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1. UVOD | SVRHA RADA

Akutni gastroenteritis (AGE) jedan je od vodecih uzroka mortaliteta u male
djece, a godi$nje uzrokuje gotovo 500 000 smrtnih slu€ajeva globalno (1,2).
Unatoc¢ tendenciji smanjenja ukupnog broja slu€ajeva, rotavirus (RV) je i dalje
glavni uzro¢nik morbiditeta i mortaliteta zbog AGE u djece mlade od 5 godina —
u 2016. godini procijenjeno je da je uzrokovao gotovo 260 milijuna epizoda AGE
I jednu tre€inu svih smrti zbog AGE (3). U razvijenim zemljama stope smrtnosti
zbog rotavirusnog AGE (RVGE) znacajno su nize u odnosu na slabije razvijene
zemlje (3,4), no morbiditet je znaCajan, kao i troSkovi u zdravstvenom sustavu
(3,5).

Na temelju razlika u sekvencama gena koji kodiraju dva strukturna virusna
proteina (VP) — VP7 i VP4, RV grupe A podijeljeni su u G (eng. Glycosylated),
odnosno P (eng. Protease sensitive) tipove (6). Velika molekularno-
epidemiolo$ka istrazivanja o distribuciji G i P tipova prije uvodenja rotavirusnih
cjepiva pokazala su globalni zna¢aj pet genotipova - G1P[8], G2P[4], G3P[8],
G4P[8] i GIPI[8], no takoder je uocena velika raznolikost G/P kombinacija (7-9).
Nove i neuobi€ajene antigenske G/P kombinacije nastavljaju se pojavljivati, od
kojih su neke postale vazne globalno, poput G12P[8] (10), a druge regionalno ili
lokalno, poput G8P[6] u dijelovima Afrike ili G12P[6] u dijelovima Azije (11,12).
Genomsko preslagivanje izmedu najucestalijih G i P genotipova koji cirkuliraju
na nekom podrucju znacajno pridonosi velikoj raznolikosti G/P tipova i dovodi
do pojave neuobi€ajenih kombinacija (13). Osim toga, moguca je i razmjena
genetskog materijala izmedu humanih i Zivotinjskih RV, Sto dodatno povecava
vjerojatnost nastanka novih G/P kombinacija (14). Distribucija rotavirusnih G/P
genotipova pokazuje geografske i vremenske fluktuacije. Naime, dominacija
odredenog genotipa moze se znacajno razlikovati od godine do godine te
izmedu pojedinih zemalja, pa ¢ak i izmedu regija unutar iste zemlje u jednoj
godini (8,9,15). Zbog svega navedenog vazno je sustavno pratiti molekularne
znacajke rotavirusa u ljudi i Zivotinja, posebno zbog razvoja strategije aktivne
imunizacije kod ljudi, ali i naknadnog pracenja njezine provedbe (16).

Cijepljenje je najucinkovitiji nacin prevencije RVGE. Dva Ziva oslabljena oralna



rotavirusna cjepiva, RotaTeq (Merck Sharp & Dohme Corp., Whitehouse
Station, New Jersey, SAD), peterovalentno (G1, G2, G3, G4, P[8]) humano-
bovino reasortno cjepivo (RV5), i Rotarix (GSK Biologicals, Rixensart, Belgija),
monovalentno (G1P[8]) humano cjepivo (RV1), preporuc¢ena su od 2009.
godine za uvodenje u nacionalne imunizacijske programe globalno od strane
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) (17). Nedavno su jo$ dva cjepiva
dodana na SZO listu prekvalificiranih cjepiva — Rotavac (Bharat Biotech
International Ltd., Indija), koji sadrZzava humani GOP[11] soj, i Rotasil (Serum
Institute of India Ltd., Indija), peterovalentno (G1, G2, G3, G4, G9) reasortno
humano-bovino cjepivo (18). U Hrvatskoj rotavirusna cjepiva nisu dio NIP-a i
preporucena su samo za djecu s povecanim rizikom za tezi tijek bolesti (19).
Prije uvodenja rotavirusnog cjepiva u NIP potrebno je procijeniti dobnu
distribuciju i sezonske trendove rotavirusne infekcije, ukljucivo lokalne
molekularno-epidemioloske znacajke cirkuliraju¢ih RV, da bi se stvorila

uCinkovita strategija za kontrolu bolesti (20,21).



1.1 Epidemiologija

1.1.1 Znacaj bolesti

Akutni gastroenteritis jedna je od naj¢escih bolesti u djece <5 godinaiu
zemljama s niskim prihodima jedan je od glavnih uzroka mortaliteta (22). Prema
nekim procjenama, unato¢ poboljSanju higijenskih uvjeta i boljoj dostupnosti
rehidracijske terapije, AGE godiSnje i dalje uzrokuje gotovo 500 000 smrti djece
globalno (1,2).

Jedna od prvih epidemioloskih studija o RV-u, provedena u Bangladesu,
pokazala je da su djeca do 5. godine Zivota u prosjeku imala 15-25 epizoda
AGE, od ¢ega je samo 3-5% bilo uzrokovano RV-om. Medutim, u skupini
hospitalizirane djece s AGE, ¢ak 20% bilo je uzrokovano RV-om, $to je
upucivalo na Cinjenicu da RV uzrokuje teZe oblike bolesti u odnosu na druge
infektivne uzroCnike (23). Daljnji kontinuirani nadzor nad djecom
hospitaliziranom zbog AGE, koji se i danas provodi u viSe od 60 zemalja,
pokazao je da RV i globalno uzrokuje prosje¢no 36% (raspon 24-50%)
hospitalizacija zbog AGE (24).

Prije uvodenja cjepiva, RV je godiSnje uzrokovao 450 000 smrtnih slu¢ajeva u
djece <5 godina, $to je Cinilo gotovo 40% mortaliteta zbog AGE i 5%
cjelokupnog mortaliteta u djece <5 godina (25). Jedna velika studija iz
prevakcinalnog razdoblja (1986.-2000.) procijenila je da je RV globalno u djece
< 5 g. uzrokovao prosje¢no 111 milijuna epizoda AGE koje su zahtijevale samo
kuénu njegu, 25 milijuna posjeta bolnicama i 2 milijuna hospitalizacija. Drugim
rije€ima, gotovo svako dijete do 5. godine zivota imalo je barem jednu epizodu
RVGE, 1/5 zahtijevalo je posjet bolnici zbog RVGE, a 1/65 hospitalizaciju (26).
U zadnijih pet desetljec¢a, koliko je proteklo od otkrica RV-a 1973. godine (27),
procijenjena smrtnost zbog AGE u djece <5 godina dramati¢no je pala, s
priblizno 3,6 milijuna 1986. godine do priblizno 500 000 2018. godine (28).
Velikim dijelom taj pad posljedica je poboljSanja higijenskih uvjeta u slabije
razvijenim zemljama, kao i ve¢e dostupnosti oralne rehidracijske terapije, bolje
edukacije roditelja, manje veli€ine obiteljskih zajednica, kasnijih trudnoca i

dojenja (29). Procijenjeni broj smrti zbog RV u djece <5 godina u istom



razdoblju takoder je zna€ajno pao te je 2018. procijenjena smrtnost zbog RV
AGE bila 150 000 — 200 000 globalno (3), a udio RV u hospitalizacijama zbog
AGE u djece <5 godina smanjen je s priblizno 40% na 20-25% (30,31).
Medutim, zanimljivo je da je u razdoblju 2005.-2015. godine pad mortaliteta
zbog RVGE u djece <5 godina bio gotovo 44% brzi nego pad ukupnog broja
smrti zbog AGE, Sto je velikim dijelom posljedica uvodenja rotavirusnih cjepiva
u NIP-ove brojnih zemalja (2). U prilog tomu govori i Cinjenica da je najostriji
pad broja smrti zbog RVGE, s 36% medu svim AGE 2000. godine na 26%
2013. godine, zabiljezen u Latinskoj Americi, gdje su gotovo sve zemlje uvele
rotavirusno cjepivo u NIP (4). No, unato¢ svemu, RV i dalje globalno ostaje
vodeci uzro¢nik smrti zbog AGE, s procijenjenih 35% medu svim smrtima zbog
AGE u djece <5 godina (4) te je 2016. godine ukupno treci najcesc¢i infektivni
uzroCnik smrti u djece < 5 godina, nakon malarije (517 000 smrti) i
pneumokokne bolesti (359 000 smrti) (32). Smrtnost od RVGE najveca je u
zemljama s niskim prihodima. U 2019. godini 50% cjelokupnog mortaliteta
otpadalo je na samo &etiri zemlje — Nigeriju, Cad, Niger i Pakistan, a gotovo %
(70%) na samo deset zemalja. Ako se promatraju stope smrtnosti umjesto
apsolutnih brojeva smrti, sedam zemalja ima stope veée od 100/100 000 djece
<5 godina (Srednjoafricka Republika, Cad, Juzni Sudan, Nigerija, Burkina Faso,
Niger i Demokratska Republika Kongo) i sve se nalaze u subsaharskoj Africi
(33). Kljuéni razlog zbog kojih se vecéina smrtnih slu¢ajeva RVGE dogada u
slabije razvijenim zemljama, unato€ Cinjenici da je bolest Cesta i u razvijenim
zemljama, je neadekvatan i nepravovremen pristup zdravstvenoj skrbi.
Dodatno, RVGE moze imati teZi tijek u zemljama s niskim prihodima zbog
uCestalih crijevnih koinfekcija i pothranjenosti. CjelogodiSnja transmisija virusa
zbog klimatskih faktora takoder pridonosi vecoj smrtnosti (34—36).

Osim cCinjenice da uzrokuje teZe oblike bolesti u odnosu na druge patogene, jos
jedna bitna karakteristika rotavirusne infekcije je da je univerzalna. Za razliku od
npr. kolere, Sigeloze ili amebijaze, infekcija koje primarno pogadaju djecu u
zemljama s niskim prihodima, RV je globalni uzro¢nik i u necijepljenim
populacijama gotovo sva djeca do 24. mjeseca zivota imaju barem jednu

epizodu RVGE (37). Razlog tomu je vrlo laka transmisija RV-a (feko-oralnim



putem s osobe na osobu i preko kontaminiranih predmeta) i otpornost na
okoliSne uvjete. Stoga se RV &esto naziva ,demokratskim virusom* jer pogada
razliCite ekonomske grupe, bez postede nekog geografskog podrucja ili
socijalne skupine (28).

U razvijenim zemljama s veéim prihodima, poput SAD-a ili zemalja Zapadne
Europe, smrtnost od RVGE je niska, no RV je svejedno povezan s tezim tijekom
AGE u odnosu na druge patogene te stvara znacajne ekonomske troSkove.
Npr. u SAD-u je prije uvodenja rotavirusnog cijepljenja 80% djece starosti do 5
godina imalo barem jednu epizodu RVGE, a jedno od 70 djece iste dobi bilo je
hospitalizirano zbog RVGE, $to je godi$nje stvaralo gotovo milijardu dolara
direktnih i indirektnih trodkova (38). U Njemackoj (2012. godine) i Svedskoj
(2015. godine) troSkovi hospitalizacije bili su preko 2000 dolara za svako dijete
hospitalizirano zbog RVGE (39,40). Osim direktnih troSkova (troSkovi
medicinske skrbi za bolesno dijete), veliki ekonomski problem su i tzv.
.indirektni troskovi“ zbog izostanka s posla roditelja ili skrbnika radi brige o
bolesnom djetetu, $to je prosjecno 2.3-7.5 dana u zemljama Zapadne Europe
(41). Nadalje, dodatni troSkovi nastaju pojavom sekundarnih slu¢ajeva zbog
prijenosa virusa unutar obitelji koji se dogada u barem 50% slu¢ajeva (42,43).
Prema jednoj Svedskoj studiji €ak 31% roditelja ili skrbnika €ije je dijete
hospitalizirano zbog RVGE razvije proljev, $to dodatno uzrokuje barem jo$ 4
dana izostanka s posla zbog vlastite bolesti, dodatno povec¢avajuci troSkove
(40). Ekonomski teret zbog RVGE jos je viSe izrazen u slabije razvijenim
zemljama, gdje moze imati katastrofalne ucinke. Primjer je Ruanda gdje troSak
koji snosi obitelj zbog jedne RVGE hospitalizacije iznosi ¢ak do 110% ukupnog
mjesecnog prihoda (raspon 21-110%) (44), a udjeli su sli¢ni i u drugim slabije
razvijenim africkim zemljama (Libija — 32% ukupnog mjesec¢nog prihoda ili

Kenija — 24% ukupnog mjesecnog prihoda) (45,46).

1.1.2 Dob

lako je rotavirusna infekcija univerzalna i do 5. godine Zivota vecina djece ima
protutijela na RV (47), dob prve epizode RVGE razlikuje se izmedu i unutar

zemalja. Generalno, u zemljama s nizim prihodima medijan dobi prve RV



infekcije je 6-9 mjeseci (80% slu€ajeva u djece <1 godine), dok je u zemljama s
viS§im prihodima vrijeme prve infekcije esto pomaknuto na dob 2-5 godina,
premda se vecina prvih infekcija ipak dogada u dojenackoj dobi (65% <1
godine) (48). Slicne rezultate pokazala je i najveca globalna studija o dobnoj
distribuciji RVGE u prevakcinalnom razdoblju (49). U zemljama s visokim
mortalitetom postoji tendencija prema mladoj dobi za RVGE, a gotovo 70%
hospitalizacija zbog RVGE dogada se u dojenackoj dobi. Medijan dobi tezih RV
infekcija, tj. onih koje su zahtijevale hospitalizaciju bio je 38 tjedana (raspon 25-
58 tjedana) u zemljama s visokim mortalitetom, a 65 tjedana (raspon 40-107
tiedana) u zemljama s niskim ili vrlo niskim mortalitetom. Razlog tomu je
vjerojatno veca izloZzenost rotavirusnoj infekciji i kraci intervali izmedu
ponovljenih infekcija u zemljama s visokim mortalitetom, kao i moguce dobno

specifine razlike u ranom zbrinjavanju i lije€enju RVGE (49).

1.1.3 Sezonstvo

Globalno, postoje razlike u godiSnjoj cirkulaciji RV-a. Jos su 1990. godine Cook
I suradnici pokazali da je rotavirusna infekcija sezonska u umjerenim klimama, s
tipicnim vrhuncem broja slu€ajeva u zimskim mjesecima, dok je u toplijim
podrucjima tropskih regija bolest cjelogodiSnja, bez izrazenog sezonstva (50).
Pretpostavljeno je da je porast incidencije rotavirusnih infekcija u zimskim
mjesecima u umjerenim klimama posljedica boljeg prezivljenja virusa u
hladnijim uvjetima s niZom vlagom, kao i u€inkovitijeg prijenosa sasusenog
kontaminiranog fekalnog materijala u takvim uvjetima (51). Medutim, kasnija
istrazivanja pokazala su da takva generalna podjela vjerojatno nije moguca jer
brojne zemlje u tropskim podrucjima imaju jasan sezonski obrazac infekcije
(52), dok neke zemlje s umjerenom klimom imaju cjelogodidnju cirkulaciju virusa
(53,54). Nadalje, velika globalna pregledna studija iz prevakcinalnog razdoblja
(1995.-2010.) pokazala je da je stupanj razvoja zemlje bolji prediktor sezonstva
RV-a nego geografska Sirina ili lokalizacija. Naime, zemlje s nizim prihodima
imale su manje sezonske varijacije u prevalenciji RV infekcije u odnosu na
razvijenije zemlje, ¢ak i nakon $to su se uzeli u obzir lokalni klimatski i

geografski Cimbenici (35). Visoke stope transmisije virusa i visoke stope



nataliteta, faktori koji su Cesti u slabije razvijenim zemljama, dijelom
objasnjavaju manje izrazeno sezonstvo RV-a u tim zemljama (55). No, neke
zemlje sa slicnom klimom, geografskom lokalizacijom i stupnjem razvoja imaju
razliCite obrasce cirkulacije RV-a, $to u konacnici znaCi da za sad ne postoji
jedinstveno objasnjenje razlika u sezonstvu rotavirusne infekcije i vjerojatno
neki lokalni, jo§ nedefinirani faktori, kao i interakcije izmedu domacina i okoliSa
igraju ulogu (35).

Prema podacima EuroRotaNet-a, u Europi je rotavirusna infekcija sezonska, no
vrhunci epidemija javljaju se u razli€itim mjesecima, $to ovisi o geografskoj
lokalizaciji. Tipi€no, epidemija se ,Siri“ od juga prema sjeveru i od zapada prema
istoku, tj. najveci broj slu¢ajeva prijavljuje se na jugu i zapadu Europe u kasnu
zimu i rano proljece, odnosno u proljec¢e (travanj/svibanj) na sjeveru i istoku

Europe. Sli¢an trend zamijecen je i u SAD-u (56-59).

1.2 Grada i klasifikacija rotavirusa

Rotavirus je prvi put prepoznat kao patogen u ljudi kad je Ruth Bishop 1973.
godine identificirala virus elektronskim mikroskopom u bioptatu duodenuma
djeteta s AGE (27). Vec prije rotavirusi su otkriveni kao uzroc€nici proljeva u
miSeva, majmuna i goveda, a kasnije i brojnih drugih vrsta sisavaca i ptica (60—
63). Rotavirusi €ine rod Rotavirus, jedan od 15 rodova virusne porodice
Reoviridae koja je podijeljena u dvije potporodice: Sedoreovirinae (obuhvaca 6
rodova, od kojih je jedan Rotavirus) i Spinareovirinae (obuhvaéa 9 rodova) (64).
Naziv roda potjeCe od latinske rije€i za kotac¢ (lat. rota) zbog izgleda virusne
Cestice pod elektronskim mikroskopom (65). Na temelju serolo$ke reaktivnosti i
genetske varijabilnosti VP6 strukturnog proteina, dosad je opisano 9 vrsta
unutar roda Rotavirus (RVA-D i RVF-J) (64). Vrste RVA, RVB, RVC i RVH
mogu izazvati bolest kod ljudi, s tim da vecinu infekcija uzrokuje vrsta RVA.
RVA takoder moze uzrokovati bolest kod drugih vrsta sisavaca (npr. svinja,
goveda, konja, Stakora, miSeva i SiSmisa) i ptica (npr. peradi) u kojih mogu
uzrokovati proljev i zaostajanje u razvoju (66). Glavni rezervoar RVB su svinje,

a opisan je i kao uzroc¢nik sporadi¢nih epidemija AGE u odraslih ljudi (67,68).



RVC povremeno uzrokuje epidemije u ljudi, prvenstveno u djece, ali je takoder
Siroko rasprostranjen medu zZivotinjama, prvenstveno svinjama (67,69). RVD,
RVF i RVG dosad su opisani iskljucivo kao patogeni u ptica (70). RVH mogu
zaraziti ljude, svinje i SiSmiSe (71). RVI su opisani u kucnih ljubimaca — pasa i
macaka (72,73), a RVJ tek su nedavno opisani u SiSmisa (74). Vrsta RVE
opisana je 1999. godine (75), no zbog izostanka daljnjih izolata uklonjena je s
popisa vrsta 2019. godine (76).

Zrele rotavirusne Cestice ukupnog su promjera oko 100 nm, a sastoje se od
genoma koji je obavijen s tri omotaca koja Cine troslojnu kapsidu virusa
ikozaedralnog oblika, i nemaju lipidnu ovojnicu (65). Svaki od omotaca izgraden
je od strukturnih virusnih proteina: unutarnji se sastoji od VP2, srednji od VP6, a
vanjski omotac od VP7 i VP4 (6). Genom rotavirusa sastoji se od 11 segmenata
dsRNA koji kodiraju Sest strukturnih virusnih proteina (VP1-VP4, VP6, VP7) i
Sest nestrukturnih proteina (NSP) (NSP1-NSP6) (77). Veli¢ina genoma iznosi
16 do 21 kbp, a svaki genomski segment je zastupljen u jednakom udjelu u
virionu. Genomski segmenti su monocistronski, osim segmenta 11 koji kodira
dva proteina (NSP5 i NSP6) (78).

Povijesno, VP6 bio je prvi rotavirusni protein koji se koristio za klasifikaciju. |
VP2 i VP6 jako su imunogenicni proteini rotavirusa, $to omogucava laku
detekciju protutijela nakon infekcije (79,80). VP6 ima razliCite epitope koji
omogucéavaju razlikovanje razlicitinh subgrupa unutar RVA (SG I, SG II, SG I+l ili
SG non-l, non-Il) na temelju reaktivnosti s dva monoklonalna protutijela (MAbs)
(80). Od 1989. godine primjenjivao se binarni klasifikacijski sustav temeljen na
imunolo$koj reaktivnosti i strukturi gena dva vanjska proteina, VP4 i VP7, koji
neovisno izazivaju stvaranje neutralizacijskih protutijela (80). Inicijalno,
rotavirusni tipovi razvrstani su u VP4, tj. P-serotipove, odnosno VP7, tj. G-
serotipove, a dosad je prepoznato 14 serotipova G i 14 serotipova P (77). S
obzirom da je serotipizacija zahtjevna i neprimjenjiva u svim laboratorijima, a uz
sve brZi razvoj molekularnih metoda, nadopunjena je i zamijenjena
genotipizacijom (6,64,77). Za razliku od klasifikacije serotipova/genotipova G,
za serotip/genotip P postoji dvojno nazivlje. Kada je serotip P poznat, oznaCava

se arapskim brojem (nakon kojeg katkad slijedi veliko slovo), a genotip P navodi



se odmah nakon oznake serotipa, u uglatim zagradama arapskim brojem (npr.
P1A[8]) (6,77). Danas se tezi upotrebi klasifikacijskog sustava koji obuhvaca
svih 11 segmenata, kako bi se dobio bolji uvid u evoluciju i epidemiologiju
rotavirusa. Naime, sekvenciranje genoma humanih i zivotinjskih rotavirusa
pokazalo je postojanje brojnih neuobi€ajenih rotavirusnih sojeva, od kojih neki
imaju mijeSane konstelacije dsRNA segmenata kao posljedice stalnih
preslagivanja genoma. Ta proSirena shema klasifikacije, temeljena na
sekvenciranju genoma, oznacava se s GXx-P[x]-IX-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, a
predstavlja redom genomske segmente VP7-
VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5, pri ¢emu je x broj
genotipa (6,81).

1.2.1 Distribucija rotavirusnih genotipova

Dosada je opisano ukupno 36 genotipova G i 51 genotip P RVA (82). Cinjenica
da RV ima segmentirani genom i da je stoga moguce preslagivanje genoma,
teoretski omogucava kreiranje gotovo 800 razli¢itih G i P kombinacija, dovodedi
do stvaranja novih reasortnih RV-a (77,83).

Unato¢€ ogromnoj genetskoj i antigenskoj raznolikosti RV-a, globalno je prije
uvodenja cjepiva samo mali broj G/P kombinacija uzrokovao vecinu infekcija u
ljudi. Kombinacije G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] i GI9P[8] uzrokovale su 80-
90% svih rotavirusnih infekcija u Sjevernoj Americi, Europi i Australiji (7,8,58),
dok su u zemljama Afrike, Azije i Juzne Amerike bili ¢eS¢i ,neuobicajeni®
genotipovi poput G5, G6, G8 ili G12, kao i mijeSane infekcije (84—86).

U prevakcinalnom razdoblju dominacija genotipske kombinacije G1P[8] bila je
tipiCna za zemlje gdje rotavirusno cjepivo nije uvedeno u NIP, premda se
zastupljenost odredenih genotipskih kombinacija ili genotipova mijenja ovisno o
geografskoj lokalizaciji i iz sezone u sezonu (9). Nadalje postoje razlike u
distribuciji genotipova izmedu glavne rotavirusne sezone i izvansezonskog
razdoblja, pri Cemu je kombinacija G1P[8] dominantna u sezoni, a izvan sezone
raste udio rjedih kombinacija, kao i mijeSanih i netipabilnih genotipova, Sto je
vjerojatno posljedica akumulacije homotipne zastite prema G1P[8] na kraju

sezone (87). Preslagivanje izmedu najucestalijih genotipova G i P, koji stalno



kruze na nekom podrucju, dovodi do pojave neuobitajenih kombinacija. Npr.
genotipovi G1P[4] i G2[8] Cesto cirkuliraju zajedno s genotipovima G1P[8] i
G2P[4] (88).

