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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA

ARI - akutna infekcija diSnog sustava (eng. Acute Respiratory Infection)

COVID-19 — koronavirusna bolest 2019 (bolest uzrokovana SARS-CoV-2)

AE-KOPB - akutna egzacerbacija kroni¢ne opstruktivhe plucne bolesti

RSV — respiratorni sincicijski virus

hMPV — humani metapneumovirus

Flu — virus influence

PIV — virus parainfluence

AdV — adenovirus

HRYV — humani rinovirus

HboV — humani bokavirus

HcoV — humani koronavirus

SARS - teski akutni respiratorni sindrom (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome)

MERS - Bliskoistoc¢ni respiratorni sindrom (engl. Middle East Respiratory Syndrome)

NPEV — non-polio enterovirus

BAL — bronhoalveolarni lavat

LA — lateks aglutinacija

POC - na mjestu pruzanja njege (engl. point of care)

NT — neutralizacijski test



IHA — inhibicija hemaglutinacije

RVK - reakcija vezanja komplementa

PHA — pasivna hemaglutinacija

AGP - aviditet specifi¢nih IgG-a

WB — Western blot

NPV — negativna prediktivha vrijednost

PPV — pozitivna prediktivna vrijednost
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|. Sazetak

Brza dijagnostika virusnih infekcija diSnog sustava u djece

Mia Bilandzi¢

Akutna respiratorna infekcija najc¢esca je infektivna bolest u ljudi, a najéesce
pogodena dobna skupina su djeca. Sa svojom visokom ucestalosti ARI zna¢ajno
utjeCu na svakodnevno funkcioniranje drustva (izostanak s posla, iz $kole, vrti¢a), ali i
zdravstvenog sustava (propisivanje antibiotika, pla¢anje bolovanja). NajCesci virusni
uzro€nici ARI u djece su: respiratorni sincicijski virus, humani metapneumovirus,
virus influence, parainfluenca virusi, adenovirusi, rinovirusi, humani bokavirus,

koronavirusi i enterovirusi.

Cilj ovog rada je prikazati pregled osnovnih obiljeZja naj¢eScih virusnih uzro¢nika i
dostupne laboratorijske dijagnostike virusnih infekcija uz stavljanje naglaska na

metode brze dijagnostike tih virusa.

Laboratorijska dijagnostika virusnih infekcija provodi se metodama izravne i
neizravne dijagnostike. Pod neizravne metode podrazumijevamo serologiju koja se u
slu€aju ARI ne Koristi rutinski. Izravne metode podrazumijevaju izolaciju virusa i
nekultivacijske metode. Izolacija virusa je pouzdana metoda detekcije virusa, ali zbog
svoje sloZenosti i dugog trajanja takoder nije pogodna za rutinsku dijagnostiku ARI.
Nekultivacijske metode (detekcija antigena i molekularna dijagnostika) ubrajaju se u
metode brze dijagnostike. Upotreba metoda brze dijagnostike u svakodnevnom radu
klini€ara moze znacajno utjecat na postupanje s pacijentom te dovesti do smanjenja
stope propisivanja antibiotika, prepoznavanja cirkulacije virusa unutar populacije i u

konacnici do sveukupnog smanjenja troSka za zbrinjavanje pacijenta s ARI.

Kljuéne rijeéi: virusne infekcije, diSni sustav, djeca, detekcija antigena, molekularne

metode



[I. Summary

Rapid diagnostics of viral respiratory infections in children

Mia Bilandzi¢

Acute respiratory infection is the most common infectious disease in humans, and
children are the most commonly affected age group. With their high frequency, ARI
significantly affect the daily functioning of society (absence from work, school,
nursery school), but also the health system (prescription of antibiotics, payment of
sick leave). The most common viral agents of ARI in children are: respiratory
syncytial virus, human metapneumovirus, influenza virus, parainfluenza virus,

adenovirus, rhinovirus, human bocavirus, coronavirus and enterovirus.

The aim of this thesis is to present an overview of the basic characteristics of the
most common viral agents and the available laboratory diagnostics of viral infections,

with an emphasis on methods of rapid diagnostics.

Laboratory diagnostics of viral infections can be divided into direct and indirect
methods. By indirect methods we mean serology, which is not routinely used in the
case of ARI. Direct methods are further divided into virus isolation and non-cultivation
methods. Virus isolation is a reliable method of virus detection, but due to its
complexity and long duration, it is also not suitable for routine use in diagnosis of
ARI. Non-cultivation methods (antigen detection and molecular methods) belong to
methods of rapid diagnostics. The usage of rapid diagnostic methods in the daily
work of clinicians can significantly influence the treatment of patients and lead to a
reduction of antibiotic prescribing rate, early recognition of viral circulation within the
population, and ultimately to an overall reduction in the cost of treating a patient with
ARI.

