu pra¢ene od 1981. godine.

Stoga su postavljeni sljedeéi ciljevi ovog istrazivanja:

1. utvrditi raspodjelu pojedinih tipova, odnosno podskupina/vrsta adenovirusa koji
uzrokuju ARI u djece do 10 godina starosti u Zagrebu i okolici (Grad Zagreb i
Zagrebacka Zupanija)

2. odrediti raspodjelu odredenih tipova, odnosno podskupina/vrsta adenovirusa po
dobi i spolu djece

3. odrediti pojavnost odredenih tipova, odnosno podskupina/vrsta adenovirusa
tijekom godine, odnosno njihove sezonske varijacije

4. opisati kliniCke osobitosti adenovirusnih infekcija diSnog sustava ovisno o tipu,
odnosno podskupini/vrsti adenovirusa

5. odrediti prosjecne vrijednosti sedimentacije eritrocita (SE), CRP-a i leukocita kod

adenovirusnih infekcija diSnog sustava.
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2.2

Hipoteza

Hipoteze ovog istrazivanja su:

1.

udio pojedinih tipova, odnosno podskupina/vrsta adenovirusa medu
adenovirusnim infekcijama diSnog sustava u djece do 10 godina starosti u
Zagrebu i okolici (Grad Zagreb i Zagrebacka zupanija) ne razlikuje se u odnosu
na njihovu raspodjelu u drugim podrucjima svijeta s umjerenom klimom

fluktuacija odredenih tipova, odnosno podskupina/vrsta adenovirusa postoji na

godisnjoj kao i sezonskoj razini.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Ispitanici i klini¢ki materijal

Istrazivanje je obuhvatilo 290 ispitanika - djece u dobi do 10 godina starosti s
dokazanom adenovirusnom infekcijom diSnog sustava. Ispitanici su regrutirani od
djece koja su u razdoblju od 01. sije¢nja 2006. do 30. studenog 2008. godine stigla
u hithu ambulantu Klinike za djecje bolesti, Klinickog bolni¢kog centra ,Sestre
milosrdnice” (KBC-a ,Sestre milosrdnice®) te Klinike za infektivne bolesti ,dr. Fran
Mihaljevi¢“ sa simptomima ARI. U istrazivanje su bila uklju¢ena djeca u Cijem je
klinickom materijalu dokazan adenovirus DFA metodom te potvrden izolacijom u
stani¢noj kulturi.

Istrazivanje je provedeno u sklopu projekta MZOS br. 005-0053443-3447 pod
naslovom Virusne infekcije disnog sustava voditeljice prof. dr. Gordane Mlinari¢
Galinovi¢, dr. med., a koji je nastavak projekta broj 005-002 Uzrocnici bolesti koji se
Sre kapljicnim putem iste voditeljice. Oba projekta imaju odobrenja EtiCkih
povjerenstava Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ), Klinike za djegje
bolesti, KBC-a ,Sestre milosrdnice” te Klinike za infektivne bolesti ,dr. Fran
Mihaljevi¢*®.

Od svakog djeteta prikupljeni su osnovni demografski podaci (dob, spol), uputna
dijagnoza i klini¢ki materijal.

Klinicki materijal za dijagnostiku adenovirusa za sve ispitanike bio je NFS dobiven
aspiracijom prema postupku opisanom od Mlinari¢-Galinovi¢ i Grljusi¢ (104). Obrada
uzoraka vrSena je u Odjelu za virologiju HZJZ-a. Odmah nakon prispjeCa materijala,
a najkasnije u roku od 24 sata, pristupalo se obradi uzoraka, s ciliem brze
dijagnostike adenovirusa DFA metodom. Dio materijala u kojem je DFA metodom

dokazana prisutnost adenovirusa razrijeden je s jednakom koli¢inom transportnog
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medija (Hanksova otopina soli) te je zatim pohranjen na -70°C do testiranja,

odnosno do inokulacije u HelLa stani¢nu kulturu.

3.2  Mikrobioloska dijagnostika infekcije adenovirusom

3.2.1 Dokaz adenovirusa

Dokaz adenovirusa u sedimentu NFS-a izvoden je pomoc¢u komercijalnih MAbs-a
DFA metodom, prema uputama proizvodaca (Light Diagnostic, Chemicon
International, Inc., Temecula, Kalifornija).