Dosad je samo jedno istrazivanje o distribuciji rotavirusnih genotipova
ukljucivalo i Hrvatsku, i to samo Zagreb, tj. SrediSnju Hrvatsku. Rezultati su
pokazali neuobicajeno niski udio ,Cestih® rotavirusnih genotipova (G1P[8],
G2P[4], G3P[8], G4P[8] i GIP[8]) (59.9%) u odnosu na druge zemlje SrediSnje i
Jugoistocne Europe, premda je G1P[8] bio naj¢es¢i genotip (21.8%).
,NeuobiCajene” G/P kombinacije takoder su bile Ceste (8%), a G8P[8] Cinio je
¢ak 6,8% uzoraka, a naj¢esci je bio u dojenackoj dobi. Neobi¢no je bio visok i
udio mijeSanih infekcija (8,1%), $to je tipicno za tropske i subtropske zemlje
(89). Istrazivanja distribucije rotavirusnih genotipova koja bi obuhvatila druge
regije Hrvatske dosad nisu provedena.

Pracenje pojave novih rotavirusnih genotipova je od iznimnog znacenja zbog
stalne evolucije rotavirusa (preslagivanja genoma, to¢kaste mutacije, meduvrsni
prijenos rotavirusa), a pogotovo nakon uvodenja rotavirusnih cjepiva, zbog
potencijalne zamjene cirkulirajuc¢ih genotipova kao posljedice imunoloskog
selektivnog pritiska cjepiva (90). Istrazivanja u nekim zemljama koje su uvele
rotavirusno cjepivo u NIP, poput Australije, Brazila i Belgije, pokazala su da je
mozda cjepivo pridonijelo promjenama predominantnih genotipova, premda bi
te promjene mogle biti i posljedica prirodnih varijacija u distribuciji genotipova
(91,92). Stoga je prije i nakon uvodenja rotavirusnih cjepiva u NIP nuzno
prac¢enje molekularno-epidemioloskih znacajki cirkuliraju¢ih genotipova kako bi
se procijenilo omogucuije li cjepivo zastitu protiv heterotipnih genotipova koji
nisu uklju€eni u cjepivo te kako bi se procijenio eventualni uc€inak cjepiva na
zamjenu cirkulirajucih genotipova. Nadalje, detekcija neuobicajenih i novih
tipova rotavirusa, pogotovo onih koji nastaju preslagivanjem genoma humanih i
zivotinjskih sojeva, nuzna je za procjenu ,prikladnosti“ postojecih rotavirusnih

cjepiva (93).
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1.2.2 Evolucija i meduvrsni prijenos rotavirusa

Nekoliko razli€itih mehanizama pridonosi vrlo dinami¢noj evoluciji rotavirusa, a
najvazniji su toCkaste mutacije koje nastaju kontinuirano zbog pogreskama
sklone rotavirusne RNA polimeraze (94) i genomsko preslagivanje, koje je Cesto
uklju¢eno u zoonotsku transmisiju (13,95,96).

U Zivotinja, kao i u ljudi, RV su vodeci uzro€nici virusnog proljeva, pogotovo u
intenzivnim farmskim uzgojima diljem svijeta gdje uzrokuju znacajne
ekonomske gubitke (78). Opcenito, RV su specifi¢ni za domacdina, stoga je
vecina zivotinjskih RV oslabljena u heterolognom domacinu (€ovjeku), to je
kasnije iskoristeno i u proizvodnji cjepiva (77,97). Stoga, kada RV izravno
prijedu vrsnu barijeru, uglavnom nisu sposobni ucinkovito inficirati ili se Siriti u
novom domacinu (96). No, ako dva razli€ita soja rotavirusa (npr. zivotinjski ili
humani soj) inficiraju istu stanicu, moze doc¢i do razmjene genomskih
segmenata ¢ime nastaju reasortanti koji posjeduju dsRNA segmente obaju
roditeljskih virusa. Stjecanjem humanih genomskih segmenata zivotinjski RVA
poé&inju se udinkovito Siriti u novom domadinu (96). Stovise, infekcija humano-
animalnim reasortantima u ljudi moze uzrokovati teZu klinicku sliku nego
infekcija ,klasi¢nim® RVA, vjerojatno zbog slabije imunosti na te emergentne
sojeve, ali moguce i zbog vece virulencije kao posljedice genetskog
preslagivanja (98). Procijenjena ucestalost humano-animalnih reasortanata je
oko 2% medu genotipiziranim humanim sojevima RVA (99). Neki od humano-
animalnih reasortanata postali su vazni i globalno. Npr. za neuobiCajene
genotipove G9P[8] i G12P[8], koji su postali emergentni tijekom kasnih 1990-ih i
ranih 2000-tih godina, pokazalo se da je genomski segment VP7 vjerojatno
svinjskog podrijetla, a drugi povrSinski antigeni i genotipska konstelacija
humanog podrijetla (88). Genotip G10P[11], koji je Cest patogen na indijskom
potkontinentu, ima segmente NSP1 i NSP3 humanog, a ostale segmente
govedeg podrijetla (96,100). 1z svega navedenog slijedi da je zoonotski
potencijal RV-a velik i pridonosi velikoj genetskoj raznolikosti RA-a u ljudi te je
potreban stalni nadzor i u ljudi i u Zivotinja zbog moguce pojave novih

genotipova od globalnog ili regionalnog znacenja (81,101).
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1.3 Prijenos i patogeneza

Rotavirusi se izluCuju u velikoj koncentraciji (102 virusnih ¢estica u jednom
gramu stolice tijekom akutne bolesti) u stolici zarazene djece nekoliko dana
prije i nekoliko dana nakon klini¢ki manifestne bolesti, a samo nekoliko viriona
dovoljno je da izazove bolest u domacina (102). Uz navedeno, rotavirusi su jako
otporni na razlicite okoliSne uvjete (npr. temperaturu i pH), Sto pridonosi velikoj
infektivnosti i u€inkovitoj transmisiji (103). Rotavirusi se primarno prenose feko-
oralnim putem, uklju€ujuéi direktan, bliski kontakt medu osobama, kao i prijenos
preko zarazenih povrSina (104). Prijenos preko kontaminirane hrane ili vode je
moguc, ali rijedak (105). Zbog kratkog vremena inkubacije (<48h), eksplozivne
prirode rotavirusnih epidemija i velike u€estalosti respiratornih simptoma u
oboljelih od rotavirusne infekcije, pretpostavljeno je da se virus moze prenositi i
kaplji€nim putem (106), no takav nacin prijenosa ostaje nedokazan. 1zluCivanje
virusa u stolici traje prosjec¢no 10 dana, no neke studije pokazale su da ¢ak
tre¢ina imunokompetentne djece izlu€uje virus i duze od 20 dana (107).

Ciline stanice za RV su zreli enterociti smjesteni u proksimalne dvije trec¢ine
tankog crijeva (108). Inicijalna interakcija virusa i domacina dogada se
vezanjem virusnog VP4 antigena za stanic¢ne receptore domacina koji ukljucuju
razliCite sijaloglikane (npr. gangliozidi GM1 i GD1a) i antigene histo-krvne grupe
(eng. histo-blood group antigens, HBGAS) koji su kompleksni karbohidrati
smijesteni na povrsini eritrocita i epitela probavnog, mokraénog i respiratornog
sustava (109,110). Genetske razlike u ekspresiji HBGAs utje€u na varijacije u
epidemiologiji rotavirusa i infekciji razlicitim genotipovima (111). Npr. genotipovi
P[8] i P[4] dominantno se vezu na Lewis b i H-tip 1 antigene (112), genotipovi
P[9], P[14], i P[25] veZu se na tip A antigene (113), dok se P[11] selektivho veze
na tip-2 prekurskorski glikan (114).

Rotavirusna infekcija uglavnom je ograni¢ena na sluznicu tankog crijeva, iako
postoje dokazi o umnazaniju virusa i u lamini propriji, regionalnim limfnim
¢vorovima i udaljenim ekstraintestinalim mjestima, sto je rijetkost u
imunokompetentnih osoba (77). Patogeneza RVGE je multifaktorska (115).

Jedan mehanizam je masivna nekroza crijevnog epitela zbog ekstenzivne
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virusne replikacije, $to dovodi do vilozne atrofije, gubitka mikrovila, infiltracije
mononuklearnim upalnim stanicama te posljedi¢no do gubitka enzima Cetkaste
prevlake, poput maltaze i laktaze (27). U konacnici zbog malapsorpcije
nutrijenata, elektrolita i tekucine raste osmotski tlak u lumenu crijeva i razvija se
proljev (77,116). Drugi mehanizam je proizvodnja virusnog enterotoksina NSP4
koji se veZe za epitelne stanice crijeva (117) i putem fosfolipaza C signalnog
puta inducira sekreciju klorida u lumen crijeva (118). Visoka koncentracija
klorida u lumenu crijeva nadalje stvara osmotski gradijent koji uzrokuje pomak
vode u lumen i razvoja sekretornog proljeva (119). Treé¢i mehanizam je
aktivacija autonomnih ziv€anih zavrSetaka putem serotonina koji se oslobada iz
enterokromafinih stanica tankog crijeva djelovanjem enterotoksina NSP4, Sto u
konacnici povecava pokretljivost crijeva (120). Oslobadanje serotonina takoder
ima ulogu i u razvoju povracanja, stimulacijom aferentnih zavrSetaka vagalnog
zivca i posljedi¢no struktura mozdanog debla koje kontroliraju povracanje (121).
Prema dosadasnjim spoznajama, ekstraintestinalno Sirenje rotavirusa je Cesto,
potvrdeno detekcijom rotavirusne dsRNA, rotavirusnih antigena ili (rijetko)
infektivnih viriona u serumu ili drugim tjelesnim tekué¢inama i tkivima (122,123),
no pravo klinicko znacenje u imunokompetentnih osoba ostaje nedefinirano.
Neka istrazivanja su pokazala da su antigenemija/viremija u tijeku rotavirusne
infekcije povezana s tezom klinickom slikom, pogotovo u vidu visine vrucice,
broja povrac¢anja ili pojave konvulzija, no toCan mehanizam ostaje nepoznat
(124). Osim u serumu, RV je takoder detektiran u brojnim ekstraintestinalim
sijelima, ukljuujuéi sredidnji Zivéani sustav (SZS) koji je najéesée mjesto
ekstraintestinalnih manifestacija, zatim jetru, srce, mokraéni mjehur, pluc¢a,
bubrege, testise (122,125). Tropizam RV za neurone u SZS vjerojatni je
patogenetski mehanizam neuroloSkih manifestacija rotavirusne infekcije, a
putevi virusne diseminacije iz crijeva u SZS vjerojatno ukljuduju vezanje RV za
specifiCne stani¢ne receptore (HBAGsS, sijalicnu kiselinu, integrine..) i
posljedi¢no prelazak krvno-moZzdane barijere, a retrogradni aksonalni transport
takoder je jedan od predlozenih mehanizama (126). U imunokompromitiranih
osoba RV se moze umnazati u jetri, biljarnom sustavu i gusteraci i biti povezan

s biljarnom atrezijom i pankreatitisom (127).
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1.4 Tijek infekcije

Rotavirusna infekcija moze biti simptomatska ili asimptomatska, Sto ovisi 0
brojnim &imbenicima virusa i domacina. Dob je glavni ¢imbenik od strane
domacdina koji utje€e na klinicki ishod rotavirusne infekcije (115). Tako je
rotavirusna infekcija u zdrave, terminske novorodenc¢adi obi¢no asimptomatska
ili blazeg tijeka, vjerojatno zbog zastite koju pruzaju transplacentarno prenesena
majcCina protutijela (128). Pad titra majc€inih protutijela obi¢no koincidira s dobi u
kojoj je najveci rizik za tezi tijek bolesti, a taj rizik zadrzava se otprilike do pete
godine Zivota, kada je zbog razvoja imunosti nakon doticaja s RV manja
vjerojatnost razvoja (teSke) infekcije (115). Opcenito, vrijedi pravilo da iako
djeca mogu viSe puta imati RVGE, prva infekcija u dobi nakon tri mjeseca zivota
nosi najveci rizik od tezeg tijeka bolesti i dehidracije (47,129,130). Odrasle
osobe takoder mogu razviti kliniCku sliku RVGE, premda je vjerojatnost teze
bolesti mala, i obi€no je vezana uz infekciju neobi¢nim genotipom virusa ili
ekspoziciju velikoj infektivnhoj dozi (77). Drugi ¢imbenici domacina koji
povecavaiju rizik za tezi oblik bolesti su pothranjenost (131), izostanak dojenja,
mala porodajna tezina, pohadanje kolektiva, drugo dijete u ku¢anstvu mlade od
24 mjeseca (132), potom ¢imbenici od strane majke (mlada dob, pusenje) i
muski spol (133). ViSe studija istaknulo je prematuritet kao vazan rizi¢ni
¢imbenik za tezi tijek bolesti (132,133). Djeca ili odrasli koji su
imunokompromitirani zbog primarne imunodeficijencije (T-stani¢ne ili
kombinirane), maligne bolesti ili su primatelji hematopoetskih mati¢nih stanica ili
solidnog organa, imaju veci rizik za tezu klini¢ku sliku RVGE, produzeni tijek
bolesti (134-136), kao i za razvoj odredenih ekstraintestinalnih manifestacija
(127).

1.5 Klini¢ka slika

Inkubacija RVGE je kratka, najceS¢e 18-36 sati (137). KliniCki spektar varira od

blagog AGE kratkog trajanja do teSkog proljeva s povra¢anjem i visokom
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vrucicom, $to u konacnici mozZe dovesti do elektrolitskog disbalansa,
dehidracije, hipovolemijskog Soka i smrti (138). Bolest obi¢no pocinje naglo,
povracanjem i vru¢icom, a nakon 24-48h obi¢no se pojavljuju ucestale
vodenaste stolice (77). Cak jedna treéina djece s RVGE ima vruéicu >39 °C
(139). Povracanje obi¢no traje <24 h, a proljev se naj¢eSée smiruje nakon 3-7
dana (140). RVGE se klini¢ki ne moze sa sigurno$cu razlikovati od akutnog
AGE druge etiologije. No, u oboljelih od RVG €eS¢e su prisutna sva tri
simptoma (povracanje, proljev, vrucica) i bolest je obi¢no tezeg tijeka u
usporedbi s AGE uzrokovanim drugim virusima (141,142). Vjerojatnost
prijenosa virusa medu drugim ¢lanovima kuéanstva je jako velika i u rasponu je
od 15% (143) do 28% (142). Asimptomatske stope transmisije takoder su
visoke, a prema rezultatima jedne studije iznose €ak 22% (142).

Sve je viSe dokaza da je rotavirusna infekcija sistemska, a opisane su i brojne
ekstraintestinalne manifestacije, kao i moguc¢a povezanost s autoimunim
bolestima poput celijakije, Se¢erne bolesti ili miastenije gravis (126). Konvulzije
su najCesca ekstraintestinalna manifestacija rotavirusne infekcije. Radi se
uglavnom o benignim konvulzijama koje se javljaju s u€estalo$¢u 4-8% u
oboljelih od RVGE (126), uz uredne neuroradiolo$ke nalaze, dobru prognozu i
bez potrebe za specificnim lijeCenjem antiepilepticima (144). Druge neuroloske
manifestacije ukljuCuju febrilne konvulzije, encefalopatiju, akutni cerebelitis,
tranzitornu akutnu mlohavu paralizu, opsoklonus-mioklonus sindrom, a opisane
su i brojne druge ekstraintestinalne manifestacije rotavirusne infekcije poput
neonatalnog nekrotiziraju¢eg enterokolitisa, akutnog artritisa, vaskulitisa,

pankreatitisa i brojnih drugih, €ija je to€na incidencija nepoznata (126).

1.5.1 Zastitna imunost

Velazquez i suradnici u svom istraZivanju 1996. godine pokazali su da prirodna
rotavirusna infekcija $titi od narednih infekcija RV-om. Stovise, zastita raste s
brojem rotavirusnih infekcija (relativni rizik 0.62, 0.40 i 0.34 nakon prve, druge,
odnosno treée infekcije), a tezina narednih infekcija je manja nego tezZina prve.
Nadalje, dvije prirodne RV infekcije, bilo simptomatske ili asimptomatske, prema

rezultatima istrazivanja, pruzale su 100%-tnu zastitu od umjereno teske ili teSke
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sljedece rotavirusne infekcije. Naredne infekcije esSc¢e su bile uzrokovane
drugim G-tipom upucujuci primarno na homotipnu zastitu (47). Iznimno je bitno
za istaknuti da i simptomatska i asimptomatska rotavirusna infekcija gotovo
jednako $tite od narednih infekcija, a ta je Cinjenica bila klju¢na za razvoj
rotavirusnih cjepiva s idejom da cjepivo ,oponasa“ prvu asimptomatsku infekciju
(47,145).

Tocni efektorni mehanizmi zastitne imunosti protiv rotavirusne infekcije nisu do
kraja poznati, no zna se da i nespecificna (prirodena) i specificna (i humoralna i
stani¢na) imunost sudjeluju u kontroli i zastiti od rotavirusne infekcije (115).
Humoralna imunost predmet je najveceg broja istraZivanja koja su pokazala da
RV pobuduje stvaranje lokalnih (sluznickih) IgA protutijela, kao i sistemskih
protutijela razreda IgA i 1IgG (146), a Cini se da su specificna sistemska IgA i 1IgG
protutijela u visokom titru (>1:200) povezana sa zastitom od narednih
rotavirusnih infekcija. Sli€no tomu, zna€ajna povezanost postoji izmedu visine
IgA titrova i ucinkovitosti rotavirusnih cjepiva (147). Protutijela (IgG i IgA) se
stvaraju na imunogenicne proteine vanjske ovojnice (VP7 i VP4) i po svom
djelovanju su neutralizacijska te Stite od infekcije. U rekonvalescentnim
serumima oboljelih takoder su detektirana i protutijela na imunodominantne
epitope VP2 i VP6 proteina, no nisu neutralizirajuca te je njihovo klini¢ko
znacenje joS uvijek nepoznato (146). Zanimljivo je da se nakon prve, prirodno
ste€ene rotavirusne infekcije ili cijepljenja razvija u prvom redu homotipna
zastitna imunost, tj. stvaraju se neutralizacijska protutijela na G-tip soja koji je
uzrokovao infekciju, odnosno cijepnog soja (148), dok sljedece rotavirusne
infekcije pobuduju i homotipni i heterotipni (na sojeve s drugim G-tipovima)
imunosni odgovor (148-150). Vjerojatni razlog tomu je Sto humoralni odgovor
najprije pobuduju povrsinski VP7 i VP4 epitopi, rezultirajuci stvaranjem
neutralizacijskih protutijela, a kod sljedecih infekcija razvijaju se protutijela na
druge, konzervirane epitope VP7 i VP4 proteina ili sasvim druge rotavirusne
antigene (77).
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1.5.2 Ocjenske ljestvice za procjenu tezine kliniCke slike

Postoji nekoliko ocjenskih ljestvica za procjenu tezine RVGE, poput
Vesikarijeve ljestvice (151), Clarkove ljestvice (152) ili modificiranih verzija
Vesikarijeve ljestvice (153,154).

NajceSce koristene ocjenske ljestvice su Vesikarijeva 20-bodovna (151) i
Clarkova 24-bodovna (152). Obje ljestvice su inicijalno razvijene u sklopu
klini¢kih istrazivanja rotavirusnih cjepiva (Vesikari — RIT 4237 cjepivo, Clark —
WC3 bovino cjepivo), s ciliem procjene ucinkovitosti cjepiva (151,152).
Navedene ljestvice imaju nekoliko zajednickih kategorija: obje mjere broj i
trajanje proljeva i povracanja i visinu tjelesne temperature, dok Vesikarijeva
liestvica dodatno ukljuCuje procjenu dehidracije i primijenjeno lijecenje (151), a
Clarkova evaluaciju ponasanja oboljele osobe (152). Vesikarijeva ljestvica ima
dvije kategorije: epizoda AGE s 211 bodova smatra se teSkom, a <11 bodova
,ne-teSkom“ (151), dok Clarkova ljestvica ima tri kategorije: epizoda s >16
bodova smatra se teSkom, s 9-16 bodova umjereno teSkom, a <9 bodova
blagom (152). S obzirom da ljestvice imaju razli€it broj kategorija, direktna
usporedba nije moguéa (155). Nadalje, problem je nastajao kod poku$aja
usporedbe ucinkovitosti rotavirusnih cjepiva, ako su u istraZivanjima koristene
razliCite ocjenske ljestvice. Primjerice, u klinickim studijama ucinkovitosti RV5
koriStena je Clarkova ljestvica (156), dok je u studiji u€inkovitosti RV1 koriStena
Vesikarijeva ljestvica (157). Oba cjepiva pokazala su sli¢nu u€inkovitost u
prevenciji rotavirusnog AGE bilo koje tezine (74% za RV5 i 70% za RV1), dok
su u prevenciji teSkih oblika rotavirusnog AGE rezultati bili drukciji — u€inkovitost
RVS5 bila je 98%, a RV1 86%. lako se ova dva istrazivanja ne mogu direktno
usporediti, razlika u numeric¢kim vrijednostima ucinkovitosti mogla bi se, barem
dijelom, pripisati koridtenju razli€itih ocjenskih ljestvica (155).

Nekoliko je istrazivanja pokazalo da se Vesikarijeva i Clarkova ocjenska
ljiestvica znacajno razlikuju u definiciji ,teSkog“ RVGE (155,158-160). Naime,
Vesikarijeva ljestvica u odnosu na Clarkovu znacajno veci broj bolesnika
svrstava u skupinu ,teskog“ AGE: 76% vrs. 27% (155), 66.1% vrs. 1.6% (158),
57% vrs. 1.5% (159), 40.6% i 56.0% vrs. 9.5% i 6.3% (160). Pokusaj

modifikacije Vesikarijeve ljestvice, na naCin da je umjesto u dvije, podijeljena u
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tri kategorije (<11 blaga bolest, 11-15 umjereno teSka bolest i 216 teSka bolest)
povecao je korelaciju izmedu dvije ljestvice u dvjema studijama, no i dalje
nezadovoljavajuée (155,159). Cak 45% (155), odnosno 89% (159) bolesnika s
Vesikari ocjenom 216 bili su klasificirani kao umjereno teski AGE prema
Clarkovoj ljestvici.

Radi uniformnosti, danas se u postmarketinskim istrazivanjima ucinkovitosti
rotavirusnih cjepiva koristi prvenstveno Vesikarijeva ljestvica (161-163). Postoje
I modificirane Vesikarijeve ljestvice, Nakagomijeva 20-bodovna u kojoj je
kategorija ,lijeCenje” iz originalne Vesikarijeve ljestvice zamijenjena kategorijom
srazina aktivnosti (154) i Freedmanova 20-bodovna, koja umjesto varijable
,2dehidracija“ iz Vesikarijeve ljestvice koristi varijablu ,razina potrebne
zdravstvene skrbi“ (153). | Vesikarijeva i modificirane Vesikarijeve ocjenske
liestvice Siroko se koriste u procjeni tezine AGE u djece, ne samo rotavirusnog
(164-166), dok se Clarkova ipak koristi nesto rjede.

1.6 Bolni¢ke (nozokomijalne) rotavirusne infekcije

Epizoda AGE smatra se bolnickom (nozokomijalnom) ako se simptomi bolesti
pojave unutar 48 sati od primitka u bolnicu do 72 sata nakon otpusta iz bolnice
(167). Generalno, AGE cini ¢ak 65-90% svih nozokomijalnih infekcija na
pedijatrijskim odjelima, pri Eemu su virusi najéesci uzroCnici (91-94% slucajeva),
a RV najCes¢i medu njima (31-87% slu€ajeva) (168). Podaci o incidenciji
nozokomijalnih rotavirusnih gastroenteritisa (NRV AGE), kao i izraCuni o
dodatnim danima hospitalizacije zbog NRV AGE pokazuju zna¢ajnu
divergenciju (169). Prema rezultatima istrazivanja Gervasija i suradnika, koje je
uzelo u obzir 23 studije 0 NRV AGE u Europi, medijan incidencije NRV AGE je
29 (3-277) NRV AGE/1000 hospitalizacija, 198 (30-1030) NRV AGE/100 000
djece <5 g.i14.8 (0.46-13) NRV AGE/1000 dana hospitalizacije (169). Isto
istraZivanje pokazalo je da je zbog NRV AGE trajanje hospitalizacije duze za
medijan od 4.7 dana (raspon 1.7-10) (169).

