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l. Sazetak

Etiologija virusnih infekcija diSnog sustava u djece hospitalizirane tijekom

jednogodisnjeg razdoblja (2017./2018.) u Klinici za djecje bolesti Zagreb

Ivana Kale

Uvod: Akutne respiratorne infekcije (ARI) najéeSée su infekcije, ali i najuCestalije bolesti
Covjeka uopce. Odrasli u prosjeku obole 3 do 5 puta, a djeca u prosjeku 4 do 7 puta na godinu.
Naj¢eSc¢i su uzrocnici respiratorni virusi koji su odgovorni za vise od 85% svih ARI. ARI su
najcesci razlog hospitalizacije djece Sirom svijeta, najéesci razlog za propisivanje antibiotika te
jedan od vodecih razloga za izbivanje s posla i iz Skole. 1zravni i posredni troSkovi zbrinjavanja
ARI iznose oko 30% ukupne zdravstvene potroSnje u jednoj zajednici.

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi virusnu etiologiju ARI, ali i epidemioloske i klinicke
karakteristike 15 respiratornih virusa, a s ciliem uvodenja metoda molekularne dijagnostike u
rutinsku praksu.

Ispitanici i metode: Prospektivno istrazivanje provedeno je na 239 djece hospitalizirane zbog
ARI u Kilinici za dje€je bolesti Zagreb u razdoblju od 5. mjeseca 2017. godine do 4. mjeseca
2018. godine. Pacijentima sa sumnjom na virusnu etiologiju ARI uzeti su obrisci nazofarinksa
i zdrijela i testirani na 15 respiratornih virusa multiplex PCR metodom.

Rezultati: Virusna etiologija ustanovljena je u uzorku 75.3% pacijenata. NajéeSc¢e detektirani
virus u uzorcima ispitanika bio je humani rinovirus - HRV (56.1%), a slijede ga adenovirusi -
AdV (24.4%) te respiratorni sincicijski virus A/B - RSV A/B (17.7%) i humani koronavirus OC43
- HCoV-0OC43 (10%). U skupini pacijenata s infekcijom gornjih diSnih putova najc¢eS¢e su
detektirani HRV (48.9%) i AdV (21.7%), a u skupini pacijenata s infekcijom donjih diSnih putova
HRV (67.4) i RSV A/B (32.6%). Koinfekcija/kodetekcija utvrdena je u 32.8% uzoraka pozitivnih
na respiratorne viruse. U pacijenata s koinfekcijom/kodetekcijom najceS¢e je detektiran HRV
(64.4%), zatim AdV (59.3%), RSV A/B (28.8%) i HCoV-OC43 (20.3%). Nije nadena statisticki
znacCajna razlika izmedu infekcije jednim virusom i koinfekcije/kodetekcije u odnosu na dob i
spol ispitanika te na lokalizaciju i tezinu infekcije.

Zaklju€ak: Metode molekularne dijagnostike kao visoko specificne i osjetljive najpogodnije su
za laboratorijsku dijagnostiku ARI. Njihovu relativho viSu cijenu treba razmatrati u svjetlu
ukupne cijene lije€enja pacijenta. Pravovremenim utvrdivanjem etiologije ARI mozZe se
primijeniti odgovaraju¢e lijeCenje i izbjeéi nepotrebna upotreba antibiotika, a pracenje
epidemioloSkih osobina respiratornih virusa omogucuje planiranje i provodenje mijera

prevencije.

Kljuéne rijeci: akutne respiratorne infekcije (ARI), respiratorni virusi, etiologija, prospektivho

istrazivanje, multiplex PCR



Il. Summary

Etiology of respiratory virus infections in children hospitalized during a one-year
period (2017/2018) in Children's Hospital Zagreb

Ivana Kale

Background: Acute respiratory infections (ARIs) are the most common infections and the
most frequent human diseases in general. In average, adults experience three to five and
children four to seven episodes of ARI per year. Respiratory viruses are the major cause of
ARIs and account for more than 85% of all ARIs. ARIs are the most common cause of
children's hospitalization worldwide, as well as the main reason for prescribing antibiotics.
ARIs are also among the leading causes for missing work or school. Direct and indirect costs
asocciated with ARIs consume around 30% of local community healthcare resources.
Objective: The aim of this study was to determine the viral etiology of ARIs, as well as
investigate clinical and epidemiological characteristics of 15 respiratory viruses, in order to
demonstrate the need for molecular diagnostics introduced in routine practice.

Patients and methods: A prospective study was conducted on 239 children admitted to
Children's Hospital Zagreb due to ARI. Nasopharyngeal and pharyngeal flocked swabs were
collected from patients with symptoms of ARI and suspected for viral etiology. Specimes were
tested using multiplex PCR test for detection of 15 respiratory viruses.

Results: Viral etiology was established in 75.3% of the patients. The most commonly
diagnosed virus was human rhinovirus - HRV (56.1%), followed by adenovirus - AdV (24.4%),
respiratory syncytial virus A/B - RSV A/B (17.7%) and human coronavirus OC43 - HCoV-0OC43
(10%). The most commonly identified viruses in a group of patients with upper respiratory tract
infection were HRV (48.9%) and AdV (21.7%), and in a group of patients with lower respiratory
tract infection HRV (67.4) and RSV A/B (32.6%). Coinfection/codetection rate was 32.8% in
samples positive for respiratory viruses. In multiple viral infections HRV (64.4%), AdV (59.3%),
RSV A/B (28.8%) and HCoV-OC43 (20.3%) were most frequently detected. There were no
statistically significant differences between single and multiple virus infection regarding
patients age, gender, localization of infection and severity of disease.

Conclusion: Molecular methods are highly sensitive and specific, and therefore most suitable
for detection of respiratory viruses. Their relatively higher price should be evaluated in the light
of total costs regarding ARI. Establishing viral etiology in due time enables the start of specific
therapy and prevents unecessary antibiotic administration. Epidemiologic follow-up of

respiratory viruses allows planning and implementation of appropriate preventive measures.

Keywords: acute respiratory infections (ARISs), respiratory viruses, etiology, prospective study,
multiplex PCR



1. UvOoD

Akutne respiratorne infekcije (ARI) najéeSée su infekcije suvremenog Covjeka i Cine dvije
trecCine svih infekcija. Time su ARI i najuCestalije bolesti Covjeka uopce. Odrasli u prosjeku
obole 3 do 5 puta na godinu, dok djeca obole ¢esce, u prosjeku 4 do 7 puta, a ona koja borave
u kolektivima kao &to su jaslice i djecji vrti¢i prebole i po 12 infekcija na godinu, osobito u prvih

5 godina zZivota (1, 2).

U zdravstvenoj sluzbi u Hrvatskoj godiSnje se registrira 2,5 milijuna bolesnika s ARI, a to je
oko 30% svih registriranih bolesnika. Najvedi je udio ARI u ukupnom pobolu predskolske djece
(viSe od 50%), a u dobnoj skupini Skolske djece od 7 do 19 godina 45-50% (3).

Bolesnici s akutnim respiratornim infekcijama najéeSci su posijetitelji pedijatrijskih i drugih
ordinacija primarne zdravstvene zastite. ARI su najCesc¢i razlog hospitalizacije djece Sirom
svijeta. Bolesti diSnog sustava €ine 34,6% od ukupnih hospitalizacija djece u dobi od 1 do 5
godina, a stopa hospitalizacija zbog bolesti diSnog sustava najviSa je u dojenackoj dobi (4).
ARI su i naj¢esci razlog za propisivanje antibiotika te jedan od vodecih razloga za izbivanje s
posla i iz Skole. lzravni i posredni troSkovi zbrinjavanja ARI iznose oko 30% ukupne
zdravstvene potrosnje u jednoj zajednici. Za lije€enje ARI propisuje se oko 70% svih peroralnih
oblika antibiotika (5).

Ucestalost ARI i dalje je visoka unato€ napretku i uspjesima u dijagnosticiranju, lijeCenju i
spreCavanju infektivnih bolesti. Razlozi tome su mnogi, u prvome redu €injenica da je disni
sustav Covjeka najotvoreniji organski sustav koji je u neprekidnoj komunikaciji s vanjskom
sredinom §to omogucuje vrlo ucinkovit nacin prijenosa infekcije (dodir, kapljicni put, aerosol).
Sljedeéi razlog velike uCestalosti ARI je veliki broj uzro€nih mikroorganizama i njihovih
antigenskih varijanti. Do sada je poznato viSe od 500 antigenski razli€itih tipova i podtipova
mikroorganizama koji uzrokuju respiratorne infekcije (6). lako i bakterije, u prvom redu
Streptoccocus pneumoniae, Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis, atipi€ne bakterije
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila (7), kao i
gljive (Pneumocystis jirovecii) (8), mogu uzrokovati akutne respiratorne infekcije, najéesc¢i su
uzrocnici respiratorni virusi koji su odgovorni za viSe od 85% svih ARI. Ovim istrazivanjem
obuhvaceni su najéesci uzrocnici akutnih respiratornih infekcija: rinovirusi, koronavirusi, virusi
parainfluence, virusi influence, adenovirusi, humani metapneumovirus i respiratorni sincicijski
virus Cije su kliniCke karakteristike i regionalna epidemioloska obiljezja ve¢ upoznati kroz razna
istrazivanja (9-12), ali takoder i virusi otkriveni u posljednjih desetak godina (humani bokavirus,
novoizdvojeni enterovirusi, humani koronavirus NL63, humani rinovirus C) te virusi Cija je

dijagnostika bila otezana zahtjevnom kultivacijom i nedostupno3¢u komercijalnih testova (virus



parainfluence tip 4), a za Cije klinicke karakteristike i regionalna epidemiolo$ka obiljezja postoje
nedostatni podatci (13, 14).

1.1.  VIRUSNI UZROCNICI AKUTNIH RESPIRATORNIH INFEKCIJA

1.1.1. Humani rinovirusi

Humani rinovirusi (HRV) ¢lanovi su porodice Picornaviridae. Svrstani su u rod Enterovirus, i to
kao tri vrste: humani rinovirus A, B, i C (HRV-A, HRV-B i HRV-C). Prvi rinovirus otkriven je
1956. godine. HRV-C otkriven je 2006. godine u uzorcima pacijenata u Queenslandu i New
Yorku (15). Danas je poznato viSe od 100 antigenski razliCitih tipova rinovirusa. U odredenoj
populaciji obi¢no kruzi nekoliko serotipova, a prevalencija pojedinih mijenja se iz godine u

godinu. Rasireni su svuda u svijetu (16).

To su mali, neovijeni virusi, a genom virusa €ini jednolan¢ana, pozitivna (+) RNA. Naziv im
oznacuje primarno mjesto infekcije (gré. rhis, rhinos - nos) (17). Replikacija virusa prvenstveno
se zbiva u epitelnim stanicama s trepetljikama gornjeg dijela respiratornog trakta. Receptor za
vecinu virusa jest interstaniCna adhezijska molekula 1 (ICAM-1), dok se manja skupina koristi
lipoproteinom niske gustoée (LDL). Premda dolazi do oSteéenja epitela, on se smatra manje
vaznim patogenetskim mehanizmom za nastanak simptoma bolesti u usporedbi s
oslobadanjem medijatora upalne reakcije (18). Rinovirusi su naj¢eS¢i uzroc€nici obiCne
prehlade, a smatra se da su odgovorni i za 2/3 svih egzacerbacija astme u djece. Infekcije se
pojavljuju tijekom cijele godine, ali su uCestalije u ranu jesen i kasno prolje¢e u umjerenome

klimatskom pojasu (19).

Buduci da se mogu replicirati i u stanicama donjeg diSnog sustava, mogu uzrokovati i infekcije
donjih diSnih putova s teSkim klinickim slikama, osobito u najmladih i imunokompromitiranih
bolesnika (20).

1.1.2. Adenovirusi

Adenovirusi (AdV) su €lanovi porodice Adenoviridae. Serotipovi patogeni za Covjeka svrstani
su u rod Mastadenovirus. Otkriveni su 1953. godine kada su ih Rowe i suradnici izolirali iz
kirur8ki odstranjenog adenoidnog tkiva po kojem su i dobili ime (gré. aden - Zlijezda). Poznato
je 55 humanih tipova koji su na temelju podudarnosti DNK genoma i hemaglutinacijskih

osobina podijeljeni u sedam grupa (A-G) (21).

Adenovirusi su srednje veliki virusi bez lipidne ovojnice. Sadrzavaju dvolan€anu linearnu DNK.

DNK virusa obloZena je proteinskom ovojnicom (kapsidom) koja je sastavljena od 252



podjedinice (kapsomere). Razlikujemo heksone, kapsomere gradene od Sest podjedinica, te
pentone koji su gradeni od pet podjedinica. Na svakoj se pentonskoj bazi nalazi vlaknasti
izdanak (17).

Bolesti uzrokovane adenovirusima zajedniCkim imenom nazivaju se adenoviroze, a medu
njima klinicki najvaznije su ARI koje se nerijetko javljaju i u obliku manjih ili vec¢ih epidemija.
Osim AR,

meningoencefalitis, genitalne infekcije te infekcije u imunodeficijentnih osoba - naj¢eSce

adenovirusi  uzrokuju i gastroenteritis, akutni hemoragijski cistitis,

pneumoniju i hepatitis (22).

Adenovirusi uzrokuju barem 5 do 10% svih ARI u djece (23). Ulaze u organizam preko usta,
nazofarinksa ili o€ne spojnice. Primarno mjesto umnoZavanja virusa jest respiratorni epitel u
nazofarinksu, odakle se moZe spustiti u donji dio respiratornog trakta. Spektar klini¢kih
sindroma koje adenovirusi izazivaju u sklopu infekcije diSnog sustava krec¢e se od obi¢ne
prehlade, febrilnog respiratornog katara, akutnog febrilnog faringitisa, faringokonjunktivalne
groznice, epidemijskog keratokonjuktivitisa, preko traheitisa i bronhitisa, sve do pneumonije.
Najvecéi broj infekcija uzrokuju tipovi 1-7. Adenovirus tip 5 povezuje se i sa sindromom

pertusisa, buduci da se €esto nade sam ili uz Bordetella pertussis u djece s hripavcem (21).

Tablica 1. Bolesti izazvane adenovirusima

(preuzeto iz: Kaleni¢ S i sur. Medicinska mikrobiologija. Zagreb: Medicinska naklada; 2013.)

Sindrom Serotip
Akutni febrilni faringitis 1-3, 5-7
Faringokonjunktivalna groznica 3,4,7
Sindrom pertusisa 5
Pneumonija 3,4,7,21
Epidemijski keratokonjunktivitis 8,19,37
Gastroenteritis u djece 2,31,40,41
Akutni hemoragijski cistitis 7,11,21
Genitalne infekcije 2,19,37
Infekcije srediSnjega Ziv€anog sustava | 2,6,7,12
Infekcije imunodeficijentnih osoba 31,34,35,37,43,45




Adenoviroze su pro$irene u cijelom svijetu. Ce$ée se pojavljuju u djece do &etvrte godine
zivota. Najranije u zivotu nastupa infekcija tipovima 1 i 2, a poslije tipovima 3 i 5. Infekcije se
pojavljuju i u mladih odraslih koji borave u gusto napu€enim kolektivima, a osobito ro¢nih
vojnika. Adenovirusi uzrokuju vise od 50% sluCajeva febrilnog respiratornog katara i
pneumonije medu necijepljenim roénim vojnicima. Respiratorne infekcije uzrokovane
adenovirusima mogu se javiti tijekom cijele godine, ali eSée se pojavljuju zimi i u rano proljece.
Infekcije adenovirusom tipa 3 s klinickom slikom faringokonjunktivalne groznice ¢eSce su ljeti
(23).

1.1.3. Respiratorni sincicijski virus

Respiratorni sincicijski virus (RSV) pripada u porodicu Pneumoviridae, rod Orthopneumovirus.
Prvi put je opisan 1956. godine kao uzro¢nik prehlada u &impanza i nazvan je CCA (eng.
Chimpanzee Coryza Agent). Uskoro su protutijela na CCA otkrivena u djece s respiratornim
infekcijama, a isti je virus izoliran iz obrisaka zdrijela djece s bronhopneumonijom i
laringotraheobronhitisom. Uzroénik je 1957. godine zbog povezanosti s respiratornim
infekcijama i karakteristi€nog citopatskog efekta u kulturi stanica preimenovan u respiratorni
sincicijski virus (24).

To je ovijeni virus Ciji genom ¢€ini jednolanana, negativna (-) RNA. Na povrsini virusa nalaze
se mnogobrojni izdanci koji se sastoje od dvaju glukoproteina (G i F). Veéi virusni glukoprotein
(G) omogucuje prihvacanje virusa za stanicu, a manji virusni glukoprotein (F) odgovoran je za
ulazak virusa u stanicu te fuziju inficiranih stanica. Postoje dva antigena tipa virusa, A i B (RSV
A i RSV B) koji se prvenstveno razlikuju u antigenoj strukturi proteina G. Unutar dva antigena
tipa javljaju se takoder antigene varijacije, Sto omogucuje reinfekcije ovim virusom tijekom
Citavog zivota (18).

Respiratorni sincicijski virus uzrokuje ARI svih dobnih skupina. Primarne infekcije najcesée su
u dojencadi s vrhom incidencije u prvih 6 mjeseci zivota. Virus se nakon ulaska u organizam
umnaza u nazofarinksu i moze uzrokovati febrilni respiratorni katar, ¢esto pracen upalom
srednjeg uha. U 50% djece koja su mlada od 8 mjeseci virus se postupno Siri u donji dio diSnog
sustava, te uzrokuje bronhiolitis, pneumoniju i bronhitis. RSV je najvazniji i naj¢es8¢i uzro€nik
infekcija donjih diSnih putova u dojen€adi i male djece (25). U Hrvatskoj je RSV uzro¢nik 78.4%
svih bronhiolitisa, 43.3% pneumonija i 55% bronhitisa u djece. TeZu klini€ku sliku uzrokuje
RSV A. Ucestalost obolijevanja postupno pada do kraja druge godine Zivota. Svaka sljedeca
reinfekcija obi¢no je blaza (17). U starije djece i odraslih RSV naj¢eSce uzrokuje infekcije

gornjeg dijela diSnog sustava, i to kao reinfekcije. Manifestiraju se kao prehlada, febrilni



respiratorni katar, upala srednjeg uha i sinusitis. RSV je i najeS¢i uzro€nik virusnih
nozokomijalnih respiratornih infekcija na djecjim bolni¢kim odjelima (26).

RSV je proSiren po Citavom svijetu, a javlja se redovito svake godine u obliku manijih ili veéih
epidemija. U srednjoeuropskoj regiji dokazani su izmjeni¢ni dvogodiSnji epidemijski ciklusi u
usporedbi s pojavnoscu u nekim drugim umjerenim klimatskim podrucjima svijeta, gdje se
epidemije pojavljuju svake godine u isto vrijeme. Dvogodisnji RSV ciklus u Hrvatskoj se
ponavlja svakih 23 - 25 mjeseci. Nakon vece zimske RSV epidemije slijedi manja proljetna

nakon 14 - 16 mjeseci, a potom za 8 - 10 mjeseci opet veca epidemija (27).

1.1.4. Virusi parainfluence

Virusi parainfluence (P1V) pripadaju u porodicu Paramyxoviridae. Razlikujemo Cetiri tipa virusa
parainfluence (PIV 1-4). Tipovi 1 i 3 €lanovi su roda Respirovirus, a tipovi 2 i 4 roda
Rubulavirus. Prvi virus parainfluence izoliran je 1955. godine u SAD-u u djece oboljele od
krupa i nazvan je virusom CA (eng. Croup Associated). Kasnije je CA virus nazvan virusom
parainfluence tip 2. Virusi parainfluence tipovi 1 i 3 otkriveni su 1957. godine u SAD-u u djece
s krupom i pneumonijom, a PIV-4 otkriven je 1958. godine takoder u SAD-u i ima dva antigena
podtipa - PIV-4A i PIV-4B (28).

Genom virusa &ini jednolancana, negativna (-) RNA. Virusi parainfluence vazni su uzroCnici
infekcija respiratornog trakta u ljudi. U dojencadi i male djece €est su uzrok infekcija donjih
diSnih putova, koje se mogu Klini¢ki manifestirati kao sindrom krupa, bronhitis, bronhiolitis ili
pneumonija (29). U starije djece i odraslih uzrokuju uglavnom infekcije gornjih diSnih putova,

malokad dolazi do akutnih egzacerbacija kroni€énog bronhitisa i pneumonija (30).

Svi tipovi parainfluence proSireni su po c&itavom svijetu te pokazuju odredenu sezonsku
distribuciju i klinicke osobitosti vezano uz tip virusa. Djeca obolijevaju od PIV-3 u prvoj godini
Zivota, Cesto sa slikom bronhiolitisa, te 50% djece s navrSenom prvom godinom Zivota ima
protutijela za ovaj tip. U djece od jedne do tri godine uzrokuje sindrom krupa, a u starije djece
traheobronhitis. Prisutan je u populaciji tijekom Citave godine s najve¢om incidencijom u
proljece. Virusi parainfluence tipovi 1 i 2 javljaju se naizmjeniéno u manjim ili veéim
epidemijama od listopada do ozujka i glavni su uzrocCnici laringotraheobronhitisa ili sindroma
krupa. Glavni uzro¢nik krupa je PIV-1 te se najeSc¢e pojavljuje u djece od 8 do 30 mjeseci.
PIV-1 takoder uzrokuje i neSto teze kliniCke slike, posebice u djeCaka. Moze povremeno
izazvati i bronhiolitis i pneumoniju u dojencadi starije od 5 mjeseci. PIV-2 je na drugom mjestu
kao uzroCnik krupa i CeSCe ga izaziva u djece predskolskog i Skolskog uzrasta. PIV-3, ali i PIV-
2 mogu izazvati teSke infekcije donjih diSnih putova u imunosuprimiranih osoba (31). PIV-4

uzrokuje uglavnom blaze infekcije gornjih diSnih putova, i to ve¢ vrlo rano u djetinjstvu, ali i



reinfekcije u odraslih, takoder kao blage infekcije. Infekcija PIV-4 vrlo je Cesta, 70-80% djece
u dobi od 10 godina ima protutijela za ovaj tip. Virusi parainfluence su i €esti uzrocCnici

nozokomijalnih respiratornih infekcija na djecjim odjelima (32).