Postupak: klini¢ki materijal (NFS) je resuspendiran s 2-3 ml PBS-a te je centrifugiran
na 1500 okretaja/min. kroz 10 min. kako bi se dobio sedimet koji je nakapan na
predmetno stakalce. Nakon §to su se stanice osusile fiksirane su hladnim acetonom
tijekom 10 min. Fiksirane stanice su inkubirane s mis§jim MAbs-ima oznacenim
fluoresceinom na 37°C kroz 30 minuta, a zatim je slijedilo ispiranje (3x5 minuta u
PBS-u). Na kraju je stakalce osusSeno te ukloplieno pokrovnim stakalcem i
glicerolom. Ako je adenovirus prisutan fluoresceinom oznaceni MAbs-i su se vezali
za virus (slika 5). Za vizualizaciju smo Koristili fluorescentni mikroskop (Olympus) i
povecanje 400 puta. Pozitivan nalaz je prisutnost najmanje dvije neoStecene stanice

s vidljivim inkluzijskim tjeleScima (slika 5).
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Slika 5. Izravna imunofluorecencija za adenovirus iz nazofaringealnog sekreta
Preparat je uCinjen u Odjelu za virologiju, HZJZ. Fotografiran je u Zavodu za javno
zdravstvo ,dr. Andrija Stampar®, Zagreb, ljubazno$¢u prof. dr. sc. J. Vranes.

Izravna imunofluorescencija za Izravna imunofluorescencija za
adenovirus: negativan nalaz adenovirus: pozitivan nalaz

3.2.2 Izolacija u staniénoj kulturi

Izolacija adenovirusa izvodila se u Hela stani¢noj kulturi (linija stanica karcinoma
vrata maternice, ATCC CCL-2, Manassas, Virginia, SAD; Lot: 2619582) u
inkubatoru na +37°C. Uzgoj i infekcija stanica radena je u laboratoriju drugog
stupnja zastite (eng. Biosafety Level 2) na Odjelu za virologiju HZJZ. HelLa stanice
kultivirane su u hraniliStu za uzgoj stanica koje sadrzava Earlov minimalni osnovni
medij (eng. Minimum Essential Medium-MEM) s 10% fetalnog teleéeg seruma uz
dodatak glutamina i natrijhidrogenkarbonata.

Kada su stanice postigle 90-100%-tni rast u sloju (obi¢no 3. dan od nasadivanja)
odbacilo se hraniliSte za uzgoj stanica te se dodalo hranilite za odrzavanje stanica
koje je bilo istog sastava kao i hraniliste za uzgoj samo s 2% fetalnog tele¢eg
seruma (1 ml hranilista za odrzavanje stanica po epruveti). Sada se u stani¢nu

kulturu inokulirao klini¢ki materijal (NFS), u kojem smo prethodno dokazali prisutnost
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adenovirusa DFA metodom. Inokulum je iznosio 0,2 ml obradenog uzorka za
primoinokulaciju, odnosno 0,1 ml za 1. i 2. pasazu (po svakoj epruveti). Svaki je
uzorak inokuliran u dvije epruvete. Inokulirana staniéna kultura je, u stacionarnoj
poziciji ukodenoj za 5°, stavljena u inkubator na +37°C te se inkubirala do najvide 7
dana. Kultura se svakodnevno mikroskopski provjeravala do pojave CPU te se
zabiljeZzeno ocitavalo kao udio zahvacenih stanica (1+: do 25% stanica, 2+: 25-50%,
3+: 50-75%, 4+: 75-100%; toksicnost ili raspucali sloj tj. degeneracija stanica ili
infekcija). Ako je doslo do zakiseljenja hranilista (promjene boje hranilista u Zutu
boju), da bi se sprijecilo propadanje stanica, hraniliste za odrzavanje stanica
mijenjalo se svaka 3-4 dana.

Epruvete s 3+ ili 4+, tj. s viSe od 50% promijenjenih stanica, pohranjene su na minus
70°C. Ostale epruvete su nakon inkubacije od 7 dana takoder zamrznute na -70°C.
PasaZe materijala su radene tako da je nakon odmrzavanja pomijeSan sadrzaj dviju
epruveta od istog uzorka i iz mjeSavine je inokulirano 0,1 ml u svjeZu stani¢nu
kulturu. Svi su uzorci prosli kroz dvije pasaze u stani¢noj kulturi kako bi se postigao

dovoljno visoki titar virusa za tipizaciju.