NRV se tipicno ,unese“ na pedijatrijski odjel hospitalizacijom djeteta s
domicilnim RVGE ili boravkom u hitnoj sluzbi prije hospitalizacije zbog neke
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druge bolesti. Simptomi NRV AGE obi¢no se pojavljuju izmedu drugog i Sestog
dana hospitalizacije (170). Tipi¢ni simptomi su vruéica (60-100% slucajeva),
proljev i povracanje, kao i kod izvanbolnickih (domicilnih) RVGE (170,171).
Zanimljivo je da su asimptomatske NRYV infekcije jako ¢este u novorodencadi i
male dojencadi (<3 mjeseca), s rasponom 18-39% svih NRV slucajeva.
Nekoliko je potencijalnih objasnjenja za ovu pojavu, poput transplacentarno
ste€enih majcinih protutijela ili cirkulacije tzv. ,dojenackih® rotavirusnih
genotipova koji su manje patogenosti (128,172-174). Glavni vektori transmisije
NRV su kontaminirani, uglavnom nezarazeni i asimptomatski, zdravstveni
djelatnici. Naime, RV su detektirani na rukama ¢ak 76-78% zdravstvenih
djelatnika koji se skrbe o djeci, i na ¢ak 20% djelatnika koji nisu ukljuceni u
direktnu skrb za djecu (103,175). Okoli$ je klju¢ni rezervoar RV-a u bolni¢kom
okruzenju jer virus moze ostati infektivan 1-10 dana na povrSinama (npr.
igraCkama, medicinskoj opremi) u uvjetima niske vlaznosti (176).
Asimptomatske NRV infekcije takoder znacajno pridonose Sirenju RV u
bolniékim uvjetima (174). Cimbenici povezani s poveéanim rizikom za NRV
AGE su: duzina hospitalizacije, pri ¢emu rizik znac¢ajno raste (€ak do 70%) s
trajanjem hospitalizacije >6 dana, zatim mlada dob, neadekvatna organizacija
rada na pedijatrijskim odjelima (manjak osoblja), nepridrzavanje mjera
kontaktne izolacije, kao i prisutnost ne-medicinske populacije na odjelima
(ukljucivo roditelje i rodbinu) koji su potencijalni nositelji ili izvor rotavirusne
infekcije. Dodatni zna&ajni ¢imbenici rizika su prematuritet i niska porodajna
masa, imunodeficijencija ili pothranjenost (167,177).

Djeca s NRV AGE generalno su mlada nego djeca s domicilnim RVGE, s
vrhuncem incidencije u dobi 0-11 mjeseci, za razliku od domicilnih RVGE gdje
je vrhunac u dobi 6-23 mjeseca (167,174,178,179). Prema rezultatima
istraZivanja Forstera i suradnika ¢ak 43% djece s NRV AGE bilo je mlade od 6
mjeseci, za razliku od 17% bolesnika s domicilnim RVGE (178). Bolesnici s
NRV AGE prosje¢no su 9.8 -10.6 mjeseci mladi u odnosu na bolesnike s
domicilnim RVGE (168,179).

NRV AGE ima izrazeno sezonstvo u umjerenim klimama, kao $to je slu€aji s

domicilnim RVGE, s vrhuncem incidencije u zimskim mjesecima (180), no u
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male dojencadi (<4 mjeseca) €ini se da je sezonstvo manje izrazeno, a
sluc€ajevi se pojavljuju jednakim intenzitetom cijele godine (181). To se
objasnjava niskom, ali konstantnom stopom simptomatskih infekcija
uzrokovanih ,neonatalnim® rotavirusnim genotipovima (181). Prema
dosadas$njim spoznajama, nema razlike u distribuciji rotavirusnih genotipova
izmedu domicilnih i NRV AGE (174,180)

Dehidracija je klasi¢na komplikacija RVGE, kako domicilnih, tako i NRV AGE, te
nema komplikacija koje su specificno posljedica NRV AGE (182). Prema
dosadasnijim istrazivanjima, nema znacajne razlike u tezini klinicke slike izmedu
domicilnih RVGE i NRV AGE (180). Frihwirth i suradnici pokazali su da je
Vesikarijeva ocjena slicna u domicilnih RVGE i NRV AGE (medijan 9-11 vrs. 8-
9) (183). Medutim, u dva istrazivanja oboljeli od domicilnih RVGE imali su ve¢u
stopu dehidracije nego oboljeli od NRV AGE (184,185). Mortalitet zbog NRV
AGE u razvijenim zemljama je malen te je najveci znacaj tih infekcija u
produzenju trajanja hospitalizacije te povec¢anju direktnih i indirektnih troSkova.
Naime, NRV AGE produZzuju trajanje hospitalizacije za 1.7-5.9 dana (167).
Postoji samo nekoliko studija koje su procijenile troSkove NRV AGE, a prema
tim podacima, troSkovi jedne epizode iznose i do 2500 €. Medutim to su samo
,direktni“ troSkovi, a realna cijena je zasigurno puno veca (167).

Vedi je broj preventivnih mjera za smanjenje Sirenja NRV AGE, no sve imaju
ogranienu korist. Najbitnija mjera je adekvatno pranje ruku (186). Upotreba
alkoholnih dezinficijensa za ruke (60-70%-tni etanol ili izopropranol), umjesto
pranja ruku, takoder se pokazala vrlo u€inkovitom u smanjenju broja vijabilnih
patogena na rukama (187). Medutim, puno je zapreka koje ograni¢avaju korist
ovih mjera, poput velike infektivnosti RV, manjka i veliki obrtaja osoblja na
odjelima, nepridrzavanja gore navedenih mjera, kao i prenapucenosti odjela i
neadekvatne infrastrukture koje onemogucavaju pravilno provodenje mjera
kontaktne izolacije. Dodatno, rani simptomi RVGE mogu biti nespecifiéni (npr.
samo povidena tjelesna temperatura) pa se oboljeli ¢esto ne izoliraju na
vrijeme. Iz svega navedenog slijedi da ¢e NRV AGE zasigurno i dalje

predstavljati znacCajan epidemioloski i ekonomski problem, a univerzalna
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implementacija rotavirusnog cjepiva imala bi veliki utjecaj ne samo na
smanjenje incidencije domicilnih RVGE, nego i NRV AGE (167).

1.7 Laboratorijska dijagnostika rotavirusne infekcije

Laboratorijska dijagnostika rotavirusne infekcije uklju€uje testiranje uzoraka
svjeze stolice ili obriska rektuma u bolesnika sa simptomima na prisutnost
virusa, virus-specificnog antigena ili RNA (188). Moguca je i direktna detekcija
virusa upotrebom elektronskog mikroskopa, $to je metoda visoke osjetljivosti i
specificnosti, no skupa je i nije prakti¢na za rutinsku obradu velikog broja
uzoraka (17). Komercijalno dostupne metode za detekciju antigena najcesc¢e se
koriste u dijagnostici rotavirusne infekcije, a ukljuuju enzimski povezani
imunosorbentni test (eng. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), lateks
aglutinaciju i imunokromatografske testove (ICT). ELISA je jedna od najc¢eSc¢ih
koriStenih metoda, visoko je osjetljiva i specificna i omogucuje obradu velikog
broja uzoraka (188), no sve se viSe zamjenjuje imunokromatografskim
testovima koji su jeftiniji, brzi, jednostavni za koriStenje, a osjetljivost i
specificnost je slicna ELISA testovima (189). U usporedbi s lan¢anom reakcijom
polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR), ICT-ovi su takoder
pokazali visoku osjetljivost (85-94%, ovisno o proizvodacu) i specificnost (89-
100%), Sto ih €ini Siroko primjenjivom i pouzdanom metodom detekcije RV
(190-192). PCR metode detekcije RV, poput reverzna transkripcija-lan¢ane
reakcije polimerazom (eng. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction,
RT-PCR), kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom (eng. quantitative
Polymerase Chain Reaction, gPCR) ili lan¢ane reakcije polimerazom u
stvarnom vremenu (eng. real-time Polymerase Chain Reaction, real-time PCR),
detektiraju virusnu RNA u klini€kom uzorku, osjetljivije su u odnosu na
antigenske testove, a omogucuju odredivanje genotipa virusa, $to je od klju¢nog
znacCenja u epidemioloskom nadzoru nad RV-om (191). Zbog Cestih toCkastih
mutacija rotavirusnog genoma te moguce zoonotske transmisije i stvaranja
reasortanata, potreban je stalni nadzor i povremena promjena PCR pocetnica,

kako ne bi doslo do greSaka u genotipizaciji ili nemogucénosti odredivanja
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genotipa (193,194). Ponekad se primjenjuje sekvenciranje VP7 ili VP4 virusnih
proteina u sluCajevima kada se ne uspije odrediti genotip (195), no klasi¢ne
metode sekvenciranja su skupe i zahtijevaju puno vremena i napora (196). U
posljednje vrijeme sve viSe se koristi kvantitativna reverzna transkripcija s
lan€anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time Reverse
Transcription- quantitative Polymerase Chain Reaction, real-time RT-qPCR),
poput TagMan® eseja, koja je u usporedbi s klasicnim metodama RVA
genotipizacije (RT-PCR i sekvenciranje) brza, zahtijeva manje napora, a
zadrzava visoku osjetljivost i specificnost u usporedbi s klasi¢nim PCR-om
(196,197).

1.8 Lije€enje rotavirusnog gastroenteritisa

RVGE je samoograni¢avaju¢a bolest Cije je lije€enje u prvom redu
simptomatsko. Oralna rehidracija hipoosmolarnim otopinama je osnova terapije
i treba se zapoceti $to ranije. Intravenska rehidracija izotoni¢nim otopinama
rezervirana je za sluCajeve teSke dehidracije ili ako bolesnik ne moze uzimati
oralne rehidracijske otopine (198). Dodatna terapija, uz rehidracijske otopine,
ukljuCuje antisekretorne lijekove (npr. racekadotril), adsorbense, antiemetike te
probiotike ili prebiotike, no njihova korist u smanjenju tezine ili trajanja RVGE je
kontroverzna i zahtijeva daljnja istrazivanja (199). Trenutno nema specifi¢nih
antivirusnih lijekova za RVGE (115).

1.9 Prevencija rotavirusnog gastroenteritisa

1.9.1 Nespecifi€ne mjere

Nespecificne mjere kontrole RVGE uklju€uju mjere osobne higijene (pranje ruku
sa sapunom i vodom u trajanju od barem 20 sekundi prije konzumacije ili
pripremanja hrane ili nakon koriStenja toaleta), adekvatno zbrinjavanje pelena
oboljelog djeteta te pranje ruku nakon promjene pelena ili kontakta s

povra¢enim sadrzajem, zatim mjere kontaktne izolacije u hospitaliziranog
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bolesnika s RVGE i adekvatni okoliSni sanitarni uvjeti (pravilno zbrinjavanje
otpadnih voda i dostupnost zdravstveno ispravne vode za piée) (115).

Sve je viSe govora i 0 vaznosti dojenja u prevenciji RVGE. Maj€ino mlijeko,
naime, sadrzava bioaktivne komponente poput protutijela, antioksidansa i
nutritivnih tvari te ima ulogu u prevenciji i smanjenju tezine RVGE (115).
Istrazivanja Shumetieja i suradnika i Krawczyk i suradnika pokazala su da
prehrana isklju€ivo maj€inim mlijekom u prvih Sest mjeseci zivota znacajno
smanjuje rizik od razvoja RVGE te morbiditet kod onih koji akviriraju infekciju
(200,201). Smjernice SZO za lije€enje AGE u djecjoj dobi stoga ukljuCuju

preporuku za nastavak dojenja kako bi se smanijilo trajanje i tezina bolesti (202).

1.9.2 Cijepljenje

1.9.2.1 Povijest

Prevencija RVGE poboljSanjem higijenskih i sanitarnih uvjeta je ograni¢ena
zbog ubikvitarnosti RV, relativno lakog prijenosa i rezistencije na okoliSne uvjete
(203).

Put za razvoj rotavirusnih cjepiva utrlo je istraZivanje Velazqueza i suradnika
koji su pokazali da prirodna rotavirusna infekcija, bilo simptomatska ili
asimptomatska, pruza zastitu od narednih infekcija (47). Nadalje, pokazano je
da je zastita koja je steCena nakon ponavljanih prirodnih infekcija povezana s
prisutnoSc¢u neutralizacijskih protutijela u serumu i crijevima (204,205). Ove
dvije Cinjenice ukazivale su na potencijalnu moguénost prevencije RVGE
cijeplienjem. Uzimajucéi jo$ u obzir epidemioloSke podatke o visokom
morbiditetu i mortalitetu od RVGE, razvoj rotavirusnih cjepiva ocijenjen je od
visokog prioriteta (206). Konacni postavljeni ciljevi cijepljenja protiv RV bili su:
imitiranje zastite koju pruza prirodna infekcija, zastita od srednje teSkog do
tesSkog tijeka bolesti, smanjenje tezZine i trajanja bolesti, prevencija
hospitalizacije i smrti, te smanjenje socioekonomskog tereta (47,157).

U proizvodnji prvih rotavirusnih cjepiva iskoriStena je Cinjenica da su zivotinjski
RV oslabljeni u heterolognom domacinu (€ovjeku) (97) te su, vodedi se

Jennerovim pristupom, ziva oslabljena Zivotinjska cjepiva bila prvi kandidati.
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Prvo takvo cjepivo bilo je RIT 4237, bovini soj koji je dodatno oslabljen
pasazama na stani¢nim kulturama. Inicijalni rezultati bili su ohrabrujuéi — cjepivo
je bilo sigurno, imunogeni¢no i pruzalo je visoku zastitu od teskih oblika bolesti
u klini¢kim istrazivanjima (207). No, RIT 4237, kao i jo§ dva monovalentna
cjepiva temeljena na Zivotinjskim RV (WC3, bovini soj, i RRV, majmunski soj)
pokazali su varijabilnu u€inkovitost te nisu nikad odobreni (208-210).

Jedna od ideja 0 moguéem nacinu povecanja ucinkovitosti zivotinjskih cjepiva je
stvaranje reasortanata humanih i zivotinjskih RV, na nacin da je Zivotinjski RV
¢inio ,0snovicu®, a geni za VP7 i VP4 antigene, na koje se stvaraju
neutralizacijska protutijela, zamijenjeni su genima humanih RV (211) — tzv.
,modificirani Jennerov* pristup (212).

Prvo takvo rotavirusno cjepivo, a ujedno i prvo odobreno cjepivo, bilo je
Cetverovalentno reasortno cjepivo (eng. Rhesus reassortant vaccine-tetravalent,
RRV-TV) sastavljeno od oslabljenog majmunskog soja G3P7[5] i tri mono-
reasortanta koja su sadrzavala 10 RNA segmenata G3P7[5] virusa i jedan VP7
gen humanih G1, G2 i G4 genotipova (213). RRV-TV, licenciran kao RotaShield
(Wyeth Lederle Vaccines, Philadelphia, SAD) u SAD-u 1998. godine, pokazao
je visoku ucinkovitost protiv RVGE bilo koje tezine (raspon 49-68%), a pogotovo
protiv teSkog RVGE (raspon 61-91%) (214,215). U narednih devet mjeseci od
odobrenja, gotovo 600 000 djece u SAD-u primilo je RRV-TV u tri oralne doze,
prema shemi 2, 4 i 6 mjeseci zivota (216). Nazalost, postmarketinSka
istrazivanja pokazala su porast broja slu€ajeva intususcepcije (I1S) crijeva,
vremenski povezanih s primjenom cjepiva. Najvedi rizik bio je 3-14 dana nakon
prve doze (>20 puta vedi rizik) te nedto manji (oko 5 puta vedi rizik) 3-14 dana
nakon druge doze (217). Ukupno gledajuci, procijenjeni rizik IS nakon jedne
doze RRV-TV bio je 1:10 000 doza (218). Nakon revizije originalnih podataka o
povezanosti RRV-TV i IS, neki istrazivaci primijetili su da je rizik za IS ovisan o
dobi, odnosno da apsolutni broj slu¢ajeva IS i potencijalni relativni rizik povezan
s prvom dozom RRV-TV raste s porastom dobi primjene cjepiva. Primijetili su
da dojenc¢ad u dobi 290 dana ¢ini 80% slu€ajeva IS nakon prve doze cjepiva, a
samo 38% svih primatelja prve doze (219,220). Globalni savjetodavni odbor za

sigurnost cjepiva (eng. Global Advisory Committee on Vaccine Safety, GACVS)
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SZ0-a u konachnici je uzeo u obzir sve podatke i zaklju€io da je rizik za IS
povezan s RRV-TV visok u dojencadi cijepljene s RRV-TV (bilo kojom dozom)
nakon dobi od 60 dana, no nema dovoljno podataka da bi se moglo zakljuciti da
je primjena RRV-TV u dobi <60 dana povezana s manjim rizikom (221). U
konacnici je nakon nekoliko mjeseci proizvodac povukao cjepivo s trzista (222),
no ostaje pitanje je li to bilo etiCki opravdano, s obzirom da je u nerazvijenim
zemljama smrtnost od RVGE visoka te moguca velika korist mozda nadilazi
potencijalni rizik od IS (223). Mehanizam IS nije do kraja razjasnjen, no
¢injenica da je rizik najveci u prvom tjednu nakon prve doze cjepiva upucuje na
vjerojatnu povezanost s replikacijom cijepnog soja virusa u crijevima (28), sto
moze dovesti do zadebljanja stijenke crijeva i limfadenopatije te posljedi¢no

predispozicije za IS (224).

1.9.2.2 Trenutno dostupna cjepiva

Naglo i neocekivano povlacenje RRV-TV bilo je veliki korak unatrag u globalnim
naporima prevencije RVGE. Nadalje, s obzirom da to€an mehanizam razvoja IS
nije bio poznat, proizvodaci su bili primorani provoditi velika i skupa klinicka
istraZivanja koja bi pokazala vecu sigurnost cjepiva u odnosu na RRV-TV (28).
,Modificirani Jennerov“ pristup (212) nadalje je iskoridten u proizvodnji jos
jednog reasortnog rotavirusnog cjepiva. Radi se o peterovalentnom, zivom
oslabljenom oralnom cjepivu (RV5), u kojem je iskoristen bovini WC3 s0j
(G6P7[5]) kao ,genetska osnovica“. Cetiri reasortanta imaju VP7 gen za humani
G1, G2, G3 ili G4 tip, a jedan reasortant VP4 gen za P[8] (225). Veliko
istrazivanje faze Ill klini¢kih istrazivanja ukljucilo je gotovo 70 000 djece (iz 11
zemalja, >80% SAD i Finska) dobi 6-12 tjedana koji su primili tri doze RV5 s
intervalima 4-10 tjedana. Cjepivo je pokazalo zna€ajnu uc€inkovitost u prevenciji
G1-G4 RVGE bilo koje tezine (74%) i teSkog G1-G4 RVGE (98%) nakon triju
doza u prvoj rotavirusnoj sezoni. Zastita je, nadalje, perzistirala i u drugoj sezoni
— u prevenciji teSkog G1-G4 RVGE 88%, a bilo koje tezine 63%. Nije detektiran
povecani rizik za IS (156). Cjepivo je pod nazivom RotaTeq odobreno 2006.
godine u SAD-u, a zatim i u brojnim drugim zemljama (226).
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Sljedeci kandidat za globalno cijepljenje protiv RV bilo je monovalentno G1P[8]
(RV1) cjepivo koje sadrzava 89-12 soj, izoliran 1988.g. u djeteta iz Cincinnatija,
SAD te oslabljen serijskim pasazama na stani¢nim kulturama i preimenovan u
R1X4414 (227). U velikoj fazi Ill klinickog istrazivanja koje je ukljucivalo viSe od
60 000 djece u Latinskoj Americi i Finskoj, cjepivo je pokazalo visoku
ucinkovitost (85%) u prevenciji teSkog RVGE (Vesikari ocjena 211) u prvoj
godini Zivota, a joS vecu (100%) kod najtezih oblika RVGE (Vesikari ocjena
219). UcCinkovitost je bila najveca u prevenciji RVGE uzrokovanog homolognim
RV sojem G1P[8] (91%), nesto manja kod sojeva sa zajednickim P[8] (j.
G3P[8], G4P[8], G9P[8]) (87%), a najmanja protiv heterolognog soja G2P[4]
(45%). Zamijeéena je takoder visoka ucinkovitost u zastiti od teSkih oblika AGE
bilo koje etiologije koji su zahtijevali hospitalizaciju (42%). Nije zamijecena
povezanost s IS (228).

Drugo veliko istrazivanje ucinkovitosti RV1 provedeno u oko Cetiri tisuce
europske djece u 6 zemalja pokazalo je sli¢ne rezultate — ucinkovitost cjepiva u
prevenciji teSkih oblika RVGE u dvije rotavirusne sezone nakon primjene dviju
doza cjepiva bila je 90% te u prevenciji hospitalizacije zbog RVGE 96%.
Zanimljivo, visoka ucinkovitost pokazana je i u prevenciji teSkog RVGE
uzrokovanog ne samo homotipnim G1 (96%), nego i G2 (86%), G3 (94%), G4
(95%), i G9 (85%) u prve dvije rotavirusne sezone (229). Ovo istraZivanje
takoder je evaluiralo ucinkovitost RV1 u prevenciji RVGE bilo koje tezine koje
se pokazalo znacajnim - 79% nakon dviju doza cjepiva u dvije rotavirusne
sezone. Cjepivo je od 2004. godine pod nazivom Rotarix odobreno u Meksiku i
Dominikanskoj Republici, od 2006. u Europi, od 2008. godine u SAD-u te
brojnim drugim zemljama (230).

Studije ucinkovitosti RV1 i RV5 provedene u slabije razvijenim zemljama Azije i
Afrike pokazale su nesto nizu ucinkovitost cjepiva u prevenciji teSkih oblika
RVGE (40-60%) u odnosu na razvijene zemlje (161,162,231). Pretpostavljeno
je da bi vise ¢imbenika moglo biti razlog tomu: interferencija zbog istovremene
primjene oralnog cjepiva protiv poliomijelitisa, pothranjenost, u€estale crijevne
koinfekcije, drukdiji sastav mikrobiote te neutralizacija cijepnih virusa zbog

visokih titrova transplacentarno ili dojenjem prenesenih majcinih protutijela
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(232). No, imajuci u vidu potencijalno veliku javnozdravstvenu korist u slabije
razvijenim zemljama, unato€ umjerenoj zastitnosti rotavirusnih cjepiva, SZO je
2009. g. preporucio uvodenje rotavirusnih cjepiva u NIP-ove svih zemalja svijeta
(17).

Postmarketin$ka istrazivanja pokazala su sli¢ne rezultate kao i klinicka
istraZivanja. Prema rezultatima velike meta-analize, RV1 i RV5 imaju visoku
ucinkovitost u prevenciji teskih oblika RVGE u razvijenim zemljama (89%),
znacajno smanjujuci broj hospitalizacija i posjeta zdravstvenim ustanovama, a
ucinkovitost u zemljama sa srednjim prihodom je niza (74%) (233). Nema puno
postmarketinskih istrazivanja iz zemalja s niskim prihodima, no €ini se da su
rezultati sukladni onima iz kliniCkih istrazivanja (234).

lako velika klini¢ka istraZivanja faze Il nisu pokazala povecani rizik od IS nakon
primjene RV1 i RV5 (156,228), postmarketinske studije ipak su detektirale
veoma malen rizik, prosjecno 1 slu¢aj na 50 000 primijenjenih doza cjepiva, i to
prvenstveno u prvih 7 dana nakon primjene prve doze RV1 i RV5, sa
zakljuckom da korist cjepiva ipak znacajno premasuije rizik (235-237). Dvije su
postmarketinSke studije pokazale da postoji povezanost izmedu dobi primjene
prve doze cjepiva i rizika od IS. Prva, u Meksiku, pokazala je da postoji
tendencija povecanog rizika ako se prva doza cjepiva primijeni nakon dobi od
14 tjedana (238), dok je studija iz Njemacke dala preciznije brojeve: ni RV1 ni
RV5 nisu povezani s povec¢anim rizikom od IS ako se prva doza cjepiva
primijeni prije dobi od 89 dana, dok rizik raste za oba cjepiva ako se prva doza
primijeni u intervalu 90-179 dana (RV1 4.6 i RV5 5.8) (239).