1.1.5. Virusi influence

Virusi influence (Flu) élanovi su porodice Ortomyxoviridae. Virus influence A (Flu A) pripada u
rod Influenzavirus A, virus influence B (Flu B) u rod Influenzavirus B, a virus influence C (Flu
C) u rod Influenzavirus C. Godine 1933. Smith, Andrewes i Laidlaw su u Velikoj Britaniji prvi
put izolirali virus influence A. Godine 1940. Francis je izolirao virus influence B, a 1947. Taylor
virus influence C (33).

Virusi influence A i B uzrokuju gripu ili influencu. Virus influence C uzrokuje blazZi oblik
respiratorne bolesti, najéed¢e obi¢nu prehladu. Influenca je akutna infektivha bolest diSnhog
sustava koja je klini¢ki karakterizirana op¢im simptomima, poglavito visokom temperaturom,
glavoboljom, mialgijama te suhim kasljem. Naziv je dobila u srednjem vijeku u lItaliji, jer se
smatralo da nastaje pod utjecajem (tal. influenza) zvijezda ili hladne vode, a prvi vjerodostojan
opis bolesti potjeCe jos od Hipokrata u 5. stoljecu pr. Krista (18). lako je u veéini sluajeva
samoizljeCiva bolest, influenca moze imati brojne komplikacije, osobito u riziCnim skupinama

bolesnika kao $to su imunokompromitirana djeca i djeca mlada od dvije godine (34).

Virus influence sadrzava jednolan¢anu, segmentiranu, negativnu (-) RNA. Na povrsini lipidne
ovojnice str8e dvije vrste glukoproteinskih izdanaka: hemaglutinin i neuraminidaza (NA). HA
je zaduZen za vezanje sa stanicom domacdina, a NA pomaze virusu pri ulasku i izlasku iz
stanice domacdina i otapa sekret u diSnom sustavu. HA i NA su tipno specifiéni antigeni i u
njima su moguc¢e mnogobrojne varijacije, tj. promjene u antigenskoj strukturi. Kod manjih
promjena, tzv. antigenskog skretanja (eng. drift) rijeC je o promjeni sekvencije nekoliko
aminokiselina. To omogucuje virusu da i unato€ postoje¢oj imunosti inficira manji dio
puCanstva svake godine i dovede do epidemije. Virusne antigenske izmjene (eng. shift)
rezultat su korjenite promjene sastava i redoslijeda aminokiselina. Za takvu antigensku
promjenu virusa pucanstvo nema imunost i obolijeva u obliku pandemije (17). Antigenske
promjene su poglavito vazne za Flu A, a u manjoj mjeri se dogadaju s Flu B, dok se Flu C
antigenski ne mijenja. Time se objasnjava jaca virulencija Flu A nego Flu B i C, i samo njegova
sposobnost izazivanja pandemija, za Sto je potrebno da se humani soj virusa rekombinira sa
zivotinjskim (35). Flu A ima 16 razlicitih HA i 9 razliCitih NA podtipova, od kojih su samo H1,
H2, H3, N1 i N2 bili uzro€nici velikih epidemija u ljudi. U 20. stoljeCu dogodile su se tri
pandemije: 1918. godine (Spanjolska gripa - HLIN1), 1957. godine (azijska gripa - H2N2) i 1968.
(hongkonska gripa - H3N2). U prolje¢e 2009. godine iz Meksika i Kalifornije krenula je nova



pandemija, tzv. svinjska gripa. Novi virus influence A (H1N1) nastao je rekombinacijom Cak
Cetiriju virusa influence A (dva svinjska, jedan humani i jedan ptic¢ji). Veliku zabrinutost u svijetu
izazvala je pojava virusa pticje gripe A (H5N1) 1997. godine u Hong Kongu, koji u ljudi uzrokuje
vrlo teSku bolest sa smrtnos¢u viSom od 50%. No, ovaj virus nije postao pandemijski jer se ne

Siri s Covjeka na Covjeka, ve¢ izravno od inficiranih ptica (36).

Manje ili ve¢e epidemije influence A pojavljuju se svake godine tijekom zimskih mjeseci u
umjerenome klimatskom pojasu. Prvi je znak epidemije porast broja djece s ARI. Taj porast
prati povecanje broja oboljelih medu odraslima. Epidemija izbija naglo, vrhunac doseze za 3
do 4 tjedna, a obi¢no traje 7 do 10 tjedana te prestaje isto tako naglo kao Sto je pocela. U
epidemiji obi¢no oboli 5 do 15% pucanstva. U prosjeku svake sezone oboli jedan od 10
odraslih i jedno od troje djece. Epidemije influence B uvijek su manjih razmjera, a pojavljuju se
svakih 5 do 6 godina (37).

1.1.6. Humani koronavirusi

Humani koronavirusi (HCoV) €lanovi su porodice Coronaviridae, potporodice Coronavirinae,
rodova Alfacoronavirus (HCoV-229E i HCoV-NL63) i Betacoronavirus (HCoV-OC43). To su
kuglasti, ovijeni virusi, a genom virusa Cini jednolanana, pozitivna (+) RNA. Naziv su dobili
prema latinskoj rije€i corona Sto znaci kruna, zbog izgleda S-glikoproteinskih izdanaka na
njihovoj ovojnici. Inficiraju cilijarne epitelne stanice u nazofarinksu, a izdanci su odgovorni za

adsorpciju na stanice domacina (38).

Prvi humani koronavirusi otkriveni su 1965. godine u diSnom sekretu odraslih osoba koje su
bolovale od prehlade i kasnije su nazvani virusi OC43 i 229E (HCoV-OC43 i HCoV-229E) (39,
40). Virus NL63 (HCoV-NL63) prvi je put izoliran 2004. godine u sedmomjesecnog djeteta s
bronhiolitisom u Nizozemskoj. Nedugo nakon tog otkri¢a uslijedila su jo$ dva opisa istog virusa
u studijama u Nizozemskoj i SAD-u, u kojima je nazvan virus NL, odnosno New Haven

koronavirus (41).

Humani koronavirusi prisutni su diliem svijeta i naj¢e$¢e uzrokuju akutnu febrilnu bolest
gornjeg diSnog sustava u obliku prehlade te se smatra da 30% svih prehlada otpada na
koronaviruse. Takoder su i vazan uzro€nik akutne upale srednjeg uha u djece (42). Infekcije
se pojavljuju sporadi¢no i u epidemijama najceS¢e u zimu i prolje¢e, ali mogu se pojaviti bilo
kada tijekom godine. Naj¢eS¢e se pojavljuie HCoV-OC43, zatim HCoV-NL63, ali prevalencija
pojednih virusa varira ovisno o populaciji i godini. Infekcije su najucestalije u djece u dobnoj
skupini od 7 do 12 mjeseci, ali javljaju se u manjoj mjeri i u starije djece i odraslih (43).
Koronavirusi mogu rjede izazvati i infekcije donjih diSnih putova, pneumoniju i bronhiolitis,

osobito u djece do 18 mjeseci (44), a HCoV-NL63 se povezuje i sa sindromom krupa (45).



Teze klinicke slike vide se u vrlo male djece, osobito imunokompromitirane, te u djece s
predlijeze¢im kroni¢nim bolestima, a buduéi da se koronavirusi vrlo ¢esto nalaze u koinfekciji
s drugim respiratornim virusima (osobito RSV i Flu A), i to moze utjecati kliniCku prezentaciju

koronavirusne infekcije (46).

1.1.7. Humani bokavirus

Humani bokavirus (HBoV) pripada u porodicu Parvoviridae, potporodicu Parvovirinae, rod
Bocavirus. To je mali, neovijeni virus Ciji genom Cini linearna, jednolanc¢ana DNA. Otkrili su ga
Allander i sur. 2005. godine u Stockholmu u Svedskoj, u nazofaringealnom aspiratu djece s
ARI (47). Humani bokavirus je srodan govedem parvovirusu (bovine parvovirus - BPV) i
psecem parvovirusu (canine minute virus - MVC), prema ¢emu je i dobio ime. Razlikujemo
Cetiri tipa humanog bokavirusa (HBoV 1-4). HBoV-1 se povezuje s akutnim respiratornim
infekcijama, dok su HBoV-2, HBoV-3 i HBoV-4 primarno enteri¢ki virusi, nadeni u uzorcima

stolice djece s akutnim gastroenteritisom (48).

Globalna prevalencija HBoV u uzorcima iz respiratornog trakta djece s ARI je od 1.5% do 19%
(49). Povezuje se s blagim infekcijama gornjih diSnih putova, ali i bronhiolitisom, bronhitisom i
pneumonijom, a naden je i u uzorcima zdrave djece. Koinfekcija s drugim respiratornim
virusima je Cesta, a posebno koinfekcija s RSV. HBoV je proSiren po cijelom svijetu i uzrokuje
infekcije u svih dobnih skupina, a osobito u djece starosti 6 do 24 mjeseca, ¢eS¢e u djecaka.
Infekcije su moguce tijekom cijele godine, s vrhom ucestalosti tijekom zimskih i proljetnih

mjeseci (50).

1.1.8. Humani metapneumovirus

Humani metapneumovirus (HMPV) ¢&lan je porodice Pneumoviridae, roda Metapneumovirus.
Otkrili su ga 2001. godine u Nizozemskoj Bernadette van den Hoogen i sur. u nazofaringealnim
sekretima 28-ero djece koja su hospitalizirana zbog infekcije donjeg dijela diSnog sustava.
Retrospektivne seroloSke studije pokazale su da taj virus cirkulira medu ljudima najmanje 50
godina (51).

Genom virusa €ini jednolan€ana, negativna (-) RNA. Postoje dva podtipa virusa, HMPV A i
HMPV B. Inficiraju epitelne stanice u diShom sustavu, a kao receptor za virus sluZzi integrin alfa
V beta 1 (avbl) (52).

HMPYV se javlja Sirom svijeta, u svim dobnim skupinama i u oba spola. Primarna infekcija odvija

se u ranom djetinjstvu, najéesc¢e prvoj i drugoj godini Zivota, te su prakticki sva djeca u dobi od



5 godina ve¢ imala takvu infekciju. Kasnije tijekom djetinjstva i u odraslih Ceste su reinfekcije
(53).

HMPV je detektiran u 5 do 15% djece s ARI, naj¢esdce u djece mlade od godinu dana, i
procjenjuje se da je odgovoran za 5-7% svih hospitalizacija djece zbog ARI, najéesce u dobi 6
do 12 mjeseci. Virus moZe uzrokovati blage infekcije gornjeg dijela didnog sustava kao &to su
obi¢na prehlada i febrilni respiratorni katar, ali i krup, pneumoniju, i osobito bronhiolitis. Pod
rizikom za razvoj teSke kliniCke slike su nedonoSena i imunokompromitirana djeca (54).
Infekcije HMPV-om ne mogu se klini¢ki razlikovati od infekcija RSV-om, ali su prema dosad
objavljenim studijama infekcije HMPV-om blaze (55). HMPV se Cesto nalazi u koinfekciji s
drugim respiratornim virusima, osobito RSV-om, te je u dijelu studija pronadena povezanost
HMPV/RSV koinfekcije s tezom klinickom slikom (56), dok u drugim studijama ta povezanost
nije potvrdena (57). HMPV se pojavljuje u zimskim i proljetnim mjesecima. Kao i RSV
epidemije, i epidemije HMPV-a imaju dvogodisnji ciklus pojave u sredisnjoj Europi, prethodeci

ili izbijajuci nakon epidemija §to ih je uzrokovao RSV (58).

1.1.9. Humani enterovirusi

Humani enterovirusi (HEV) pripadaju u porodicu Picornaviridae, rod Enterovirus. Naziv
porodice oznaCuje da je rije€¢ o malim (lat. pico - mali) virusima &iji genom ¢ini jednolan¢ana,
pozitivna (+) RNA. Na osnovu bioloskih osobina i serotipizacije humani enterovirusi podijeljeni
su u 5 grupa: poliovirus (tip 1, 2 i 3), coxsackievirusi grupe A, coxsackievirusi grupe B,
echovirusi i enterovirusi. Razvojem molekularnih dijagnosti¢kih metoda uspostavljena je nova
klasifikacija roda Enterovirus u kojoj su ljudski non-polio enterovirusi (NPEV) svrstani u 4 vrste:
HEV-A, HEV-B, HEV-C i HEV-D. Infekcija enterovirusima uglavnom se prenosi fekalno-oralnim

putem, ali mozZe se prenijeti i kapljicnim putem (59).

lako vecina infekcija uzrokovana NPEV prolazi bez simptoma, ili kao blaga febrilna bolest,

NPEV mogu uzrokovati i razliCite teSke simptomatske infekcije (60).

Coxsackievirusi su dobili ime po mjestu Coxsackie u drzavi New York, SAD, gdje su 1948.
godine izolirana 2 soja iz stolice dva djeCaka za koje se sumnjalo da boluju od paraliti¢nog
poliomijelitisa (61). Coxsackievirusi se pojavijuju diliem svijeta. U tropskim i suptropskim
predjelima javljaju se tokom ¢itave godine, a u podrucjima umjerene klime najCeS¢e u ljeto i
ranu jesen. Uzrokuju Sirok spektar klini¢kih sindroma, a zajedno s echovirusima odgovorni su
za viSe od 85% svih sluajeva asepticnog (seroznog) meningitisa. Osim sa slu€ajevima
meningitisa, echovirusi (echo - ,enteric cytopathic human orphan®) se povezuju i s razvojem
febrilne bolesti s ili bez osipa, proljeva u dojen¢adi, akutnog hemoragi¢nog konjunktivitisa,

encefalitisa i Guillain-Barré sindroma. Takoder se naj¢esce pojavljuju u ljeto i ranu jesen. (62)



Tablica 2. Kliniéki sindromi izazvani coxsackievirusima

(prilagodeno iz: Coxsackieviruses Clinical Presentation. Medscape.

Dostupno na: https://emedicine.medscape.com/article/215241-clinical)

Coxsackievirusi grupe A Coxsackievirusi grupe B
Herpangina (tipovi 2-6, 8 i 10) Pleurodinija (tipovi 1-5)
Asepti€ni meningitis (tipovi 2, 4, 7, 9, 10) Asepti¢ni meningitis (tipovi 1-6)
Rijetko paralize (tipovi 7 i 9) Rijetko paralize (tipovi 2-5)
Egzantem (tipovi 4-6, 91 16) Egzantem (tip 5)

Akutni limfati€ni ili nodularni faringitis (tip 10) Meningoencefalitis, miokarditis

novorodencadi (tipovi 1-5)

Pneumonitis novorodendcadi (tipovi 9 i 16) Perikarditis i miokarditis (tipovi 1-5)

Hepatitis (tipovi 4 i 9) Hepatitis (tip 5)

Akutne respiratorne infekcije (tipovi 2, 10, 21, | Akutne respiratorne infekcije i pneumonija

24) (tipovi 4 i 5)
Bolest 8ake, stopala i usta (tipovi 5, 10, 16) Nediferencirana febrilna stanja
(tipovi 1-6)

Od velikog broja serotipova enterovirusa, mnogi se mogu povremeno dokazati u uzorcima iz
diSnog sustava, a serotipovi detektirani predominantno ili isklju€ivo u respiratornim uzorcima
jesu EV-C104, EV-C105, EV-C109, EV-C117, EV-C118 i EV-D68 (63).

Enterovirus 68 (EV-D68) prvi je puta izoliran 1962. godine u Kaliforniji iz uzoraka Cetvero djece
koja su bolovala od pneumonije i bronhiolitisa (64). Od tada se povremeno i sporadi¢no
opisivao, sve do ranih dvijetisuc¢itih godina, kada su Sirom svijeta opisana veca izbijanja
infekcija ovim virusom. Najvece je bilo od sredine kolovoza do listopada 2014. godine diljem
SAD-a, kada je opisano i pet smrtnih sluajeva djece (65). EV-D68 uzrokuje blage infekcije
gornjih didnih putova kao $to su obi¢na prehlada i febrilni respiratorni katar, ali i teSke infekcije
donjih diSnih putova, osobito pneumoniju i bronhiolitis (66). Veci rizik za obolijevanje od tesSkog
oblika bolesti imaju djeca mlada od 5 godina i djeca s astmom (67). Osim respiratornih
infekcija, povezuje se i sa slu€ajevima akutnog flakcidnog mijelitisa (68). EV-D68 se najcesce

detektira kao jedini virus u uzorku, a pojavljuje se pretezno u kasno ljeto i ranu jesen (69).

Noviji enterovirusi koji pripadaju u vrstu HEV-C, otkriveni su u posljednjih 8 godina Sirom svijeta

kao uzro¢nici od blagih do vrlo teskih respiratornih infekcija (63).
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1.2. LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA AKUTNIH RESPIRATORNIH VIRUSNIH
INFEKCIJA

Dijagnostika virusnih infekcija diSnog sustava zapoc€inje 1933. godine otkriéem virusa influence
A. Smith, Andrewes i Laidlaw su inokulirali sekret oboljelog u pokusnu Zivotinju - tvora, koji je

nakon 48 sati poCeo pokazivati simptome bolesti (70).

Suvremena laboratorijska dijagnostika respiratornih virusnih infekcija provodi se izravnim
dokazom virusa ili njegovih antigena ili nukleinskih kiselina u klinickom uzorku, zatim izolacijom
virusa iz klini¢kih uzoraka na stani¢noj kulturi, ili se infekcija dijagnosticira dokazom porasta

titra specifi¢nih protutijela u bolesnikovu serumu (71).

1.2.1. lzravna dijagnostika

Uzorke materijala bolesnika za izravnu detekciju i izolaciju virusa treba uzeti prvih nekoliko
dana od pocetka bolesti. Veéina uzoraka moze se pohraniti nekoliko dana na temperaturi od
4 do 8 °C. Zamrzavanjem uzoraka na temperaturi od -70 °C i nizoj dugotrajnije je oCuvana

infektivnost virusa (72).

Klini¢ki materijali koji se koriste su obrisak nazofarinksa, obrisak Zdrijela, aspirat nazofarinksa
ili ispirak nosa. Kod infekcija donjih diSnih putova mogu se dodatno u opravdanim slu¢ajevima

koristiti i iska$ljaj, endotrahealni aspirat, bronhoalveolarni ispirak i bioptat plu¢a (73).

1.2.1.1. Kultivacija

StaniCna kultura je bioloSki sustav in vitro, u kojem stanice stavljene u umjetni okolis
(laboratorijska hranjiva podloga) zadrZzavaju sposobnost dijeljenja. Stani¢nu kulturu Cine tri
osnovna elementa: prvi je element nosac stanica, a to su plosnate boce ili epruvete od plastike
ili plasti¢ne mikrotitarske plo€ice s bazenima razli€ita volumena. Drugi element stani¢ne kulture
jesu hranjive podloge za umnozavanje stanica, npr. Eagleov medij koji sadrzava puferski
sustav, aminokiseline, vitamine, Secere, Zivotinjski serum, antibiotike i indikator pH sredine.
Treéi element su same stanice. Razlikujemo tri vrste stani¢nih sustava: primarne stanice,

kontinuirane stani¢ne linije i diploidne stanice (74).

Primarne stani¢éne kulture - npr. stani¢na kultura bubrega majmuna (PMK), kultura stanica
bubrega humanog embrija (HEK), kultura stanica pluéa humanog embrija (HEL), kultura
epitelnih stanica traheje humanog embrija (HTEpC). Pripremaju se iz razli€itin tkiva ljudi i
Zivotinja embrionalnog ili odraslog organizma. Zivotni vijek jednoslojne kulture stanica npr.

majmunskog bubrega priblizno je 15 do 20 dana. Tijekom toga vremena oCuvane su osnovne
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karakteristike stanica koje su jednake stanicama njihova izvornog tkiva. U primarnim staniénim
kulturama moze se izolirati veéina respiratornih virusa - humani rinovirus (PMK), adenovirusi
(HEK), respiratorni sincicijski virus (PMK, HEL), virusi influence (PMK), humani koronavirusi
(HTEpC), humani bokavirus (HTEpC) (75) i virusi parainfluence 1-3 (PMK). PIV-4 se teSko
uzgaja u kulturi (76).

Kontinuirane staniéne kulture - npr. kultura stanica raka grlica maternice (HelLa), kultura
stanica karcinoma larinksa (Hep-2), kultura epitelnih stanica bubrega afriCkog zelenog
majmuna (Vero), kultura epitelnih stanica bubrega rezus majmuna (LLC-MK2), kultura stanica
bubrega psa (MDCK), kontinuirana staniéna kultura malignog melanoma (MNT-1),
kontinuirana stani¢na kultura kolorektalnog karcinoma (Caco-2), kontinuirana stani¢na kultura
hepatocelularnog karcinoma (HuH7). Stani¢nu liniju smatramo kontinuiranom onda kada je
broj supkultivacija neogranic¢en. Te stani¢ne linije imaju kromosomske nepravilnosti koje se
oCituju ili u broju ili u gradi kromosoma. Podrijetla su tumorskih stanica ili ,besmrtnih® stanica
nastalih kemijskom obradbom. U kontinuiranim stani¢nim kulturama mogu se izolirati brojni
respiratorni virusi - adenovirusi (HeLa, Hep-2, HUH7), respiratorni sincicijski virus (HeLa, Hep-
2), virusi parainfluence (Vero, HUH7, MNT-1, LLC-MK2) (77), virusi influence (MCDK, HuH?7),
koronavirusi (HUH7), humani bokavirus (Caco-2) (78), humani metapneumovirus (Vero, LLC-
MK2, MNT-1) (79) i humani rinovirus (HelLa, HuH7). HRV-C se ne moZe izolirati u

kontinuiranim stani¢nim kulturama (76).