3.2.3 Tipizacija virusa - neutralizacijski test

Kad je na temelju karakteristithog CPU potvrdeno da se radi o adenovirusu,
pristupilo se odredivanju tipa adenovirusa. Princip NT-a se sastoji u tome da se
primjenom tipno-specificnih hiperimunih seruma neutralizira virus te u stani¢noj
kulturi izostane karakteristicni CPU. Hiperimuni serumi pripremljeni su u kuni¢ima i
liofilizirani u Central Public Health Laboratory u Londonu. KoriSteni su hiperimuni
serumi za tipove 1-7 te tip 14 adenovirusa. Liofilizirani serumi razrijedeni su
puferiranom fizioloS§kom otopinom prema titru preporu¢enom od proizvodaca.
Tipizacija je izvedena u Hela stani¢noj kulturi u mikrotitarskoj plocici u CO,
inkubatoru na +37°C. Mikrotitarska plo€ica obiljeZena je prema prethodno nacrtanoj
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radnoj listi (tablica 5). Nakon prethodno ucinjene titracije virusa pripremljeno je
radno razrijedenje (100 TCIDso) u pomoénim epruvetama. Zatim je u svaku jazicu
dodano po 50 ul svakog seruma (za tipove 1-7 i 14 adenovirusa) po stupcima (1-8).
Za svaki virus koridtena su po dva reda (redovi A-H; vidi tablicu 5). Potom je dodano
po 50 ul hranilista (MEM+HEPES) u dvije jaZice na kraju svakog reda za kontrolu
virusa te po 100 pl hranilista u 4 jaZice za kontrolu stanica (tablica 5). U
odgovarajuée jazice (1-10) svakog reda dodano je po 50 ul radnog razriedenja
svakog virusa. Nakon toga se plocica pokrila i inkubirala u CO, inkubatoru na +37°C
kroz 1 h. Za to su vrijeme stanice tripsinizirane i napravljena je suspenzija gustoée
oko 1,5x10°/ml. Po zavr$etku inkubacije u svaku jaZicu testa i kontrole dodano je po
100 ul suspenzije stanica. Pojava CPU u mikrotitarskim plo¢icama svakodnevno se
provjeravala pod kontrolom invertnog svjetlosnog mikroskopa. Karakteristi¢ni CPU
obi¢no bi se javio nakon 2-3 dana. Tip virusa odgovarao je onom tipu hiperimunog
seruma koji je u mjeSavini serum-virus neutralizirao pojavu karakteristic(hog CPU-a

te u staniénoj kulturi nije doslo do umnozavanja virusa i pojave CPU-a.
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Tablica 5. Shematski prikaz rezultata neutralizacijskog testa (primjer radne liste)

Radno Ti ifigni Kontrol
razrijedenje ipno-specifi€ni serum ontrola
| rezultat
virusa
(100 TCIDso) 1 2 3 4 5 6 7 14 | KV | KV | KS | KS
A | 4+ 4+ 0 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ | 4+ | 4+ | O 0
Virus br. 1 adenovirus tip 3
B | 4+ 4+ 0 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ | 4+ | 4+ | O 0
C| 4+ 0 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ | 4+ | 4+ | O 0
Virus br. 2 adenovirus tip 2
D | 4+ 0 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ | 4+ | 4+ | O 0
E | 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 0 4+ | 4+ | 4+ | O 0
Virus br. 3 adenovirus tip 7
F 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 0 4+ 4+ | 4+ 0 0
G 0 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ | 4+ | 4+ | O 0
Virus br. 4 adenovirus tip 1
H| O 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ | 4+ | 4+ | O 0

(kratice: KV= kontrola virusa; KS= kontrola stanica)
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3.2.4 Molekularne metode

Izolacija nukleinske kiseline radena je u Odjelu za molekularnu dijagnostiku i BSL
3/4, Sluzbe za mikrobiologiju HZJZ-a, metodom real time-PCR koristeci
komercijalno dostupan Adenovirus Consensus kit (Argene, Francuska) prema
uputama proizodaca.