Osim direktne koristi za cijepljenog pojedinca, rotavirusna cjepiva pruzaju
zastitu i necijepljenim osobama, odnosno postoji jasan ,imunitet krda“ (240).
Dosad je provedeno samo jedno randomizirano istrazivanje koje je usporedilo
imunogenic¢nost RV1 i RV5, a ukljucilo je gotovo 1500 djece u dobi od 6 tjedana
iz BangladeSa. Nakon kompletne serije RV5 i RV1 IgA serokonverzija bila je
viSa za RV5 nego za RV1 (73% vrs. 64% djece), a trajanje IgA odgovora duZze.
No, s obzirom da rotavirusna IgA protutijela imaju kratak poluvijek i nije sigurno
jesu li jedini pokazatelj zastite od RVGE, nije se moglo zakljuciti znaci li visi titar
IgA i vecu ili duzu zastitu od RVGE (241).
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Godine 2018. SZO je na listu prekvalificiranih cjepiva dodao jo$ dva cjepiva
proizvedena u Indiji: Rotavac i Rotasiil (18). Rotavac je monovalentno cjepivo
koje sadrzava 116E rotavirusni soj, te je prirodno nastao reasortant GO9P[11], a
sadrzava bovini rotavirusni gen za P[11] i 10 humanih rotavirusnih gena. 116E
S0j poznat je kao uzro€nik asimptomatskih rotavirusnih, bolni¢kih infekcija u
novorodencadi u Delhiju, Indija, te se smatra prirodno oslabljenim sojem (242).
Rotavac je pokazao ucinkovitost 56% u prevenciji teSkog RVGE (Vesikari
ocjena =11) u prve dvije godine Zivota, a nakon primjene triju peroralnih doza u
dobi 6, 10 i 14 tjedana (243). Rotasiil je peterovalentno reasortno cjepivo koje
sadrzava UK bovini soj u kojem je VP7 gen zamijenjen humanim rotavirusnim
genima za G1, G2, G3, G4 i G9. Radi se o termostabilnom cjepivu koje je u
kliniCkim istraZivanjima u Indiji i Nigeru pokazalo ucinkovitost 36% i 67% u
prevenciji teSkog RVGE, nakon primjene triju peroralnih doza cjepiva u dobi 6,
10 i 14 tjedana zivota (244,245). Zahvaljujuéi financijskom dogovoru izmedu
Vlade Republike Indije, proizvodaca cjepiva i nekoliko medunarodnih fondacija
koje su se obvezale financirati fazu Il kliniCkog ispitivanja Rotavaca, osigurano
je da Indija i zemlje s najnizim prihodima dobiju cjepivo po povoljnoj cijeni (oko
1 $ po dozi) (246). U konacénici, i Rotavac i Rotasiil ponudeni su i Republici Indiji
i Globalnom savezu za cjepiva i imunizaciju (eng. Global Alliance for Vaccines
and Immunisation, GAVI) po najnizim cijenama (<1 $ po dozi), ¢ime je znacajno
olakSana dostupnost cjepiva najsiromasnijim zemljama (28).

Postoji jo$ nekoliko nacionalno dostupnih rotavirusnih cjepiva koji nisu
prekvalificirani od strane SZO (115). Rotavin-M1 (POLYVAC, Thanh phé Ha
Néi, Vietnam) je monovalentno cjepivo koje sadrzava oslabljeni G1P[8] humani
RV i dostupno je u Vijethamu od 2012. g. (247). Kina je 2000. g. odobrila
Lanzhou lamb (Lanzhou Institute of biological product, Kina), monovalentno
cjepivo temeljeno na janje¢em G10P[15] rotavirusnom genotipu (248). lako su
oba cjepiva obecéavajuca, nedostaju velike studije u€inkovitosti koje bi

omogucile njihovu Siru upotrebu (249).
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1.9.2.3 Preporuke za cijepljenje i korist cjepiva

SZO0 preporuca uvodenje rotavirusnog cjepiva u NIP-ove svih zemalja,
pogotovo u zemlje s visokim mortalitetom, poput subsaharske Afrike ili Juzne i
Jugoisto€ne Azije (250). U cilju smanjenja rizika od 1S, inicijalno je SZO
predlozio primjenu prve doze cjepiva do 15. tjedna zivota, a cijele serije do 32.
tiedna (17). Godine 2013. SZO je proSirio svoje preporuke istiCuc¢i da bi prvu
dozu rotavirusnog cjepiva trebalo primijeniti $to ranije nakon navrsenih 6
tiedana (zajedno s cjepivom protiv difterije, hripavca i tetanusa, DTP), a cijelu
seriju bi trebalo zavrsiti do puna 24 mjeseca (251). Na taj nacin, unato¢ blago
povecanom riziku od IS, ve¢em broju djece u najvulnerabilnijim podrucjima
svijeta omogucen je pristup rotavirusnom cjepivu (251). Razmak izmedu dviju
peroralnih doza trebao bi biti barem Cetiri tiedna. RotaTeq, Rotavac i Rotasiil
trebali bi se primijeniti u tri doze, a Rotarix u dvije (250). Prethodno navedene
dobne restrikcije jo$ uvijek se preporucuju u zemljama s niskim mortalitetom od
RVGE, pogotovo vezano za dob prve doze cjepiva. Primjerice, prema
smjernicama Europskog drustva za pedijatrijsku infektologiju (eng. European
Society for Paediatric Infectious Diseases, ESPID) prva doza cjepiva trebala bi
se primijeniti u dobi 6-12 tjedana (preporuceno 6-8 tjedana, a cijela serija (RV1
dvije doze, RV5 tri doze) trebala bi se dovrsiti do navrSena 24 tjedna Zivota, a
po mogucnosti ranije (252).

Do sije€nja 2022. g. ukupno 114 zemalja svijeta uvelo je rotavirusno cjepivo u
svoje NIP-ove, a procijenjeno je da 47% dojenc¢adi na svijetu ima pristup
cjepivu. No, i dalje viSe od 55 milijuna dojen¢adi nema dostupno cjepivo, od
kojih % Zivi u samo 10 zemalja (253). Brojne zemlje s niskim prihodima, u
kojima je i najveci mortalitet od RVGE, imaju pristup cjepivu zahvaljujuéi potpori
GAVI-ju koji od 2006. g. sufinancira rotavirusna cjepiva za zemlje s niskim
prihodima (<1026 $ prihoda po glavi stanovnistva) (254), te je omogucio
uvodenje cjepiva u NIP u ukupno 53 zemlje (253). Znacaj cijepljenja je golem.
Primjerice, gotovo 80% zemalja u afriCkoj regiji (prema SZO-u) uvelo je
rotavirusno cjepivo u NIP (253). Prema podacima AfriCke rotavirusne mreze
(eng. African Rotavirus Network) u razdoblju izmedu 2006., kad je zapoCeto

uvodenje rotavirusnih cjepiva, i 2018. godine, doslo je do 40%-tnog smanjenja
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hospitalizacija djece <5 godina zbog AGE (bilo koje etiologije) (255). Sli¢an
efekt rotavirusnog cjepiva zabiljezen je ne samo u podrucjima s visokom
smrtnosti, nego i u drugim dijelovima svijeta. Generalno, u zemljama koje su
uvele rotavirusno cjepivo u NIP, doslo je do smanjena hospitalizacija zbog
RVGE u djece <5 g. za prosje¢no 59%, hospitalizacija zbog AGE bilo koje
etiologije za 36% i smrtnosti od AGE za 36% (30).

1.9.2.4 Utjecaj rotavirusnog cjepiva na distribuciju genotipova

U nekim je zemljama nakon uvodenja RV1 u NIP zamije¢en porast udjela
G2P[4] genaotipa, Sto je dovelo do razmisljanja o0 moguc¢em utjecaju cjepiva na
zamjenu genotipova (256). Primjerice, u Belgiji je nakon uvodenja RV1 2006. g.
I RV5 2007. g. zabiljezen nagli porast udjela G2P[4] na 30-40% u narednim
godinama (92). No, prevalencija G2P[4] ponovno je naglo pala tijekom
2013./2014. — 2015./2016., porasla 2016./2017. i ponovno pala 2017./2018.
(257). Sli¢ne fluktuacije zabiljezene su i u Ujedinjenom Kraljevstvu gdje je
nakon uvodenja RV1 u NIP 2013. g. porastao udio G2P[4] do 75% u sezoni
2016./2017. g. Medutim, 2017./2018., G2P[4] prevalencija pala je na 14.9%
testiranih uzoraka, a G3P[8] i GOP[4] postali su ¢e&¢i (257). U Finskoj, gdje je
RV5 dio NIP-a od 2009. g., takoder je zabiljezen porast G2P[4] od 2012./2013.
g., paralelno s porastom G12P[8] genotipova. No, i u nekim zemljama gdje
rotavirusno cjepivo nije dio NIP-a, intermitentno je zamijeéen porast
prevalencije G2P[4] (256,257), kao i fluktuacije drugih genotipova, koje su ¢esto
nepredvidive i razli€ite izmedu razli€itih zemalja (56,256). Generalno, trenutno
nema dokaza da zbog potencijalnog selektivnog pritiska rotavirusnih cjepiva
dolazi do zamjene genotipova u postvakcinalnom razdoblju. Distribucija
genotipova mijenja se u vremenu neovisno o implementaciji cjepiva vjerojatno
kao posljedica prirodnih fluktuacija zbog stalne evolucije RV (preslagivanje
genoma, toCkaste mutacije, meduvrsni prijenos) (56,256). Pet G/P kombinacija
(G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], GI9P[8]) ostaju najc¢eS¢i genotipovi i u
postvakcinalnom razdoblju, no potreban je daljnji kontinuirani nadzor (256).
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2. HIPOTEZA

Postoji razlika u geografskoj, sezonskoj i dobnoj distribuciji te u tezini klinicke
slike izmedu pojedinih rotavirusnih genotipova u djece mlade od 5 godina u

Republici Hrvatskoj.
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3. CILJEVI RADA

3.1 Opéi cilj:

Uvid u epidemiologiju rotavirusnih genotipova koji uzrokuju AGE u djece mlade

od 5 godina u trima regijama u Republici Hrvatskoj.

3.2 Specifiéni ciljevi:

1. Procjena molekularne epidemiologije (genotipova) rotavirusa u trima regijama
u Republici Hrvatskoj.

2. Analiza mogucih geografskih, dobnih i sezonskih razlika u distribuciji
rotavirusnih genotipova, kao i razlika u tezini klini¢ke slike izmedu pojedinih
genotipova.

3. Analiza mogucih razlika u rotavirusnim genotipovima izmedu nozokomijalnih i
domicilnih infekcija.

4. Procjena tezine klinicke slike RVGE pomocu Vesikarijeve i Clarkove ocjenske

ljiestvice za stupnjevanje tezine bolesti.
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4. ISPITANICI | METODE ISTRAZIVANJA

4.1 Ispitanici

U istrazivanje su uklju¢ena djeca mlada od 5 godina lijeCena zbog AGE u tri
hrvatske bolnice (Klinika za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu,
Klinigki bolni¢ki centar Spliti Opéa bolnica Cakovec). Ove su bolnice smjestene
u tri razliCite regije RH (Sjeverna, SrediSnja i Juzna Hrvatska) kojima gravitira
populacija od 1.69 milijuna stanovnika (37.8% populacije u RH), od kojih 87,500
¢ine djeca mlada od 5 godina. Takoder, ove regije pripadaju dvijema razli€itim
klimatskim podrugjima prema Képpen-ovoj klasifikaciji (Cfb (Zagreb, Cakovec) i
Csa (Split)). Istrazivanje je provedeno u dvije uzastopne rotavirusne sezone u
trajanju od 2 godine (srpanj 2012. g. — srpanj 2014. g.).

Istrazivanje su odobrila EtiCka povjerenstva svih ustanova kao i Eti¢ko
povjerenstvo Medicinskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Prije uklju€ivanja u
istrazivanje roditelj ili skrbnik djeteta bio je upoznat sa ciljem istrazivanja i
predvidenim postupcima te je potpisao informirani pristanak.

Kriteriji za ukljuCivanje u istrazivanje bili su: dijagnoza AGE [proljev definiran
kao =3 mekse stolice na dan, s ili bez povracanja (21 epizoda nasilnog
praznjenja djelomi¢no probavljenog sadrzaja Zeluca =21h nakon hranjenja)] u
djece mlade od 5 godina, hospitalizirane ili lije€ene putem Dnevne bolnice ili
hitne sluzbe navedenih bolnica. U studiju su takoder uklju¢ena djeca navedene
dobne skupine s NRV AGE koiji je definiran kao RVGE s pocetkom simptoma =
48 sati od prijema u bolnicu ili < 72 sata od otpusta iz bolnice.

Kriteriji za isklju€ivanje iz studije bili su: djeca starija od 5 godina, djeca
smjeStena u domovima za djecu, djeca s kroni¢nim proljevom ili upalnom bolesti

crijeva te djeca s imunodeficijencijom.
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4.2 Laboratorijska dijagnoza rotavirusnog gastroenteritisa i

genotipizacija

Svim ispitanicima uklju¢enima u istrazivanje ucinjena je analiza stolice na RV i
Adenovirus, za Sto je koristen komercijalni imunokromatografski test Rota-
AdenoGnost test® (BioGnost, Hannover, Njemacka). Svi RV pozitivni uzorci
saduvani su na -20°C u podruénim mikrobiologkim laboratorijima (Zupanijska
bolnica Cakovec, Klinigki bolnigki centar Split) do vremena predvidenog za
genotipizaciju. Daljnja molekularna dijagnostika uc€injena je u MikrobioloSkom
laboratoriju Klinike za infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢“ u Zagrebu. Virusna
RNA izolirana je koriste¢i QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Njemacka)
prema uputama proizvodaca. RT-PCR na VP7 i VP4 gene ucinjen je koristeci
Qiagen OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Njemacka) s poCetnicama VP7-F i VP7-
R (195) te VP4-F i VP4-R (258) na uredaju ,Veriti thermal cycler” (Applied
Biosystems, SAD). PCR tipiziranje (identifikacija G ili P tipova) provedeno je
prema protokolu iz “European Rotavirus Detection and Typing Methods”

(dostupno na EuroRotaNet web stranici http://www.eurorota.net). RV pozitivni

uzorci kojima se G i/ili P tip nije mogao odrediti pomo¢u PCR-a poslani su dalje
na DNA sekvenciranje koriste¢i pocetnice VP7-F, VP7-R, VP4-F i VP4-R. PCR
amplikoni procisceni su koristeéi ,QIAquick PCR Purification Kit“ (Qiagen,
Njemacka). Sekvenciranje je ucinjeno u ,Macrogen Europe“ (Amsterdam,
Nizozemska). Genotipovi su odredeni koristeci internetski dostupan ,RotaC v1.1

genotyping tool“ (http://rotac.regatools.be).

4.3 Tezina klinicke slike

Prikupljeni su demografski podaci o ispitanicima (datum rodenja, spol, mjesto
stanovanja), datum oboljenja, kao i vazni anamnesticki podaci o
karakteristikama kliniCke slike nuzni za izraCunavanje tezine kliniCke slike

pomocu Vesikarijeve i Clarkove ocjenske ljestvice.
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Podaci potrebi za izraunavanje ocjene prema Vesikarijevoj ljestvici su: broj
proljeva u 24h, trajanje proljeva (dani), broj povracanja u 24h, trajanje
povracanja (dani), rektalna temperatura (°C), stupanj dehidracije i nacin
ljeCenja (Tablica 1) (151).

Tablica 1. Vesikarijeva ocjenska ljestvica

Broj bodova 1 2 3
SIMPTOMI

Broj stolica/dan 1-3 4-5 =6
Trajanje proljeva (dani) 1-4 5 26
Broj povraéanja/dan 1 2-4 25
Trajanje povracanja (dani) 1 2 >3
Tjelesna temperatura (rektalna, °C) | 37.1-38.4 38.5-38.9 =39
Dehidracija 1-5% 26%
LijeCenje Rehidracija Hospitalizacija -

Podaci potrebni za izraunavanje ocjene prema Clarkovoj ljestvici su: broj
proljeva u 24h, trajanje proljeva (dani), broj povra¢anja u 24h, trajanje
povracanja (dani), rektalna temperatura (°C), trajanje poviSene tjelesne
temperature (dani), ponasanje ispitanika i trajanje promijenjenog ponasanja
(dani) (Tablica 2) (152).
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Tablica 2. Clarkova ocjenska ljestvica

Broj bodova 1 2 3
SIMPTOMI:

Broj stolica/dan 2-4 5-7 =8
Trajanje proljeva (dani) 1-4 5-7 >8
Broj povracanja/dan 1-3 4-6 =7
Trajanje povracanja (dani) 2 3-5 > 6
Tjelesna temperatura (rektalna, °C) 38.1-38.2  38.3-38.7 > 38.8
Trajanje poviSene tjelesne temperature 1-2 3-4 25
(dani)

Pona$anje Iritabilnost  Letargi¢nost Konvulzije
Trajanje promijenjenog ponasanja (dani) 1-2 3-4 25

Prikupljeni demografski podaci, podaci o vremenu oboljenja i anamnesticki
podaci za izraCunavanje Vesikarijeve i Clarkove ocjene uneseni su u bazu
podataka kreiranu u Microsoft Access® programu, licenciran Klinici za

infektivne bolesti ,Dr. Fran Mihaljevi¢®, zajedno s podacima o genotipovima RV.

4 .4 Statistiéka analiza

Prikupljeni podaci sazeti su metodama deskriptivne statistike i prikazani graficki
i numericki.

Karakteristike ispitanika i opazene grube prevalencije prikazane su prema
centru (regiji), dobi i spolu. Namjeravana stratifikacija po dobi (<12 mjeseci, 12-
36 mjeseci i >36 do 60 mjeseci) promijenjena je u <12 i >12 mjeseci, s obzirom
da je samo 9.7% ispitanika u kojih je PCR ucinjen i samo 8.7% ispitanika u kojih
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je PCR-om potvrdena rotavirusna infekcija bilo starije od 36 mjeseci.
Vjerojatnost PCR potvrde rotavirusne infekcije analizirana je modificiranom
Poissonovom regresijom (259) s fiksnim efektima: centar, dobna skupina, spol.
Podesene prevalencije dobivene su inverznom link-funkcijom. Razlike su
izrazene kao (podeseni) omjeri prevalencija (PR, prevalence ratio).
Vjerojatnost svakog genotipa analizirana je u zasebnom generaliziranom
linearnom modelu s fiksnim efektima centar, dob, spol (binomijalna distribucija,
logit link). PodeSene prevalencije dobivene su inverznom link funkcijom. Razlika
izmedu dvije prevalencije bila je apsolutna razlika nezavisnih proporcija
odredena metodom po Newcombu (260).

Personov koeficijent korelacije koriSten je za odredivanje odnosa ocjena teZine
bolesti na Vesikarijevoj i Clarkovoj ocjenskoj ljestvici. Za analizu podudarnosti
izmedu numeri¢kih vrijednosti ocjena na dvije ljestvice koristena je Bland-
Altman metoda.

Cohenov « koeficijent odreden je za procjenu korelacije izmedu ,reklasificirane®
Clarkove i Vesikarijeve ljestvice. « u rasponu 0.61-0.80 smatrao se ,znatnom
podudarnoscéu®.

Za analizu povezanosti pojedinih genotipova i ocjena tezine simptoma koristeni
su generalizirani mjeSoviti (hijerarhijski) modeli, po jedan za svaki genotip, uz
dodatne fiksne efekte dob i je li infekcija hospitalna ili domicilna. Centar i
genotip*centar interakcija bili su nasumicni efekti. Sve prikazane granice
pouzdanosti i P-vrijednosti podeSene su za broj testova (simulacijska stepdown
metoda po Shafferu). P-vrijednost <0.05 smatrana je statistiCki znaCajnom
KoriSten je racunalni program SAS za Windows 9.4 (SAS Inc., Cary, NY),

licenciran Medicinskom fakultetu u Zagrebu.
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5. REZULTATI

5.1 Opéi pregled studije i glavni epidemioloski nalazi

Ukupno je u studiju uklju¢eno 1545 djece s imunokromatografski (ICT)

potvrdenom rotavirusnom infekcijom, a pojedini centri doprinijeli su ukupnom

broju priblizno razmjerno njihovoj zahvatnoj populaciji (slika 1). Uslijed tehnickih

razloga genotipizacija nije provedena u 376 (24.3% sluCajeva) (slika 1). Od
ukupno 1169 uzoraka stolice koji su podvrgnuti RT-PCR analizi, rotavirusna
infekcija potvrdena je u 822 uzorka (70.4%) (slika 1).

Cakovec (Zupanijska bolnica)
+ Zahvatna populacija <5 godina starosti ~ 7 500

Imunokromatografski dokaz 4’|PCR potvrda n=141 (68.1%)

infekcije N=207 —[Bez PCR potvrde n=64 (30.9%)

I -|PCR nije uginjen n=2 (1.0%)

Zagreb (Klinika za infektivne bolesti “Dr. F. Mihaljevi¢")
» Zahvatna populacija <5 godina starosti ~ 69 000

Imunokromatografski dokaz —'|PCR potvrda n=512 (49.0%)

infekcijle N=1045 ——|Bez PCR potvrde n=236 (22.6%)

b +|PCR nije u¢injen n=297 (28.4%)

Split (Klinicki bolnicki centar)
« Zahvatna populacija <5 godina starosti ~ 28 800

UKUPNO

. Imunakromatografski dokaz 4’|PCR potvrda n=169 (57.7%) |
Imunokromatografski dokaz infekcije N=293 =
ir‘lfekcije N=1545 ; — | Bez PCR pOtVrde n=46 (160 /0) |
! I +|PCR nije uéinjen n=77 (26.3%) |
PCR analiza L_—» PCR nije ucinjen
n=1169 (75.7%) n=376 (24.3%)
Potvrdeno Nije petvrdeno

n=822 (70.4%) n=347 (29.6%)

Slika 1. Shematski prikaz glavnih karakteristika studija: geografske lokacije
uklju€enih centara, broj uklju¢ene djece, te broj djece s uzorcima u kojima je
rotavirusna infekcija potvrdena imunokromatografski odnosno RT-PCR
metodom. Zahvatna populacija u dobi do (uklju¢no) 5 godina starosti
procijenjena je na temelju Popisa stanovnistva iz 2011.g. (dostupno na:

https://www.dzs.hr/Hrv/censuses/census2011/results/censustabsxls.htm |,

pristup 15.rujna 2018.
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Udio djece ciji su uzorci stolice podvrgnuti PCR analizi i u kojih je potvrdena
rotavirusna infekcija numericki je bio nesto visi u Splitu nego u druga dva centra
(tablica 3). Takoder, numericki je bio nesto visi u djece u dobi do 12 mjeseci
(ukljuéno) nego u djece u dobi >12 mjeseci (tablica 3). Istodobno, djeca
uklju€ena u Splitu bila su znatno mlada u djece u druga dva centra (71.8%

mlade u dobi do 12 mjeseci nasuprot oko 21% u Zagrebu i Cakovcu) (tablica 3).
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Tablica 3. Svojstva uklju¢ene djece. Podaci su brojevi (%) ili medijani (raspon).

Prema centru Prema dobi (mjeseci) Prema spolu
Sva djeca Zagreb Split Cakovec <12 >12 Djecaci Djevojéice

ICT (+), u€injen PCR 1169 748 216 205 417 752 653 516
Dob (mjeseci) 14.4 (0.03-60) 17.5(0.13-60) 4.40(0.03-58)  13.2 (0.30-56)  --- 13.4 (0.03- 15.2 (0.26-

60) 58)
Dob 0-12 mjeseci 417 (35.7) 209 (27.9) 155 (71.8) 53 (25.8) 254 (38.9) 163 (31.6)
Dob >12 mjeseci 752 (64.3) 539 (72.1) 61 (28.2) 152 (74.2) 399 (61.1) 353 (68.4)
Djedaci 653 (55.9) 403 (53.9) 142 (65.7) 108 (52.7) 254 (60.9) 399 (53.1)  ---

Potvrdeno PCR-om 822 (70.4) 512 (68.4) 169 (78.2) 141 (68.8) 315(75.5) 507 (67.4) 452 (69.2) 370 (71.7)

ICT (+) — imunokromatografski pozitivno; PCR — lan€ana reakcija polimerazom
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Da bismo ocijenili radi li se doista o geografsko-specifi¢nim i/ili dobno-
specificnim razlikama u pogledu PCR potvrde rotavirusne infekcije, odredene su
podeSene (za dob, spol i lokaciju) prevalencije udjela PCR-pozitivnih nalaza, te
njihovi omjeri (podeSeni omjeri prevalencija) (tablica 4): razlike izmedu centara
(u odnosu na Zagreb, kao referentan) i razlike izmedu dvije dobne skupine bile

su zanemarivo male (relativno £8-10%).

Tablica 4. PodeSene prevalencije PCR-om potvrdenih rotavirusnih infekcija
prema centru, dobnoj skupini i spolu. Razlike su izrazene kao (podeseni) omijeri

prevalencija (PR, prevalence ratio).