Diploidne staniéne kulture - u diploidnim stani¢nim kulturama kao $to je kultura pluénih
fibroblasta fetusa (WI-38, MRC-5) mogu se izolirati humani rinovirusi, koronavirusi i
enterovirusi. Diploidne stanice imaju o€uvani kariotip prirodnih stanica od kojih su dobivene, a
supkultivirati ih se moze samo ograniCeni broj pasaza (30 do 50 uzastopnih supkultivacija)
(80).

Nakon inokulacije u stani¢nu kulturu, prisutnost virusa moze se otkriti tipicno za 10 do 14 dana,
odnosno od 5 pa sve do 30 dana, ovisno o virusu. Prisutnost virusa u stani¢noj kulturi moze
se otkriti citopatoloSkim promjenama koje su posljedica umnozavanja virusa. Te se promjene

nazivaju citopati¢nim u¢inkom (CPU) (81).

Adenovirusi stvaraju karakteristiCan CPU, koji se sastoji u zaokruZivanju i grupiranju stanica s
bazofilnim intranuklearnim inkluzijskim tjeleScima (82), a CPU humanog rinovirusa ukljuCuje
ZariSta malih i velikih zaobljenih stanica s piknotiCkim jezgrama i stanicnim debrisom (83).
Respiratorni sincicijski virus se moze prepoznati po stvaranju malih sincicija koji se za nekoliko
dana povecaju i postaju multinuklearni. U podrucju sincicija mogu se vidjeti i citoplazmatske
eozinofilne inkluzije (24). Humani koronavirusi stvaraju CPU u obliku vakuola (84), a pojava
CPU kod humanog metapneumovirusa je varijabilna. Mogu se vidjeti male, zaokruzene,

granulirane stanice, ali i pojava veceg ili manjeg sincicija (85). CPU humanih enterovirusa se
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vidi kao piknoza i liza stanica (86), a CPU virusa parainfluence ukljuCuje zarista zaokruzivanja

i destrukcije, izduzene stanice i mjestimi€nu pojavu sincicija (87).

Tablica 3. Citopati¢ni uCinci (CPU) virusa u stani¢noj kulturi

(preuzeto iz: Presecki V i sur. Virologija. Zagreb: Medicinska naklada; 2002.)

Smrt stanice zaokruzivanje stanice
liza stanice
agregacija stanica

gubitak sposobnosti pri¢vrséivanja na povrSinu

Histoloske promjene virusne inkluzije u jezgri ili citoplazmi

nagomilavanje kromatina uz jezgrinu opnu

Sincicij multinuklearne stanice: fuzija stanica inducirana virusom

Promjene na povrsini stanica | prisutnost virusnih antigena

hemadsorpcija

Virusi influence u veéini sluajeva ne stvaraju citopatic¢ni u¢inak, ali, kao i virusi parainfluence,
tijekom umnozavanja ugraduju svoje glikoproteine (hemaglutinin) na povrsinu inficiranih
stanica. Prisutnost virusnih hemaglutinina na povrsini inficirane stanice ocituje se spajanjem
eritrocita (odredenih vrsta Zivotinja) na hemaglutinin. To je hemadsorpcija. Viruse koji pak
hemaglutinin oslobadaju u podlogu stani¢ne kulture otkriva se s pomoc¢u aglutinacije naknadno
dodanih eritrocita, tzv. postupkom hemaglutinacije. Kona¢na identifikacija i tipizacija
izoliranog virusa izvodi se tipno-specificnim protutijelima koja specificno neutraliziraju
citopati¢ni ucinak virusa ili reagiraju s virusnim antigenima (inhibicija hemaglutinacije).
Prisutnost virusa u stani¢noj kulturi mogucée je otkriti i postupcima izravne ili neizravne

imunofluorescencije, kao i molekularnim metodama (17).

Prednost kultivacije je 5to je moguce izolirati Sirok spektar virusa, ali je potrebno dobro odabrati
stani¢nu kulturu. Takoder je pogodna i za detekciju nepoznatih ili neoCekivanih virusa, kao i za
izolaciju sojeva za epidemioloSke studije i izradu cjepiva. Medutim, to je tehnicCki zahtjevna i
skupa metoda i ne izvodi se izvan referalnih laboratorija, a rezultati ovise o vijabilnosti virusa
ti. brzom transportu i odrzavanju hladnog lanca. Osim toga, buduéi da se vrijeme do
identifikacije virusa mjeri u danima, to je i prespora metoda za pravovremenu odluku o
ljeCenju. Osim ove klasi¢ne kultivacije, postoji i skracéena metoda kultivacije - shell vial
technique kod koje se uzorak centrifugira na stani¢nu kulturu kako bi se pospjesila interakcija
virusa i stanica, te se nakon skracene inkubacije inficirane stanice detektiraju monoklonskim
protutijelima. Moguce je detektirati 8 virusa - Flu A i B, PIV 1-3, RSV, HMPV i AdV. Vrijeme
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detekcije virusa je 48 sati te je to relativno brza metoda koja omogucava pravovremenu odluku
o lije€enju, a takoder ima osjetljivost i specificnost bolju od metoda detekcije antigena.
Medutim, tehnicki je zahtjevna i ne izvodi se izvan referalnih laboratorija, a rezultati isto tako

ovise o brzom transportu i odrzavanju hladnog lanca (88).

1.2.1.2. Nekultivacijske metode detekcije virusa

1.2.1.2.1. Detekcija antigena

1.2.1.2.1.1. Imunokromatografska metoda

Imunokromatografska metoda (Immunochromatographic Assay - ICA) se temelji na upotrebi
trakice koja sadrzZi nitroceluloznu membranu s antitijelima protiv virusnih antigena. Test je
specifican zbog monoklonskih protutijela protiv virusnih antigena koja su konjugirana na
Cestice koloidnog zlata, a konjugat je imobiliziran na poliesterskoj membrani. Nakon 3to se
trakica umod€i u uzorak razrijeden u malom volumenu fiziolodke otopine, uzorak i konjugat se
kre¢u kapilarnim gibanjem i dolaze u kontakt s antitijelima adsorbiranim na nitroceluloznu
membranu. Ukoliko uzorak sadrzi virus, kompleks konjugat-virus ostaje vezan za antitijelo na
nitroceluloznoj membrani. Rezultat je vidljiv nakon 15 minuta kao obojena linija na trakici.
Otopina nastavlja migrirati do sekundarnog reagensa, anti-misjeg IgG poliseruma koji veze
viSak konjugata i stvara drugu obojenu liniju na trakici. Ukoliko su obje linije prisutne, rezultat
je pozitivan, ako je prisutna samo jedna linija, rezultat je negativan, a ukoliko linija nema, test
nije vazeci (89).

Imunokromatografskom metodom mogu se detektirati virusi influence A i B (Influ-A+B Respi-
Strip) i respiratorni sincicijski virus (RSV Respi-Strip). To je vrlo brza i jednostavna metoda
detekcije virusa koja ne iziskuje specijalnu opremu i mozZe se izvoditi izvan viroloSkog
laboratorija. Takav oblik testiranja naziva se point-of-care (POC) testiranje - testiranje na
mjestu gdje se bolesniku pruza skrb. Test takoder pokazuje i dobru negativnhu prediktivnu
vrijednost (broj stvarno negativnih nalaza / broj svih negativnih nalaza) u vrijeme kada je
prevalencija virusa visoka npr. u sezoni influence. Nedostatak testa, osim moguénosti
detekcije malog broja virusa, je i manja osjetljivost i specifi¢nost u odnosu na druge metode
detekcije antigena kao Sto je izravna imunofluorescencija, a takoder i niska pozitivha
prediktivna vrijednost testa (broj stvarno pozitivnih nalaza / broj svih pozitivnih nalaza) u

vrijeme niske prevalencije virusa (88).
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1.2.1.2.1.2. Imunofluorescentna metoda

Izravna imunofluorescencija (Direct Immunofluorescent Assay - DFA) je metoda u kojoj se
potencijalno inficirane epitelne stanice diSnog sustava iz uzorka fiksiraju na predmetno
stakalce. Specifi¢na protutijela na testirani virusni antigen obiljezena su fluorescentnom bojom
(fluorescein izotiocijanatom) i dodaju se na pripravak antigena. Nakon inkubacije stakalca se
ispiru i gledaju u snopu ultraljubi¢astoga svjetla s pomocu fluorescentnog mikroskopa. Vidljiva
fluorescencija otkriva prisutnost antigena u testiranom uzorku. U postupku neizravne
imunofluorescencije (Indirect Immunofluorescent Assay - IFA) upotrebljava se sekundarno
antiimunoglobulinski obiljezeno protutijelo radi ja¢eg fluorescentnog signala. Pripravku uzorka
najprije se dodaje neobiljezeno protutijelo specificno za trazeni virusni antigen. To su ve¢inom
kunicji imunoglobulini. Potom se nastali kompleksi antigena i protutijela otkrivaju sekundarnim
antiimunoglobulin obiljezenim protutijelima. Sekundarna antiimunoglobulinska protutijela

obi¢no potje€u od koze i specificha su na kuni¢je imunoglobuline (90).

Detekcija virusa izravno iz klinickog materijala imunofluorescentnom metodom s pomocu
monoklonskih protutijela je brza metoda koja omogucuje potvrdu prisutnosti virusnih antigena
u roku 2 do 4 sata. Moguce je detektirati 8 respiratornih virusa - Flu Ai B, PIV 1-3, RSV, HMPV
i AdV. Osijetljivost imunofluorescentne metode u prosjeku je oko 81% i najviSa je za respiratorni
sincicijski virus (84-99%), dok je najniza za adenoviruse (do 58%). Nedostatak metode je sto
je potreban adekvatno opremljen laboratorij i oprema (fluorescentni mikroskop) (73). Novija
metoda je automatizirani imunofluorescentni esej €iji je spektar detekcije prosiren za HCoV-
OC43 i HBoV. Uzorak se postavi u aparat koji mjeri fluorescentni signal specificnih
imunokompleksa vezanih na polistirenske Cestice. To je vrlo brza metoda s vremenom
detekcije virusa od 20 minuta do 2 sata, a testiranje se moze provoditi i u nelaboratorijskim
uvjetima - point-of-care (POC) testiranje. Test ima bolju osjetljivost i specificnost u odnosu na
druge metode detekcije antigena, medutim ima visoku cijenu i potrebna je specijalna oprema
(88).

1.2.1.2.1.3. Imunoenzimska metoda

U imunoenzimskoj reakciji (Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA) upotrebljavaju se
specifitna protutijela obiliezena enzimom (peroksidaza ili alkalna fosfataza). U izravnoj
imunoenzimskoj reakciji (Direct ELISA) obiljeZzena protutijela specificna na virusne antigene
adsorbirana su za dno i stijenke bazena mikrotitarske plo¢e. Uzorak pacijenta s potencijalno
prisutnim virusnim antigenima dodaje se u bazene. Nakon inkubacije u sve bazene dodaju se
obiljezena specifiCna protutijela. Nastalom imunokompleksu (protutijelo + antigen + obiljezeno

protutijelo; antigen je u sendvi€u izmedu dvaju protutijela) dodaje se supstrat kojeg ¢e enzim
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hidrolizom pretvoriti u boju. Intenzitet boje mjeri se fotometrom. Sto je boja intenzivnija, vise je
antigena prisutno u uzorku. U neizravnoj imunoenzimskoj reakciji (Sandwich ELISA) faza 1i 2
jednake su fazama postupka izravne imunoenzimske reakcije. U tre¢oj fazi dodaju se
specificna protutijela na antigen koja su priredena u vrsti pokusne zivotinje razliCite od vrste
uporabljene za izradu protutijela prve faze. Potom se dodaju antiimunoglobulini obiljezeni
enzimom. Dodavanjem supstrata enzimi ¢e ga pretvoriti u obojeni produkt. Reakcija se otkriva

fotometrijskim mjerenjem intenziteta nastale boje (91).

A 1. protutijelo adsorbirano 2. uzorak s virusnim 3. protutijelo obiljezeno
na nosac reakcije antigenima enzimom (E)
|
} } \ ’ _4.supstrat
L& @ (
~=~ boja
B 4. antiimunoglobulin
1. protutijelo adsorbirano 2. uzorak s virusnim 3. specificno obiljezen enzimom (E)

na nosac reakcije antigenima protutijelo na

antigen \ ‘ S 5. supstrat
.@ | =) (
S o f ~~ boja

-

Slika 1. A - izravna; B - neizravna imunoenzimska reakcija za otkrivanje virusnih antigena u

uzorku

(preuzeto iz: Kaleni¢ S i sur. Medicinska mikrobiologija. Zagreb: Medicinska naklada; 2013.)

Imunoenzimska metoda koristi se za brzo otkrivanje virusnih antigena (15-30 min), naj¢esée u
dijagnostici virusa influence A i B i respiratornog sincicijskog virusa. Osjetljivost
imunoenzimske metode vrlo je raznolika i moze se kretati u rasponu 44-95% u dijagnostici
virusa influence i 59-89% pri otkrivanju RSV-a. Tijekom povec¢ane incidencije infekcija didnih
putova (prosinac-ozujak), osjetljivost ELISA testa za RSV poveéava se na 93-100%, a za
viruse influence do 74-100% (92). Imunoenzimski testovi obi€no su namijenjeni za koristenje
u akutnim infekcijama kada je prisutan velik broj virusnih Cestica. KliniCki uzorci uzeti prekasno
ili preuzeti i pohranjeni na pogreSan nacin (zamrzavanje materijala mozZe dovesti do
degradacije antigena i kao rezultat smanjuje osjetljivost ispitivanja) mogu sadrzavati

koncentraciju antigena ispod praga otkrivanja (73).
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1.2.1.2.2. Molekularne metode detekcije

1.2.1.2.2.1. Detekcija DNA/RNA

Metodama detekcije zasnovanim na nukleinskim kiselinama otkrivaju se za virus specifi¢ni
nizovi DNA ili RNA (nucleic acid tests - NATSs). Nukleinska kiselina virusa izolirana je iz uzorka
te se dio specifiCan za patogen amplificira, odnosno umnozi, kako bi se povecala osjetljivost
ovih testova. Buduci da je u uzorku prisutna mala koli¢ina virusnog genoma, amplifikacija je
nezaobilazan korak, te se nazivaju i metode detekcije zasnovane na amplifikaciji nukleinskih
kiselina (nucleic acid amplification tests - NAATs). UmnoZena nukleinska kiselina se detektira
gel elektroforezom, spektrofotometrijski ili pomocéu specifi€nih proba koje se komplementarno

vezu na ciljnu nukleinsku kiselinu (93). Postupci amplifikacije nukleinskih kiselina su:
Lanc¢ana reakcija polimerazom

Lantana reakcija polimerazom (Polymerase Chain Reaction - PCR) je metoda
eksponencijalne in vitro sinteze fragmenata molekule DNA. Tom metodom se relativno kratki

dio DNA umnozava u veliki broj identiénih kopija.

Izolirana DNA odnosno dvolan€ana DNA koja sadrzi fragment od interesa naziva se DNA
matrica. DNA matrica sluzi kao kalup po kojem se vrSi umnazanje fragmenta od interesa
odnosno sinteza amplikona. Amplificirani fragment od interesa ne smije biti manji od 50 ni veci

od 35000 parova baza.

Za izvodenje PCR-a, pored izolirane DNA potreban je niz reagensa koje zajedno nazivamo

PCR mje8avina (eng. PCR master mix). PCR mje3avina sadrzi:

Pocetnice (eng. primers) - in vitro sintetizirani jednolan¢ani oligonukleotidi duzine 20-30
nukleotida Cije su sekvence komplementarne krajevima DNA fragmenata od interesa. Za
umnazanje jednog DNA fragmenta potrebne su dvije pocetnice; F (eng. forward) pocetnica
komplementarna 5' kraju DNA fragmenta te R (eng. reverse) pocetnica komplementarna 3'
kraju. Specificnost PCR reakcije temelji se na specifi¢nosti sekvenca pocetnica. Pocetnice Cija
je sekvenca specificna za to¢no odredeni fragment DNA uvjetovat ¢e umnaZzanje isklju€ivo
doticnog fragmenta DNA matrice. Razvijeni su i multiplex PCR protokoli kojima se u
jedinstvenoj PCR reakciji, koristenjem adekvatnog broja specifi¢nih pogetnica, umnazaju dva

ili viSe specificna fragmenta DNA matrice.

dNTP (eng. deoxynucleoside triphosphates) - smjesa deoksinukleozid trifosfata (dATP,
dTTP, dCTP i dGTP). Deoksinukleozid trifosfati su osnovne gradevne jedinice DNA, te se
njihovom polimerizacijom u PCR-u sintetiziraju amplikoni odnosno umnaza DNA fragment od

interesa.
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DNA polimeraza - enzim s funkcijom sinteze odnosno replikacije DNA. U PCR reakciji
najéesSce se koristi Taq polimeraza izolirana iz bakterije Thermus aquaticus koja zivi u
termalnim izvorima. Upravo je stoga Taq polimeraza otporna na visoke temperature i

najaktivnija oko 70 °C.
MgCI2 - ioni magnezija neophodni su za aktivnost DNA polimeraze.

PCR pufer - standardni pufer u kojem se odvija PCR. Po sastavu je blago luznata vodena
otopina soli poput primjerice KCl i MgCla.

Reakcijska smjesa (DNA matrica i PCR mjeSavina) stavlja se u PCR tubice koje se potom
polazu u termocycler aparat. Termocycler aparat izvodi zadani PCR protokol te se PCR

reakcija provodi pod kontrolom rac¢unala.
Osnovni PCR protokaol:

Inicijalizacija (eng. initialization) - u prvome stadiju grijanje (90-98 °C) uzrokuje kidanje
vodikovih veza izmedu A-T i C-G, odnosno odvajanje lanaca izdvojene DNA, te se dvolanana

DNA denaturira na jednolan¢ane molekule.

Umnazanje (eng. amplification) - ciklus umnazanja ponavlja se viSe puta (20-50) kako bi se
eksponencijalno povecao broj umnozZenih fragmenata DNA (amplikoni). U ponovljenim
ciklusima umnaZzanja, pored osnovne DNA matrice, i novosintetizirani amplikoni sluze kao

kalup za umnaZzanje fragmenata.

1. Denaturacija (eng. denaturation) - svaki ponovljeni ciklus umnazanja zapoc€inje
grijanjem na 90-98 °C i denaturacijom DNA. U ponovljenim ciklusima umnazanja, pored
osnovne DNA matrice, i novosintetizirani amplikoni sluze kao kalup za sintezu novih

lanaca.

2. Prijanjanje (eng. annealing) - u drugom stadiju sniZzavanjem temperature dolazi do
hibridizacije DNA i pocetnica, odnosno ponovne tvorbe vodikovih veza izmedu
pocCetnica i komplementnih nukleotidnih sekvencija lanca DNA. Temperatura ovisi o

vrsti poCetnica, no uglavnom je izmedu 45 i 65 °C.

3. Elongacija (eng. elongation) - faza sinteze amplikona, tj. novih DNA lanaca na
temperaturi 70-80 °C. Taj je lanac u biti ekstendirani dio svake pocetnice, a za njegovu

sintezu potrebni su DNA polimeraza i supstrat nukleotida.

Terminacija (eng. termination) - dovrSavanje sinteze nedovrSenih amplikona na temperaturi
70-80 °C. Nakon ponavljanja PCR ciklusa zadani broj puta, korakom terminacije zavrSava PCR

reakcija.

Odrzavanje (eng. hold) - nije dio PCR reakcije ve¢ pomoc¢ni korak koji osigurava stabilnost

amplikona na 4-15 °C do njihove upotrebe ili pohrane. Amplikoni su u normalnim uvjetima
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stabilni te se mogu skladistiti mjesecima na 8 °C, godinama na -20 °C i neodredeno na -80 °C

ili u teku¢em dusiku (94).
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Slika 2. Lan€ana reakcija polimerazom za amplifikaciju specificne sekvencije DNA

(preuzeto iz: Kaleni¢ S i sur. Medicinska mikrobiologija. Zagreb: Medicinska naklada; 2013.)

Amplifikacija RNA postupkom reverzne transkripcije

Amplifikacija RNA postupkom reverzne transkripcije (Reverse Transcription PCR - RT-PCR)
je metoda u kojoj je polazni genetski materijal molekula RNA buduci da su mnogi virusni
genomi prisutni samo kao RNA. Cilina se RNA mozZe detektirati PCR-om pod odredenim
uvjetima. lzdvojena molekula RNA najprije se mora pretvoriti u komplementarni lanac DNA
(eng. copy DNA, cDNA). Ta se pretvorba radi s pomocu reverzne transkriptaze. Komercijalni
pripravak termostabilne polimeraze DNA dobiven je iz termofilne bakterije Thermus
thermophilus (Tth pol) ili Thermus aquaticus (Taq pol) . Ta termostabilna polimeraza DNA
posjeduje u€inkovitu aktivnost reverzne transkriptaze. Novonastale cDNA rabe se kao kalupi

u PCR-u (95, 96).
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Tablica 4. Metode detekcije zasnovane na amplifikaciji nukleinskih kiselina (NAATS)

(preuzeto iz: Ljubin Sternak, S. Suvremena dijagnostika virusnih infekcija diSnog sustava.