Ovom su metodom testirani izolati adenovirusa bolesnika koji su hospitalizirani i koji
su imali neodredeni rezultat tipizacije u prethodno ucinjenom NT-u. Nukleinska
kiselina virusa (DNA) izolirana je iz uzorka izoliranih adenovirusa u stani¢noj kulturi
koristeéi kit za izolaciju Adenovirus Consensus Extraction Kit proizvodaca Argene iz
Francuske. U 200 pl uzorka dodano je 20 ul proteaze i 200 ul pufera (komercijalna
otopina u kitu) i inkubirano na 56°C kroz 10 minuta. Zatim je dodano 200 pl etanola
te je cijela smjesa prebacena u filter kolonu. Potom je slijedilo ispiranje uzoraka u
kolonama u tri koraka dodavanjem odgovarajuc¢eg pufera (po 500 pl) u svakom
koraku (komercijalne otopine dostupne u kitu) te centrifugiranjem po svakom koraku
na 6000-13000 okretaja/min, kroz 1-3 minute. Nukleinska kiselina se adsorbirala na
silika-gel kolone dok se proteini i ostali stani¢ni debris odvojio tijekom viSestrukih
ispiranja. U zadnjem koraku se ispirala nukleinska kiselina pomo¢u 80 ul elucijskog

pufera (komercijalna otopina u kitu). Izolirana nukleinska kiselina, procis¢ena od

sv s

Za umnozavanje nukleinske kiseline koriSten je real time-PCR i Adenovirus
Consensus Amplification Kit (Argene, Francuska). Protokol za umnozavanje odnosi
se isklju€ivo na koristeni kit. Prema uputama proizvodaca pripremljena je mjeSavina
za umnozavanje volumena 50 pl i sljedeCeg sastava: 5 pl izolirane DNA ili pozitivhe
kontrole (komercijalno dostupne u kitu) ili steriine vode kao negativne kontrole i

45 pl reakcijske smjese [40 yl mjeSavine za umnoZavanje ili kontrole inhibicije
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(komercijalno dostupne u kitu) te 5 pl razrijedenog HotStarTag, (Qiagen,
Francuska)]. Program za umnoZavanje naveden je u tablici 6. UmnoZavanje i
detekcija u€injene su pomocu aparata ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, SAD).

Do daljnje analize PCR produkt pohranjen je na -20°C.

Tablica 6. Program za umnozavanje (amplifikaciju)

Broj ciklusa Temperatura Trajanje ciklusa
1 ciklus 95°C 15 minuta
Kroz 10 ciklusa
— . 94°C 10 sekundi
smanjivanje annealing
65°C 30 sekundi
temperature za po 1°C od _
72°C 30 sekundi
65°C do 56°C
94°C 10 sekundi
30 ciklusa 65°C 30 sekundi
72°C 30 sekundi
1 ciklus 72°C 2 minute
hladenje 4°C neodredeno

Detekcija vrste adenovirusa u PCR produktu odredena je metodom hibridizacije u
mikrotitarskoj plocici. Nakon umnozavanja svaki PCR produkt (5 ul) i odgovarajuce
pozitivne i negativne kontrole (po 5 ul) kemijski su denaturirani dodatkom 2 x 10 pl
dviju denaturacijskih otopina (komercijalno dostupnih otopina u kitu) te 200 pl
otopine za oblaganje (eng. coating solution, komercijalno dostupna otopina u kitu).
Zatim se po 100 pl od svake mjeSavine rasporedilo u jazice u mikrotitarskoj plo€ici
prema pripremljenoj shemi i inkubiralo na +37°C kroz 1 sat. Potom je ucCinjena
hibridizacija dodatkom odgovarajuéih biotinom oznacdenih grupno-specifiCnih,
odnosno za vrstu specifi¢nih proba (100 pl/jazici) koje odgovaraju vrsti A, B1, B2, C,
D, E, odnosno F adenovirusa (komercijalno dostupnih otopina u kitu), uz inkubaciju
na +37°C, kroz 30 minuta. Kod svakog izvodenja testa koriStena je negativna
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kontrola umnoZavanja pripremljena od steriine vode te negativha detekcijska
kontrola (umnozeni produkt humanog porijekla komercijalno dostupan u Kkitu).
Detekcija je izvrSena nakon viSestrukih posthibridizacijskih ispiranja (otopina za
ispiranje komercijalno je dostupna u Kkitu) dodatkom streptavidin peroksidaza
konjugata (100 pl po svakoj jazici) i inkubacijom na sobnoj temperaturi kroz 15
minuta. Zatim je opet proveden prethodno spomenut postupak ispiranja te je dodano
po 100 ul u svaku jaZicu tetrametilbenzidin supstrata (komercijalno dostupan u kitu) i
inkubirano u mraku na sobnoj temperaturi, kroz 30 minuta. Na kraju je u svaku
jazicu dodano po 100 ul stop otopine (komercijalno dostupna otopina u kitu) te je
izvr8eno ocitanje intenziteta reakcije na spektrofotometru 450/650 nm valne duZine

(slika 6).