Prevalencija (%) PR (95% CI) P
(95%Cl)
Centar
Zagreb 69.9 (66.4-73.5) 1.00 (referentno)
Split 77.3 (71.7-83.3) 1.11 (1.01-1.22) 0.039
Cakovec 70.3 (64.1-77.1) 0.99 (0.90-1.10) 0.909
Dob
<12 75.6 (71.4-80.2) 1.00 (referentno)
mjeseci
>12 69.3 (65.3-73.4) 0.92 (0.84-0.99) 0.036
mjeseci
Spol
djevojcice 74.2 (70.1-78.6) 1.00 (referentno) -
djecaci 70.6 (66.9-74.5) 0.95(0.88-1.02) 0.194

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom
Vjerojatnost PCR potvrde rotavirusne infekcije analizirana je modificiranom
Poissonovom regresijom s fiksnim efektima: centar, dobna skupina, spol.

Podesene prevalencije dobivene su inverznom link-funkcijom {exp[In(x)]}.

Dakle, lokacija (centar) ili dob nisu bili Cimbenici koji bi relevantno utjecali na
vjerojatnost da se u uzorku koji je procesuiran RT-PCR metodom formalno

potvrdi rotavirusna infekcija.
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Medu 822 djece s PCR-om potvrdenom infekcijom, G1 je bio daleko
najzastupljeniji G-tip (67.5%), a tri je puta bila manja prevalencija G2 tipa
(22.9%). G3, G9 i G4 detektirani su sporadi¢no (~3%). Potvrdena su samo tri
slucaja ,neuobicajenih® G-tipova G6 i G8. Ukupno je bilo 9 (1.1%) uzoraka u
kojim se G-tip nije mogao tipizirati. Medu P-tipovima PJ[8] je bio najcesci
(75.6%), a slijedi ga P[4] s priblizno tri puta manjom prevalencijom (26.3%).
Potvrden je jedan ,neuobicajeni” P[6] tip. U Cetiri uzorka (0.5%) P tip nije se
mogao odrediti (slika 2).

100 4
G tipovi P tipovi
90 4
80 — 75.6%
1 67.5%

Postotak
B2 0 @ @~
o o o o
| | | 1

30 26.3%

20 4

103
: 32%  30% 28% o . 05% 01
] -1 /0 270 1% -2/ -1/o

N N N :

1 I
G1 G2 G3 G9 G4 NT  G6 G8 P[8] P[4] NT  P[6]

Slika 2. Sveukupna opazena prevalencija pojedinih G i P tipova u 822 djece s
rotavirusnim gastroenteritisom potvrdenim PCR-om.

NT — ne moze se tipizirati
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Opazen je Citav niz razli€itih G/P kombinacija (tablica 5). Sveukupno, najéeséa
genotipska kombinacija bio je G1P[8] (61.9%) te je zajedno s drugim naj¢esSc¢im
G2P[4] genotipom (19.5%) Ccinio 81.4% svih genotipova. Drugi genotipovi
detektirani su u <5% uzoraka. G9P[8], jedan od globalno najc¢escih genotipova,
potvrden je u samo 2.3% uzorka.

,MijeSane infekcije“ s razli€itim G ili P-tipovima potvrdene su u 1.62% slu€ajeva.

G ili P-netipabilni uzorci Cinili su 1.62% uzoraka.

Numericki, uoCena je odredena razlika prevalencija dva najéeS¢a genotipa
(G1PJ[8], G2P[4]) izmedu regija (tablica 5) s blagim razlikama takoder izmedu
dobnih skupina i izmedu dje€aka i djevojCica (tablica 5).

Genotip G1PJ[8] bio je najc¢esSc¢i u svakom od centara (Zagreb 57.2%, Split
63.9%, Cakovec 76.6%). Drugi najéesc¢i genotip u Zagrebu i Splitu bio je G2P[4]
(25.2% i 16%), dok je u Cakovcu drugi najéeséi bio humano-humani reasortant
G1P[4] (¢ak 11.3% uzoraka).

Zanimljivo je da u Cakovcu nije detektiran niti jedan G9 tip. Genotip G3P[8]
¢inio je ¢ak 10.1% svih uzoraka u Splitu, a relativno je slabo bio zastupljen u
drugim centrima (Zagreb 1.2% i Cakovec 0.7%) (tablica 5).
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Tablica 5. Svojstva i identificirani rotavirusni genotipovi u djece u kojima je infekcija potvrdena PCR-om. Podaci su brojevi (%)

ili medijan (raspon).

Prema centru Prema dobi (mjeseci) Prema spolu
Sva djeca Zagreb Split Cakovec <12 >12 Djecaci Djevojéice
N 822 512 169 141 315 507 452 370
Dob (mjeseci) 13.5(0.03-60)  17.6 (0.13-60)  4.00 (0.03-54)  13.2 (0.30-56) - 13.2 (0.03- 14.8 (0.26-57)
60)

Dob 0-12 mjeseci 315 (38.3) 143 (27.9) 131 (77.5) 41 (29.1) 185 (40.9) 130 (35.1)

Dob >12 mjeseci 507 (61.7) 369 (72.1) 38 (22.5) 100 (70.9) - 267 (59.1) 240 (64.9)
Djecaci 452 (55.0) 270 (52.7) 112 (66.3) 70 (49.7) 185 (58.7) 267 (52.7) -
G1P[8] 509 (61.9) 293 (57.2) 108 (63.9) 108 (76.6) 213 (67.6) 296 (64.7) 291 (64.4) 218 (58.9)
G2P[4] 160 (19.5) 129 (25.2) 27 (16.0) 4 (2.8) 49 (15.6) 111 (21.9)  78(17.3) 82 (22.2)
G1P[4] 32 (3.9) 13 (2.5) 3(1.8) 16 (11.3) 8 (2.5) 24 (4.7) 18 (4.0) 14 (3.8)
G3P[8] 24 (2.9) 6 (1.2) 17 (10.1) 1 (0.7) 14 (4.4) 10 (2.0) 14 (3.1) 10 (2.7)
G2P[8] 22 (2.7) 22 (4.3) 0 0 5 (1.6) 17 (3.3) 12 (2.6) 10 (2.7)
GOIP[8] 19 (2.3) 14 (2.7) 5 (2.9) 0 6 (1.9) 13 (2.6) 10 (2.2) 9 (2.4)
G4P[8] 18 (2.2) 13 (2.5) 4(2.4) 1(0.7) 5 (1.6) 13 (2.6) 12 (2.6) 6 (1.6)
GNT P[8] 8 (1.0) 1(0.2) 1(0.6) 6 (4.3) 4 (1.3) 4 (0.8) 3(0.7) 5(1.3)
GIP[4] 5 (0.6) 5 (1.0) 0 0 2 (0.6) 3(0.6) 4(0.9) 1(0.3)
G4P[4] 4 (0.5) 4 (0.8) 0 0 1 (0.3) 3(0.6) 1(0.2) 3(0.8)
G1P[4]+P[8] 4 (0.5) 1(0.2) 0 3(2.1) 0 4 (0.8) 1(0.2) 3(0.8)
G1P[NT] 3(0.4) 2(0.4) 0 1(0.7) 2 (0.6) 1(0.2) 2(0.4) 1(0.3)
G1+G2P[4]+P[8] 3(0.4) 3(0.6) 0 0 0 3(0.6) 0 3(0.8)
G1+G2P[4] 1(0.12) 1(0.2) 0 0 1(0.3) 0 0 1(0.3)
G1+G3P[4]+P[8] 1(0.12) 0 1(0.6) 0 1(0.3) 0 1(0.2) 0
G1+G3P[8] 1(0.12) 0 1 (0.6) 0 1(0.3) 0 1(0.2) 0
G1+G9P[8] 1(0.12) 0 1 (0.6) 0 1(0.3) 0 0 1(0.3)
G2P[NT] 1(0.12) 1(0.2) 0 0 1(0.3) 0 1(0.2) 0
G2P[4]+P[8] 1(0.12) 1(0.2) 0 0 0 1(0.2) 0 1(0.3)
G4P[6] 1(0.12) 1(0.2) 0 0 0 1(0.2) 1(0.2) 0
G6P[4] 1(0.12) 1(0.2) 0 0 0 1(0.2) 0 1(0.3)
G6P[4]+P[8] 1(0.12) 0 1(0.6) 0 0 1(0.2) 1(0.2) 0
G8P[8] 1(0.12) 1(0.2) 0 0 0 1(0.2) 0 1(0.3)
GNT P[4] 1(0.12) 0 0 1(0.7) 1 (0.3) 0 0 1(0.3)
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Da bismo procijenili radili se doista o regionalnim razlikama u prevalenciji odredenih
genotipova, odredene su podesene (za dob i spol) prevalencije po centru te apsolutne

razlike medu njima (tablica 6).

Tablica 6. Prevalencije (%) (95%CI) pojedinih genotipova po centrima, podeSene za

dob i spol. Prikazani su samo genotipovi s opazenom prevalencijom =1% u bilo kojem

centru. Poja¢ano su otisnute vrijednosti koje numeric¢ki odudaraju u nekom centru u

odnosu na Zagreb kao ,referentni centar”. U koloni ,Razlika“ prikazana je apsolutna

razlika izmedu poja€ano otisnute prevalencije i referentne vrijednosti (vrijednosti za

Zagreb).

Genotip Zagreb Split Cakovec Razlika (95%Cl)

G1P[8] 59.5 (54.8- 60.3 (52.2- 78.4 (70.9-84.4) 18.9 (10.1, 26.5)
64.1) 67.9)

G2P[4] 23.6 (19.7- 17.9 (12.5- 2.6 (0.9-6.7) -21.0 (-25.6, -
27.9) 25.1) 15.3)

G1P[4] 2.2 (1.2-4.1) 1.9 (0.6-5.9) 10.2 (6.0-16.9) 8.0 (3.4, 14.8)

G3P[8] 1.1 (0.5-2.5) 11.0 (6.5-17.8) 0.7 (0.1-4.6) 9.9 (5.2, 16.7)

G2P[8] 4.0 (2.5-6.4) 0 0

GIP[8] 2.4 (1.2-4.4) 3.4 (1.4-8.1) 0

G4P[g] 2.0 (1.0-4.0) 2.4 (0.9-6.6) 0.6 (0.1-4.1)

GNT P[8] 0.2 (0.0-1.5) 0.5 (0.0-3.8) 4.4 (1.9-9.9) 4.2 (1.4,9.7)

G9P[4] 0.8 (0.3-2.6) 0 0

G1P[4]+P[8] 0.2 (0.0-1.3) 0 1.8 (0.5-6.3)

NT — ne moze se tipizirati

Vjerojatnost svakog genotipa analizirana je u zasebnom generaliziranom linearnom

modelu s fiksnim efektima centar, dob, spol (binomijalna distribucija, logit link).

PodeSene prevalencije dobivene su inverznom link funkcijom |P =

1+exp (—B)

! } Razlika

izmedu dvije prevalencije je apsolutna razlika nezavisnih proporcija odredena metodom

po Newcombu (260).
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Uz podeSenje za dob i spol, prevalencija G1P[8] bila je priblizno 20% (apsolutno) visa, a
prevalencija G2P[4] priblizno 20% (apsolutno) niza u Cakovcu nego u Zagrebu ili Splitu

(tablica 6). Nadalje, prevalencija G1P[4] bila je 8% via u Cakovcu, a G3P[8] 10% vi$a u
Splitu u odnosu na referentni centar. | u konacnici, prevalencija G-netipabilni P[8] bila je

oko 4% visa u Cakovcu nego u Zagrebu ili Splitu.

U tablici 5 naznaCene su i manje razlike u zastupljenosti pojedinih genotipova u djece do
12 mjeseci (ukljucno) starosti i starije djece. U istim modelima koji su sazeti u tablici 6,
istodobno je procijenjena (podeSena za centar i spol) i prevalencija navedenih
genotipova u djece do 12 mjeseci i starijih — podeSene prevalencije bile su vrlo slicne
onima u tablici 5, tj. numericki sasvim sli¢ne izmedu dvije dobne skupine, bez naznaka

neke relevantnije razlike.

Sto se tige zastupljenosti pojedinih genotipova u dokazanim rotavirusnim infekcijama
koje su domicilne ili bolni¢ke, treba napomenuti da su podaci u tom smislu dijelom
nepotpuni. Od ukupnog broja djece (822): u 612 (74.5%) se radilo o domicilnoj infekciji,
u 130 (15.8%) o bolni¢koj, a za 80 djece (9.7%) taj podatak nije poznat. U Zagrebu, od
512 djece, 460 (89.8%) je imalo domicilnu infekciju, a 52 (10.2%) bolni¢ku. U Splitu, od
169 djece, 90 (53.2%) je imalo domicilnu infekciju, 74 (43.8%) bolnicku, dok za 5 djece
(3.0%) podatak nije poznat. U Cakovcu, od 141 djeteta, 62 (44.0%) je imalo domicilnu
infekciju, 4 (2.8%) hospitalnu infekciju a podatak nije poznat za 75 (53.2%) djece. Stoga
ti podaci nisu posebno analizirani, ve¢ je zastupljenost pojedinih genotipova samo
sazeta po ,tipu“ infekcije za sveukupni broj djece (tablica 7). Zastupljenost G1P[8]
genotipa Cini se ve¢a medu bolni¢kim nego domicilnim infekcijama, no kako za ¢ak 61
dijete zapravo nije poznato o kojem tipu infekcije se radi — nemoguce je iSta zakljucCivati.
S druge strane, G2P[4] je ¢eS¢i medu domicilnim (22.9%) nego bolni¢kim infekcijama
(13.9%), pri Cemu za samo dva djeteta u kojih je identificiran taj genotip nije poznat tip
infekcije: tu je izvjesnije da je doista ovaj genotip bio zastupljeniji medu domicilnim

infekcijama. Za sve druge genotipove, broj slu¢ajeva je vrlo malen i/ili za znatan udio
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nedostaju podaci o tipu infekcije — stoga bi bilo besmisleno iSta zakljuCivati o eventualnoj

razlici izmedu domicilnih i bolnickih infekcija (tablica 7).

Tablica 7. Podioba genotipova prema tipu infekcije.

Genotip Domicilne infekcije Bolnicke infekcije Nije poznato
N 612 130 80
G1P[8] 355 (58.0) 93 (71.5) 61 (76.3)
G2P[4] 140 (22.9) 18 (13.9) 2 (2.5)
G1P[4] 19 (3.1) 5(3.9) 8 (10.0)
G3P[8] 19 (3.1) 5(3.9) 0
G2PI[8] 20 (3.3) 2(1.5) 0
G9P[8] 18 (2.9) 1(0.8) 0
G4P[8] 16 (2.6) 1(0.8) 1(1.2)
GNT P[8] 2(0.3) 1(0.8) 5(6.2)
G9P[4] 4 (0.7) 1(0.8) 0
G1P[4]+P[8] 1(0.2) 0 3(3.8)

5.2 Podioba dokazanih rotavirusnih infekcija prema dijelu godine i centru

Studija je provedena od 07.07.2012.g., kada je ,ubiljezeno” prvo dijete s rotavirusnom
infekcijom dokazanom PCR metodom, do 07.07.2014.g, kada je ,ubiljezeno” zadnje od
822 djece s dokazanom rotavirusnom infekcijom. Stoga mogucu varijabilnost broja
oboljelih po kalendarskim godinama (2012.-2014.) nije moguce pratiti, buduci je samo
2013. popracena u cijelosti, a ,sezonstvo“ se odnosi na dijelove jedne kalendarske
godine za koju su zapravo prikazani kumulativni podaci. Za mjesec srpanj (s obzirom na
.preklapanje“ datuma 2012.g. i 2014.g.) postoje podaci za tri godine (2012.-2014.), a za
sve ostale mjesece — za dvije godine. U tablici 8 sazZeti su podaci o broju dokazanih
rotavirusnih infekcija ukupno i po centru, po mjesecima u godini i zatim po godi$njim
dobima. Broj djece ovdje je prikazan neovisno o genotipu rotavirusa. Prikazane su i

druge epidemioloSke karakteristike infekcija.
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Tablica 8. Raspodjela djece s PCR-dokazanom rotavirusnom infekcijom prema dijelu

godine.
Prema centru
Sva djeca Zagreb Split Cakovec
N 822 512 169 141
Dob (mjeseci) 13.5 (0.03-60) 17.6 (0.13-60)  4.00 (0.03-54)  13.2 (0.30-56)
Dob 0-12 mjeseci 315 (38.3) 143 (27.9) 131 (77.5) 41 (29.1)
Dob >12 mjeseci 507 (61.7) 369 (72.1) 38 (22.5) 100 (70.9)
Djecaci 452 (55.0) 270 (52.7) 112 (66.3) 70 (49.7)
Porijeklo infekcije
Domicilne 612 (74.5) 460 (89.8) 90 (53.2) 62 (44.0)
Bolnicke 130 (15.8) 52 (10.2) 74 (43.8) 4 (2.8)
Nepoznato 80 (9.7) 0 5(3.0) 75 (53.2)
Crijevna ko-infekcija
Ne 799 (97.2) 508 (99.2) 156 (92.3) 135 (95.7)
Adenovirusna 14 (1.7) 0 9 (5.3) 5(3.6)
Bakterijska 8 (0.97) 4 (0.8) 3(1.8) 1(0.7)
Adenovirusna i bakterijska 1(0.12) 0 1(0.6) 0
Mijeseci u godini/godi$nje doba
Sijecanj 160 (19.6) 99 (19.3) 18 (10.9) 43 (30.5)
Veljaca 160 (19.6) 102 (19.9) 30 (18.2) 28 (19.9)
Ozujak 111 (13.6) 53 (10.4) 32 (19.4) 26 (18.4)
Travan; 94 (11.5) 53 (10.4) 21 (12.7) 20 (14.2)
Svibanj 58 (7.1) 36 (7.0) 17 (10.3) 5(3.6)
Lipanj 23 (2.8) 13 (2.5) 3(1.8) 7 (5.0)
Srpanj 18 (2.2) 13 (2.5) 3(1.8) 2(1.4)
Kolovoz 46 (5.6) 33 (6.5) 10 (6.1) 3(2.1)
Rujan 34 (4.2) 25 (4.9) 8 (4.9) 1(0.7)
Listopad 20 (2.4) 19 (3.7) 1(0.6) 0
Studeni 33 (4.0) 20 (3.9) 9(5.5) 4(2.8)
Prosinac 61 (7.5) 46 (9.0) 13(7.9) 2(1.4)
Zima (21.12-20.03) 414 (50.6) 253 (49.4) 77 (46.7) 84 (59.6)
Prolje¢e (21.03-20.06) 208 (25.4) 120 (23.4) 45 (27.3) 43 (30.5)
Ljeto (21.06-22.09) 96 (11.7) 68 (13.3) 20 (12.1) 8 (5.7)
Jesen (23.09-21.12) 100 (12.2) 71 (13.9) 23 (13.9) 6 (4.3)

Sveukupno, dokazane rotavirusne infekcije bile su predominantno domicilne (74.5%),

posebno u Zagrebu (tablica 8), dok je u Splitu udio domicilnih i hospitalnih infekcija bio

podjednak, a za Cakovec veéina podataka nedostaje (tablica 8). Crijevne koinfekcije bile

su sporadi¢ne, i to uglavnhom adenovirusne (tablica 8). Apsolutni broj, sveukupno i po

centru, kao i relativni udio (postotak u odnosu na ukupan broj djece) evidentirane djece

jasno je opadao od zimskih mjeseci, {j. sijeCnja i veljaCe prema ljetnim mjesecima, s

tendencijom blagog porasta prema kraju godine (tablica 8). To se jasno vidi na slici 3 —
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sveukupno i po centru, u odnosu ha mjesece u godini, raspodjela djece slijedi
kvadrati¢ni trend: pad od sije¢nja/veljaCe prema ljetnim mjesecima i zatim blagi porast

(slika 3 gore). To isto vrijedi i ako se gledaju godiSnja doba (tablica 8, slika 3 dolje).

354 35+
30 ) 30d A
Sva djeca S Prema centru
254 25 ‘.\
N B Zagreb
S o Split
207 g g‘\g A Cakovec

Postotak

0 ' J ' ! T ' T T T T T T 0 T T T T T T T T '*'F'”'g" | T
Sije¢ Vel OZzu Trav Svi Lipanj Srp Kol Ruj List Stud Pros Sije¢ Vel Ozu Trav Svi Lipanj Srp Kol Ruj List Stud Pros
Mjeseci u godini Mjeseci u godini
60 60 —
% Svad %54 P
va djeca rema centru
50 ) 504 I Zagreb
] Split
45 454 [ Cakovec
40 404
ER 354
2 30
Dg_ 304 ——
25 2564
20 203
15 15
10 104
5 54
0 . . . 04 T T T T
Zima Proliece Ljeto  Jesen Zima Proljece Ljeto Jesen

Slika 3. Raspodjela evidentirane djece (postotci od ukupnog broja) tijekom godine: po
mjesecima, sveukupno i po centru (gore), odnosno po godi$njim dobima, ukupno i po
centru (dolje).

S obzirom da je medu centrima bilo razlike u udjelu djece do 12 mjeseci starosti i starije
(tablica 8), udio (postotak — od ukupnog broja) djece evidentiran po mjesecima
analiziran je u generaliziranom hijerarhijskom modelu kako bi se generirali ,podeseni*
trendovi tijekom godine — po centru, po dobnoj skupini odnosno po centru-po-dobnoj

skupini. lako su u pojedinim mjesecima postojale manje razlike u distribuciji izmedu
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djece do 12 mjeseci i starijih, odnosno po centrima, te po podskupinama po dobi-po-
centru — trend je uvijek bio isti: relativno viSe djece u razdoblju sije€anj-veljaca, zatim

pad prema ljetnim mjesecima i blagi porast prema kraju godine (slika 4).
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Slika 4. Podes$eni (kvadrati¢ni) trendovi raspodjele djece po mjesecima u godini — prema
dobnoj skupini (lijevo), po centru (sredina), te po dobnoj skupini-po centru (desno).
Raspodiela djeca (kao postotak od ukupnog broja) analizirana je u hijerarhijskom
generaliziranom modelu u kojem je vrijeme (mjeseci u godini) modelirano kao linearni i
kvadrati¢ni (vrijeme*vrijeme) fiksni efekt, uz dobnu skupinu, centar, vrijeme*centar,
vrijeme*dobna skupina i vrijeme*centar*dobna skupina interakciju. Prikazane crte su

podesene distribucije po mjesecima tijekom jedne godine.