Dostupno na: www.stampatr.hr/sites/default/files/Projekti/ljubin_sternak - suvremena_dg.pdf)

METODA

GLAVNE ZNACAJKE

Konvencionalni PCR

- detekcija na gelu ili spektrofotometrom

spor (2 dana)
nema kvantifikacije

visok rizik kontaminacije

Real-time PCR

- istovremena detekcija uz amplifikaciju
(hidroliza fluorescentnih proba emitira

signal)

Vazno je da se postupak pretvaranja RNA u
cDNA, oznac¢avan karticom RT-PCR, ne
zamijeni s kvantitativnim PCR-om (eng.
guantitative PCR, gPCR) koji se
alternativno jo$ naziva i PCR u realnom

vremenu (eng. real-time PCR, rt-PCR)!

moguc¢nost kvantifikacije

ograni¢ena mogucnost detekcije visSe

patogena istovremeno (do 5)

PCR vezan uz Luminex tehnologiju

detekcije

- klasi¢ni PCR uz detekciju amplikona
hibridizacijom na specificno oznacene

mikroc¢estice koje se detektiraju laserom

velik broj detekcije viSe patogena

istovremeno

nema mogucénosti kvantifikacije

Izotermalne reakcije (NASBA, LAMP)

- izotermalni enzimi koji dovode do
stvaranja intermedijarnih DNA ili RNA/DNA
produkata

nije potreban termalni cycler
nije potreban RT korak za RNA viruse

kvantifikacija zahtjevna

Brzi dijagnostic¢ki instrumenti - POC
molekularni testovi

- integrirana izolacija i amplifikacija
nukleinskih kiselina u zatvorenim kasetama

ili vreGicama

odliéni POC testovi, ali zatvoreni sustavi
kontaminacija svedena na minimum

skupi
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http://www.stampar.hr/sites/default/files/Projekti/ljubin_sternak%20-%20suvremena_dg.pdf

Metode detekcije zasnovane na amplifikaciji nukleinskih kiselina (NAATSs) danas su prihvacene
kao jedan od zlatnih standarda molekularne biologije u biomedicini i zdravstvu zbog svoje
visoke specificnosti i osjetljivosti, jednostavnosti i sve veée automatiziranosti. To su vrlo brze
metode s vremenom detekcije virusa od 30 minuta do 2 dana, a spektar detekcije virusa ovisi
o specifitnim pocCetnicama i metodi te je moguéa istovremena detekcija od jednog do nekoliko
desetaka patogena. Posebno su pogodne za viruse koji se teSko kultiviraju ili se ne mogu
kultivirati kao $to su HBoV i PIV-4 (97).

Za razliku od vecéine tradicionalnih mikrobioloSkih dijagnostickih postupaka, za PCR testiranje
potrebna je vrlo mala koli¢ina uzorka, a ¢ak se i izrazito male koli¢ine DNA mogu uspjeSno
umnoziti metodom nested PCR kojom se PCR produkt iz prve PCR reakcije koristi kao kalup
za novi PCR. Takoder, modifikacijom konvencionalnog PCR-a u real-time PCR, postavijanje
dijagnoze nadopunjuje se kvantitativhim nalazom prisustva infektivnog agensa, a kvantifikacija
virusa u uzorku mozZe pomoci i kod razlu€ivanja pravog uzroCnika bolesti u slu¢ajevima

kodetekcije viSe respiratornih virusa (98).

Pored navedenih karakteristika, PCR je iznimno vrijedna metoda dijagnostike infektivnih
bolesti jer prepoznaje isklju€ivo zivi ili neposredno umrli mikroorganizam. Naime, DNA
odumrlog mikroorganizma brzo je razgradena djelovanjem okolnog tkiva i imunoloSkog
sustava domacina. Zbog toga PCR prepoznaje gotovo isklju€ivo aktivnu infekciju neovisno o
stupnju razvijenosti kliniCke slike. |z istog razloga PCR testiranje ne signalizira u proslosti

preboljele infekcije Sto je pak veliki nedostatak nekih imunoloskih dijagnostickih testova (94).

Medutim, visoka osjetljivost NAATs nosi sa sobom rizik da se detektira asimptomatsko
izlu€ivanje virusa, a postoji i moguénost kontaminacije zbog velike osjetljivosti $to ¢e dovesti
do pojave lazno pozitivnih rezultata. Takoder, provodenje ovih metoda zahtijeva skupu opremu

te visoku profesionalnost i educiranost laboratorijskog osoblja (88).

1.2.2. Neizravna dijagnostika

Uzorak bolesnikove krvi uzima se za dokaz specificnih protutijela na virusne antigene i
mjerenje njihove razine u svrhu utvrdivanja imunosnog odgovora na virusnu infekciju. Za
seroloska testiranja rabi se serum odvojen iz uzorka bolesnikove krvi. Uobi¢ajeno se uzima 8-
10 mL venske krvi, odnosno 3-4 mL u djece. Epruvetu s uzorkom krvi treba ostaviti na sobnoj
temperaturi najmanje 20-30 minuta, sve dok se ne stvori ugrusak. UgruSak se potom odstrani,

a preostali se dio centrifugira radi izdvajanja seruma (99).

Uzorak seruma moze se pohraniti na temperaturi od 4 do 6 °C nekoliko tjedana, a dugoro¢no

se pohranjuje na temperaturi -20 °C i nizoj (17).
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1.2.2.1. Detekcija specificnih protutijela u bolesnikovu serumu

Primarne virusne infekcije karakterizira promjena imunosnoga statusa od neprisutnih do
prisutnih specificnih protutijela u serumu inficiranog domacina. To je ,seroloska konverzija“ ;
od pocetka infekcije razine su specifiénih protutijela u krvi postupno sve vise. Akutna infekcija
se moze dokazati i otkrivanjem prisutnih odredenih imunoglobulinskih klasa (IgM, IgA) kao i
usporedbom titra protutijela u uzorcima bolesnikova seruma uzetih u pravilnim razmacima
tijekom bolesti. Na akutnu infekciju upuéuje Cetverostruki (ili visi) porast titra protutijela izmedu
seruma uzetih u akutnoj fazi bolesti i seruma uzetih tijekom rekonvalescentne faze. Serume
akutne i rekonvalescentne faze bolesti treba testirati istodobno. Uzorke krvi u akutnoj fazi
bolesti pozeljno je uzeti $to prije, ne nakon 5 do 7 dana od pocetka bolesti. Uzorci
rekonvalescentne faze bolesti obi€no se uzimaju 10 do 14 dana nakon uzimanja uzoraka
akutne faze bolesti. Ponovne infekcije (reinfekcije) domacina, kasnije tijekom Zivota, uzrokuju

anamnesticki (sekundarni ili dodatno pojacani ,booster”) odgovor (72).

1.2.2.1. Postupci u seroloSkoj dijagnostici virusnih infekcija diSnog sustava

Postupci koji se primjenjuju u seroloskoj dijagnostici virusnih infekcija mogu se svrstati u tri
skupine:
1. Postupci kojima se izravno dokazuje interakcija antigena i protutijela - neizravni

imunoenzimski postupak, neizravni imunofluorescentni postupak

2. Interakcija antigena i protutijela koja se otkriva pojavama nespecificnima za virus -

reakcija vezanja komplementa

3. Dokazivanje protutijela koja inhibiraju neku od funkcija virusa - neutralizacijski test,

inhibicija hemaglutinacije (17)

1.2.2.1.1.1.  Neizravni imunoenzimski postupak

U neizravhom imunoenzimskom postupku (Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA)
virusni su antigeni vezani za nosac reakcije (npr. stijenke i dno bazena mikrotitarske ploce)
radi hvatanja i odvajanja specifi¢nih protutijela iz testiranog uzorka seruma. Protutijela vezana
za antigen dokazuju se s pomocu protutijela na ljudske imunoglobuline obiljezene enzimom.
Razine protutijela odreduju se spektrofotometrijski na osnovi intenziteta boje nastale
enzimatskom promjenom upotrijebljenog supstrata. Rezultati ELISA postupka izrazavaju se

kvalitativno (pozitivno, negativno) ili kvantitativno (titar, laboratorijske jedinice) (100).
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antigen adsorbiran u ispiranje suvisnog antigena, dodavanje seruma, ispiranje, dodavanje
bazenu mikrotitarske prisutna se protutijela vezu na antigen, protuljudskog IgG-a
ploce tvorba kompleksa antigen-protutijelo obiljezenog enzimom

e

* ] —

’ ...Ob pozitivno
OOOOOO negativno

-

pozitivna se reakcija
ocituje promjenom boje

Slika 3. Neizravni imunoenzimski postupak (ELISA) za otkrivanje specifi¢nih protutijela u

testiranim uzorcima bolesnikova seruma; Ag - antigen; Pt - protutijelo; E - enzim; S - supstrat

(preuzeto iz: Kaleni¢ S i sur. Medicinska mikrobiologija. Zagreb: Medicinska naklada; 2013.)

1.2.2.1.1.2.  Neizravni imunofluorescentni postupak

Neizravni imunofluorescentni postupak (Indirect Immunofluorescent Assay - IFA) primjenjuje
se za detekciju specificnih virusnih protutijela u uzorcima bolesnikova seruma s pomocu
stanica inficiranih virusom i pri€vr§¢enih na predmetno stakalce. Nastalom kompleksu antigen-
protutijelo se dodaje protutijelo na ljudske imunoglobuline obiljezeno fluorescentnom bojom,
te se kompleks otkriva nastalom fluorescencijom u snopu ultraljubiCastih zraka pomoéu

fluorescentnog mikroskopa (100).

1.2.2.1.1.3. Reakcija vezanja komplementa

Reakcija vezanja komplementa (RVK) je postupak kojim se dokazuje prisutnost kompleksa
antigen-protutijelo s pomodéu aktiviranoga komplementa; ako se komplement veZe za
kompleks antigen-protutijelo, tada izostaje liza eritrocita u indikatorskom sustavu (ovd;ji eritrociti
+ hemolizin). U suprotnome, ako u testiranom serumu nema protutijela, komplement se ne
veze za kompleks, nego nastaje liza eritrocita u indikatorskom sustavu. Prije izvodenja
serolo8ke reakcije potrebno je ukloniti komplement prisutan u testiranom uzorku seruma tako

da se serum toplinski obradi u vodenoj kupelji (30 min/56 °C) (101).
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1.2.2.1.1.4. Neutralizacijski test

Neutralizacijski test (NT) se osniva na tome da protutijela vezana za virusnu Cesticu
onemogucuju virusu vezanje za receptore primljivin stanica. Protutijela neutraliziraju virus i
inhibiraju infekciju staniCne kulture, pa izostaje pojava citopati¢énog ucinka virusa u kulturi.
Neutralizacijska su protutijela humoralni odgovor na tipno-specifi¢ne virusne antigene. Nastaju

rano u tijeku infekcije i dugo perzistiraju (102).

1.2.2.1.1.5. Inhibicija hemaglutinacije

Inhibicija hemaglutinacije (IHA) primjenjuje se u seroloSkoj dijagnostici virusnih bolesti koje
uzrokuju hemaglutinacijski virusi koji su sposobni aglutinirati eritrocite Covjeka (krvna grupa 0)
i razliCitih vrsta Zivotinja (npr. pile, zamorac). Ta se reakcija moze specifi€no inhibirati krvnim
serumima koji sadrzavaju specificna heminhibicijska protutijela. Protutijela iz seruma inhibiraju

vezanje virusa za eritrocite, odnosno inhibiraju aglutinaciju eritrocita (103).

Tablica 5. Seroloski testovi za dokaz specifi€nih protutijela na virusne antigene

(prilagodeno iz: Kaleni¢ S i sur. Medicinska mikrobiologija. Zagreb: Medicinska naklada; 2013.)

Protutijela na antigene virusa Seroloski postupak

HRV ELISA, RVK, NT, IHA

AdV ELISA, IFA, RVK, NT, IH

RSV ELISA, IFA, RVK, NT

PIV RVK, NT, IHA

Flu ELISA, IHA

HCoV ELISA, IFA, RVK, IHA (HCoV-OC43)
HBoV ELISA, IFA

HMPV ELISA, IFA

HEV IFA, RVK, NT, IHA

Dokazivanje porasta titra specifi¢nih protutijela upotrebljava se uglavnom retrospektivno za
epidemioloSka istrazivanja te radi otkrivanja najimunogenijeg proteina virusa u proizvodnji
cjepiva. Rutinska primjena seroloSke dijagnostike ¢esto nema dijagnostiCku vaznost zbog
velikog broja razli€itih serotipova i nedovoljne krizne reaktivnosti. Osim toga, utvrdivanje

dinamike stvaranja protutijela moZe biti otezano zbog kriznih reakcija izmedu protutijela i
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srodnih virusnih antigena, npr. infekcija virusom parainfluence jednog tipa koja se pojavljuje u
prisutnosti protutijela za drugi tip. SeroloSki odgovor u djece Cesto je slab, a stvaranje
protutijela moze katkad i izostati unato¢ prisutnosti teSkog oblika bolesti (17). U Odsjeku za
viroloSku serologiju i zoonoze Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo radi se seroloSka
dijagnostika adenovirusa, virusa influence, virusa parainfluence i respiratornog sincicijskog
virusa (104).

1.3.  KLINICKI OBLICI AKUTNIH RESPIRATORNIH INFEKCIJA

Klini¢ki se akutne respiratorne infekcije odituju cijelim spektrom razli¢itih simptoma i razli¢itom
tezinom bolesti, $to ponaijprije ovisi o otpornosti, odnosno sklonosti Eovjeka prema infekciji, a
zatim i o vrsti i patogenosti uzro€nog mikroorganizma. Zbog toga su ARI najucestalije i s tezim
klinickim slikama u ranoj djecjoj, poglavito dojenackoj dobi, u kojoj joS nije dovrSeno
dozrijevanje, niti uspostavljena puna funkcija imunosnog sustava. Vjerojatnost da ¢e se nakon
ekspozicije razviti klinicki uo€ljiva bolest jest 1:1 ili 1:2 za dojencad, a 1:4 ili 1:5 u starije djece
i odraslih (2). Osim toga, jedan uzro€nik moze uzrokovati razliCite oblike bolesti, a odredeni
klini¢ki sindrom moze biti uzrokovan razli€itim mikroorganizmima. Akutne respiratorne infekcije

klinicki se dijele na infekcije gornjih i infekcije donjih didnih putova (6).

1.3.1. Infekcije gornjih diSnih putova

Infekcije gornjih diSnih putova (IGDP) viSestruko su ¢esce, te u pravilu lakSe od infekcija donjih
diSnih putova. Najvaznije komplikacije virusnih infekcija gornjeg dijela diSnog sustava jesu
upala sinusa (sinusitis) i srednjeg uha (otitis media). One u pravilu nastaju nakon prethodne
virusne infekcije kao rezultat superinfekcije, odnosno prodora kolonizirajuéih bakterija iz
nazofarinksa prirodnim komunikacijskim putovima u sinusne Supljine i srednje uho. Najvazniji
bakterijski uzro€nici superinfekcija su Streptoccocus pneumoniae, Haemophilus influenzae i

Moraxella catarrhalis (6).

1.3.1.1.  Akutni nazofaringitis (obi¢na prehlada)

Najblazi oblik bolesti, bez poviSene temperature, naziva se akutni nazofaringitis, odnosno
obi¢na prehlada. Obi¢na prehlada pojavljuje se tijekom cijele godine, ali je zimi ¢eSc¢a zbog
slabije otpornosti respiratorne sluznice, c¢eS¢ih i blizih medusobnih dodira ljudi i

neprovjetravanja prostorija. UzroCnici su razliCiti respiratorni virusi, u pravilu oni slabije
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virulencije. Najvazniji i najbrojniji su rinovirusi, zatim po uCestalosti slijede koronavirusi, virusi

parainfluence, respiratorni sincicijski virusi te zimi virusi influence (18).

Prehlada je vrlo blaga bolest, a istiC¢u se samo lokalni respiratorni simptomi - hunjavica, kihanje,
osjeCaj punoce i zalepljenosti nosa, peCenje o€iju, a katkad i blaza grlobolja. Uz to se
pojavljuje sekrecija bistrog, tekuéeg ili sluzavog iscjetka iz nosa. U manjeg broja oboljelih
pojavljuje se i nadrazajni kasalj, koji nije dugotrajan. Osjet mirisa je obi¢no oslabljen. Zbog
edema i zaCepljenosti Eustachijeve cijevi mozZe se pojaviti i zagluSenost s blazim bolima u uhu,
Sto je osobito karakteristicno u male djece. PoviSena temperatura i drugi op¢i simptomi obi¢no
izostaju. Bolest je samoizljeCiva nakon prosje¢nog trajanja od 4 do 6 dana, a u nekih bolesnika

respiratorni simptomi mogu potrajati i do dva tjedna (105, 106).

1.3.1.2.  Febrilni respiratorni katar

Prehlada koja je praéena povisenom temperaturom i drugim opcéim simptomima naziva se
febrilni respiratorni katar (lat. catarrhus febrilis respiratorius - CFR). Taj naziv izvodi se iz samih
simptoma, a oznacuje bolesnika s poviSsenom temperaturom (febrilan) i nekim respiratornim
simptomima (respiratorni) te virusnom naravi upale koja je kataralna (katar), za razliku od
gnojne (bakterijske) upale (105). UzroCnici su razli€iti respiratorni virusi, koji imaju jacu
virulenciju. Najvazniji su virusi parainfluence (tipovi 1, 2 i 3) i adenovirusi, a u male djece
osobito je Cest respiratorni sincicijski virus. Tezina bolesti ovisi o vrsti i patogenosti uzroénika
te otpornosti Covjeka, a simptomi se pojavljuju u Citavom spektru od konjunktivitisa, hunjavice,

zacepljenosti nosa do grlobolje, promuklosti, kaslja i znakova karakteristi¢nih za krup (18).

1.3.1.3.  Tonzilofaringitis

U starije djece i adolescenata Cesto se pojavljuje tonzilofaringitis, akutna upala sluznice zdrijela
i Waldeyerova limfatiCkog prstena (tonzila i adenoidnih vegetacija) uzrokovana razli€itim
virusima (rinovirusi, koronavirusi, adenovirusi, virusi parainfluence), atipi¢nim bakterijama i 3-
hemolitiCkim streptokokom grupe A (BHS-A) (1). U tonzilektomirane djece obi¢no govorimo o
akutnom faringitisu. Glavni simptom tonzilofaringitisa jest bol u zdrijelu, osobito pri gutanju. U
dojenc¢adi i male djece koja ne znaju lokalizirati i opisati bol, prvi simptom moze biti odbijanje
hrane (2). Klju¢no je razlikovati faringitis uzrokovan BHS-A od znatno ¢e$¢ih virusnih
faringitisa. Vjerojatnost streptokokne angine procjenjuje se na temelju Centorovih kriterija:
nagao pocetak uz febrilitet > 38°C, gnojni eksudat na tonzilama, povecani i bolni angularni
vratni limfni ¢vorovi, odsutnost kataralnih simptoma i kaslja (4 boda - bolesnici s velikom

vjerojatnoS¢u za streptokoknu grlobolju, 2-3 boda - bolesnici s umjerenom vjerojatnoScu za
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streptokoknu grlobolju, 0-1 bod - bolesnici s malom vjerojatnod¢u za streptokoknu grlobolju).
Ipak, definitivna dijagnoza faringitisa uzrokovanog B-hemolitiCkim streptokokom grupe A
pocCiva na mikrobioloSkom dokazu uzro¢nika u kulturi (,zlatni standard®) i/ili testovima za brzi

dokaz antigena u obrisku Zdrijela (107).

Tablica 6. Razlike izmedu streptokokne angine i virusnih tonzilofaringitisa

(preuzeto iz: Kuzman I. Osobitosti akutnih respiratornih infekcija u starije djece i adolescenata.

Medicus, 19(1_Adolescencija_2). 2010:41-50.)

gnojnim eksudatom

Znacajke Streptokokna Virusni
angina tonzilofaringitis
Pocetak nagao postupan
Temperatura vrlo visoka, cesto s umjereno povisena,
tresavicom bez tresavice
Opci simptomi | jace izrazeni manje izrazeni
Respiratorni samo griobolja, hunjavica, konjun-
simptomi osobito naglasena ktivitis, promuklost,
kasalj; grlobolja je
slabije istaknuta
Zdrijelo izrazito crveno s crveno bez eksuda-

ta ili sa seroznim
eksudatom

Limfni ¢vorovi

angularni povecéani
i bolni

mogu biti poveéani
svi na vratu, nisu
bolni

Broj leukocita

leukocitoza s

obi¢no normalan s

neutrofilijom limfocitozom
Obrisak BHS, skupina A negativan
Zdrijela
LijeCenje antibiotik simptomatsko

1.3.1.4.  Akutni laringotraheobronhitis (krup)

Akutni laringotraheobronhitis (krup) je virusna infekcija respiratornog sustava od koje
obolijevaju uglavnom djeca u dobi od 6 mjeseci do 3 godine Zivota (108). NajceS¢e ga uzrokuje
virus parainfluence tip 1, ali i tipovi 2 i 3, respiratorni sincicijski virus te virusi influence A i B.
Pojavi krupa prethodi jedan do nekoliko dana poviSene temperature i simptoma infekcije
gornjih diSnih putova (sekrecija iz nosa, crvenilo i peCenje u grlu, kasalj). PoCetak krupa
obiljezava pojava promuklosti i neproduktivnoga laveznog kaslja, uz brz razvoj inspiratornog

stridora. To su karakteristi€ni znakovi krupa koji nastaju kao posljedica upalnih promjena na
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sluznicama larinksa i traheje, i opstrukcije osobito u subglotickom podrucju. Stridor je zvuéni
fenomen koji nastaje aktivnim uvlatenjem zraka kroz suzeno subgloticko podrucje u inspiriju.
Zbog visoke popustljivosti stijenki zracnih putova u dojen¢adi i male djece opstrukcija je u njih
najintenzivnija. Brzemu nastanku i veéemu stupnju opstrukcije pridonosi opcenito uzak promjer

larinksa i glotisa u djecjoj dobi (18).

Za razliku od blagog oblika bolesti, djeca s umjerenim i teSkim oblikom krupa razvijaju
tahipneju, obiéno 35-45/min, te pri disanju koriste pomocnu respiratornu muskulaturu (109), a
auskultatorno se uz inspiratorni stridor nalaze i Sumovi, hropci, pa ¢ak i produzeni izdisaj. Krup
je u vecéini sluCajeva samoizljeCiva bolest s trajanjem 3-7 dana. Simptomi blagog
laringotraheobronhitisa povlace se ve¢ nakon 48 sati. Manje od 5% djece zbog tezine bolesti
zahtijeva hospitalizaciju, a medu hospitaliziranima 1-3% zbog razvoja respiratorne
insuficijencije zahtijeva intenzivno lije€enje intubacijom i mehani¢kom ventilacijom (110). Krup

se javlja ¢eSce i u tezem obliku u muske djece (18).