Slika 6. Prikaz rezultata identifikacije vrste adenovirusa metodom Adenovirus
Consensus (radeno u Sluzbi za mikrobiologiju, HZJZ)

(Redovi A-G: specificne probe za vrste A, B1l, B2, C, D, E i F adenovirusa;
stupac 1: negativha kontrola, stupci 2-7 uzorci — PCR produkti; red H/stupac 7: pozitivha
kontrola)
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3.3  Klinicko-laboratorijske metode

Za ispitanike s dokazanom adenovirusnom infekcijom diSnog sustava kojima je
odreden tip/vrsta adenovirusa i koji su bolni¢ki lijeceni prikuplijeni su Kklinicki
parametri prema anketnom obrascu (tablica 7). Vitalne funkcije (frekvencija disanja i
puls) mjereni su u snu djeteta, a ako je dijete dobivalo kisik, vitalne funkcije su
mjerene nakon Sto je 10 minuta bilo bez kisika. Elementi kompletne krvne slike
odredeni su u automatskom brojacu Sysmex XT-1800 i Sysmex XT-2000. Brzina
sedimentacije eritrocita (SE) odredena je prema Westergren metodi. CRP je
odreden imunoprecipitacijski, mjeren turbidimetrijskom metodom ili nefelometrijskom
metodom (Olympus i Dade Behring). Saturacija kisika u perifernoj arterijskoj krvi
mjerena je perkutanim pulsoksimetrom. Vrijednosti vitalnih funkcija i krvne slike
usporedene su sa standardnim vrijednostima za dob djeteta (105, 106).

Izolacija bakterija iz brisa Zdrijela i nazofarinksa ucinjena je standardnim
mikrobioloSkim postupcima na obogacenim hranjivim podlogama (107, 108).
Izolacija Streptococcus pyogenes ucinjena je na krvnom agaru s dodatkom 5%
ovc€je krvi, a identifikacija prema testu inhibicije rasta u odnosu na glukozni, odnosno
bacitracinski disk i/ili koaglutinacijom. Bakterije iz nazofarinksa izolirane su na
krvnom agaru s dodatkom 5% konjske krvi uz dodatak kolistin/vankomicin diska i

stafilokokne linije.
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Tablica 7. Anketni upitnik za prikupljanje klini¢kih podataka

A. OPCI | ANAMNESTICKI PODACI

1. imeiprezime

2. datum rodenja

3. spol

4. trajanje bolnic¢kog lijecenja (u danima)

B. SIMPTOMI | FIZIKALNI NALAZI

1. najviSa tjelesna temperatura u °C

2. trajanje febriliteta

3. febrilne konvulzije

4. kasalj

5. iscjedak iz nosa

6. nalaz na zdrijelu (b.o., kataralno, crveno)

7. nalaz na tonzilama (b.o., kataralne, crvene, eksudat)
8. limfni ¢vorovi vrata (b.o., povecéani)

9. nalaz na o€ima (b.o., injicirane konjunktive, sekret)

10. nalaz na uhu (b.o., skracen refleks, crven)
11. probavne smetnje (proljev, povracanje)

C. LABORATORIJSKI NALAZI

1. sedimentacija eritrocita (SE)

C-reaktivni protein (CRP)

kompletna krvna slika (KKS)

najnizi % saturacije O,

bakterioloski nalaz obrisak Zdrijela i/ili nazofarinksa

rentgenski nalaz pluéa (b.o., hiperinflacija, bronhi ispunjeni
sekretom, peribronhalni infiltrat, inhomogeni pneumonicni infiltrat,
intersticijska pneumonija)

ouhswLDd

D. LIJECENJE (samo antipiretik, antibiotik, selektivni agonisti beta-2
receptora, racemicni epinefrin, kortikosteroidi, nadoknada kisika, umjetna
respiracija)

E. KONACNA DIJAGNOZA

1. infekcije gornjeg diSnog sustava (IGDS):
— respiratorni katar - RK (rinitis, rinofaringitis, faringitis,
faringokonjunktivitis, tonzilitis, eksudativni tonzilitis)
— upala srednjeg uha (lat. otitis media acuta - OMA)
— infekcije oka (konjunktivitis)
— krup (laringitis, laringotraheitis)
2. infekcije donjeg diSnog sustava (IDDS):
— bronhitis
— bronhiolitis
— pneumonija
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3.4  Statisticka analiza podataka

Ucestalost pojedinog tipa, odnosno vrste adenovirusa odredena je kao postotak
djece s ARI-jem koja su imala dokazanu infekciju odredenim tipom, odnosno vrstom
adenovirusa s pripadaju¢im granicama pouzdanosti prema Waldovoj metodi.
Kontinuirane varijable testirane su analizom varijance (ANOVA), a dihotomizirane
varijable logistickom regresijom.