5.3 Podioba detektiranih rotavirusnih genotipova prema dijelu godine

Kako je ve¢ naznaceno, detektiran je niz razli€itih genotipova, neki samo sporadi¢no —
sveukupno, a posebno gledano po centrima (tablica 5), uz odredene razlike
zastupljenosti izmedu centara (tablica 6). Stoga je podioba identificiranih genotipova,
onih koji su vazni bilo po ucestalosti bilo po drugim svojstvima, po dijelu godine
prikazana sveukupno (tablica 9): generalno, najzastupljeniji tipovi (G1[P8] i G2[P4])
Lprate“ vec opisani obrazac veéeg broja poCetkom kalendarske godine (j. u joS uvijek
zimskim mjesecima), uz pad apsolutnog broja (i relativnog udjela u ukupnom njihovom
broju) prema ljetnim mjesecima, pa blagi porast tijekom jeseni (tablica 9). Drugi, znatno
riedi tipovi, imaju ili slicne obrasce ili neke specificnosti (tablica 9), a to je bolje uoljivo
na slici 5.
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Tablica 9. Podioba pojedinih vaznijih (po u€estalosti ili drugim svojstvima) rotavirusnih genotipova po mjesecima/godisnjim

dobima.
G1P[8] G2P[4] G1P[4] G3P[8] G2P[8] G9P[8] G4P[8] MijeSani NT Ostali

Ukupno 505 160 32 24 22 19 18 13 13 12
Mjeseci

Sije¢an; 109 (21.6) 30(18.8) 8(25.0) 3(125) 2(9.1) 0(105) 1(56) 3(23.1) 3(23.1) 1(8.3)
Veljaga 123 (24.4) 27(16.9) 5(156) 1(42) 2(91) O 0 1(7.7) 0 1(8.3)
Ozujak 70(13.9) 21(13.1) 5(156) 2(83) 4(182) 2(105 1(56) 6(46.2) O 0
Travanj 60 (11.9) 17 (10.6) 2(6.2) 0 7(31.8) 2(105 1(56) O 1(7.7)  4(33.3)
Sviban; 33 (6.5) 15 (9.4) 1(3.1) 1(42) 1(45) 4(10 0 0 1(7.7) 2(16.7)
Lipanj 15 (3.0) 2(1.2) 2 (6.2) 0 1(4.5) 1(5.3) 1(5.6) 0 0 1(8.3)
Srpanj 9(1.8) 5(3.1) 0 0 0 1 (5.3) 1(5.6) 1(7.7) 1(7.7) O
Kolovoz 15 (3.0) 17 (10.6) 1(3.1) 2 (8.3) 2(9.1) 3(15.8) 5(27.8) 0 1(7.7) 0
Rujan 6 (1.2) 10 (6.3) 1(3.1) 5(20.8) 1(45) 6(31.6) 3(167) O 1(7.7) 1(8.3)
Listopad 11 (2.2) 5(3.1) 0 0 0 0 4(222) 0 0 0
Studeni 18 (3.6) 5(3.1) 1(3.1) 4(16.7) 2(91) O 0 1(7.7) 2(154) 0
Prosinac 36 (7.1) 6 (3.7) 6 (18.8) 6(25.00 O 0 1 (5.6) 1(7.7) 3(23.1) 2(16.7)
Dio godine

Zima (21.12-20.03) 294 (58.2) 69 (43.1) 20(62.5) 9(37.5 8(36.4) 0 1(5.6) 8(61.5) 3(23.1) 2(16.7)

Prolje¢e (21.03- 127 (25.2) 43(26.9) 5(156) 1(4.2) 9(40.9) 9(47.4) 3(16.7) 2(154) 2(15.4) 7(58.3)

20.06)

Ljeto (21.06-22.09) 32 (6.3) 31(19.4) 2(6.3) 5(20.8) 3(13.6) 10(52.6) 8(44.4) 1(7.7) 3(23.1) 1(8.3)
Jesen (23.09-21.12) 52 (10.3) 17 (10.6) 5(15.6) 9(37.5) 2(9.1) 0 6(33.3) 2(15.4) 5(13.00 2(16.7)

NT — bilo G bilo [P], bilo oboje — ne moze se tipizirati
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Apsolutni broj (slika 5A) kao i relativna raspodjela (kao % od ukupnog broja tog
genotipa) (slika 5B) G1[P8] i G2[P4] izvjesno opadaju i rastu kako je opisano. To vrijedi i
za rjedi genotip G1[P4], G2[P8], te ,mijeSane” genotipove. No, neki riedi genotipovi
pokazuju nesto razliCite obrasce — uz oprez da se radi doista malim brojevima tih
genotipova (slika 5): a) primjerice, G3[P8], ¢ini se, podjednako je Cesto registriran u
zimskim i jesenjim mjesecima; b) G9[P8] registriran je isklju€ivo u proljetnim i ljetnim
mjesecima — niti jedan slu€aj tog genotipa nije zabiljezen zimi ili u jesen; c) ,ne-tipabilni*
genotipovi Cini se, sporadi¢no se (bez neke ,preferencije®), biljeZe tijekom cijele godine;
d) ,ostali“ — koji su doista sporadi¢ni — ve¢inom su ipak zabiljezeni u prolje¢e, manje

tijekom drugih dijelova godine.
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Slika 5. Razdioba genotipova po godi$njim dobima — apsolutni broj (A), ili relativho (%
od ukupnog broja tog genotipa) (B).

,Mix“ — mijeSani genotipovi; NT — ne mogu se tipizirati (bilo G, bilo [P], bilo oboje).

Gledano iz drugog ugla, u svako doba godine, najzastupljeniji genotip je G1[P8], no
njegov udio u ukupnom broju opada od oko 71% zimi do oko 33% ljeti (slika 6). G2[P4]
uvijek je drugi najzastupljeniji genotip, ali mu udio raste od oko 18% zimi do 32% ljeti
(slika 6). Udjeli drugih genotipova takoder donekle variraju — najupecatljivije G9[P8] na
kojeg otpada oko 10% svih genotipova — ljeti (i oko 5% u proljece) — a inace nije

zabiljezen (slika 6). Obzirom na ukupne brojeve registriranih genotipova — uo¢ene
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oscilacije G1[P8] i G2[P4] su vjerojatno ,pouzdane” na nacin da se ne radi o slu¢aju, vec
o doista vjerojatno reproducibilnom obrascu. Takoder, uvjerljivom se €ini pojava G9[P8]
samo u ljetnim mjesecima. Udjeli svih drugih genotipova su toliko mali da je teSko
razluciti jesu li oscilacije u broju (i udjelu) u pojedinim godi$njim dobima Cisti slucaj ili

neka zakonitost.
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Slika 6. Udio (%) pojedinih genotipova u ukupnom broju dokazanih rotavirusnih infekcija

po godisnjim dobima. NT — ne mogu se tipizirati
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5.4 Tezina bolesti: ocjenske ljestvice Vesikari i Clark

Podaci o tezini bolesti na temelju Vasikarijeve i Clarkove ocjenske ljestvice ukupno su
prikupljeni za 725 djece s dokazanom (PCR-om) rotavirusnom infekcijom: za 497 djece
u Zagrebu, 162 djece u Splitu i 66 djece u Cakovcu.

Buduci da dvije ljestvice kvantificiraju isti fenomen (tezinu simptoma), korelacija izmedu
ocjena na dvije ljestvice je visoka (slika 7A), no one drugacije boduju pojedine simptome
i imaju drugaciji raspon (Clarkova ljestvica od 0 do 24, Vesikarijeva ljestvica od 0 do 20)
pa je stoga i podudarnost izmedu numerickih vrijednosti ocjena na dvije ljestvice
zanemarivo mala (slika 7B). To potvrduju i rezultati u tablici 10 — ve¢ dobro poznato

(155,159) nepoklapanje u klasifikaciji bolesti po teZini.
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Slika 7. Odnos ocjena teZine bolesti na Vesikarijevoj i Clarkovoj ocjenskoj ljestvici
(n=725). A. Korelacija. Puna crta — korelacija (vidi se visok stupanj korelacije, koeficijent
korelacije r i R? su visoki); zasjenjeno podrucje- granice pouzdanosti; tocke —
individualne vrijednosti; crtkana crta — naznacuje polozZaj korelacijskog pravca uz r=1.0.
B. Analiza podudarnosti (Bland-Altman). Puna deblja horizontalna crta — prosje¢no
odstupanje Vesikari — Clark (X=1.4); crtkane crte - +2 standardne devijacije (SD) od
prosje€nog odstupanja, -2SD od prosje€nog odstupanja. Taj raspon obuhvacéa 95%
razlika. Vidi se da se proteze od -2.1 do +4.9 bodova ljestvice; tanka puna crta —

oznacuje razliku=0.
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Prema Vesikarijevoj ocjenskoj ljestvici, ukupno je 452/725 (62.3%) djece imalo ,teSku
bolest* (ocjena =211) (tablica 10), a ostali su imali bolest koja ,nije teSka“. Prema
Clarkovoj ljestvici, ,teSku bolest” (ocjena >16) imalo je 35/725 (4.8% djece), a blagu
bolest je imalo 255/725 (35.2% djece). Ukupno 217/725 (29.9%) djece imalo je Vesikari
ocjenu <11 i Clark ocjenu <9, tj. po obje metode — ,blagu® ili ,ne-teSku“ bolest (tablica
10), a svega 35 (4.8%) imalo je Vesikari ocjenu 211 i Clark ocjenu >16, tj. po oba

kriterija ,teSku“ bolest.

Tablica 10. Klasifikacija djece u odnosu na tezinu bolesti po Vesikari i Clark ocjenskim

ljestvicama.
Clarkova ljestvica Vesikarijeva ljestvica
Ocjena <11 (nije Ocjena 211 (teSka Ukupno
teSka bolest) bolest)
Ocjena <9 (blaga bolest) 217 (29.9% svih) 38 255 (35.2% svih)
Ocjena 9-16 (umjereno 56 379 435 (60.0% svih)
teSka bolest)
Ocjena >16 (teSka bolest) 0 35 (4.8% svih) 35 (4.8% svih)
Ukupno 273 (37.7% svih) 452 (62.3% svih) 725

Buduci da se u literaturi katkad pokusava jednu ili drugu ljestvicu ,re-klasificirati®, tako da
obje imaju ili dvije ili tri razine tezine simptoma (155,159), arbitrarno smo podijelili djecu
na temelju Clarkove ocjene na one s ocjenom <11 i one s ocjenom 211 — dakle, na istoj
apsolutnoj vrijednosti kao i u slu€aju Vesikarijeve klasifikacije (na Clarkovoj ljestvici,
ocjena 11 pada u ,drugu Cetvrtinu® raspona vrijednosti koje se klasificiraju kao
Lumjerena-do-teska“ bolest, 11-16). Kako je prikazano u tablici 11, podudarnost
klasifikacije tako je znatno bolja: 96.0% djece klasificirano kao ,nije teza bolest” po
jednoj ljestvici — isto je tako klasificirano i po drugoj; 75.0% djece klasificirano kao ,teza
bolest® po jednoj ljestvici — isto je tako klasificirano i po drugoj ljestvici. Cohenov «
koeficijent (indikator podudarnosti u klasifikaciji) s 95%CI nalazi se u podruéju ,znatne

podudarnosti (tablica 11).

55



Tablica 11. Re-klasifikacija djece u odnosu na tezinu bolesti po Vesikarijevoj i Clarkovoj

ljestvici.
Clark ljestvica Vesikari ljestvica
Ocjena <11 (nije Ocjena 211 (teska Ukupno
teska) bolest)
Ocjena <11 (nije teza) 262 (96.0%) 113 (25.0%) 375
Ocjena =11 (teza/teSka 11 (4.0%) 339 (75.0%) 350
bolest)
Ukupno 273 452 725

Podudarnost=82.9%, Cohen k= 0.66 (95%CI 0.61-0.71) — k u rasponu 0.61-0.80 smatra

se ,znatnom podudarnos¢u”.

S obzirom na primarnu epidemiolo$ku narav istrazivanja, od posebnog je interesa
pitanje moguce povezanosti odredenih genotipova i tezine kliniCke slike. Na slici 8
prikazane su ocjene teZine bolesti po pojedinom od genotipova od posebnog interesa
(za koje je analizirana i pojavnost prema dijelu godine). Svaki od tih genotipova prikazan
je u odnosu na ,sve ostale genotipove® (slika 8). Uocljivo je, primjerice (slika 8):

a) za najcesci genotip (G1[P8]) u odnosu na sve ostale, medijan obje ocjene je nesto
nizi, ali svega za 1-2 boda ljestvice;

b) za drugi najcesc¢i genotip (G2[P4]), medijan Clarkove ocjene je nesto visi, a
Vesikarijeve ocjene jednak onom za sve ostale genotipove,;

b) vrijednosti (medijani) za pojedine druge genotipove, svaki pojedinacno u odnosu na

sve ostale, ponesto odstupaju — ili su visi ili nizi, no razlike se €ine male.

Isto vrijedi ako se ocjene za pojedine genotipove promatraju jedan u odnosu na drugi,
prema bilo kojoj ili obje ljestvice (slika 8). No valja uociti:

a) pojedinacne se vrijednosti zapravo uvelike preklapaju i nema nekih izrazitih
»2agrupiranja“ u neke ,odstupajuce vrijednosti‘;

b) osim dva naj¢esc¢a genotipa, svi ostali su vrlo malobrojni;

c) za dosta djece (oko 11% svih) — ocjene nisu prikupljene, pa je moguca znatna
sustavna greska.

Sveukupno, dakle, vrlo je lako moguce da vrijednosti za pojedine rjede genotipove
zapravo ne reprezentiraju adekvatno populaciju djece koja obole od infekcije tim

genotipovima.
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Slika 8. Ocjene tezine bolesti prema ocjenskim ljestvicama Clark (gore) i Vesikari (dolje) prema pojedinim od znac&ajnijih genotipova.
Prikazane su vrijednosti za svaki genotip (crno) u odnosu na ,sve ostale genotipove® (sivo). ToCke su pojedinacne vrijednosti, kvadrati
naznacuju donju i gornju kvartilu a medijan je naznacen popre¢nom crtom. Okomite crte su tzv. ,unutarnje ograde“ (donja= donja kvartila

— 1.5*interkvartilni raspon; gornja= gornja kvartila + 1.5*interkvartilni raspon. NT — ne moze se tipizirati
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Uz sva navedena ograniCenja, slika 9 prikazuje udjele (postotke) djece u kojih je
Vesikarijeva ocjena =11 (teSka bolest), odnosno u kojih je Clarkova ocjena =211
(,tezal/teSka“ bolest) prema identificiranim genotipovima. Tu grani¢nu vrijednost smo
odabrali jer u ovom uzorku djece na tim grani¢nim vrijednostima dvije ocjenske ljestvice
prili¢no podudarno klasificiraju ,tezu/teSku“ bolest (tablica 11). Udio djece s ,teZom
bolesti uvijek je nesto veci ako je kriterij Vesikarijeva ljestvica, jedino za ,mijeSane®
genotipove razlika izmedu Vesikarijevih i Clarkovih kriterija je izrazenija (7/10 vs. 4/10)
(slika 9). Sli¢no, za neke genotipove udio djece s ,tezom/teSkom*“ bolesti (po obje
ljiestvice) je vrlo visok — npr. za G2[P8] radi se 0 21/22 (Vesikari) odnosno 20/22 (Clark)
djece (slika 9); a za neke je vrlo nizak (npr 3/8 i 3/8 za ne-tipabilne tipove; slika 9). No,
ponovno treba imati na umu da se radi o malim brojevima djece i te proporcije mogucée

nisu reprezentativne.
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Slika 9. Udio djece s Vesikarijevom ocjenom =11, odnosno Clarkovom ocjenom =11
(,teza/teSka“ bolest — sukladno razmjerno podudarnoj klasifikaciji djece u ,teze“ po tim kriterijima
—tablica 11).
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Konacno, buduci da su ocjene registrirane u razli¢itim centrima, u djece razliCite dobi, te
u okolnostima u kojima su neke infekcije bile hospitalne (a neke domicilne), za procjenu
moguce povezanosti pojedinih genotipova (sa slike 9) i teZine simptoma napravljene su

sljedece analize:

a) Vesikarijeva ocjena i Clarkova ocjena analizirane su svaka u 10 zasebnih
generaliziranih mjesSovitih (hijerarhijskih) modela (normalna distribucija, identity link). U
svakom od modela, evaluiran je odnos jednog genotipa vs. ,svi ostali“ i ocjena tezine
bolesti. Fiksni efekti su genotip (vrs. svi ostali), dobna skupina (12 mjeseci — takve je
djece bilo 298/725 [41.1%]; ili >12 mjeseci — takve je djece bilo 427 [58.9%]) i radi li se o
hospitalnoj infekciji (takve je djece bilo 130/725 [17.9%)]) ili domicilnoj infekciji (takve je
djece bilo 595 [82.1%)]). Moguce crijevne koinfekcije nisu uzete u obzir, buduéi da su bile
doista sporadi¢ne (sveukupno u 22 djece). Nasumicni efekt je bio centar i centar*genotip
interakcija. Takvi modeli pri procjeni fiksni efekata ,korigiraju” za korelaciju unutar centra

i za moguce razlike odnosa genotipa i tezine bolesti po centrima.

b) Analizirane su proporcije djece s Vesikarijevom ocjenom =11 bodova, odnosno
Clarkovom ocjenom =11 bodova (grani¢na vrijednost koja je u ovom uzorku pokazala
dobru podudarnost u razvrstavanju ,teze/teSke“ bolesti sa standardnom Vesikarijevom
klasifikacijom). Princip je bio isti kao u analizi ocjena i procjene razlike (opisano u
prethodnom odsjecku), samo su sada modeli bili s binomijalnom distribucijom i logit
linkom (logisticki) pa su rezultati usporedbe svakog pojedinog genotipa u odnosu na sve

ostale — podeseni omjeri izgleda (odds ratio, OR).

Kako je sazeto u tablici 12, nije uo€ena naznaka da bi se bolest uzrokovana bilo kojim
pojedinim rotavirusnim genotipom po tezini (kao razlika u iznosu Vesikarijeve i Clarkove
ocjene) simptoma razlikovala u odnosu na sve ostale genotipove. No, u svih 10 modela
dob >12 mjeseci bila je jasno zdruzena s viSim ocjenama u odnosu na dob <12 mjeseci,
iako je razlika bila mala (sve prosjecCne razlike oko 1.1 bod ljestvice, s granicama
pouzdanosti u cjelini >0.0, te s vrlo niskim P-vrijednostima). Takoder, u svim su

modelima ocjene simptoma bile nize u djece s bolni€kim vs. domicilnim infekcijama (u
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pravilu oko -1.3 boda ljestvice, s granicama pouzdanosti u cjelini <0.0 i niskim P-

vrijednostima).

Tablica 12. Sazetak multivarijatnih modela* za analizu povezanosti pojedinih genotipova
i ocjena tezine simptoma. Svi kontrasti (razlike) odnose se na usporedbu predmetnog

genotipa u odnosu na sve ostale.

Vesikarijeva ocjena Clarkova ocjena
Genotip Razlika (95%Cl) P Razlika (95%CIl) P
G1[P8] vs. svi ostali genotipovi -0.89 (-4.5, 2.7) 0.514 -0.63 (-4.8, 3.5) 0.677
G2[P4] vs. svi ostali genotipovi 0.36 (-4.3,5.0) 0.825 0.32 (-4.2, 4.8) 0.847
G1[P4] vs. svi ostali genotipovi 2.4 (-1.0,5.8) 0.107 1.9 (-2.5, 6.3) 0.283
G3[P8] vs. svi ostali genotipovi 0.66 (-4.7,6.1) 0.728 0.70 (-7.7,9.1) 0.782
G2[P8] vs. svi ostali genotipovi 3.8(-1.7,9.2) 0.113 4.0 (-4.1, 12.1) 0.184
G9[P8] vs. svi ostali genotipovi -0.43 (-4.4, 3.5) 0.775 0.19 (-4.6, 5.0) 0.916
G4[P8] vs. svi ostali genotipovi 1.6 (-2.6, 5.8) 0.347 2.0(-2.9,6.9) 0.303
MijeSani vs. svi ostali genotipovi 0.44 (-4.3,5.2) 0.809 0.18 (-5.0, 5.3) 0.926
Ne mogu se tipizirati vs. svi ostali tipovi -0.50 (-4.7, 3.7) 0.773 0.30 (-5.2,5.9) 0.887
~Razni (preostali)“ vs. svi ostali tipovi 1.6 (-4.0,7.1) 0.451 2.0(-5.8,9.7) 0.464

*Generalizirani mjeSoviti hijerarhijski modeli — po jedan za svaki genotip — uz dodatne fiksne
efekte dob i je li infekcija hospitalna ili domicilna. Centar i genotip*centar interakcija su
nasumicni efekti. Sve prikazane granice pouzdanosti i P-vrijednosti su podeSene za broj testova

(simulacijska stepdown metoda po Shafferu).

U tablici 13 sazeti su rezultati logisti¢kih modela, tj. analize proporcija djece s
~ezom/teSkom* bolesti — niti u ovoj analizi nije uo¢en jasan signal da bi bilo koji genotip
u odnosu na sve ostale bio zdruzen s relevantno visom ili niZzom vjerojatnoSc¢u
.ezelteSke” bolesti. Ponovno, dob >12 mjeseci u svih je 10 modela bila jasno zdruzena
s ve¢im izgledima za ,teZu/teSku“ bolest (tipi¢ni podeSeni OR oko 2.00), s granicama
pouzdanosti u cjelini >1.0 i niskim P-vrijednostima; bolni¢ke infekcije su, pak, bile

konzistentno zdruzene s nizim izgledima ,teZze/teske® bolesti od domicilnih (tipi¢ni
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podeseni OR oko 0.5-0.6), s granicama pouzdanosti u cjelini <1.0 i niskim P-
vrijednostima.

lzuzetak je G2P[8] genotip — gdje je naznaka vrlo visokih OR kao sugestija da je taj
genotip, u odnosu na sve ostale, zdruzen s vecim izgledima za ,tezu/teSku” bolest (po
obje ljestvice) — medutim, radi se o svega 22 djece (21 ima Vesikarijevu ocjenu 211, a
20 Clarkovu ocjenu 211). S obzirom na tako mali uzorak, procjena je izrazito neprecizna
(granice pouzdanosti su jako Siroke), pa se je u taj efekt teSko pouzdati. No, opazeno
treba smatrati naznakom mogucnosti da bi taj genotip mogao biti zdruzen s nesto tezom

manifestacijom bolesti (u odnosu na sve ostale genotipove).

Tablica 13. Sazetak multivarijatninh modela* za analizu povezanosti pojedinih genotipova
i ocjena tezine simptoma. Svi kontrasti (razlike) odnose se na usporedbu predmetnog

genotipa u odnosu na sve ostale.

Vesikarijeva ocjena 211 Clarkova ocjena 211

Genotip OR (95%CI) P OR (95%CI) P

G1[P8] vs. svi ostali genotipovi 0.68 (0.12-3.69) 0.540 0.69 (0.08-6.00) 0.645
G2[P4] vs. svi ostali genotipovi 1.31 (0.20-8.41) 0.687 1.48 (0.16-13.4) 0.632
G1[P4] vs. svi ostali genotipovi 3.24 (0.50-21.1) 0.140 2.76 (0.25-29.9)  0.293
G3[P8] vs. svi ostali genotipovi 0.87 (0.12-6.20) 0.851 1.40 (0.12-16.7) 0.720
G2[P8] vs. svi ostali genotipovi 15.4 (0.76-310) 0.036 18.0 (0.43-747) 0.086
G9[P8] vs. svi ostali genotipovi 0.55 (0.08-3.89) 0.449 0.64 (0.02-21.2) 0.717
G4[P8] vs. svi ostali genotipovi 2.62 (0.25-27.1) 0.314 3.26 (0.22-48.2) 0.278
MijeSani vs. svi ostali genotipovi 1.24 (0.13-11.7) 0.812 0.67 (0.02-17.9) 0.748
Ne mogu se tipizirati vs. svi ostali tipovi 0.59 (0.07-5.28) 0.562 1.14 (0.03-40.2) 0.924
»Razni (preostali) vs. svi ostali tipovi 2.06 (0.16-26.9) 0.481 3.32 (0.07-161) 0.402

*Generalizirani mjeSoviti hijerarhijski modeli — po jedan za svaki genotip — uz dodatne fiksne
efekte dob i je li infekcija hospitalna ili domicilna. Centar i genotip*centar interakcija su
nasumicni efekti. Sve prikazane granice pouzdanosti i P-vrijednosti su podeSene za broj za broj

testova (simulacijska stepdown metoda po Shafferu).
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6. RASPRAVA

Rotavirus je naj¢esSci uzrocnik morbiditeta i mortaliteta zbog AGE u djece mlade od 5
godina te uzrokuje gotovo 260 milijuna epizoda AGE i jednu treéinu svih smrti zbog AGE
(3).

Rotavirusna infekcija je univerzalna te gotovo svako dijete do 5. godine Zivota ima
barem jednu epizodu RVGE, a 20% oboljelih zahtijeva posjet bolnici (26).

Podaci o epidemiologiji RV-a u Republici Hrvatskoj su rijetki. Postoji molekularno-
epidemiolo$ka studija iz 2005./2006. godine gdje je Hrvatska uklju¢ena kao dio
Sredidnje/Jugoistoéne Europe (uz Cesku, Sloveniju, Albaniju i Bugarsku) i sadrzava
podatke o rotavirusnim genotipovima samo za podruc¢je Grada Zagreba (tj. SrediSnje
Hrvatske) (89). Podaci o drugim regijama, mogucoj sezonskoj distribuciji genotipova,
kao niti tezini bolesti i eventualnoj razlici u tezini bolesti medu genotipovima u Hrvatskoj
nisu dosad objavljeni. Ovo istrazivanje predstavlja prvu hrvatsku nacionalnu studiju o
molekularnoj epidemiologiji rotavirusnih genotipova u djece <5 godina u tri hrvatske

regije (Sredisnjoj, Sjevernoj i Juznoj).