1.3.2. Infekcije donjih diSnih putova

U infekcije donjih disnih putova (IDDP) ubrajaju se akutni bronhitis, bronhiolitis te pneumonija

kao najteza upalna bolest u diSnome sustavu (6).

1.3.2.1.  Akutni bronhitis

Akutni  bronhitis je klinicko stanje karakterizirano kratkotrajnom upalom sluznice
traheobronhalnog stabla, koje je obiéno povezano s virusnim respiratornim infekcijama gornjeg
dijela diSnog sustava. Posebno je Cest za vrijeme epidemije influence A. Naj¢es¢i uzrocnici
akutnog bronhitisa su virusi influence, adenovirusi, ali i rinovirusi i koronavirusi, te u djece
osobito respiratorni sincicijski virus i virusi parainfluence (111). Ce$¢e se pojavljuje u zimskim

mjesecima, a najcesce obolijevaju djeca do 5 godina (6).

Pocetni simptomi bronhitisa najceS¢e su istovjetni sa simptomima infekcije gornjih diSnih
putova: hunjavica, blaza grlobolja, promuklost. Vodeéi simptom bronhitisa je kasalj koji se
pojavljuje rano i razvija tijekom bolesti. U poCetku je suh i nadrazajan, a sljede¢ih dana postaje
produktivan s bjelkastim ili Zuékastim iskaSljajem. Iskasljaj moze biti i zelenkast,
mukopurulentan ili purulentan ako nastane sekundarna bakterijska infekcija (112). U male
djece temperatura je redovito poviSena, a moze biti i vrlo visoka. Auskultacijskim pregledom
plu¢a nalaze se difuzno poostreno disanje i difuzno proSireni polifoni bronhiti¢ki Sumovi. Ako

uz to postoje znakovi opstrukcije bronha (produljen ekspirij s mnostvom visokotonskih,
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polifonih zvizduka pretezno u ekspiriju), nije viSe posrijedi jednostavni traheobronhitis, nego je
rije€ o opstruktivnom bronhitisu koji se javlja naj¢eSée u prvoj i drugoj godini zivota i pokazuje
sklonost recidivima (2). Rendgenska je slika plu¢a uredna i najvazniji je razlikovni znak prema
pneumoniji. U akutnom bronhitisu svi simptomi i znakovi bolesti povlace se najkasnije za tri
tiedna (18).

1.3.2.2. Bronhiolitis

Bronhiolitis je akutna infekcija donjeg dijela respiratornog trakta virusne etiologije. Obolijevaju
djeca mlada od 2 godine, s najve¢om uCestaloS¢u od 3 do 6 mjeseci zZivota. Obolijevaju EeSce
musdka djeca u omjeru 1.5:1 (18). Virusni bronhiolitis naj¢eS¢i je uzrok hospitalizacija male
djece u razvijenom svijetu te se zbog razvoja bronhiolitisa hospitalizira jedno od devetero djece
u prvoj godini Zivota (113). Bronhiolitis najéeS¢e uzrokuje respiratorni sincicijski virus, a odmah
iza njega virusi parainfluence. U Hrvatskoj je RSV uzro¢nik 78.4% svih bronhiolitisa (17).
Zahvaljujuéi epidemijskoj pojavi RSV infekcija u zimi i ranom proljeéu (114) i virusa
parainfluence u jeseni i proljeéu, bronhiolitis je bolest sezonskog javljanja. Bronhiolitis rjede
mogu uzrokovati i ostali respiratorni virusi. Slu€ajevi uzrokovani adenovirusima i rinovirusima
javljaju se endemski tijekom cijele godine, a sluajevi uzrokovani enterovirusima epidemijski u

lietnoj sezoni (18).

Pojavi bolesti obi¢no prethodi infekcija gornjeg dijela diSnog sustava pracena rinitisom i
kasljem, a nakon 2-3 dana nastupaju simptomi bronhiolitisa s pojaavanjem kaslja, razvojem
opstruktivne dispneje, tahipneje (do 80/min), tahikardije, uvlatenjem medurebrenih prostora i
juguluma. Kasal;j je suh i tvrdokoran. Tjelesna temperatura moze biti normalna ili povisena do
40°C (115). Opce stanje djeteta moze varirati od stanja slicnog prehladi do teSkoga
respiratornog distresa koji nalaze primjenu mehanicke ventilacije (5 do 10% hospitalizirane
djece) (2). Auskultatorni nalaz nad plu¢ima uklju€uje oslabljeni Sum disanja, produljen, otezan
ekspirij s mnogo visokotonskih polifonih zvizduka (eng. wheezing) te mnostvo vliaznih hrop¢ica
i krepitacija u inspiriju (18). Na rendgenogramu pluc¢a nalazi se karakteristi¢na hiperinflacija sa
spustenim dijafragmama, povec¢anom prozracno$¢u plu¢nog parenhima i pojacanim
bronhovaskularnim crtezom. Obi¢no se nalaze i podrucja atelektaza razliCite veli€ine koja je

Cesto teSko razlikovati od pneumoniénih infiltrata (116).

Bronhiolitis traje 3-7 dana. Oporavak je postepen i traje 1-2 tjedna, katkad i duze (18). Velik
broj djece i nakon infekcije ima ponavljane epizode kaslja i opstrukcije koje traju tjednima i

mjesecima, a katkad i do 11 - 13. godine zivota uz povecan rizik od razvoja astme (117).
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1.3.2.3.  Pneumonija

Pneumonijom se oznacava akutna upala plu¢nog parenhima koja je uzrokovana brojnim i
raznovrsnim mikroorganizmima. To je najvaznija upalna bolest u diSnhom sustavu, iako
sudjeluje samo s jednim postotkom u svim akutnim infekcijama diSnog sustava (6). Incidencija
pneumonija u djece mlade od pet godina u Europi i Sjevernoj Americi kre¢e se od 3do 4%, a
u djece izmedu dvanaeste i petnaeste godine zivota oko 0.7%. U zemljama u razvoju godisSnja
je stopa ucestalosti i do deset puta veéa uzrokujuéi smrt u viSe od dva milijuna djece (118).
Prema okolnostima nastanka i poticajnim €imbenicima pneumonije se dijele na izvanbolnitke
pneumonije (pneumonije iz opce populacije, eng. community-acquired pneumonia), bolnic¢ke
pneumonije (hospitalne, nozokomijalne) i pneumonije u bolesnika s oslablienom imunoséu.
Klini€ki se razvrstavaju na bakterijske i atipine, koje su uzrokovane atipicnim bakterijama i
virusima (18). Nakon novorodenacke dobi, pa sve do navrSenog 6. mjeseca Zivota djeteta
prevladavaju virusni uzro€nici izvanbolnic¢kih pneumonija, osobito respiratorni sincicijski virus.
U starijeg dojenceta i predSkolskog djeteta izvanbolni¢ke pneumonije uzrokovane su Cesce
virusima (RSV, PIV 1-3, Flu, AdV), a medu bakterijama je po ucestalosti na prvome mjestu
Streptococcus pneumoniae, zatim slijedi Haemophilus influenzae. Od pete godine Zivota
prema Skolskoj dobi sve se €e3Ce javljaju atipiCne bakterije kao uzroCnici pneumonije
(Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae i Legionella pneumophila, rjede
Chlamydophila psittaci i Coxiella burnetii) (118) . Naj¢eSc¢i su uzrocnici bolniCkih pneumonija
Staphylococcus aureus te gram negativne bakterije kao Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, i Proteus spp. No, i respiratorni virusi, posebno RSV, Flu A i AdV mogu biti

uzrocnici bolni¢kih pneumonija u djece (119).

Bakterijske pneumonije karakterizira nagli nastup simptoma. Visoka temperatura Cesto je
pracena tresavicom, a redovito se pojavljuje i kasalj s iska$ljajem koji je gnojan, a nerijetko
sadrzava i primjese krvi. Relativnho se &esto registriraju probadanje i boli u prsistu, a prisutni
su i op¢i simptomi infekcije te kod nekih bolenika i kataralni simptomi (hunjavica, promuklost,
grlobolja, sinusitis). U razvijenoj bakterijskoj pneumoniji auskultacijski je nalaz karakteriziran
bronhalnim disanjem, pojavom krepitacija i vlaznih hropaca, a na rendgenogramu pluca se
prikazuje alveolarni tip pneumonije kao lobarna ili segmentalna, homogena i ostro ograni¢ena
sjena (120).

Atipi¢ne pneumonije, u pravilu, imaju manje buran nastup od bakterijskih. Temperatura raste
postupno, moze narasti i do vrlo visokih vrijednosti, ali je izuzetno rijetko pracena tresavicom.
Uz povi§enu temperaturu, klinickom slikom dominiraju op¢i simptomi. Cesto je glavobolja jage
teka, a ponekad mucnina, povracanje i proljev. Kasalj se obi¢no zapaza tek nakon 3 do 5 dana,

a najCesce je suh i nadrazajan, bez mogucnosti iskasljavanja. U atipi€nim je pneumonijama
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auskultacijski nalaz ¢esto uredan, poglavito na pocCetku bolesti. Kasnije se, obi¢no s pojavom
ka$lja, mogu registrirati fine krepitacije. Na rendgenogramu se prikazuje pneumonicni infiltrat
intersticijskin karakteristika kao njezna, mrljasta, neostro ograniena sjena. Atipi¢ne
pneumonije imaju blazi tijek bolesti, rijetko se kompliciraju i rjede hospitaliziraju od bakterijskih.
Prognoza je takoder dobra, uz prikladno antimikrobno lije€enje unutar 48 sati nastupa

normalizacija tjelesne temperature uz postupno povlacenje ostalih simptoma (121).

Pneumonije se pojavljuju tijekom cijele godine uz povecanu prevalenciju u zimskim mjesecima
zbog lakSeg prijenosa infekta u zatvorenim prostorima. No, neki uzro€nici imaju toCnije
odredenu sezonu pojavljivanja, s time da je sezonstvo karakteristinije za respiratorne viruse

i atipitne uzrocnike pneumonija, a manje za bakterijske (122).

Streptococcus
pneumoniae

Mycoplasma
pneumoniae

Chlamydophila
psittaci

Coxiella burnetii

Legionella

Virusi influence

Virusi parainfluence

Adenovirusi

Respiratorni
sincicijski virus

Mjeseci u godini 6. 7 8 9 10. 11. 12. 1. 2. 3. 4. 5.
Godisnja doba LJETO JESEN ZIMA PROLJECE

Slika 4. Karakteristicha sezonska raspodjela nekih uzro¢nika pneumonije

(preuzeto iz: Kuzman |. Pneumonije: uzroc€nici i dijagnostika. Medicus, 14 (1_ARI).71-82.)
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1.4.  LIJECENJE, PREVENCIJA | KONTROLA AKUTNIH RESPIRATORNIH
INFEKCIJA

1.4.1. Lije€enje akutnih respiratornih infekcija

Osnovno lije¢enje ARI je simptomatsko, a ukljuCuje mirovanje, uzimanje dosta tekucine i
antipiretike te eventualno lijekove za ublazavanje ka$lja i nazalne dekongestive. Antipiretik
izbora je paracetamol, a nesteroidni protuupalni lijekovi, u prvom redu ibuprofen, takoder se
uspjesno rabe kao antipiretici. Djeci se ne smiju davati salicilati (acetilsalicilna kiselina, Aspirin)
zbog njihove povezanosti s nastankom Reyeova sindroma (105). Pri upornom suhom
(neproduktivnom) kaslju katkad se rabe antitusici (kodein, folkodin), odnosno lijekovi koji
suprimiraju refleks kaslja, medutim zbog nuspojava (mucnina, pospanost, vrtoglavica) se
propisuju samo izuzetno i kroz ograni€eno vrijeme. Mukolitici (acetilcistein, karbocistein,
bromheksidin) razriedenjem bronhalne sluzi mogu potaknuti iskasljavanje pa se daju kod
produktivnhog kaslja. Njihova primjena skracuje trajanje i jakost kaSlja, a nemaju vaznijih
nuspojava (123). Dekongestivi (pseudoefedrin, nafazolin) koji se naj¢esc¢e rabe kao kapi za
nos, smanjuju otok nosne sluznice i sekreciju te poboljSavaju prohodnost nosa. Medutim, brzo
se pojavljuju nezeljeni popratni u€inci, odnosno suhoc¢a sluznice i navikavanje, a mogu i povisiti
krvni tlak, te ih treba rabiti samo nekoliko dana (124). U djece se za prohodnost nosa uglavnom
preporucuje samo ¢esée ispiranje fizioloSkom otopinom ili otopinom morske vode. Time se
smanjuje otok sluznice i postize vlazenje, Sto skracuje tijek bolesti. U¢inkovitost vitamina C,
preparata cinka i biljnih pripravaka u lije€enju i spre€avanju virusnih respiratornih infekcija jos

nije kona¢no evaluirana (105).

U hipoksi€nih bolesnika s teSkim infekcijama donjih diSnih putova potrebno je primijeniti kisik
radi postizanja i odrZzavanja saturacije PO2 arterijske krvi na nivou 92% i vide, dok razvoj akutne

respiratorne insuficijencije zahtijeva endotrahealnu intubaciju i mehani¢ku ventilaciju (125).

Sto se ti¢e kauzalnog lijeSenja, mali je broj antivirusnih lijekova odobren za primjenu u AR, ali

u tijeku su opsezna istrazivanja (126).

Od antivirusnih lijekova protiv HRV-a testirana je intranazalna primjena pirodavira. Cesta
primjena lijeka (Sest puta na dan) smanjuje rizik pojave bolesti u pojedinaca izloZenih virusu
za 85%, a takoder je povezana i sa smanjenjem simptoma, osobito od tre¢eg do petog dana
trajanja bolesti. Medutim, osim Sto je Cesta primjena lijeka neprakti€na, povezana je i s
uCestalijom pojavom suhoce u nosu, krvi u sluzavom iscjetku iz nosa i neugodnog okusa u
ustima, te zbog toga primjena pirodavira nema znaCajnu KkliniCku korist (127). Korist
inhalacijske primjene interferona beta (INF-B) u egzacerbaciji astme povezane s rinovirusom

zahtijeva daljnju evaluaciju (128).
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Nijedan antivirusni lijek jo$ nije odobren za lije€enje adenovirusnih infekcija. U tijeku je
ispitivanje cidofovira (CDV), analoga citozina koji inhibira DNA polimerazu i ima veliku in vitro
aktivnost protiv adenovirusa. Dostupan je samo za intravensku primjenu, a zbog potencijalne
nefrotoksi¢nosti i mijelosupresije primjenjuje se samo u vrlo teskih, obi¢no imunosuprimiranih
pacijenata (129). Brincidofovir (CMX001) je oralno aktivan lipofilni oblik cidofovira koji takoder

pokazuje in vitro aktivnost protiv adenovirusa, a manje je nefrotoksi¢an od cidofovira (130).

Za lije€enje teskih infekcija donjih diSnih putova u dojencadi i male djece uzrokovanih RSV-om
odobren je ribavirin. Ribavirin je analog gvanozina, a aplicira se s pomocu rasprsivaca kao

aerosol sitnih Cestica u Sator s kisikom 18 do 20 sati na dan tijekom 3 do 5 dana (131).

Nijedan antivirusni lijek nije odobren za lije€enje infekcija virusima parainfluence, medutim kod
imunokompromitiranih pacijenata s PIV-3 infekcijom primjenjuje se ribavirin koji ima in vitro i
in vivo antivirusno djelovanje, ali njegova klini¢ka korisnost nije definitivno potvrdena klini¢kim
studijama (132). Noviji antivirusni lijek je DAS181 koji enzimatski razlaze sijalicnu kiselinu na
povrsini respiratornog epitela koja je bitna za ulazak virusa u stanicu. DAS181 ima in vitro i in
vivo djelovanje protiv virusa parainfluence, ali i virusa influence, humanog metapneumovirusa

i humanog enterovirusa 68. Faza 3 klini¢kih pokusa je u tijeku (133).

Za lijeCenje gripe upotrebljavaju se inhibitori neuraminidaze koji djeluju na viruse influence A'i
B. Oseltamivir se primjenjuje peroralno i odobren je za lijeCenje u djece starije od dva tjedna,
te za profilaksu u djece starije od godinu dana (134). Zanamivir se primjenjuje inhalacijom i
odobren je za lije€enje u djece starije od 7 godina, te za profilaksu u djece starije od 5 godina
(135). Peramivir se primjenjuje intravenski i odobren je u SAD-u za lije€enje djece iznad dvije
godine u kojih bolest traje krace od dva dana (136). Baloxavir marboxil je inhibitor
endonukleaze koji se primjenjuje peroralno u jednoj dozi. Odobren je 2018. godine u SAD-u i
Japanu za lije€enje nekomplicirane gripe u inae zdrave djece starije od 12 godina (137).
Amantadin i rimantadin su lijekovi koji inhibiraju ulazak u stanicu i djelotvorni su samo protiv
virusa influence A. Zbog visoke toksicnosti i razvoja rezistencije, primjena ovih lijekova je

danas indicirana vrlo rijetko, u profilaksi influence A u djece starije od godinu dana (138).

Za lije€enje koronavirusnih infekcija joS nije odobren nijedan antivirusni lijek. lako je dokazan
antivirusni uCinak antimalarika klorokina nedostaju kliniCke studije uCinkovitosti i sigurnosti
primjene u ljudi (139, 140). Maria L. Agostini i sur. su u ozujku 2018. godine izvijestili o in vitro

djelotvornosti analoga nukleozida remdesivira. U pripremi je faza 1 klinickog ispitivanja (141).

Do danas je zabiljezen samo jedan slu€aj primjene antivirusnog lijeka u pacijenta s infekcijom
humanim bokavirusom. U imunodeficijentnog pacijenta s koinfekcijom HBoV i HHV-6 (humani

herpesvirus 6) primjenom cidofovira doslo je do uspjesne eliminacije HBoV infekcije (142).
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Za lijeCenje metapneumovirusnih infekcija nema odobrenih antivirusnih lijekova. Ribavirin
pokazuje aktivnost protiv HMPV-a in vitro i u animalnom modelu, ali nedostaju klinicke studije.
Takoder, u literaturi je prikazan slu€aj izljeCenja metapneumovirusne pneumonije u
imunodeficijentne djevojCice kombiniranom primjenom oralnog ribavirina i intravenskog

imunoglobulina (143).

Od antivirusnih lijekova koji mogu djelovati na enteroviruse, najviSe se ispituju oni koji se vezu

na virusnu kapsidu kao Sto je pleconaril, te inhibitori proteaza kao rupintrivir (144).

1.4.2. Prevencijai kontrola akutnih respiratornih infekcija

Zbog intenzivne i stalne izloZzenosti uzroénicima te lakog prijenosa virusa velikim kapljicama
sekreta iz diSnog sustava, bliskim dodirom s kontaminiranim predmetima i zaraZzenim rukama
pri rukovanju, mogucnosti opée prevencije ARI vrlo su skromne. Svode se na izbjegavanje
bliskog kontakta s bolesnim osobama, Cesto pranje ruku te izbjegavanje dodira potencijalno

kontaminiranih ruku s nosom, ustima i oima (17).

Specifina prevencija aktivnom imunizacijom dostupna je za odredene serotipove adenovirusa
i virusa influence, dok za sve ostale respiratorne viruse, unato€ intenzivnim istrazivanjima, jo$

nema odobrenih cjepiva (145).

Zivo cjepivo u kapsuli za peroralnu primjenu za tipove 4 i 7 adenovirusa proizvedeno je 1971.
godine i rabilo se za cijepljenje novaka u SAD-u vise od 25 godina. Premda je cjepivo bilo
djelotvorno, 1999. godine se prestalo proizvoditi. Od listopada 2011. ponovno je u upotrebi
Ziva peroralna vakcina za tipove 4 i 7 novog proizvodaca, takoder za potrebe ameri¢ke vojske
(146).

Cjepiva protiv influence sadrzavaju antigene hemaglutinina i neuraminidaze za najceS¢e tipove
virusa influence: tip A (H1N1), tip A (H3N2) i jedan, odnosno dva tipa B. Postoje dvije vrste
cjepiva protiv gripe:

1. Trovalentno/Eetverovalentno inaktivirano cjepivo

Inaktivirano cjepivo prireduje se umnozavanjem virusa u oplodenim kokosjim jajima.
Umnozene virusne Cestice u alantoisnoj tekucini inaktiviraju se formaldehidom. Cjepivo moze
biti fragmentirano (virion razbijen u dijelove) ili podjedini¢no (uniformirani dijelovi kapside s H i
N antigenima) koje je niZe reaktogenosti. Na antigene cjepnih virusa stvaraju se specificna
IgG-protutijela koja pruzaju jednogodiSnju zastitu (147). Inaktivirano cjepivo daje se
intramuskularno, jedna doza od 0.5 mL prije sezone. Djeca mlada od 9 godina koja se cijepe
prvi put trebaju dobiti dvije doze od 0.5 mL u razmaku od 4 tjedna. Opcenito, cjepivo se ne

daje djeci mladoj od 6 mjeseci, osobama alergi¢nima na supstancije jajeta te osobama s
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nekom febrilnom bolesti. Najvise 5% osoba dobije poviSenu temperaturu i blage sustavne

znakove 8 do 24 sata nakon cijepljenja, a trec¢ina ima crvenilo ili bol na mjestu uboda (148).