Osnovne klinicke osobitosti ARI uzrokovanih razli€itim tipovima adenovirusa u djece
prikazane su graficki i tablicno. Statisticka znacajnost odredena je Kruskall Wallis,
x” testom i testom razlike proporcija na razini znacajnosti 95% (109).

Unos i obrada podataka provedeni su pomocu slijedeéih programskih paketa:

NCSS-a i MedCalc 7.0 for WINDOWS.
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4. REZULTATI

4.1 Ispitanici i tipovi, odnosno vrste adenovirusa

U razdoblju od 1. sije€nja 2006. do 30. studenog 2008. godine adenovirusna
infekcija dokazana je u 291 klinickom materijalu metodama DFA i izolacije u
staniénoj kulturi. Dva klinicka materijala pripadala su istom djetetu i uzeta su u
razmaku od jednog dana te je ovaj bolesnik prilikom odredivanja uCestalosti virusa
obraden kao jedna adenovirusna infekcija. Od ukupno 290 ispitanika u hitnoj
ambulanti Klinike za infektivhe bolesti obradeno je 255 (87%) ispitanika, a u hitnoj
ambulanti KBC-a ,Sestre milosrdnice“ Klinike za djecje bolesti 35 (13%) ispitanika.

U ovom je istrazivanju bilo 201/290 (69%) djece muskog spola i 89/290 (31%) djece
zenskog spola.

Tip 2 adenovirusa izoliran je u 162/290 (56%; 95% CI: 50,1-61,5) bolesnika, zatim
tip 1 u 49/290 (17%; 95% CI: 13,0-21,7) bolesnika, tip 3 u 40/290 (14%; 95% CI:
10,3-13,3) bolesnika, tip 6 u 3/290 (1%; 95% CI: 0,02-3,1) bolesnika te je bio po
jedan bolesnik s infekcijom uzrokovanom tipom 5 (0,5%; 95% CI: 0,07-2,1),
odnosno tipom 7 (0,5%; 95% CI:0,07-2,1) adenovirusa. Medu izolatima
adenovirusa bilo je 34/290 (11%; 95% CI: 8,5-16,0) s neodredenim rezultatom
tipizacije u NT-u. Za izolate s neodredenim rezultatom tipizacije u NT-u i dostupnim
klinickim podacima (14/34) odredena je vrsta virusa molekularnom metodom
Adenovirus Consensus i svi su bili vrste C adenovirusa. Od ukupno 270 izolata s
odredenom vrstom adenovirusa bio je 41 izolat vrste B (15,2%; 95% CI: 11,4-20,0) i
229 vrste C adenovirusa (84,8%; 95% CI: 80,0-88,6). Dakle, za 270 bolesnika bila je
odredena uzroCna vrsta adenovirusa, dok je tip adenovirusa odreden u 256
bolesnika. Od ukupno 290 izolata adenovirusa 20 (7%; 95% CI: 4,5-10,5) je bilo

neodredenog tipa, odnosno neodredene vrste.
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Bolni¢ki je lijeCeno 135/290 (47%) bolesnika. Od ukupno 135 bolnicki lijeene djece,
u 121 (90%) djeteta bio je odreden tip adenovirusa u NT-u. lzolatima virusa
hospitalizirane djece kojima NT-om nije bilo moguce odrediti tip adenovirusa
odredena je vrsta pomocu metode Adenovirus Consensus. Ambulantno je obradeno
155 bolesnika od Cega je za 135 (87%) bio odreden tip NT-om, odnosno
odgovaraju¢a vrsta adenovirusa. U tablici 8 prikazana je raspodjela tipova i vrsta

adenovirusa izoliranih u nasih bolesnika.

Tablica 8. Raspodjela tipova i vrsta adenovirusa u bolesnika s adenovirusnom
infekcijom diSnog sustava

Tip adenovirusa (n=256) Vrsta (n=270)

1 2 3 4 5 6 7 14 B C

Ambulantno
obradeni

Hospitalizirani | 26 77 15 0 <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>