Incidencija RVGE je najveéa u djece mlade od 5 godina, koja su i pod najveéim rizikom
od teZih oblika bolesti, a zatim progresivno pada prema starijoj dobi zbog ste¢ene
zastitne imunosti. Rotavirusne infekcije u odraslih su uglavnom subklinicke, ali
povremeno mogu biti i simptomatske, pogotovo u roditelja djece s RVGE,
imunokompromitiranih, starijih odraslih (zbog gubitka zastitne imunost) ili putnika u
slabije razvijene zemlje (261). Medutim, postoje razlike u dobnoj distribuciji RVGE
izmedu pojedinih zemalja. Najveca globalna studija o dobnoj distribuciji RVGE u
prevakcinalnom razdoblju Hasso-Agopsowicza i suradnika pokazala je da se medijan
dobi rotavirusne infekcije razlikuje izmedu, pa €ak i unutar zemalja, ali generalno, dob
djece s RVGE je znacajno niZza u zemljama s visokim mortalitetom od RVGE. Medijan
dobi djece hospitalizirane zbog RVGE u zemljama s vrlo visokim mortalitetom bio je 38
tiedana, u zemljama s visokim mortalitetom 43 tjedna, 46 tjedna u zemljama s
umjerenim mortalitetom, te 65 tjedana u zemljama s niskim/vrlo niskim mortalitetom.
Drugim rije€ima, medijan dobi djece hospitalizirane zbog RVGE se smanjuje kako

smrtnost zbog RVGE raste (49). Sli¢ni su i podaci SZO-a: u zemljama s nizim prihodima
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medijan dobi prve rotavirusne infekcije je 6-9 mjeseci (80% slu€ajeva u djece <1
godine), dok je u zemljama s visim prihodima vrijeme prve infekcije ¢esto pomaknuto na
dob 2-5 godina, premda se vecina prvih infekcija ipak dogada u dojenackoj dobi (65%
<1 godine) (48). Prema podacima EuroRotaNet-a, rotavirusna infekcija u Europi ima
vrhunac u dobi od 6 mjeseci do 2 godine Zivota (56). Zanimljivi su rezultati istraZivanja
Steele-a i suradnika, prema kojima RVGE u Europi ima dva vrhunca incidencije: prvi je u
dobi 9-10 mjeseci, a drugi u dobi 20-21 mjesec, i oba su podjednakog intenziteta. S
druge strane, u Africi su takoder uo€ena dva vrhunca: prvi je raniji nego u Europi, u dobi
od 5 mjeseci, a drugi u drugoj godini zZivota, no puno manjeg intenziteta (262).

Dobna distribucija u ovom istrazivanju velikim dijelom je sli¢na gore navedenim
obrascima za zemlje s niskim mortalitetom od RVGE, tj. razvijenije zemlje. Ukupni
medijan dobi bio je 14.4 mjeseca, u SrediSnjoj Hrvatskoj 17.5 mjeseci, a u Sjevernoj
13.2 mjeseca. Veci dio djece bio je stariji od 12 mjeseci — ukupno 64.3%, u Sredi$njoj
Hrvatskoj 72.1%, a u Sjevernoj 74.2%. Ovi podaci sli¢ni su rezultatima prethodne studije
koja je ukljuCivala Hrvatsku (89), a u kojoj je vrhunac incidencije RVGE bio u dobi
izmedu 1 i 2 godine (34.1% sluCajeva). Iznimka u ovom istraZivanju je populacija u
Splitu, tj. Juznoj Hrvatskoj, gdje je medijan dobi puno nizi, 4.4 mjeseca, a 71.8% djece
bilo je mlade od 12 mjeseci. Moguci razlog tomu je veliki udio bolni¢kih RVGE u toj regiji
(43.8% naspram 15.8% u ukupnom broju ili 10.2% u Sredisnjoj Hrvatskoj). Naime, djeca
s NRV AGE generalno su mlada nego djeca s domicilnim RVGE, s vrhuncem incidencije
u dobi 0-11 mjeseci (167,174,178,179). Prema rezultatima Forstera i suradnika ¢ak 43%
djece s NRV AGE mlade je od 6 mjeseci, za razliku od 17% s domicilnim RVGE (178), a
bolesnici s NRV AGE su prosjecno 9.8 -10.6 mjeseci mladi u odnosu na bolesnike s
domicilnim RVGE (168,179).

Vazno je poznavati regionalne trendove u dobnoj distribuciji RVGE kako bi se stvorila
optimalna strategija za kontrolu bolesti putem cijepljenja (262). Trenutne smjernice
ESPID-a (252) i SZ0-a (251) preporucuju primjenu rotavirusnih cjepiva rano u
dojenackoj dobi (od navrdenih 6 tjedana Zivota), prije izloZenosti prvoj simptomatskoj
prirodnoj infekciji, koja je obi¢no i najteza. Na taj nacin znac¢ajno se smanjuje morbiditet i
mortalitet od RVGE u prvoj godini zivota, kad su djeca najosjetljivija na moguci tezi tijek
bolesti (130), Sto je posebno bitno za slabije razvijene zemlje u kojima je vrhunac

incidencije RVGE u niZoj dobi. No, s obzirom da je u Europi evidentan drugi vrhunac
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incidencije RVGE u drugoj godini Zivota (262), a i u ovom istrazivanju veci udio djece bio
je stariji od 12 mjeseci (64.3% ukupno, odnosno 72.1% i 74.2% u dvije regije), ostaje
pitanje mogucih alternativnih shema cijepljenja i eventualnih booster doza cjepiva koje bi

pruzile dugotrajniju zastitu (262).

Osim dobne distribucije RVGE, za planiranje u€inkovite strategije rotavirusnog
cijeplienja potrebno je poznavati molekularnu epidemiologiju, odnosno zastupljenost i
distribuciju rotavirusnih genotipova u odredenom podrucju (20,21).

U ovom istrazivanju detektirano je ukupno 7 G-tipova (G1, G2, G3, G4, G6, G8i G9) i 3
P-tipa ([P8], [P4] i [P6]) u razli€itim genotipskim kombinacijama. G1 je bio daleko
najzastupljeniji G-tip (67.5%), a slijedio ga je G2 tip (22.9%), dok su ostali G-tipovi
detektirani sporadi¢no. Medu P-tipovima P[8] je bio najcesci (75.6%), potom P[4] s
pribliZzno tri puta manjom prevalencijom (26.3%) te samo jedan ,neuobiCajeni“ P[6] tip.
Opazen je takoder Citav niz razli¢itih G/P kombinacija, no, sveukupno, najcesc¢a
genotipska kombinacija bio je G1P[8] (61.9% ukupno te 57.2% u Sredisnjoj, 76.6% u
Sjevernoj te 63.9% u Juznoj Hrvatskoj). Ovakva dominacija G1 tipa i G1P[8] genotipske
konstelacije u skladu je s prevakcinalnim podacima iz drugih razvijenih zemalja (7-9,15).
Genotip G1P[8] poznat je kao globalno dominantan genotip u prevakcinalnom razdoblju,
pogotovo u zemljama s visim prihodima (4,87). Tri su opsezna epidemioloska
istrazivanja iz prevakcinalnog razdoblja koja su opisala globalnu raznolikost i distribuciju
rotavirusnih genotipova (7-9), uz nekoliko vaznih regionalnih (prema kontinentima ili
SZO regiji) (15,90). Najvece istrazivanje medu navedenima je meta-analiza Banyai-ja i
suradnika iz 2012. g. koja je ukljucila oko 110 000 genotipiziranih rotavirusnih izolata iz
vise od 100 zemalja u razdoblju od 1996. do 2007. g. i predstavlja osnovu za evaluaciju
potencijalnih zamjena genotipova nakon uvodenja rotavirusnih cjepiva (9). Prema toj
studiji, globalno najCesc¢i G-tip bio je G1 (42.9%), a zajedno s G2, G3, G4 i G9 Cinio je
88.2% svih G-tipova. Detektirana je velika raznolikost G/P kombinacija (>70), no na
samo pet kombinacija (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] i G9P[8]) otpadalo je 74.7% svih
genotipova. Podaci su u skladu s prethodnim istrazivanjem o globalnoj distribuciji
genotipova 1989.-2004. g. Santosa i suradnika gdje je takoder opisana velika raznolikost
genotipova, no samo Cetiri G tipa (G1, G2, G3 i G4) kombinaciji s P[8] ili P[4] €inila su
viSe od 88% genotipova, a G9 (u kombinaciji s P[8] ili P[6] postao je peti najcesci G-tip

64



(ukupni udio 4.1%). Zanimljivo je da je najCesc¢i, G1P[8] genotip uzrokovao vise od 70%
rotavirusnih infekcija u Sjevernoj Americi, Europi i Australiji, a s drugim ,&estim®
genotipovima (G2P[4], G3P[8], G4P[8] Cinio je viSe od 90% ukupnih genotipova, dok je u
Juznoj Americi i Aziji te Africi taj udio bio znacajno manji (68% i 50%), a zamijeCena je i
veca raznolikost genotipova (8).

U ovom istrazivanju udio ,Cestih“ genotipova (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] i GOP[8])
bio je 88.8% te 81-95% medu regijama, sto je tipicno za razvijene zemlje, kako je
prethodno opisano (8), no u suprotnosti je s prethodnim rezultatima iz Hrvatske gdije je
udio ,Cestih“ G/P kombinacija bio manji od 60%, a G1P[8] detektiran u manje od 22%
uzoraka (89). Ova razlika u udjelima najéescih genotipova izmedu dva istrazivanja
upucuje na evidentnu vremensku fluktuaciju u distribuciji i prevalenciji rotavirusnih
genotipova, s potencijalnom zamjenom dominantnih genotipova, kao $to je ve¢ opisano
u brojnim istrazivanjima (9,15,56,263).

Zanimljivo je da je u ovom istrazivanju G9, jedan od globalno naj¢es¢ih G-tipova,
detektiran u samo 25 uzoraka (3.02%) — kao G9P[8] u 2.3%, G9P[4] u 0.6% i kao dio
.-mijeSanih® infekcija u 0.12% slucajeva, sto je slicno kao i u prethodnoj studiji u
Hrvatskoj gdje je G9 &inio samo 2.2% svih G-tipova (89). G9 tip, koji se najceSce
pojavljuje u kombinaciji s P[8] ili P[6], prvi put je otkriven u Philadelphiji, SAD,
1983./1984. g. u 9% dojencadi s RVGE (264), a zatim se prosirio dillem SAD-a, Japana,
Australije i u druga podrucja svijeta te je do 2005. g., prema podacima Santosa i
suradnika, €inio 4.1% svih genotipova (8), a do 2012. g. ¢ak 14.1% (9).

Od posebnog je interesa pracenje pojave novih, emergentnih, rotavirusnih genotipova,
zbog mogucnosti da trenutno dostupna cjepiva nece pruziti adekvatnu zastitnu imunost
protiv njih, a nakon uvodenja cjepiva i zbog procjene potencijalnog selektivhog pritiska
cjepiva i posljedi€no zamjene genotipova (93). G6 tip, koji prethodno nije opisan u
Hrvatskoj (89), u ovom je istrazivanju detektiran prvi put, i to u samo dva uzorka (u
kombinaciji s P[4] i kao dio mijeSanog genotipa G6P[4]+ P[8]). Zanimljivo, izolati su bili iz
dvije razliCite geografske regije — jedan iz Sjeverne, a jedan iz Juzne Hrvatske. G6 je
najCesci rotavirusni G-tip u goveda te se povremeno, ali s manjom ucestalo$¢u, izolira u
ovaca i koza (96). Sporadi¢no je izoliran u djece s AGE u razli€itim dijelovima svijeta, u
kombinaciji s cijelim nizom P-tipova (8,96). U nekim zemljama, poput Madarske, G6 ima

vecu prevalenciju (gotovo 1%) te je postao jedan od emergentnih G-tipova (265). S
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druge strane, G8 tip koji je takoder tipi¢ni zivotinjski rotavirusni G-tip i koji je u
prethodnom istraZivanju Tcheremenskaia-e i suradnika (89) detektiran u vise od 8%

uzoraka u Hrvatskoj, u ovom istrazivanju bio je zastupljen s udjelom od 0.1%.

Osim ,Cestih“ G/P genotipskih kombinacija, u ovom istrazivanju detektirane su brojne
,neuobitajene” kombinacije koje su vjerojatno posljedica reasortmenta izmedu ,Cestih”
humanih rotavirusnih tipova ili humanih i Zivotinjskih (7,13). Genotipovi koji nastaju
reasortmentom medu ,Cestim” humanim genotipovima bili su G1P[4] (3.9%), G2P|[§]
(2.7%), G9P[4] (0.5%) i G4P[4] (0.5%). Nadalje, G1P[4] bio je €ak treci naj¢es¢i genotip
ukupno i drugi naj¢esc¢i u Sjevernoj Hrvatskoj gdje je €inio 11.3% svih genotipova. Tako
visoka prevalencija G1P[4] rijetko je opisana u literaturi (266). Moguci humano-Zivotinjski
rotavirusni genotipovi izolirani su sporadi¢no (ukupno 0.36%) — G4P[6], G6P[4] i G8P[8].
Ovako visoka prevalencija ,neuobicajenih“ genotipova (ukupno 8.06%), a pogotovo
humano-humanih reasortanata (7.7%) nije tipicna za europske zemlje gdje je njihova

prevalencija oko 1% (58).

Za razliku od prethodnog istrazivanja u Hrvatskoj (89) gdje su ,mijeSane infekcije“ s
razliCitim G ili P-tipovima potvrdene viSe od 8% uzoraka, u ovom istrazivanju €inile su
manje od 2% slu€ajeva, $to je sli¢no podacima iz razvijenih zemalja (58). Smatra se da
.-mijeSane” infekcije predstavljaju reasortment in vivo te pridonose stvaranju novih
genotipskih kombinacija (265). Njihova prevalencija obi¢no je vec¢a u slabije razvijenim
zemljama gdje je veca i raznolikost rotavirusnih genotipova (7).

Veliki udio netipabilnih sojeva takoder je tipi€an za nerazvijene zemlje, a prema
podacima Banyai-ja i suradnika (9) taj udio iznosi i do 12.9%, za razliku od npr. Europe
gdje je njihova zastupljenost oko 3%. U ovom istraZivanju G ili P netipabilni sojevi €inili
su manje od 2% uzoraka, $to je sli€no europskim podacima (9). Smatra se da netipabilni
sojevi vjerojatno predstavljaju neobicne ili Cak nove rotavirusne genotipove koji se ne

mogu detektirati setom pocCetnica koje su dio protokola za genotipizaciju (8).
U ovom istrazivanju detektirane su znaCajne geografske razlike izmedu pojedinih regija.

Prevalencija najéesSceg genotipa G1P[8] bila je priblizno 20% visa, a prevalencija G2P[4]

priblizno 20% niza u Sjevernoj nego u Sredisnjoj ili Juznoj Hrvatskoj. Humano-humani
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reasortant G1P[4] bio je zastupljeniji u Sjevernoj Hrvatskoj, s prevalencijom 8% visom u
odnosu na druge regije, a prevalencija G3P[8] bila je 10% viSa u Juznoj Hrvatskoj nego
u drugim regijama. Ovo opaZanje u skladu je s rezultatima brojnih prethodnih
istraZivanja koja su pokazala da postoje znacajne geografske razlike u distribuciji

genotipova izmedu kontinenata, pojedinih zemalja, ali i regija unutar iste zemlje (8,9,15).

Iz svega navedenog slijedi da u Hrvatskoj postoje znacajne geografske i viemenske (u
odnosu na prethodno istrazivanje) (89) razlike u distribuciji rotavirusnih genotipova.
Razlozi za stalnu pojavu novih genotipova nisu do kraja razjasnjeni, ali moguci
mehanizmi uklju€uju stalne toCkaste mutacije rotavirusne RNA, genetski reasortment
(izmjena RNA segmenata izmedu razli€itih humanih genotipova koji inficiraju istog
domacina), zatim duplikacije, delecije ili insercije sekvenci unutar rotavirusnih gena
(genetsko preslagivanije) te u kona&nici meduvrsni prijenos, odnosno meduvrsni
reasortment (nakon direktne zoonotske transmisije) (7). Primjeri pojave novih
genotipova u zadnjim desetljecima su brojni, a uklju€uju globalno Sirenje G9P[8] i GOP[6]
te G12 (uglavnom u kombinaciji s P[8] ili P[6] (9), ili regionalno Sirenje G8P[6] i G8P[8] u
Africi (9).

EuroRotaNet osnovan je u sije€nju 2007. g. s ciliem prikupljanja podataka o rotavirusnim
genotipovima iz (trenutno) 13 europskih zemalja te omogucava kontinuirano pracenje
distribucije genotipova u Europi ili eventualne pojave novih, sto je od posebnog znacaja
u postvakcinalnom razdoblju (56). Prema posljednjem izvjeS¢u EuroRotaNet-a iz
2021.g., postoje znacajne razlike u distribuciji genotipova izmedu razli¢itih zemalja, no
ukupno najcesc¢i genotip je G3P[8], dok udio G1P[8] kontinuirano pada od 2015./2016. g.
No, i dalje udio prevakcinalno ,Cestih“ genotipova G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] i
G9P[8] ostaje ukupno 90% 2021. g. U razdoblju 2006.-2020. pojavilo se nekoliko
(re)emergentnih genotipova u Europi: G8P[8], G8P[4], G12P[8] i G9P[4], od kojih su neki
postali dominantni u odredenim zemljama (npr. G12P[8] u Italiji) (56). Trenutno nema
dokaza da zbog utjecaja cjepiva dolazi do zamjene genotipova, premda je u nekim
zemljama uocen tranzitorni porast prevalencije G2P[4] u ranom postvakcinalnom
razdoblju nakon uvodenja RV1 (256). Hrvatska nije dio EuroRotaNet-a, no bit ¢e
svakako potreban nadzor nad cirkuliraju¢im rotavirusnim genotipovima i prac¢enje

eventualne zamjene dominantnih genotipova.
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Od 2006. g. odobrena su dva rotavirusna cjepiva: peterovalentno (G1, G2, G3, G4, P[8])
humano-bovino reasortno cjepivo (RV5, RotaTeq), i monovalentno (G1P[8]) humano
cjepivo (RV1, Rotarix), te su preporu¢ena od 2009. g. za uvodenje u NIP-ove svih
zemalja svijeta (17). Dodatno, 2018. g. joS su dva cjepiva dodana na SZO listu
prekvalificiranih cjepiva — Rotavac koji sadrzava humani G9P[11] soj, i Rotasiil,
peterovalentno (G1, G2, G3, G4, G9) reasortno humano-bovino cjepivo (18). Dosad je
vise od 100 zemalja uvelo rotavirusno cjepivo u NIP (253). Prema posljednjim
preporukama SZ0O-a iz 2021. g., nema preferencije za pojedino cjepivo te odabir ovisi
isklju€ivo o dostupnosti, cijeni i preferencijama pojedinih drzava (250). U europskim
zemljama zasad se koriste RV1 i RV5 (56).

Ako promatramo prevalencije pojedinih genotipova u ovom istrazivanju, RV1 bi u
Hrvatskoj ,pokrio® 61.9% homotipnih genotipova (isti G i P-tip genotipa i cijepnog virusa)
(57.2% u Sredisnjoj, 76.6% u Sjevernoj te 63.9% u Juznoj Hrvatskoj). Ako promatramo
parcijalno heterotipne genotipove (isti G ili P-tip genotipa i cijepnog virusa), RV1 bi
,POokrio” 67.5% G-tipova i 75.6% P-tipova. S druge strane, RV5 u Hrvatskoj bi ,pokrio*
69,7% homotipnih genotipova (G1, G2, G3 ili G4 + P[8]). Ako se uzmu u obzir parcijalno
heterotipni genotipovi, RV5 bi pokrio ¢ak 96.4% genotipa s istim G-tipom i 75.6%
genotipova s istim P-tipom. Klini€ka istrazivanja faze Ill pokazala su veliku u€inkovitost
obaju cjepiva u prevenciji teSkih oblika RVGE, no zastita je bila najveca protiv
homotipnih genotipova (156,228). Primjerice, ucinkovitost RV1 u prevenciji teskih oblika
potpuno heterotipnog G2P[4] RVGE bila je samo 45% (228). No, postmarketinske
studije iz zemalja s visokim i srednje visokim prihodima pokazale su da je u€inkovitost
RV1 i RVS5 sliéna u prevenciji homotipnih i heterotipnih RVGE. Prema meta-analizi
Leshema i suradnika (267) u€inkovitost RV1 u prevenciji homotipnih RVGE u zemljama
s viskom prihodima bila je 94%, a u prevenciji u potpunosti heterotipnih genotipova €ak
87%. U zemljama sa srednje visokim prihodima ucinkovitost je bila niza, 59% u
prevenciji homotipnih RVGE, odnosno 47% u prevenciji potpuno heterotipnih RVGE.
Sli¢ni su rezultati za RV5: ucinkovitost cjepiva u prevenciji RVGE uzrokovanog
homotipnim sojevima bila je 83%, a heterotipnim 75% u zemljama s visokim prihodima,
dok su u zemljama sa srednje visokim prihodima ucinkovitosti manje, no i dalje neznatno
razliCite za homotipne i heterotipne genotipove. Medutim, nedostaju podaci o

ucinkovitosti cjepiva prema to¢no odredenim genotipovima, kao i podaci iz slabije
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razvijenih zemalja, a bit ¢e svakako potrebno pratiti u€inkovitost cjepiva u prevenciji

RVGE uzrokovanog emergentnim genotipovima (267).

U ovom istrazivanju nije bilo znac€ajnije razlike u dobnoj distribuciji genotipova, $sto je
slicno podacima iz drugih studija (268—270). No, treba istaknuti zapazanja iz prethodnog
istrazivanja u Hrvatskoj (89) gdje je G8, koji se 2006. godine pojavio kao emergentni G-
tip, bio &e$éi medu mladom djecom. Cak 38% G8 infekcija zabiljezeno je u dobi <1
godine. Sli¢no je bilo s tipom G9 koji je u Bugarskoj bio emergentni tip, detektiran u
gotovo 37% uzoraka, od kojih je 59% bilo u dobi <1 godine. Sli¢ni su rezultati
Hungerforda i suradnika koji su detaljnije analizirali dobnu distribuciju gotovo 40 000
rotavirusnih genotipova prikupljenih preko EuroRotaNet-a (2007.-2013.) i gdje su
dojenc¢ad 0-11 mjeseci CeSce imala infekcije ,neubiCajenim” genotipovima, kao i
mijeSanim ili netipabilnim genotipovima (87). U Indiji je takoder zabiljeZen sli¢an trend u
multicentri€nom istrazivanju Girija i suradnika koje je obuhvatilo razdoblje 2005.-2016. i
gotovo 30 000 rotavirusnih uzoraka: ,neuobicajeni genotipovi, kao i mijeSani i netipabilni
bili su zna€ajno ¢es¢i u dobnoj skupini 0-11 mjeseci (271). Potencijalno objasnjenje za
vecu ucestalost ovih infekcija u dojenackoj dobi moglo bi biti odsustvo majcinih
neutraliziraju¢ih protutijela na nove genotipove, kao i odsustvo eventualne heterotipne
zastite steCene nakon izlozenosti drugim rotavirusnim genotipovima, a koja je prisutna
kod starije djece (89). Rezultati ovog istrazivanja ne pokazuju gore navedene razlike u
dobnoj distribuciji genotipova, mogucée zbog relativho malog broja infekcija ,novim®,

mijeSanim ili netipabilnim genotipovima.

Bolni¢ke (nozokomijalne) rotavirusne infekcije odgovorne su za oko 25% svih
hospitalizacija zbog RVGE (169), uzrokuju znacajno produljenje hospitalizacije i
ekonomske troskove (167). Prema dosadasnjim spoznajama, nema znacajnije razlike u
distribuciji genotipova izmedu NRV AGE i domicilnih RVGE (174,180,272). I1znimka su
novorodenacke NRV AGE za koje je tipiCha ograniCena raznolikost cirkuliraju¢ih
genotipova (273), kao i ,neuobicajeni” rotavirusni genotipovi poput GO9P[11] i G10P[11]
(100), a identificirani su jo§ G4P[6], G8P[6], G4P[8], G12P[6] — razli¢iti u razli¢itim
dijelovima svijeta (273). Primjerice, izmedu 1988. i 2016.g., G10P[11] bio je jedini

cirkulirajuci rotavirusni genotip na novorodenackim odjelima i jedinicama intenzivnog
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lije€enja u Juznoj Indiji (273). NRV AGE u novorodencadi uglavnom su blage ili
asimptomatske, pruzaju zastitu od narednih RVGE, a te su €injenice iskoristene i u
proizvodniji cjepiva Rotavac (242).

U ovom istrazivanju podaci o bolni¢kim i domicilnim RVGE potpuni su jedino za Zagreb,
tj. SrediSnju Hrvatsku (90% domicilne infekcije, a 10% bolni¢ke), dok su podaci za ostale
centre, pogotovo za Sjevernu Hrvatsku, dijelom manjkavi, pa se ne moze sa sigurnoscéu
zakljuCivati o eventualnoj razlici u distribuciji genotipova za ta dva tipa infekcija. No, kod
G2P[4] podaci nedostaju samo za dva djeteta, pa mozemo zakljuciti da je vrlo
vjerojatno taj tip u ovom istrazivanju ¢es¢i medu domicilnim (23%), nego bolni¢kim
infekcijama (14%). Takoder, u ovom istrazivanju nisu zabiljezene epidemije
neuobicajenim genotipovima medu novorodencadi, kao $to je opisano u gore navedenim
studijama (100,273,274).