Svi proizvodaci cjepiva slijede uputu Svjetske zdravstvene organizacije o serotipskom sastavu
cjepiva za iducu sezonu. Trovalentno cjepivo za sezonu 2018./2019. u Hrvatskoj u skladu s
preporukama Svjetske zdravstvene organizacije i EU sadrzi dva podtipa virusa influence A i
jedan tip virusa influence B. Djelatne tvari cjepiva su povrSinski antigeni virusa influence
sliedecih sojeva:

=  A/Michigan/45/2015 (H1IN1)pdmOQ9 - sli¢an soj

= A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3NZ2) - sli¢an soj
= B/Colorado/06/2017 - sli¢an soj (B/Victoria linija) (149)

Poslijednjih godina uocava se da znacajan broj oboljelih otpada na viruse influence tipa B.
Stoga su 2012. godine odobrena, a u sezoni 2013./2014. postala dostupna Cetverovalentna
cjepiva koja sadrzavaju po dva tipa A i 2 tipa B (150). Cetverovalentno cjepivo dostupno je i u
Hrvatskoj - VaxigripTetra® za sezonu 2018./2019. osim sojeva kao u trovalentnom cjepivu
sadrzi i B/Phuket/3073/2013 - sli¢an soj (B/Yamagata linija) (151).

Djeca kojoj se preporuca cijepljenje protiv gripe su:
= djeca s kroni¢nim oboljenjima, posebice oboljenjima srca i plu¢a, a posebno s

osteéenom plu¢nom funkcijom (cistiCna fibroza, kroni¢na astma, bronhopulmonalna

displazija) i kongenitalnim manama

» djeca s kroni¢nim bolestima metabolizma (ukljuCujuéi dijabetes mellitus), kroni¢nim
bolestima bubrega, hemoglobinopatijama i oSte¢enjem imunog sustava (ukljuCujudi
HIV infekciju)

acetilsalicilnu kiselinu (radi izbjegavanja nastanka Reyeva sindroma uz influencu) (149)
2. Zivo atenuirano cjepivo

U cjepivu je zivi, oslabljeni virus, uzgojen na oplodenu kokoSjem jajetu. Daje se kao
intranazalni sprej. Cjepivo je proizvedeno rekombinacijom sojeva virusa influence tipa A i B
koji su u optjecaju s maticnim sojem na hladnoCu adaptiranog i atenuiranog virusa.

Upotrebljava se za cijepljenje zdrave djece i odraslih u dobi od 5 do 49 godina (152).

Oba cjepiva su visoko zastitna. Prema serotipovima H1N1 zastitnost prelazi 90%, dok je za
H3N2 zastitnost inaktiviranog cjepiva 75 - 80%, a atenuiranog 65 - 70%. Korisno je
procjepljivanje svake godine, jer postoji krizna imunost izmedu raznih serotipova. Serotipovi u

cjepivima vrlo Cesto ne odgovaraju to€nom serotipu koji je vodecCi uzroCnik epidemije u
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odredenoj sezoni, ali kumulativna i krizna imunost serotipova iz proslih cjepiva i cjepiva

aktualne sezone daju na kraju izvrsnu zastitu (153).

Specifi€na prevencija pasivhom imunizacijom provodi se u dojenc¢adi s visokim rizikom tedke
RSV infekcije donjih diSnih putova (gestacijska dob manja od 32 tjedna, postojanje kroni¢ne
plucne bolesti ili tezih prirodenih sr€anih bolesti). Za to se donedavno primjenjivao intravenski
pripravak specific(nog anti-RSV imunoglobulina, a danas je sredstvo izbora humanizirano
monoklonsko antitijelo protiv RSV, palivizumab, koje se primjenjuje u dozi od 15 mg/kg

tielesne mase intramuskularno, jedanput na mjesec u periodu od studenog do svibnja (154).

2. HIPOTEZA

U uzorcima pacijenata sa simptomima akutne respiratorne infekcije, a u kojih je na temelju
klinicke slike i laboratorijskih nalaza suspektna virusna etiologija infekcije, dokazat ¢emo

prisutnost jednog ili viSe respiratornih virusa.

3. CILJEVI RADA

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi prisutnost, u€estalost, sezonstvo i kliniCko-demografske
karakteristike za petnaest virusa testiranih multiplex PCR metodom medu djecom s ARI
hospitaliziranom u Kilinici za djeCje bolesti Zagreb tijekom jednogodiSnjeg razdoblja
(2017./2018.), a s ciliem prikazivanja potrebe za uvodenjem metoda molekularne dijagnostike
u rutinsku praksu.

Metode molekularne dijagnostike kao visoko specifi¢ne i osjetljive imaju prednost pred ostalim

metodama, a pravovremenom, specificnom i osjetljivom viroloSkom dijagnostikom:

= utjeCemo na odluku o lije¢enju

= utje€emo na smanjenje administracije antibiotika (neadekvatna upotreba antibiotika
poskupljuje lije€enje i doprinosi razvoju rezistencije)

= etioloSki pristup lije¢enju akutnih respiratornih infekcija smanjuje duljinu hospitalizacije
i mogucnost izbijanja epidemije bolniCke infekcije

» utjeCemo na smanjenje broja drugih dijagnostiCkih pretraga i testova zbog nedostatka
dijagnoze

» pratimo epidemioloSke karakteristike akutnih respiratornih infekcija u djece u Hrvatskoj

= 2znaCajke akutnih respiratornih infekcija mozZemo usporedivati sa zemljama
srednjoeuropske regije, ali i svijeta

= detektiranjem sezone virusa utjeCemo na uvodenje specificne prevencije (npr.

monoklonsko antitijelo protiv RSV-a)
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. ISPITANICI

Prospektivno istrazivanje provedeno je na ukupno 239 djece hospitalizirane u Klinici za djecje
bolesti Zagreb u razdoblju od 5. mjeseca 2017. godine do 4. mjeseca 2018. godine. U
istrazivanje su uklju€eni pacijenti koji su se prezentirali simptomima ARI sa sumnjom nha
virusnu etiologiju infekcije (normailni ili blago poviSeni upalni parametri, npr. broj leukocita,
CRP). Rendgenogram pluéa je raden prema potrebi, a uklju€eni su pacijenti kod kojih nalaz

nije upucivao na bakterijsku pneumoniju.

Pacijenti su razvrstani prema spolu, zatim u Cetiri skupine prema dobi (£1, 1-3, 3-5, 25 godina),
i u Cetiri skupine prema lokalizaciji infekcije (IGDP - infekcije gornjih diSnih putova, IDDP -
infekcije donjih disnih putova, IGDP i IDDP, IGDP s osipom). U skupinu IGDP su ukljuceni
klini¢ki sindromi - akutni nazofaringitis, febrilni respiratorni katar, (tonzilo)faringitis i laringitis. U
skupinu IDDP su ukljuéeni klini¢ki sindromi - bronhiolitis, bronhitis i pneumonija. U skupinu
IGDP i IDDP svrstani su pacijenti s dijagnozama bolesti i gornjeg i donjeg diSnog sustava. U
skupinu IGDP s osipom svrstani su pacijenti s dijagnozom bolesti gornjeg diSnog sustava i

pojavom osipa.

Za svakog ispitanika prilozen je potpisani informirani pristanak roditelja ili skrbnika za
sudjelovanje u istrazivanju. Istrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo Nastavnog zavoda za

javno zdravstvo ,Dr. Andrija Stampar*.

Za usporedbu medu skupinama koriSten je Hi-kvadrat test, a statisticka analiza rezultata je

izvr§ena u programu IBM SPSS® Statistics. P < 0.05 je smatran znacajnim.

4.2. UZORCI

Djeci sa sumnjom na akutnu virusnu infekciju diSnog sustava (u prvih 5 dana trajanja bolesti)
uzeti su obrisak nazofarinksa (tanji bris) kao i obrisak Zdrijela (deblji bris) pomoc¢u visoko
adsorbentnih pahuljastih obrisaka - tzv. flocked swabs. Nakon uzimanja obriska, oba brisa
stavljena su u istu transportnu podlogu (UTM™  Copan, ltaly). Uzorci su oznaceni (ime i
prezime djeteta, dob, datum uzimanja) i do transporta ¢uvani na +4 °C, najdulje do 48 sati.
Zajedno s informiranim pristankom roditelja ili skrbnika za pristanak sudjelovanja u istrazivanju,
uzorci su dostavljeni u prijamnu ambulantu za zaprimanje mikrobioloskih uzoraka Nastavnog
zavoda za javno zdravstvo ,Dr. Andrija Stampar® i do testiranja u Laboratoriju za molekularnu

mikrobiologiju pohranjeni na -80 °C.
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4.3. METODE

Seeplex® RV15 One Step ACE Detection (V1.1) je multiplex PCR protokol kojim se u
jedinstvenoj PCR reakciji koristenjem adekvatnog broja specifi¢nih pocetnica istovremeno

umnazaju ciljne sekvence 15 respiratornih virusa.

Taj multiplex PCR protokol se temeljina DPO™ (Dual Priming Oligonucleotide) tehnologiji koja
blokira elongaciju ne-specificno vezanih poc€etnica osiguravajuéi visoku specificnost PCR
reakcije. DPO™ se sastoji od tri podru¢ja: dulieg 5'-segmenta, kraéeg 3'-segmenta i
polideoksinozin poveznika koji premoscuje 5' i 3'-segmente. Na odredenoj temperaturi
prianjanja poveznik poprima ,strukturu poput mjehuri¢a“ i odvaja jednu pocetnicu u dvije
funkcionalne regije. Dulji 5' segment se veze za DNA koja sluZi kao kalup i osigurava stabilno
prianjanje, dok se kraci 3' segment specifi€¢no veze na ciljno mjesto i osigurava ciljno-specificnu
elongaciju.

Protokol za detekciju virusa se sastoji od tri dijela:

1. lzolacija nukleinskih kiselina iz klini€kih uzoraka

Izolacija virusne DNA i RNA iz obriska nazofarinksa i Zdrijela izvodi se prema protokolu s
pomocu QlAamp® MinElute® Virus Spin Kita, proizvodaca Qiagen u preamplifikacijskom dijelu

Laboratorija za molekularnu mikrobiologiju.

2. Amplifikacija ciljnog odsje¢ka nukleinske kiseline pomoéu One-step RT-PCR

procesa

Amplifikacija se izvodi pomoc¢u Seeplex® RV15 One Step ACE Detection kita, proizvodaca
Seegene, u preamplifikacijskom (priprema reakcijske mjeSavine) i postamplifikacijskom

(amplifikacija) dijelu Laboratorija za molekularnu mikrobiologiju.
Kit je dovoljan za 50 reakcija i sastoji se od dva tipa reagensa pohranjenih u zasebne kutije.
Jedna kutija sadrZi po€etnice i Cuva se na + 4°C. To su slijedeci reagensi:

1. 1 bodica od 500 uL reagensa 5X RV15 A OPM (one step primer mix) — mjeSavina

pocletnica za 5 patogena iz seta A + poCetnice i uzorak za PCR kontrolu

2. 1 bocCica od 500 pL reagensa 5X RV15 B OPM (one step primer mix) — mjeSavina

pocletnica za 5 patogena iz seta B + poCetnice i uzorak za PCR kontrolu

3. 1 bocica od 500 pL reagensa 5X RV15 C OPM (one step primer mix) — mjeSavina

pocetnica za 5 patogena iz seta C+ pocCetnice za kontrolu cijelog procesa
Set A - AdV, HCoV 229E/NL63, PIV-1, PIV-2, PIV-3

Set B - HCoV-OC43, HRV A/B/C, RSV A, RSV B, Flu A
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Set C - HBoV 1/2/3/4, Flu B, HMPV, PIV-4, HEV

Flu A: pocetnice detektiraju sve podtipove virusa influence A, uklju€ujuéi H5N1 podtip (virus
pticje gripe) i A(H1N1)pdmO09 (pandemijski podtip iz 2009. godine)

AdV: pocetnice su dizajnirane za detekciju vecine tipova adenovirusa iz grupa B, C i E, te

nekih tipova iz grupa Ai D
Druga kutija sadrzi enzime i pufere i druge reagense koji se €uvaju na -20°C.
To su slijedeci reagensi:

1. 3 bocice od 100 pL OneStep RT-PCR enzima

2. 3 bocice od 500 uL 5X OneStep RT-PCR pufera (dNTPs i boja)

3. 1 bocicu od 375 uL random heksamera

4. 3 bocice od 500 pL 8-MOP otopine

5. 3 bocice od 500 uL PCR vode

6. 1 bocica od 150 uL pozitivhe kontrole

Seeplex® RV15 One Step ACE Detection (V1.1) ukljuéuje dvije interne kontrole: PCR kontrolu
i kontrolu cijelog procesa. Setovi A i B sadrze PCR kontrolu koja sluzi detekciji tvari prisutnih
u uzorku, a koje mogu interferirati s PCR amplifikacijom i dovesti do pojave lazno negativnih
rezultata. Pozitivna PCR kontrola sadrzi uzorak DNA odnosno RNA 15 patogena, dok je kao
negativna kontrola koristena destilirana voda slobodna od RNAza. Set C sadrzi humanu

RNAzu P kao kontrolu cijelog procesa od izolacije nukleinskih kiselina do RT-PCR.

Prvi je korak priprema 3 mastermixa za A, B i C reakciju u odnosu na broj reakcija u
epruvetama na ledu koje se omotaju folijom (broj reakcija = broj uzoraka + pozitivha kontrola

+ negativna kontrola + jedna reakcija u suvisku). Priprema mastermixa za jednu reakciju:
= 8 uL voda slobodna od RNAza
= 7,5uL  8-MOP otopina
= 25uL random heksamer
= 10 yL  5X RV15 OPM

= 10 yL  5X OneStep RT-PCR pufer

2 uL OneStep RT-PCR enzim

40 pL  ukupan volumen mastermixa

Zatim se pipetira 40 uL mastermixa A, B i C u 0,2 mL PCR tubice, sve na ledu. Doda se po 10
ML uzorka (izolirane nukleinske kiseline) u A, B i C mastermix, te 10 yL pozitivne i 10 yL

negativne (voda) kontrole.
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PCR tubice s priredenom reakcijskom mjeSavinom se potom polazu u termocycler aparat
GeneAmp® 9700 PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA). Termocycler aparat
izvodi zadani PCR protokol. Reverzna transkripcija i umnozavanje DNA odvijaju se u jednoj

tubici, odnosno u jednom koraku reakcije (One Step Detection).

Tablica 7. Seeplex® RV15 One Step ACE Detection (V1.1) - PCR protokol

Reakcija Broj ciklusa Temperatura Trajanje
INICIJALIZACIJA 1 94 15 min
UMNAZANJE 45

Denaturacija 94 0.5 min
Prianjanje 60 1.5 min
Elongacija 72 1 min
TERMINACIJA 1 72 10 min

3. Detekcija PCR produkta pomoc¢u MultiNa System tehnologije

PCR produkti su detektirani elektroforezom na mikrocipu u MCE®-202 MultiNA uredaju
(Shimadzu, Kyoto, Japan) koji je opremljen LED-ekscitiranim fluorescentim detektorom (valna
duljina ekscitacije 470 nm), a rezultati su prikazani na zaslonu kompjutera u programu MultiNA

viewer u obliku elektroferograma i virtualnog gela.

DNA-1000 Reagent Kit (Shimadzu) sadrzava separacijski pufer. Fluorescentna boja SYBR®
Gold (Invitrogen) se razrijedi sa TE puferom u kiveti obloZenoj foljom u omjeru 1:99 tj. dilucijski
faktor 100. Razrijedena otopina boje i separacijski pufer se pomijeSaju u bocici za radnu
otopinu separacijskog pufera u omjeru 99:1, a prema broju analiza ( broj analiza = broj uzoraka
+ kontrole x 3) i boCicu se postavi na njeno mjesto u aparat (boja mora odgovarati oznaenoj

boji reagensa tj. za DNA-1000 zelena boja).

Zatim se pripremi otopina markera za procjenu veli€ine DNA fragmenata (eng. ladder). U

mikrotubici se razrijedi @X174 DNA/Haelll ladder (Promega) s TE puferom u omjeru 1:99.

Prenese se 12 L razrijedenog markera u tubicu za MultiNA analizu (za svaki set A, B i C treba
novi marker) i postavi ga se na poziciju u odvojeni red za uzorke (extra sample stand) u ureda,.
Odpipetira se 3 L PCR produkta + 9 uL TE pufera u plo€icu za uzorke koja mora biti pokrivena
aluminijskim pokrovom. Uzorci se postave u predvideno mjesto za uzroke te se upale MultiNA

uredaj kao i kompjuter.
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Tablica 8. Seeplex® RV15 One Step ACE Detection (V1.1) - informacije o amplikonima

Seeplex® RV15 One Step ACE Detection (V1.1) A set

Velicina DNA fragmenta (bp)

PCR kontrola 850
Adenovirus 534
Humani koronavirus 229E/NL63 375
Virus parainfluence tip 2 264
Virus parainfluence tip 3 189
Virus parainfluence tip 1 153

Seeplex® RV15 One Step ACE Detection (V1.1) B set

Veli¢ina DNA fragmenta (bp)

PCR kontrola 850
Humani koronavirus OC43 578
Humani rinovirus A/B/C 394
Respiratorni sincicijski virus A 269
Virus influence A 206
Respiratorni sincicijski virus B 155

Seeplex® RV15 One Step ACE Detection (V1.1) C set

Veli¢ina DNA fragmenta (bp)

Humani bokavirus 1/2/3/4 579
Virus influence B 456
Humani metapneumovirus 351
Virus parainfluence tip 4 254
Humani enterovirus 194
Kontrola cijelog procesa 153
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Slika 5. Virtualni gel. Set A: 1 - marker, 2 - pozitivna kontrola, 3 - negativna kontrola, 5 -
AdV, 7 - HCoV-0OC43, 11 - PIV-3 ; ostali negativni
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Slika 6. Virtualni gel. Set B: 1 - marker, 2 - pozitivna kontrola, 3 - negativna kontrola, 4 -
RSV A, 5i11-HRV, 8-RSV B, 10 - Flu A; ostali negativni
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Slika 7. Virtualni gel. Set C: 1 - marker, 2 - pozitivha kontrola, 3 - negativna kontrola, 6 i
11 - HBoV, 9 - HMPV; ostali negativni
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5. REZULTATI

Tijekom istrazivanog perioda ukupno je testirano 239 djece, od ¢ega 149 djeCaka (62.3%) i 90
djevojCica (37.7%) s omjerom djeCaka i djevojCica 1.6:1. Pacijenti su bili u dobi od jednog

tiedna do 16 godina i 8 mjeseci s prosje¢nom dobi 3 godine i 6 mjeseci.
Jedan ili viSe respiratornih virusa dokazano je u uzorku 75.3% pacijenata (180/239).

Najc¢eSce detektiran virus u uzorcima ispitanika bio je HRV (56.1%) (101/180), a slijede ga AdV
(24.4%) (44/180) te RSV A/B (17.7%) (RSV A 4.4%, RSV B 13.3%) (32/180) i HCoV-OC43
(10%) (18/180).

Po ucestalosti zatim slijede Flu A/B (7.7%) (Flu A 2.7%, Flu B 5%) (14/180), zatim HBoV i HEV
s jednakom ucestalod¢u (7.2%) (13/180), PIV 1-4 (6.6%) (12/180), HMPV (5.5%) (10/180) i na
kraju HCoV 229/NL63 (1.1%) (2/180).
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Slika 8. Raspodjela dokazanih slu¢ajeva virusne etiologije prema uzro¢nicima

43



Virusni uzrocCnici respiratornih infekcija prema spolu ispitanika

Medu pacijentima s dokazanom virusnom etiologijom bilo je 111 djeCaka (61,6%) i 69
djevojCica (38.3%) s omjerom djeCaka i djevoj€ica 1.6:1. Distribucija pacijenata po spolu u
skupini ispitanika s dokazanim virusnim uzroénicima ne razlikuje se statisti¢ki zna¢ajno od

distribucije po spolu u ukupnom broju ispitanika (P = 0.8876).
Niti jedan virus nije dokazan u uzorcima samo jednog spola.

U djeCaka je najceSce detektiran HRV (57.6%) (64/111), zatim AdV (27%) (30/111), RSV A/B
(13.5%) (15/111) i HBoV (9%) (10/111).

U djevojcica je najCesce detektiran HRV (53.6%) (37/69), zatim RSV A/B (24.6%) (17/69), AdV
(20.2%) (14/69), i HCoV-OC43 (13%) (9/69).

Ucestalost triju najceS¢e detektiranih virusa s obzirom na spol se statistiCki zna¢ajno ne
razlikuje (P = 0.5185).
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Slika 9. Raspodijela detektiranih respiratornih virusa prema spolu ispitanika
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Virusni uzrocnici respiratornih infekcija prema dobi ispitanika

Od 180 bolesnika u kojih je dokazan neki od respiratornih virusa, 59 ih je bilo u dobi do jedne
godine (32.8%), 51 bolesnik u dobi od jedne do tri godine (28.3%), 28 u dobi od tri do pet
godina (15.6%) te 42 u dobi iznad 5 godina (23.3%).

Dakle, virusne infekcije su ¢eS¢e dokazane u mladim dobnim skupinama do tri godine (61.1%),

u odnosu na starije dobne skupine iznad tri godine (38.9%).

Slika 10. Raspodjela bolesnika u kojih je detektiran jedan ili viSe respiratornih virusa prema
dobi

Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u dobi pacijenata s dokazanom virusnom etiologijom
ARI i dobi ukupnog broja ispitanika (P = 0.9347).

NajCeSce detektiran virus u dobi do jedne godine bio je HRV (50.8%) (30/59), zatim RSV A/B
(25.4%) (15/59) i AdV (22%) (13/59).

U skupini bolesnika od jedne do tri godine najCeS¢e detektiran virus bio je HRV (66.7%)
(34/51), zatim AdV (31.3%) (16/51) te HBoV (17.6%) (9/51).

U skupini bolesnika od tri do pet godina naj¢eSc¢e detektiran virus bio je HRV (50%) (14/28),
zatim AdV (35.7%) (10/28) i RSV A/B (21.4%) (6/28).
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U skupini bolesnika starijih od 5 godina naj¢eS¢e detektiran virus bio je HRV (54.7%) (23/42),
zatim Flu A/B (19.0%) (8/42) te AdV i HCoV-OC43 (11.9%) (5/42).

U djece stare do jedne godine nije detektiran Flu B, a u djece stare od 1-3 godine nisu
detektirani HCoV 229E/NL63 i Flu A. HCoV 229E/NL63 nije detektiran u dobi od 3-5 godina, a
u dobi iznad 5 godina HBoV.

Flu A/B statisticki je znacajno ¢esce detektiran u starijim dobnim skupinama iznad 3 godine (P

< 0.001), nego u mladim dobnim skupinama.
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Slika 11. UCestalost detekcije respiratornih virusa prema dobi ispitanika

46



Virusni uzrocCnici respiratornih infekcija prema lokalizaciji infekcije

Od 180 bolesnika u kojih je dokazan neki od respiratornih virusa, 92 pacijenta imala su
infekciju gornjih didnih putova (51.1%), 46 pacijenata imalo je infekciju donjih didnih putova
(25.6%), 38 pacijenata imalo je infekciju i gornjih i donjih didnih putova (21.1%), a 4 pacijenta

su imala infekciju gornjih diSnih putova s pojavom osipa (2.2%).

IGDP + IDDP
21%

H IGDP

m IDDP

M IGDP + IDDP
IGDP + osip

Slika 12. Raspodjela bolesnika s ARI virusne etiologije prema lokalizaciji infekcije (IGDP -

infekcija gornjih diSnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih putova)

Dijagnoza infekcije gornjih diSnih putova u pacijenata s potvrdenom virusnom etiologijom
naj¢esce je postavljena u dobnoj skupini iznad pet godina (30.4%) (28/92), kao i dijagnoza
infekcije gornjih diSnih putova s pojavom osipa (50%) (2/4).

Dijagnoza infekcije donjih diSnih putova najéeS¢e je postavijena u najmladih pacijenta, tj. u
dobnoj skupini do jedne godine (47.8%) (22/46).

Dijagnoza istovremene infekcije gornjih i donjih diSnih putova s jednakom je ucestalo$¢u

postavljena u pacijenata do jedne godine te od jedne do tri godine (31.6%) (12/38).
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Slika 13. Lokalizacija infekcija diSnog sustava s obzirom na dob bolesnika s dokazanom
virusnom etiologijom (IGDP - infekcija gornjih diSnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih

putova)

U djece oba spola s dokazanim virusnim uzrocnikom najcesce je postavljena dijagnoza IGDP,
zatim IDDP te IGDP + IDDP i na kraju IGDP + osip.

Pritom nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu muskog i Zenskog spola u pojavnosti
IGDP (P =0.8983), IDDP (P =0.7122), IGDP + IDDP (P = 0.6335) te IGDP + osip (P = 0.5869).
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Slika 14. Lokalizacija infekcija diSnog sustava s obzirom na spol bolesnika s dokazanom
virusnom etiologijom (IGDP - infekcija gornjih diSnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih
putova)
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Svi ispitivani virusi detektirani su u barem jednog pacijenta s IGDP i IGDP + IDDP.

U skupini pacijenata s IGDP najCeS¢e detektiran virus je HRV (48.9%) (45/92), zatim AdV
(21.7%) (20/92) te HBoV (13%) (12/92).

U skupini pacijenata s IGDP + IDDP najeSce detektiran virus je HRV (65.7%) (25/38), zatim
AdV (31.5%) (12/38) i RSV A/B (21%) (8/38).

U skupini pacijenata s IDDP naj¢eSc¢e detektiran virus je HRV (67.4%) (31/46), zatim RSV A/B
(32.6%) (15/46) te AdV (19.5%) (9/46), a nisu detektirani virusi HCoV-229E/NL63, PIV 1-4, Flu
A iHBoV.

U skupini pacijenata s IGDP + osip naj¢e3c¢e je detektiran AdV (75%) (3/4), a osim njega
detektirani su jos i HCoV-OC43 i HEV (25%) (1/4).
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Slika 15. UcCestalost detekcije pojedinih virusa s obzirom na lokalizaciju infekcije diSnog
sustava (IGDP - infekcija gornjih diSnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih putova)

S obzirom na Klini¢ku interpretaciju lokalizacije infekcije u diSnom sustavu, skupine IGDP i
IGDP + osip svrstane su u infekcije isklju€ivo gornjih diSnih putova, a skupine IDDP i IGDP +
IDDP u infekcije koje zahvacaju donje diSne putove. Od 180 bolesnika u kojih je dokazan neki
od respiratornih virusa, 96 ih imalo isklju€ivo IGDP (53.3%), a 84 IDDP (46.7%).
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Slika 16. Raspodjela bolesnika s ARI virusne etiologije prema lokalizaciji infekcije (IGDP -
infekcija gornjih diSnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih putova)

Razlika u pojavnosti IGDP, odnosno IDDP u dje¢aka i djevojcica nije bila statisti¢ki znacajna
(P =0.9704).

Infekcije koje zahvac¢aju samo gornje diSne putove najéed¢e su u dobnoj skupini iznad pet
godina (31.2%) (30/96), a u toj su dobnoj skupini infekcije koje zahvacaju donje diSne putove
najmanje uCestale (14.3%) (12/84). Infekcije koje zahvacaju donje diSne putove najucestalije

su u dobnoj skupini do jedne godine (40.5%) (34/84).
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Slika 17. Lokalizacija infekcija diSnog sustava s obzirom na dob bolesnika s dokazanom
virusnom etiologijom (IGDP - infekcija gornjih didnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih

putova)
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Najcesce detektiran virus u infekcijama samo gornjih diSnih putova bio je HRV (46.8%) (45/96),
zatim AdV (23.9%) (23/96) te HboV i HCoV-OC43 (12.5%) (12/96).

NajceS¢e detektiran virus u infekcijama koje su zahvacale donje diSne putove bio je HRV
(66.7%) (56/84), zatim RSV A/B (27.3%) (23/84) i AdV (25%) (21/84).

RSV A/B je statistiCki zna¢ajno ¢e8c¢e detektiran u infekcijama donjih diSnih putova, nego u
infekcijama samo gornjih diSnih putova (P = 0.0085), a HBoV statisticki znaCajno ¢eS¢e u
infekcijama samo gornjih diSnih putova, nego u onim koje zahvacaju i donje diSne putove (P =
0.0062).
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Slika 18. UcCestalost detekcije pojedinih virusa s obzirom na lokalizaciju infekcije diSnog

sustava (IGDP - infekcija gornjih diSnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih putova)
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Koinfekcija/kodetekcija respiratornim virusima

Jedan virus detektiran je u 67.2% bolesnika s pozitivnim multiplex PCR testom na respiratorne

viruse (121/180), odnosno 73 djeCaka i 48 djevojcica.

Prema tome, stopa koinfekcije/kodetekcije iznosila je 32.8%.

Koinfekcija/kodetekcija dvama virusima nadena je u 25% pacijenata (45/180), odnosno 30
dje¢aka i 15 djevojcica.

Koinfekcija/kodetekcija trima virusima nadena je u 5% pacijenata (9/180), 5 djeCaka i 4
djevojcice.

Koinfekcija/kodetekcija s Cetiri virusa nadena je u 2.2 % pacijenata (4/180), 3 djeCaka i jedne

djevojcice.

U jedne pacijentice nadena je koinfekcija/kodetekcija s pet virusa.

W 1 virus

2 virusa M 2 virusa
25%

M 3 virusa
4 virusa

M 5 virusa

Slika 19. Raspodjela dokazanih sluajeva virusne etiologije prema broju detektiranih

respiratornih virusa
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Nije nadena statistiCki znaCajna razlika izmedu infekcije jednim virusom i ukupne
koinfekcije/kodetekcije u odnosu nha dob (P = 0.1091) i spol ispitanika (P = 0.7061) te na
lokalizaciju infekcije (P = 0.6008).

Koinfekcije s 2, 3, odnosno 4 virusa naj¢esc¢e su u skupini ispitanika od 1-3 godine, a slucaj

koinfekcije s 5 virusa bio je u dobnoj skupini od 3-5 godina.
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Slika 20. Raspodjela dokazanih sluajeva koinfekcije/kodetekcije respiratornim virusima

prema dobi ispitanika

Koinfekcija/kodetekcija s 2, 3, odnosno 5 virusa najc¢esée je nadena u pacijenata s dijagnozom

IGDP, a koinfekcija/kodetekcija s 4 virusa u pacijenata s dijagnozom IGDP + IDDP.

U koinfekciji’lkodetekciji s 2 virusa podjednako su ucestale infekcije u donjem kao i u samo
gornjem dijelu diSnog sustava, a u koinfekciji/lkodetekciji s 3 virusa ¢eS¢e su infekcije samo

gornjih disnih putova.

U svim slu€ajevima koinfekcije/kodetekcije s 4 virusa radilo se zahvaéanju donjih diSnih

putova, a u slu€aju koinfekcije/kodetekcije s 5 virusa o infekciji gornjih diSnih putova.
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Slika 21. Ucestalost koinfekcije/kodetekcije s obzirom na broj uzro¢nika i lokalizaciju infekcije

(IGDP - infekcija gornjih diSnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih putova)
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Slika 22. UCestalost koinfekcije/kodetekcije s obzirom na broj uzro€nika i lokalizaciju infekcije
(IGDP - infekcija gornjih didnih putova, IDDP - infekcija donjih diSnih putova)
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U 59 pacijenata s koinfekcijom/kodetekcijom najceSée detektiran virus je HRV (64.4%) (38/59),
zatim AdV (59.3%) (35/59), RSV A/B (28.8%) (17/59) i HCoV-OC43 (20.3%) (12/59).

U slu¢ajevima koinfekcije/kodetekcije s dva virusa detektirani su barem jednom svi ispitivani

virusi.

NajceSce je detektiran virus HRV (62.2%) (28/45), zatim AdV (60%) (27/45) i RSV A/B (20%)
(9/45).

U slu€ajevima koinfekcije/kodetekcije s tri virusa najCeS¢e detektiran virus je HRV (66.7%)
(6/9) te AdV i HCoV-OC43 (55.5%) (5/9).

U slucajevima koinfekcije/kodetekcije s Cetiri virusa najéedée su detektirani HRV i PIV 1-4
(75%) (3/4).

U jednom slu€aju koinfekcije/kodetekcije s pet virusa detektirani su AdV, HCoV-OC43, HRV,
HBoV i HEV.
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Slika 23. Raspodjela detektiranin respiratornih  virusa prema sudjelovanju u

koinfekciji/kodetekciji

S obzirom na detekciju pojedinog virusa kao jedinog uzroCnika ili zajedno s jednim ili viSe
virusa prisutnih u uzorku, u koinfekciji’kodetekciji su statisticki znacajno ¢eS¢e nadeni AdV (P
< 0.001), HCoV-OC43 (P = 0.0042), PIV 1-4 (P = 0.0170), RSV A/B (P = 0.0269), HBoV (P =
0.0078) i HEV (P < 0.001).
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Slika 24. Detekcija virusnih uzro€nika u monoinfekciji, odnosno koinfekciji’/kodetekciji

U slu€ajevima koinfekcije/kodetekcije s dva virusa najCeSce detektirana kombinacija virusa bila
je HRV/AdV (37.7%) (17/45), zatim HRV/RSV (11.1%) (5/45), AdV/HEV (8.8%) (4/45) i
AdV/RSV (6.7%) (3/45).

U slu€aju koinfekcije/kodetekcije s tri virusa, jednom se ponovila kombinacija HRV/HCoV-
OC43/HBoV.

Broj slucajeva
= = = = =
B~ )] [e] o N R~ )] [e]

N

HRV/AdV HRV/RSV AdV/HEV AdV/RSV HRV/HBoV AdV/PIV

Slika 25. NajCeSce detektirane kombinacije respiratornih virusa u koinfekciji’lkodetekciji dvama

virusima
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Sezonska pojavnost respiratornih virusa

IstraZivanje je provedeno u razdoblju od 5. mjeseca 2017. godine do 4. mjeseca 2018. godine.

HRV je najCeS¢e detektiran od 9. - 12. mjeseca 2017. te u 2. mjesecu 2018., s pojavom

sporadiCnih slu€ajeva kroz cijelo ispitivano razdoblje.

HEV se najceSc¢e pojavljuju u jesenskim i zimskim mjesecima s maksimumom detekcije u 10.

mjesecu 2017., a nisu detektirani kroz tri ljetha mjeseca.
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Slika 26. Raspodjela humanog rinovirusa i humanih enterovirusa po mjesecima

HCoV-0C43 pojavljuje se u jesenskim i zimskim mjesecima, od 9 mjeseca 2017. do 2. mjeseca

2018. s maksimumom detekcije u 11. mjesecu 2017.
Po jedan slu¢aj HCoV-229E/NL63 detektiran je u drugom, odnosno treéem mjesecu 2018.

PIV 1-4 pojaviljuju se sporadicno skroz sva godiSnja doba, s detekcijom najveceg broja
slu¢ajeva u drugom mjesecu 2018.
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Slika 27. Raspodjela humanih koronavirusa OC43 i 229/NL63 po mjesecima

AdV se pojavljuju kroz cijelo ispitivano razdoblje s najvecom ulestalod¢u u jesenskim i zimskim

mjesecima i maksimumom detekcije u 10. mjesecu 2017.

HBoV detektiran je u jesen i zimu 2017., te u 1. i 4. mjesecu 2018.
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Slika 28. Raspodjela adenovirusa i humanog bokavirusa po mjesecima
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RSV A/B detektiran je u 9. i 12. mjesecu 2017., te od 1. - 4. mjeseca 2018. s najvecom

ucestalos¢u u 2. mjesecu 2018.

HMPV je detektiran u 6. i 11. mjesecu 2017., te takoder od 1. - 4. mjeseca 2018. s

podjednakom ucestalod¢u po mjesecima.
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Slika 29. Raspodijela respiratornog sincicijskog virusa A/B i humanog metapneumovirusa po

mjesecima

Flu A pojavljuje se od drugog do Cetvrtog mjeseca 2018., u kojem je detektiran i najvedi broj
slu¢ajeva.
Flu B pojavljuje se isklju€ivo u zimu, od dvanaestog mjeseca 2017. do drugog mjeseca 2018.,

s detekcijom najveceg broja slu€ajeva u prvom mjesecu 2018.
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Slika 30. Raspodijela virusa influence A i B po mjesecima
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6. RASPRAVA

U istrazivanju koje je obuhvatilo 239 djece te je provedeno od 5. mjeseca 2017. do 4. mjeseca
2018. godine, prisutnost jednog ili viSe respiratornih virusa dokazana je u uzorku 75.3%
pacijenata. U studijama diljem svijeta, virusna etiologija ustanovljena je rasponu od 32.5%
(Panda i sur. 2017) (155) do 91.6 % (Eifan i sur. 2017) (156). U jedinom slicnom istrazivanju u
Hrvatskoj (Ljubin Sternak i sur. 2016) (157) prisutnost jednog ili viSe respiratornih virusa
dokazana je u uzorku 81.3% pacijenata. To istrazivanje provedeno je iskljucivo tijekom zimskih
mjeseci (od sijeCnja do ozujka) 2010. i 2015. godine i na gotovo dvostruko manjem uzorku od
134 djece hospitalizirane u Kiinici za djecCje bolesti Zagreb. Obrisci nazofarinksa i Zdrijela
takoder su testirani multiplex PCR metodom na 12 (2010.), odnosno 15 respiratornih virusa
(2015.).

Koinfekcija/kodetekcija s dva ili viSe virusa dokazana je u naSem istrazivanju u 32.8 %
pacijenata, a u radu Ljubin Sternak i sur. u &ak 40.4% pacijenata. Ovako visoke razine
koinfekcije/kodetekcije nadene su jos u Saudijskoj Arabiji (42.7%) (Eifan i sur. 2017) (156), te
u Libanonu (37%) (Finianos i sur. 2016) (158) i isto&noj Kini, (35.1%) (Ge i sur. 2018) (159),
dok su u ostalim studijama razine zna¢ajno manje, od svega 1.2% kako navode Straliotto i sur.

(160) do najviSe 20.6% u istrazivanju Bicer i sur. (161).

Pojam koinfekcije teSko je odvojiti od pojma kodetekcije buduéi da ne znamo jesu li svi
pronadeni patogeni stvarni uzroCnici bolesti, ili je koji od patogena samo nus nalaz - zaostao
titar od prethodne infekcije, asimptomatska infekcija itd. Zato danas govorimo o
konfekciji’/kodetekciji. Nekoliko je studija pokazalo da su simptomatske infekcije povezane s
viS§im virusnim titrom (162, 163). lako je metoda koristena u naSem radu kvalitativni PCR,
postojala je razlika u intenzitetu za virus specifi€nih crta u prikazu virtualnog gela (eng. bands),
odnosno visini vr§ka (eng. peak) u elektroferogramu u nekim koinfekcijama, $to upucuje na to
da je virus s manje intenzivhim bendom/nizim vrSkom prisutan u manjoj koli¢ini u uzorku.
Kvantifikacija virusa u uzorku kvantitativnim metodama molekularne dijagnostike mogla bi

pomodi u interpretaciji zna€aja koinfekcije/kodetekcije respiratornim virusima.

U naSem istrazivanju, u koinfekciji’lkodetekciji najéedée detektiran virus bio je HRV (64.4%),
zatim AdV (59.3%), RSV A/B (28.8%) i HCoV-OC43 (20.3%), a u istrazivanju Ljubin Sternak i
sur. RSV A/B (54.5%), HRV (40.9%), PIV-3 (31.8%) i AdV (22.7%). HRV, RSV i AdV su medu
naj¢esce nadenim virusima u koinfekciji’lkodetekciji i u istraZivanjima koje su objavili Kurskaya
i sur. 2018. godine (164), odnosno Eifanisur. 2017. godine (156). NajceS¢a kombinacija virusa
u koinfekciji’/kodetekciji dvama virusima bila je HRV/AdV (37.7%), zatim HRV/RSV (11.1%) i
AdV/HEV (8.8%). Kombinacija virusa HRV/AdV je medu najceSc¢e detektiranim i u svijetu. Tako

Ambrosioni i sur. navode da je uCestalost detekcije HRV/AdV u koinfekciji’/kodetekciji 15.4%
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(165), a Bicer i sur. 19% (161). Nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu infekcije jednim
virusom i ukupne koinfekcije/kodetekcije u odnosu na dob i spol ispitanika te na lokalizaciju
infekcije. Nedavno objavljene meta-analize pokazuju da virusna koinfekcija ne pogorSava
tezinu ni ishod bolesti mjereno parametrima kao $to su potreba za hospitalizacijom, lije€enjem
u jedinicama za intenzivnu skrb, potreba za nadoknadom kisika i primjenom mehanicke

ventilacije (166).

Akutne respiratorne infekcije, kako je opseZzno dokumentirano u studijama diljem svijeta (167),
opcenito su ¢eSce u djeCaka, te su u nasem istrazivanju, ali i u istrazivanju Ljubin Sternak i
sur., djecaci su bili oko 1.6 puta ¢eSc¢i pacijenti od djevojCica. Medu pacijentima s dokazanom
virusnom etiologijom ARI takoder su oko 1.6 puta bili ¢e$éi dje€aci. Medutim, kako zakljucuju
i Kurskaya i sur. (164), nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika izmedu djevoj€ica i djeCaka u

uCestalosti najéesce detektiranih virusa kao ni u lokalizaciji infekcije.

Poznato je da se virusne infekcije diSnog sustava ¢es¢e i s teZom klinickom slikom pojavljuju
u dojencadi i male djece (168), zbog nezrelosti imunosnog sustava, ali i zbog toga §to se
primoinfekcija virusom uglavnom odvija u toj dobi. | u naSem istrazivanju respiratorne infekcije
su bile najucestalije u skupini djece do jedne godine (32.8%) te djece od 1-3 godine (28.3%),
odnosno bile su 1.5 puta ¢eSc¢e u mladim (61.1%), nego dobnim skupinama iznad 3 godine
(38.9%) i dvostruko su ¢eS¢e zahvacale donje diSne putove u mladim (69%) nego u starijim
dobnim skupinama (31%). Udio respiratornih infekcija u pacijenata mladih od tri godine moze
iznositi Cak do 92.8% (Wang i sur. 2016) (169), a udio respiratornih infekcija dojen¢adi moze
biti i do 48.9% (Ge i sur. 2018) (159).

U naSem istrazivanju najceSce detektiran virus, u preko polovice pacijenata bio je HRV
(56.1%), na drugom mjestu AdV (24.4%), te na trecem RSV (17.7%), a u istrazivanju Ljubin
Sternak i sur. najéeS¢e detektiran virus bio je RSV (28.6%), zatim PIV 1-4 (18.4%) i na trecem
mjestu HRV (14.3%).

HRV i RSV smjenjuju se na mjestu najéesce detektiranog uzrocnika i u recentnim studijama
etiologije virusnih infekcija diSnog sustava u djece diliem svijeta. Tako je RSV naj¢esce
detektiran virus u studijama provedenim u Saudijskoj Arabiji, grad Najran (170), isto¢noj Kini,
grad Wuxi (159), Brazilu, grad Porto Alegre (160), Turskoj, grad Istanbul (161), Rusiji, grad
Novosibirsk (164) i Italiji, grad Rim (171), a HRV u studijama provedenim u Saudijskoj Arabiji,
grad Riyadh (156), zapadnoj Kini, grad Chengdu (172), Libanonu, grad Beirut (158), istoCnoj
Indiji, grad Bhubaneswar (155), Vijetnamu, grad Ho Chi Minh City (173) i Svicarskoj, grad
Zeneva (165).