U zemljama s umjerenom klimom rotavirusne infekcije tipicno su sezonske, s vrhuncem
broja slu€ajeva u hladnijim zimskim mjesecima, dok je u tropskim podrucjima bolest
cjelogodisnja, bez izraZzenog sezonstva (50). Sukladno tomu, u Europi je u vecini
zemalja izrazeno sezonstvo, a najveci broj sluajeva biljezi se u zimu i proljece. U
razdoblju izmedu 2010. i 2019. g. prosje€an vrhunac incidencije bio je u ozujku. Takoder
je tipiéno ,Sirenje” epidemije od juga prema sjeveru i od zapada prema istoku, odnosno
na jugu i zapadu Europe vrhunac epidemije je u kasnu zimu/rano proljece, a na sjeveru i
istoku u proljece (travanj/svibanj) (56). No, neke europske zemlje, poput Bugarske,
unato€ umjerenoj klimi, nemaju izrazeno sezonstvo rotavirusne infekcije, nego je bolest
cjelogodi$nja (275). Prema rezultatima ovog istrazivanja, RVGE u Hrvatskoj ima
izrazeno sezonstvo u svim promatranim regijama, a vrhunac incidencije je u zimskim i
ranim proljetnim mjesecima. Sveukupno, najveéi broj slu¢ajeva zabiljeZen je u sije€nju i
veljaci, a prema regijama u SrediSnjoj Hrvatskoj u veljaci, u Sjevernoj u sije¢nju, a u
Juznoj Hrvatskoj u oZujku. Pratio se takoder jasan ,kvadraticni“ trend raspodjele
slu€ajeva, s padom od sije€nja/veljate prema ljetnim mjesecima, a zatim blagi porast.
Isti trend zabiljeZen je po centrima, dobnim skupinama (mladi od 12 mjeseci i stariji od
12 mjeseci) te po dobnoj-skupini-po centru.

Zanimljivo je pratiti sezonske trendove RVGE nakon uvodenja cjepiva u NIP. U vecini

europskih zemalja koje imaju visok cijepni obuhvat (~90%) sezonstvo je i dalje izrazeno,
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no prati se ,pomak“ sezone, uz zna¢ajno smanjenje broja sluajeva (276,277).
Primjerice, u Austriji je nakon uvodenja cjepiva vrhunac rotavirusne sezone pomaknut
na travanj i svibanj (277), a u Belgiji prosjecno za 5-8 tjedana u usporedbi s
prevakcinalnim razdobljem (276). U SAD-u, u kojem je cijepni obuhvat nizi (70-75%
dojencadi) takoder je zabiljeZzena ,odgoda“ sezone za 8-15 tjedana, krace trajanje
sezonskog vrhunca (14 tjedana, u usporedbi s 26 tjedana u prevakcinalnom razdoblju),
kao i znaCajno smanjenje intenziteta epidemija. No, zabiljezen je i jedinstveni bianualni
ciklus, gdje se izmjenjuju sezona relativno niske cirkulacije virusa, sa sezonom
intenzivnijeg porasta broja slu¢ajeva (278,279). To se objasnjava relativnho niskim
cijepnim obuhvatom zbog kojeg u sezoni niske cirkulacije rotavirusa dolazi do povecéanja
broja na virus osjetljive neimunizirane djece te posljedi¢no povecanja broja oboljelih u
narednoj sezoni (278). Pretpostavljeno je da bi povecéanje cijepnog obuhvata na barem

85% dojencadi prekinulo taj bianualni ciklus i dodatno smanijilo incidenciju bolesti (280).

Ako se promatra distribucija genotipova tijekom godine u ovom istraZivanju,
najzastupljeniji tipovi G1[P8] i G2[P4], kao i neki drugi rjedi genotipovi (G1[P4], G2[P8] te
»-mijesani“ genotipovi) takoder su ,pratili“ obrazac veéeg broja po¢etkom kalendarske
godine, tj. u zimskim mjesecima, uz pad apsolutnog broja i relativnog udjela u ukupnom
njihovom broju prema ljetnim mjesecima, pa blagi porast tijekom jeseni. S druge strane,
neki drugi genotipovi imali su odredene specificnosti. Primjerice, G9[P8] zabiljeZen je
isklju€ivo u proljetnim i ljetnim mjesecima — niti jedan slu¢aj tog genotipa nije zabiljezen
zimi ili u jesen. Zanimljive su, nadalje, promjene udjela pojedinih genotipova ovisno o
godisnjem dobu. Naime, u svakom godisnjem dobu najzastupljeniji je bio genotip
G1[P8], no njegov udio u ukupnom broju je opadao od oko 71% zimi do oko 33% ljeti.
G2[P4] uvijek je bio drugi najzastupljeniji genotip, ali mu je udio rastao od oko 18% zimi
do 32% ljeti. Na G9[P8] ljeti je otpadalo oko 10% svih genotipova i oko 5% u proljecée, a
u drugim godisnjim dobima nije zabiljeZen. Ovi rezultati velikim dijelom se poklapaju sa
zapazanjima u ve¢ opisanom istrazivanju Hungerforda i suradnika koji su detaljno
analizirali dobnu i sezonsku distribuciju gotovo 40 000 rotavirusnih genotipova
prikupljenih preko EuroRotaNet-a (2007.-2013.) (87) i koji su pokazali da postoje
znacajne razlike u distribuciji genotipova u sezoni i izvan sezone. Genotip G1[P8], koji je

sveukupno bio naj¢esci genotip, bio je dominantan u sezoni (tj. u zimskim i proljetnim

71



mjesecima), dok je njegov udio padao izvan sezone. Takoder, udio genotipova tzv. DS-
1-like konstelacije (G2[P4] i G8[P4]), ,neuobi€ajenih® genotipova te mijesanih i
netipabilnih genotipova takoder je znaCajno rastao izvan sezone. Pretpostavljeno je da
se na G1[P8], koji je s obzirom na najvecéu uCestalost vjerojatno bolje prilagoden na
Covjeka i lakSe se prenosi te stoga dominira u sezoni, do kraja sezone akumulira
homotipna imunost, pada udio potencijalnih domacina te se istovremeno ,omogucava“

drugim, manje Cestim genotipovima da izazovu bolest (87).

Prema rezultatima dosadasnijih istrazivanja RVGE ima tezi tijek u odnosu na AGE
uzrokovan drugim infektivnim uzro€nicima (151,155). Da bi se procijenio ,teret bolesti u
populaciji, kao i potencijalna korist terapijskih ili preventivnih mjera (cijepljenja), koriste
se razliCite ocjenske ljestvice za procjenu teZine RVGE. Njihova svrha, dakle, nije
procjena stupnja dehidracije i potrebe za razli€itim terapijskim intervencijama (153).
Najpoznatije ocjenske ljestvice su Vesikarijeva (0-20 bodova), koja se i najvise koristi
(151), i Clarkova (0-24 boda), koja se koristi nesto rjede (152). S obzirom da ove dvije
ljiestvice imaju razliCit broj kategorija (Vesikarijeva dvije: teSka i ,ne-teSka“ bolest, a
Clarkova tri: blaga, umjereno teSka i teSka bolest), direktna usporedba ovih dviju
ljiestvica nije moguca (155). Nadalje, prema dosadas$njim istrazivanjima, s obzirom da
ove dvije ljestvice kvantificiraju isti fenomen (tezinu simptoma) korelacija izmedu ocjena
na dvije ljestvice je visoka (158), kao $to je sluc€aj i u ovom istrazivanju. No, unato¢
visokoj korelaciji podudarnost izmedu numeri€kih vrijednosti ocjena na dvije ljestvice
zanemarivo je mala jer ljestvice drugacije boduju pojedine simptome i imaju drugadiji
raspon. Drugim rije€ima, unato€ visokoj korelaciji, postoji velika varijabilnost u definiciji
~eSke“ bolesti izmedu dviju ljestvica, kao $to je vec pokazano u prethodnim
istraZivanjima (155,158-160). U ovoj studiji rezultati su sli¢ni: prema Vesikarijevoj
ljestvici 62.3% djece imalo je ,teSku” bolesti, a samo 4.8% prema Clarkovoj ljestvici.
Nadalje, prema obje ljestvice nesto manje od 30% djece imalo je blagu, tj. ,ne-teSku*
bolest, a samo 4.8% djece imalo je ,teSku“ bolest.

Givon-Lavi i suradnici te Aslan i suradnici pokuSali su modificirati Vesikarijevu i Clarkovu
ocjensku ljestvicu s ciliem povecanja korelacije medu njima (155,159). Tako je
Vesikarijeva ljestvica ,pretvorena“ u ljestvicu s tri kategorije, pri Cemu je ocjena <11

oznacavala blagu bolesti, 11-15 umjereno tesku, a 216 teSku bolest, te je omogucena
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usporedba s Clarkovom ljestvicom. Na taj nacin blago je poveéan stupanj korelacije
izmedu dviju ljestvica, ali ne znacajno (155,159). S druge strane, u istim istrazivanjima,
Clarkova ljestvica je modificirana u ljestvicu s dvije kategorije, tako da je ocjena <16
oznacavala ,ne-teSku“ bolest, a >16 teSku bolest te je omogucena usporedba s
Vesikarijevom ljestvicom. Medutim, ova reklasifikacija je gotovo neznacajno povecala
korelaciju izmedu dviju ljestvica (155,159).

U ovom istrazivanju napravljena je nesto drukcija modifikacija. Clarkova ljestvica
podijeljena je u dvije kategorije: ocjena <11 kao ,ne-teSka“ bolest i ocjena 211 kao
.LeSka“ bolest. Na taj nacin postignuta je puno bolja podudarnost ljestvica: 96.0% djece
klasificirano kao ,nije teza bolest* po jednoj ljestvici — isto je tako klasificirano i po drugoj,
a 75.0% djece klasificirano kao ,teza bolest” po jednoj ljestvici — isto je tako klasificirano
i po drugoj ljestvici.

Iz svega navedenog slijedi da bi gore navedena modifikacija Clarkove ocjenske ljestvice
bila prikladniji na€in bodovanja tezine RVGE, no vjerojatno je u buduénosti potrebna
bolja, preciznija i uniformna ljestvica za ocjenu tezine klinicke slike RVGE, pogotovo kad

je rije€ o istraZivanjima ucinkovitosti cjepiva.

U ovom istrazivanju G2P[8] genotip bio je zdruzen s vecim izgledima za tezi RVGE, no
radi se o malom uzorku (samo 22) pa je procjena neprecizna (granice pouzdanosti su
jako Siroke). Trenutno dostupni podaci iz drugih istrazivanja ne pokazuju konzistenciju u
povezanosti odredenog genotipa s tezom kliniCkom slikom. Primjerice, dva istraZivanja
iz Ujedinjenog Kraljevstva pokazala su da je G9 tip, koji se u vrijeme provodenja tih
istrazivanja tek pojavio u Ujedinjenom Kraljevstvu, bio povezan s vecim rizikom za
hospitalizaciju, odnosno za intravensku rehidraciju (281,282). Sli¢ni su podaci i iz
Latinske Amerike gdje je u to vrijeme emergentni G9 tip imao vecu Vesikarijevu ocjenu u
odnosu na GL1 tip te je bio povezan sa znacajno duzim trajanjem i intenzitetom proljeva,
duzim trajanjem povracanja, viSom stopom hospitalizacije i tezom dehidracijom (283). U
Indiji su takoder infekcije uzrokovane emergentnim G9 i G12 tipovima imale teZi klinicki
tijek u odnosu na ,uobi¢ajene” genotipove (284). Pretpostavljeno je da razlike u teZini
kliniCke slike mogu biti posljedica intrinziCke razlike u virulenciji medu pojedinim
genotipovima, ali i posljedice ,ulaska“ novog genotipa u populaciju. Na takve

genotipove, naime, ne postoji prethodna imunost, kao niti majcina transplacentarno
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prenesena protutijela pa se moze ocCekivati tezi tijek infekcije (283,284). S druge strane,
istrazivanja u Italiji i SAD-u nisu pokazala povezanost odredenog genotipa s teZzom
kliniCkom slikom, unato€ tomu $to su neki bili novi u populaciji (285,286). Takoder,
istraZivanje Sowmyanarayanana i suradnika pokazalo je da nema znacajnije razlike u
Vesikarijevoj ocjeni izmedu razli€itih genotipova, premda je, u suprotnosti s gore
navedenim istrazivanjima, ocjena za Ceste genotipove (G1P[8], G2P[4] i GOP[8]) bila
nesto viSa nego za druge genotipove.

U ovom istrazivanju, s obzirom da G2P[8] genotip nije novi u Hrvatskoj i pretpostavlja se
da na njega ipak postoji odredena razina imunosti, vjerojatno i neki drugi ¢imbenici,
poput ¢imbenika domacina, u konacnici odreduju kakvog ¢e biti tijeka klini¢ka slika, a ne
samo genotip rotavirusa.

Podaci iz ovog istraZivanja takoder pokazuju da djeca starija od 12 mjeseci imaju veci
rizik za tezu klini¢ku sliku. To je velikim dijelom u skladu s prethodnim istrazivanjima
Givon-Lavi i suradnika koji su pokazali da RVGE u dobi 6-23 mjeseca ima visu
Vesikarijevu i Clarkovu ocjenu nego RVGE u dobi mladoj od 6 mjeseci i starijoj od 23
mjeseca (155). U istrazivanju Lorrota i suradnika djeca starija od 6 mjeseci takoder su
imala viSu Vesikarijevu ocjenu u odnosu na djecu mladu od 6 mjeseci (165). Ovakva
dobna distribucija tezine kliniCke slike je o¢ekivana, s obzirom na zastitu koju u ranoj
dojenackoj dobi pruzaju tranplacentarno prenesena maijcina protutijela, a u kasnijoj dobi

homotipna i heterotipna imunost ste€ena nakon doticaja s rotavirusom (115).

Bolni¢ke su rotavirusne infekcije u ovom istrazivanju bile povezane s nizim rizikom za
tezi oblik bolesti od domicilnih. Jedno od vjerojatnih objasnjenja je dob NRV AGE koja je
znacajno manja u odnosu na dob domicilnih RVGE, s vrhuncem prevalencije u dobi 0-11
mjeseci, i najvecim brojem oboljelih u dobi <6 mjeseci, kad se i o¢ekuje laksi tijek bolesti
(168,178,179). Medutim, podaci u literaturi su raznoliki. Frahwirth i suradnici pokazali su
da nema znacajnije razlike u Vesikarijevoj ocjeni izmedu domicilnih RVGE i NRV AGE
(183), dok su u dva istrazivanja oboljeli od NRV AGE imali manju stopu dehidracije nego
oboljeli od domicilnih RVGE (184,185).

Ovo istrazivanje ima nekoliko ograni€enja. Znacajan udio imunokromatografski

pozitivnih rotavirusnih uzoraka (16.0-30.9%, ovisno o centru) nije potvrden PCR-om. S

74



obzirom da imunokromatografske metode dijagnostike rotavirusa imaju visoku

osjetljivost i specifi¢nost u usporedbi s PCR-om (190-192), tako visok udio rotavirusnih

infekcija koji nije potvrden PCR-om ne moze se objasniti samo lazno pozitivnim

rezultatima. Vjerojatni razlozi su neadekvatno skladistenje ili transport uzoraka s

posljedi€nom destrukcijom virusne RNA ili premala koli€ina uzorka nedovoljna za daljnju

molekularnu analizu. Nadalje, nisu svi imunokromatografski pozitivni uzorci poslani na
daljnju molekularnu analizu (1.0-28.4%), Sto je moglo utjecati na konacne rezultate
istrazivanja. | u konacnici, istrazivanje je provedeno u veéim bolni€¢kim centrima koji
nuzno nisu reprezentativni za cijelu populaciju, kako u pogledu distribucije genotipova,
tako i tezine klini¢ke slike RVGE.

Zaklju¢no, rezultati ovog istrazivanja predstavljaju prevakcinalne podatke bitne za
odluku o uvodeniju rotavirusnog cjepiva u NIP u Hrvatskoj. Visoka prevalencija ,Cestih”
genotipova koji bi najveéim dijelom bili ,pokriveni“ trenutno dostupnim cjepivima u
Europi, govori u prilog potencijalne velike koristi od cijepljenja. Medutim, potrebna su
daljnja istrazivanja i nadzor nad cirkuliraju¢im rotavirusnim genotipovima da bi se

detektirale eventualne promjene u prevalenciji ili pojava novih genotipova.
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7. ZAKLJUCCI

1. Detektirana je velika raznolikost G i P rotavirusnih tipova u Hrvatskoj, no G1 i P[8] bili
Su najcesc¢i u svim regijama.

2. Prevalencija globalno naj¢esc¢ih genotipskih kombinacija (G1P[8], G2P[4], G3P[8],
G4P[8] i GIP[8]) bila je gotovo 89% ukupno te 81-95% medu regijama, $to je tipicno za
razvijene zemlje u prevakcinalnom razdoblju.

3. G1P[8] bio je najCesc¢i genotip ukupno i u svim regijama, Sto je sukladno
prevakcinalnim podacima iz drugih razvijenih zemalja.

4. Detektirana je visoka prevalencija humano-humanih reasortanata (7.7%).

5. Postoje regionalne razlike u distribuciji genotipova.

6. G6 tip prvi put se pojavio u Hrvatskoj.

7. Postoje vremenske promjene u prevalenciji rotavirusnih genotipova u odnosu na
prethodno istrazivanje u Hrvatskoj.

8. Potrebno je kontinuirano pracenje cirkulirajucih rotavirusnih genotipova kako bi se
detektirale eventualne zamjene genotipova ili pojave novih genotipova.

9. Trenutno koriStena cjepiva u Europi, RV1 i RV5, u Hrvatskoj bi pokrila 62%, odnosno
70% homotipnih genotipova.

10. Nije bilo razlike u dobnoj distribuciji rotavirusnih genotipova u Hrvatskoj.

11. Genotip G2P[4] bio je ¢e5¢i medu domicilnim nego bolnickim rotavirusnim
infekcijama.

12. RVGE u Hrvatskoj ima izrazeno sezonstvo, s vrhuncem broja slu¢ajeva u zimskim i
ranim proljetnim mjesecima.

13. Genotipovi G1[P8] i G2[P4] bili su najCesc¢i genotipovi tijekom cijele godine i slijedili
su kvadrati¢ni obrazac sezonske raspodijele.

14. Detektirane su sezonske promjene u udjelu G1[P8], G2[P4] i GI[P8], pri cCemu je
udio G1[P8] opadao ljeti, udio G2[P4] rastao ljeti, a G9[P8] detektiran je isklju€ivo u
proljece i ljeto.

15. Vesikarijeva i Clarkova ocjenska ljestvica za procjenu tezZine klini¢ke slike znacajno
su se razlikovale u definiciji ,teSkog“ RVGE, pri Cemu je Vesikarijeva ljestvica znacajno

veci broj bolesnika svrstavala u skupinu ,teSkog“ RVGE.
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16. Modifikacija Clarkove ocjenske ljestvice na nacin da je podijeljena u dvije kategorije
(,ne-teSka“ i teSka bolest, s bodovima <11, odnosno =11) znacajno je povecala
korelaciju s Vesikarijevom ljestvicom.

17. Genotip G2P[8] bio je povezan s vecim rizikom za tezi tijek bolesti u odnosu na
druge genotipove.

18. Domicilni RVGE imali su teZi tijek u odnosu na bolni¢ke RVGE.

19. Djeca starija od 12 mjeseci imala su vedi rizik za teZi tijek RVGE u odnosu na mlade

od 12 mjeseci.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Glavni cilj istrazivanja bio je uvid u epidemiologiju rotavirusnih
genotipova koji uzrokuju akutni gastroenteritis u djece mlade od 5 godina u trima
regijama u Republici Hrvatskoj (SredisSnja, Sjeverna i Juzna Hrvatska). Specificni ciljevi
obuhvacali su odredivanje udjela pojedinih genotipova, analizu mogucih geografskih,
dobnih i sezonskih razlika u distribuciji rotavirusnih genotipova, kao i analizu razlika u
distribuciji genotipova izmedu nozokomijalnih i domicilnih rotavirusnih infekcija. Takoder
je procijenjena teZina kliniCke slike rotavirusnog gastroenteritisa pomocu Vesikarijeve i
Clarkove ocjenske ljestvice za stupnjevanje tezine bolesti te su analizirane moguce

razlike u tezini klini¢ke slike izmedu pojedinih genotipova.

Ispitanici i metode: U istrazivanje su uklju¢ena djeca mlada od 5 g. s dijagnozom
akutnog gastroenteritisa, lijeCena u tri hrvatske bolnice (Klinika za infektivne bolesti ,Dr.
Fran Mihaljevié* u Zagrebu, Klinigki bolniéki centar Split i Zupanijska bolnica Cakovec)
tijekom dvije godine (srpanj 2012.- srpanj 2014.g.). Prikupljeni su demografski i klinicki
podaci te je ucinjena imunokromatografska analiza stolice na Rotavirus i Adenovirus. Svi
imunokromatografski rotavirus pozitivni uzorci dalje su analizirani (lan¢ana reakcija
polimerazom i sekvenciranje) radi odredivanja genotipa rotavirusa. Na temelju
prikupljenih klini¢kih podataka izraunata je tezina kliniCke slike pomocu Vesikarijeve i

Clarkove ocjenske ljestvice.

Rezultati: Medu 822 genotipizirana rotavirusna uzorka udio globalno ,Zestih*
genotipskih kombinacija (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] i GOP[8]) bio je gotovo 89%
ukupno te 81-95% medu regijama. NajCesc¢i genotip bio je G1P[8], ukupno (62%) i u
svim regijama (57%, 64% i 77%). Prevalencija humano-humanih reasortanata bila je
visoka (gotovo 8%), a G6 tip prvi put je opisan u Hrvatskoj. Nije bilo dobne razlike u
distribuciji genotipova. Rotavirusna infekcija imala je izrazeno sezonstvo u zimskim i
ranim proljetnim mjesecima, a udio G1[P8], G2[P4] i G9[P8] mijenjao se u sezoni i izvan
sezone. Vesikarijeva ocjenska ljestvica znacajno je veci udio ispitanika svrstavala u
skupinu teSkog RVGE. Genotip G2P[8] bio je povezan s veéim rizikom za tezi tijek

bolesti u odnosu na druge genotipove. Domicilni RVGE imali su teZi tijek u odnosu na
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bolnicke RVGE. Djeca starija od 12 mjeseci imala su vedi rizik za tezi tijek RVGE u

odnosu na mlade od 12 mjeseci.

Zaklju€ak: Rezultati ovog istrazivanja predstavljaju prevakcinalne podatke bitne za
odluku o uvodeniju rotavirusnog cjepiva u nacionalni imunizacijski program u Hrvatskoj.
Distribucija rotavirusnih genotipova u Hrvatskoj sli¢na je distribuciji u drugim razvijenim
zemljama u prevakcinalnom razdoblju, s visokom prevalencijom globalno ,Cestih”
genotipova koji bi najveéim dijelom bili ,pokriveni® trenutno dostupnim cjepivima u
Europi. Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja i nadzor nad cirkulirajuéim rotavirusnim
genotipovima da bi se detektirale eventualne promjene u prevalenciji ili pojava novih

genotipova.
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9. ABSTRACT

Distribution of rotavirus genotypes in three regions in Republic of Croatia, Maja
Vrdoljak Pazur, 2024

Aims: The general aim was to describe epidemiology of rotavirus genotypes in children
<5 years in three Croatian regions. Specific aims were to determine prevalence of
specific genotypes, possible geographical, age-dependent or seasonal differences in
genotype distribution and to assess disease severity using Vesikari and Clark scales.

Patients and methods: The study was conducted among children <5 years with acute
gastroenteritis from July 2012 to July 2014 at three hospitals in different Croatian
geographical regions. Rotavirus was detected in stools using an immunocromatographic
assay, followed by further molecular analysis. Clinical data were collected to calculate

Vesikari and Clark scores.

Results: Genotyping of 822 rotaviruses showed that the predominant circulating strain
was G1P[8], followed by G2P[4], G1P[4] and G3P[8]. There were significant
geographical and seasonal, but no age-dependent differences in genotype distribution.
Vesikari and Clark scoring systems varied greately in categorization of severe disease.
Genotype G2P[8], age >12 months and community-acquired rotavirus infections were

associated with more severe disease.

Conclusions: This study represents pre-vaccination data that are important for
decisions regarding immunization strategies in Croatia. High prevalence of ,common®
rotavirus strains may advocate for rotavirus vaccine introduction, but further surveillance

IS necessary to monitor possible emergence of novel genotypes.
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