Ove razlike mogle bi proizlaziti iz same epidemioloSke pojavnosti ovih dvaju virusa, odnosno
ovisno o periodu godine koji je obuhvacen istrazivanjem (cijela godina ili samo zimska sezona)

i dijelu svijeta u kojem je istrazivanje provedeno. Naime, za HRV je vec¢ prije istrazivanjima
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utvrdeno da se pojavljuje Sirom svijeta tijekom cijele godine, a u umjerenom klimatskom pojasu
uCestalije u jesen i rano prolje¢e (174), sto je potvrdeno i u nasem istrazivanju. RSV je kao
uzroCnik teskih infekcija donjih disnih putova intenzivno istrazivan u Hrvatskoj i potvrdeno je
da se epidemije odvijaju u dvogodi$njim ciklusima kao i u ostalim zemljama srednje Europe
(27). Nakon vece (rane) zimske RSV epidemije slijedi manja (kasna) proljetna nakon 14
mjeseci, a potom za 8 mjeseci opet veca epidemija. Za razliku od srednje Europe, u nekim
drugim zemljama umjerenog pojasa RSV epidemije imaju drukgiji obrazac, tako npr. u Velikoj
Britaniji imaju monofazni epidemijski ciklus - pojavljuju se svake godine u isto vrijeme (175), u
tropskim podrudjima javljaju se za vrijeme kiSnog razdoblja, u Aziji u monsunskom razdoblju,
a u juznoj Africi od svibnja do srpnja (176). Epidemijski val RSV-a u Hrvatskoj obiéno pocinje
u studenom i traje do kraja svibnja, s vrhuncem velike epidemije u prosincu/sije¢nju. No,
pravilnost dvogodi$njeg ciklusa RSV-a pokazuje manje varijacije po€etka i vrhunca sezone,
tako Mlinari¢ Galinovi¢ i sur. navode da je mala proljetna epidemija u sezoni 2009./10. godine
pocela ranije s vrhuncem u mjesecu veljaci (177), Sto zajedno s velikom epidemijom u zimu
2015. godine govori u prilog detekciji RSV kao najéeSceg uzro€nika u istrazivanju Ljubin
Sternak i sur. Tabain i sur. navode da je i mala RSV epidemija u sezoni 2013./14. pocela ranije,
tj. u prosincu te je svoj vrhunac dosegla vec¢ u veljaci (27). Na temelju tih saznanja i podataka
iz naSeg istrazivanja zaklju¢ujemo da je mala epidemija koja se, slijede¢i dvogodisniji ciklus,
oCekivala u prolje¢e 2018. godine, takoder pocela ranije, u prosincu, s vrhuncem takoder u
mjesecu veljaci. Dodatno, i u naSem se istrazivanju potvrdilo da RSV A i RSV B cirkuliraju

istovremeno tijekom epidemije, a u jednom su uzorku zajedno i detektirani.

Druga moguénost za razliku u detekciji HRV i RSV u razli€itim istraZivanjima jest interferencija
izmedu ovih virusa, odnosno pojava da prisutnost jednog virusa u stanici smanjuje moguc¢nost
zaraze drugim, bilo da razli¢itim mehanizmima sprje€ava njegov ulazak u stanicu ili njegovu
replikaciju. Achten i sur. su interferenciju HRV i RSV dokazali veCom ucestalo$¢u HRV infekcija
u djece koja su primila specificnu RSV profilaksu, u odnosu na onu koja su primila placebo
(178).

Dugo vremena je poznato da je HRV najznacajniji uzro€nik blagih infekcija gornjeg dijela
diSnog sustava, osobito obi¢ne prehlade, medutim sve se ¢eSce otkriva i njegova prisutnost u
donjem diSnom sustavu, te kao uzro€nika infekcija donjih diSnih putova (179). Ovaj svjetski
trend je potvrden i u naSem istrazivanju, buduéi da je HRV najCeS¢e detektiran virus i u
infekcijama isklju€ivo gornjih diSnih putova (46.8%) kao i infekcijama koje zahvacaju donje
diSne putove (66.7%), kako u koinfekciji/kodetekciji, tako i u monoinfekciji (u 32.2% isklju€ivo
IGDP i 38% IDDP). lako je ukupno najéeSce detektiran virus u koinfekciji’lkodetekciji, ipak je

Ce8ce detektiran kao jedini virus u uzorku, $to je podatak razli€it od istrazivanja Ljubin Sternak
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i sur. Time se samo potvrduje potreba da se respiratorni virusi prate kroz dulje vremensko

razdoblje, osobito oni s cjelogodi$njim pojavljivanjem.

RSV je i u naSem istrazivanju dokazan kao vazan uzrocnik teskih infekcija donjih diSnih putova,
osobito u najmladih pacijenata. Ukupno, u infekcijama koje zahvacaju donje diSne putove
detektiran je tri puta CeSCe nego u infekcijama iskljucivo gornjih diSnih putova (27.3% naprama
9.3%), medutim kao jedini uzro€nik gotovo podjednako uzrokuje infekcije gornjih i donjih diSnih
putova (7.3% naprama 9.5%), $to bi moglo ukazivati na ulogu koinfekcije u klini¢koj prezentaciji
RSV infekcija.

Adenovirusi i virusi parainfluence su, uz HRV i RSV, znac&ajni uzro€nici respiratornih infekcija
dillem svijeta (155, 156, 159, 160). Adenovirusi su detektirani u 24.4% uzoraka, a javljali su se
tijekom cijele godine, s pove¢anom ucestalod¢u u jesenskim i zimskim mjesecima. Njihovo
kroz radove ve¢ dobro upoznato cjelogodi$nje pojavljivanje (23), mozZebitan je razlog njihovoj
nesto riedoj detekciji (7.1%) u radu Ljubin Sternak i sur. kada je istraZzivana samo zimska
sezona. S druge strane, u radu Mlinari¢ Galinovic¢ i sur. (180) koiji je istrazivao epidemiologiju
AdV i PIV infekcija u hospitalizirane djece u razdoblju od 14. studenog 2008. do 14. studenog
2010. godine, ucestalost AdV iznosila je 18.6%. Kao i u naSem istrazZivanju, pojavnost je bila
najve¢a u skupini djece 1-3 godine, i smanjivala se prema starijim dobnim skupinama.
Medutim, Mlinari¢ Galinovi¢ i sur. navode da je AdV u 90% slu€ajeva uzrokovao infekcije
gornjih disnih putova, dok je u naSem istrazivanju podjednako naden u infekcijama samo
gornjih diSnih putova kao i u infekcijama koje su zahvacale donje diSne putove (23.9%
naprama 25%), kako u monoinfekciji (5.2% naprama 4.8%), tako i u koinfekciji/lkodetekciji kojoj
je AdV osobito sklon. U istom radu u€estalost PIV infekcija bila je 3.3%, a u naSem istrazivanju
6.6%. NajceSce je detektiran PIV-1, dok PIV-2 nije naden, mogucée zbog interferencije s PIV-1
(18). Manja ucestalost detekcije PIV 1-4 u odnosu na istraZivanje Ljubin Sternak i sur. (18.4%)
moguca je i zbog interferencije s HRV i RSV, koja je, izmedu ostalih, pokazana i za viruse
parainfluence (181, 182).

U naSem istrazivanju, prvi uzorak u kojem je dokazan virus influence, i to Flu B uzet je u prvom
tiednu prosinca. Od tada pa do kraja drugog mjeseca predominira Flu B, a zatim od prvog
tiedna treceg do kraja Cetvrtog mjeseca, odnosno zadnjeg mjeseca obuhvac¢enog nasim
istrazivanjem predominira Flu A. Najveci broj virusa detektiran je u sijecnju 2018. godine. Kako
je vec pokazano (183), gripa je naj¢eS¢a u dobnoj skupini iznad 5 godina, odnosno u Skolske
djece, buduci da su Skole kao veliki kolektivi posebno pogodna mjesta za prijenos i Sirenje

virusa influence.

Podatci iz naSeg istrazivanja poklapaju se s retrogradno utvrdenom epidemiologijom gripe za
sezonu 2017./18.
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Prema podatcima Nacionalnog referentnog centra za gripu i Europskog centra za prevenciju i
kontrolu bolesti (European Centre for Disease Prevention and Control - ECDC), sezona gripe
2017./18. godine pocela je krajem studenog 2017. godine i trajala je do sredine svibnja 2018.
godine, s vrhuncem u prvom tjednu veljace 2018. godine. Najveci broj detektiranih virusa bio
je Flu B, 97% linije Yamagata i 3% linije Victoria. Predominacija Flu B trajala je do kraja veljaCe,
zatim predominira Flu A, a oba podtipa, A(H3N2) i A(H1LN1)pdmOQ9 istovremeno su cirkulirala
u populaciji. Ukupno je detektirano 38% A(H3N2) i 62% A(H1N1)pdmO09 podtipa virusa(184,
185). Gripa u sezoni 2017./18. bila je teza i masovnija u odnosu na pretezno A(H3N2) gripu iz
prethodne sezone, buduci da soj iz linije Yamagata nije bio uklju¢en u preporu¢eno trovalentno

cjepivo.

INFLUENZA activity

Real time weekly report - week 48/ 2017 Real time weekly report - week 9/ 2018

! TREND:
GEOGRAPHIC DISTRIBUTION -> Positive DECREASING GEOGRAPHIC DISTRIBUTION ->Positive

specimens from different parts of Croatia
DOMINANT TYPE - B-INFLUENZA VIRUS

In typization: 0% A and 100% B influenza

viruses.

In A subtypization:0% A/H1N1/pdm09 and 0%
A/H3N2/.

In B subtypization:0% B-Victoria and 100% B-
Yamagata.

specimens from different parts of Croatia
DOMINANT TYPE - A - INFLUENZA VIRUS
Detection of A/H3N2/ and A/H1N1/ viruses.
In typization:59% A and 41% B influenza
viruses.

In A subtypization 77% A/H1N1/pdm09 and
23% A/H3N2/.

In B subtypization:0% B-Victoria and 100% B-
Yamagata.

INTENSITY: HIGH 65% positive specimens.
IMPACT: MODERATE

INTENSITY: HIGH 51% positive specimens.
IMPACT: MODERATE

Best regards,

V.Drazenovic,MD

Best regards,
V.Drazenovic,MD

Slika 31. Podatci Nacionalnog referentnog centra za gripu za prvi tjedan prosinca 2017. godine
i prvi tjiedan ozujka 2018. godine

(Dostupno na: http://gripa.hr/content/szo/tjedno izviesce.aspx)

Kao vec¢ poznat uzro¢nik infekcija gornjeg diSnog sustava, osobito obi¢ne prehlade, ali i virus
koji moze uzrokovati infekcije lokalizirane u donjim diSnim putovima (46), HCoV-OC43 je i u
nasem istrazivanju gotovo dvostruko ¢eSce detektiran u pacijenata s iskljucivo IGDP nego u
pacijenata s infekcijama koje su zahvacale donji dio diSnog sustava (12.5% naprama 7.1%).
Kako navode i Zhang i sur. (186), nije bilo razlike u lokalizaciji infekcije HCoV-OC43-om u
monoinfekciji, odnosno koinfekciji/lkodetekciji. U studijama provedenim diljem svijeta, stopa
koinfekcije/kodetekcije kretala se od 30.5% (Dare i sur. 2007) (187) do 70% u istrazivanju koje
su objavili Jevsnik i sur. 2012. godine u susjednoj Sloveniji (188). Stopa koinfekcije/kodetekcije
u nadem istrazivanju bila je 66.7%, a HCoV-OC43 je detektiran zajedno sa svim respiratornim
virusima, naj¢esS¢e s HRV. HCoV-OC43 je detektiran iskljuivo u jesenskim i zimskim
mjesecima, a kako navode i Jean i sur. u svom jednogodiSnjem istrazivanju (46), maksimum

detekcije bio je u studenom.
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HCoV-229E/NL63 naden je u samo dva uzorka, jednom kao jedini uzro¢nik infekcije gornjeg

diSnog sustava, a drugi put u koinfekciji’/lkodetekciji s Flu A u djeteta s bronhitisom.

Kako je ve¢ poznato, HCoV-229E, a osobito HCoV-OC43 i HCoV-NL63 infekcije pojavljuju se
naj¢esce u vrlo male djece (189, 190), te je tako i u nadem istrazivanju najvide slu€ajeva bilo

u dojencadi do godine dana, ali u nesto manjem obimu i u svim ostalim dobnim skupinama.

HBoV i HEV na Sestom su mjestu ucestalosti s detekcijom od 7.2%. HBoV kao tesko
kultivabilan virus otkriven u posljednjih desetak godina, u Hrvatskoj je prvi puta detektiran
2015. godine u istraZivanju Ljubin Sternak i sur. lako se povezuje s infekcijama donjih diSnih
putova, njegovu pravu vaznost kao uzro¢nika tezih infekcija u diShom sustavu je tesko utvrditi
zbog visoke stope koinfekcije/kodetekcije koja se kreé¢e u rasponu od 21% (Lasure i sur. 2017)
(191) do 90% (Fry i sur. 2007) (192). U naSem istrazivanju utvrdena je takoder visoka stopa
koinfekcije/kodetekcije od 69.2%, a u radu Ljubin Sternak i sur. ¢ak 87.5%. Broccolo i sur. su
iznijeli hipotezu prema kojoj je visoka stopa koinfekcije/kodetekcije posljedica prolongirane
prisutnosti virusa u mukozi respiratornog trakta s detekcijom HBoV DNA i do godinu dana
nakon infekcije (49). Kako navode i Ahn i sur. (193), HBoV je najéeSce detektiran zajedno s
HRV.

U nasem istrazivanju, HBoV je u gotovo svim slu€ajevima naden u pacijenata s infekcijom
samo gornjih diSnih putova. Medutim, u jedinom slucaju teZe infekcije, bronhopneumonije, u
uzorku je dokazan samo HBoV. HBoV se s bronhopneumonijom povezuje i u istrazivanju Al-
Rousan i sur. (194). Najvedi broj slu¢ajeva bio je u dobnoj skupini od 1-3 godine, ¢ak 69.2%,
Sto je u skladu s podatcima dvogodiSnjeg istrazivanja Ahn i sur. (193). U djece iznad 5 godina
HBoV nije detektiran. Kako je ve¢ pokazano (195), i u naSem istrazivanju HBoV je bio naj¢esci

u zimskim i proljetnim mjesecima.

HMPYV je dokazan u gotovo dvostruko manje uzoraka pozitivnih na respiratorne viruse nego u
radu Ljubin Sternak i sur., 5.5% naprama 10.1%, vjerojatno zbog njegove pojavnosti tijekom
kasnih zimskih i ranih proljetnih mjeseci, $to je pokazano i u ovom istrazivanju. U istraZivanju
epidemiologije HMPV-a koje je provedeno u Hrvatskoj u CetverogodiSnjem periodu od pocCetka
2009. do kraja 2012. godine, utvrdeno je da se vrhunac pojavnosti HMPV-a izmjenjuje izmedu
zimskih i proljetnih mjeseci ovisno o godini, te da alternira s izbijanjem RSV epidemije (10). U
istom istrazivanju, HMPV je CeS¢e naden u infekcijama donjih diSnih putova nego u infekcijama
samo gornjih diSnih putova, kao i u naSem istrazivanju (7.1% naprama 4.2%), dok u radu Ljubin
Sternak i sur. nije bilo razlike u detekciji HMPV-a s obzirom na lokalizaciju infekcije. Stopa
koinfekcije/kodetekcije prema studijama krece se od 26% (Garcia-Garcia i sur. 2006) (198) do
81.8% (Guido i sur. 2011) (199). U naSem istrazivanju, stopa koinfekcije/kodetekcije bila je
40%, a u jednakom broju uzoraka detektiran je zajedno s HRV, RSV i HCoV-OC43. Svi
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slu€ajevi koinfekcije/kodetekcije odnosili su se na infekcije u donjem dijelu diSnog sustava, dok

je u monoinfekciji €eSc¢e uzrokovao infekcije samo gornjih disnih putova (4.2% naprama 2.3%).

U naSem istraZivanju najveéi broj virusa detektiran je u mladim dobnim skupinama do tri
godine, a posebno u pacijenata do godine dana. Ve¢ je utvrdeno da se primarne HMPV
infekcije zbivaju u ranom djetinjstvu te da do pete godine Zivota gotovo sva djeca posjeduju
protutijela protiv HMPV-a (200). Studija o seroprevalenciji HMPV-a koja je provedena 2005.
godine u Hrvatskoj pokazala je da stopa seropozitivhosti raste od 18.7% u djece u dobi od 6
mjeseci do godinu dana na 45.5% u djece izmedu 1 i 2 godine, odnosno na 88.9% u djece

starije od 5 godina. U dobi iznad 20 godina seropozitivnost je iznosila 100% (201).

Metode molekularne dijagnostike osobito su korisne za viruse koji imaju mnogo tipova kao sto
je HEV. Primijenjeni PCR test, tzv. ,panenterovirus - PCR test* ne razlikuje tipove enterovirusa.
Ukupno su HEV dokazani dvostruko ¢esce u infekcijama samo gornjih diSnih putova, nego u
infekcijama donjeg dijela diSnog sustava (9.4% naprama 4.7%), ali taj podatak treba razmatrati
u svjetlu vrlo visoke razine koinfekcije/kodetekcije od 84.6%, osobito zajedno s AdV. Choi i
sur. u svojem trogodiSnjem istrazivanju objavlienom 2016. godine navode stopu
koinfekcije/kodetekcije od 64.9%, a HEV su podjednako nadeni u pacijenata s infekcijom
gornjih i donjih disnih putova (196).

U istrazivanju Ljubin Sternak i sur. polovica pacijenata s HEV infekcijom bila je mlada od
godinu dana, a u nadem istrazivanju 76.9% pacijenata je bilo u mladoj dobnoj skupini do tri
godine, $to upucuje na to da se primoinfekcija respiratornim tipovima HEV-a zbiva u ranom
djetinjstvu. lako se HEV pojavljuju gotovo kroz cijelu godinu, zanimljivo je da niti jedan slucaj
virusa nije dokazan u ljetnim mjesecima (uzorak u kojem je dokazan HEV u 9. mjesecu uzet

je u kalendarskoj jeseni), §to je uz jesen dokazana enterovirusna sezona (197).

U zaklju€ku, iako su zimski mjeseci tradicionalno predmnijevana glavna sezona respiratornih
virusa, Cesti i znac€ajni uzro€nici ARI kao $to su HRV i AdV pojavljuju se kroz cijelu godinu, a
vazni uzrocnici sa zimsko-proljetnim sezonstvom RSV i HMPV pokazuju cikliénost u
pojavljivanju i ne detektiraju se u istom obimu svake godine. Vazno je i da se s epidemioloskim
znaCajkama virusa s potencijalnim cjelogodiSnjim pojavljivanjem kao Sto je HBoV tek
upoznajemo. Nadalje, iako su u istrazivanju uglavhom potvrdene ve¢ postojece pretpostavke
o sezonstvu pojedinih respiratornih virusa, kao $to je npr. detekcija Flu zimi, bilo je i podataka

koji nisu bili u skladu s oCekivanjima, npr. izostanak detekcije HEV u ljetnim mjesecima.

Sve to ukazuje na vaznost cjelogodiSnje detekcije respiratornih virusa, jer iako su povremena
pracenja odredenih respiratornih virusa donekle korisna, tek kontinuiranom detekcijom gotovo
svih poznatih uzroénika dovodimo epidemioloSke podatke u ispravan i primjenjiv kontekst i
omogucujemo punu korist od dobivene dijagnoze, vezano uz smanjenje administracije

antibiotika, mogucnosti lijeCenja i osobito prevencije.
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7. ZAKLJUCAK

Akutne respiratorne infekcije najéesce su infektivne bolesti, ali i najuCestalije bolesti Covjeka
uopce, a u velikoj vecini sluajeva uzrokovane su respiratornim virusima. Utvrdivanje etiologije
ARI samo na temelju simptoma, klini¢kih nalaza i medicinsko-biokemijske pretrage krvi, a bez
adekvatne laboratorijske detekcije virusa nije moguée zbog odsutnosti patogen-specifiCnih
simptoma. Metode detekcije zasnovane na amplifikaciji nukleinskih kiselina (NAATS) kao
visoko specificne i osjetljive najpogodnije su za laboratorijsku dijagnostiku ARI, a njihovu
relativno viSu cijenu treba razmatrati u svjetlu ukupnih troSkova lijeCenja pacijenta, sto ukljuéuje

i tro8kove drugih dijagnostickih pretraga i testova zbog nedostatka dijagnoze.

U ovom istraZivanju detekcija 15 respiratornih virusa multiplex PCR metodom provedena je u
uzorcima 239 djece hospitalizirane u Klinici za djecje bolesti Zagreb tijekom 2017. i 2018.
godine. Detekcija HRV kao najucestalijeg uzroCnika, ne samo u infekcijama gornjih, nego i u
infekcijama donjih diSnih putova, kako u monoinfekciji tako i u koinfekciji’kodetekciji, u korelaciji
je s najnovijim svjetskim studijama i daje novi pogled na ovog uzro¢nika obi¢ne prehlade i

njegovu ulogu u teskim infekcijama u diSnom sustavu.

IstraZzivanje je provedeno u sklopu projekta voditeljice Sun&anice Ljubin Sternak pod
naslovom: Novi i zapostavljeni virusni uzrocnici infekcija diSnog sustava u vulnerabilnim
skupinama bolesnika. Ovo je dosad brojem ispitanika najvece i najobuhvatnije istrazivanje
etiologije virusnih infekcija diSnog sustava u djece u Hrvatskoj, koje nam osim uvida u
uCestalost i kliniCke karakteristike infekcije pojedinim virusima, te razinu i znacajke
koinfekcije/kodetekcije, svojim jednogodiSnjim trajanjem daje i temeljit uvid u sezonstvo
respiratornih virusa kroz sva Cetiri godiSnja doba. S obzirom da se istraZivanje nastavilo tijekom
2018. godine te se planira nastaviti najmanje do kraja drugog mjeseca 2021. godine, ovi ¢e
epidemioloSki podatci biti jo§ potpuniji te doprinijeti glavhom cilju smanjenja nepotrebne
administracije antibiotika, a takoder i omoguciti da najnovija dostignuc¢a u antivirusnoj terapiji i

specificnoj prevenciji budu to¢no i adekvatno prenesena na populaciju djece u Hrvatskoj.
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Vjerujem da bi te ovaj moj uspjeh ucinio ponosnim.
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