Key words: viral infection, respiratory system, children, antigen detection, molecular

methods



1. UvOD

Akutna respiratorna infekcija (ARI) najc¢eSc¢a je infektivna bolest u ljudi te vazan uzrok
mortaliteta u cijelom svijetu. Pogodene su sve dobne skupine, ali vrlo velik udio
oboljelih ¢ine djeca (1). Glavne odrednice ARI su izrazito raznolika etiologija i tezina
klinicke slike, lak nacin prijenosa (dodirom, kapljicnim putem, aerosolom) te
ograni¢ene mogucnosti lijeCenja i prevencije. U primarnoj zdravstvenoj zastiti u
Hrvatskoj godiSnje se registrira oko 2,5 milijuna bolesnika s ARI, a to je oko 30% svih
registriranih bolesnika. U ukupnom pobolu populacije predskolske i Skolske djece udio
ARI iznosi 45-50% (2). Ovim podacima nisu pridruzena oboljenja uzrokovana
koronavirusom povezanim s teSkim akutni respiratornim sindromom (COVID-19) koja
Su za vrijeme trajanja pandemije predstavljala veliki udio morbiditeta populacije.
Osnovna podjela ARI temelji se na razlikovanju infekcija gornjeg i donjeg diSnog
sustava. Infekcije gornjeg dijela diSnog sustava daleko su ¢eSc¢e, ali i blazeg tijeka,
posebice ako ne dode do najesc¢ih komplikacija kao $to su bakterijske superinfekcije
koje dovode do sinusitisa i otitisa. Infekcije gornjeg dijela diSnog sustava ¢ine 75% svih
ARI, a najéesée se manifestiraju kao prehlada, ali i faringitis, laringitis, laringotraheitis
(sindrom krupa), upala srednjeg uha, upala sinusa. U infekcije donjega dijela diSnog
sustava ubrajaju se: akutni bronhitis, bronhiolitis, akutna egzacerbacija kroni¢nog
bronhitisa, odnosno kroni¢ne opstruktivne plu¢ne bolesti (AE-KOPB) i pneumonija (2).
Prihvatljivim se smatra do 5 ARI godiSnje za odraslog €ovjeka, a za djecu koja borave
u kolektivu i do 10 ARI godisnje (2). Iz ovih brojki mozemo vidjeti da ARI znacajno
utje€u na svakodnevno funkcioniranje drustva (izostanak s posla, iz Skole, vrti¢a), ali i
zdravstvenog sustava (propisivanje antibiotika, placanje bolovanja). Oko 85% svih
ARI uzrokuju virusi, medutim, lijeCenju ARI pripada viSe od 70% svih propisanih

antibiotika (2). Uz racionalnu primjenu za lijeCenje iskljuCivo bakterijskih infekcija



antibiotik je siguran i uCinkovit lijek. Medutim neopravdana upotreba antibiotika osim
Sto moze dovesti do razvoja rezistencije bakterija ima i Stetne uCinke na zdravlje
pacijenta (nuspojave, oste¢enje mikrobioma crijeva, infekcija C. difficile ). Unato€ tome
lijeCnici na primarnoj razini zdravstvene zastite svakodnevno se nalaze pod velikim
pritiskom kada je u pitanju lijeCenje ARI antibiotikom. lako u vecini sluCajeva ARI
virusne etiologije u djece imaju benigan tijek posebnu pozornost potrebno je obratiti na
kompleksne pacijente s komorbiditetima, novorodencad, imunodeficijentne pacijente i
pojavu ARI na bolni¢kim odjelima. U takvim sluCajevima bolest ¢eSce poprima tezu
klinicku sliku i veCa je vjerojatnost razvoja pneumonije, najteZzeg oblika ARI.
Mogucnosti lijeCenja virusnih ARI, u vecini sluCajeva, ograni¢ene su na simptomatsko
i potporno lijecenje. Najucinkovitiju prevenciju virusnih ARI predstavljala bi profilaksa
cjepivom, medutim ono je dostupno iskljucivo za virus influence i SARS-CoV-2. Opce
mjere koje ukljuCuju odrzavanije fiziCke distance, redovito pranje ruku, izolaciju oboljelih
i koristenje zastithe opreme znacCajne su za prevenciju Sirenja ovih infekcija. U
najveCcem broju slu€ajeva dijagnoza ARI postavlja se iskljuivo na temelju
anamnesti¢kih podataka i kliniCke slike te to¢na etiologija uglavnhom ostane nepoznata.
Razlog tome je veliki broj pacijenata i mogucih uzro¢nika te kompleksnost samog
postupka dijagnostike (dugotrajnost, troskovi, opremljenost laboratorija) (3). Medu
naj¢esce virusne uzroCnike ARI kod djece spadaju: respiratorni sincicijski virus (RSV),
humani metapneumovirus (hMPV), virusi influence (Flu), parainfluenca virusi (PI1V),
adenovirusi (Adv), rinovirusi (HRV), humani bokavirus (HboV), koronavirusi i
enterovirusi (4). Bakterije koje mogu uzrokovati infekcije diSnog sustava su: streptokok,
stafilokok, hemofilne bakterije, legionele, Klebsiella pneumoniae, Coxiella brunetti,
Chlamydia psittaci, Chlamydia pneumonia. Gljive (kandide, Aspergillus spp.,

zigomikote i Cryptococcus neoformans) takoder mogu biti uzro€nici infekcija diSnog



sustava (1). Kako bi laboratorijska dijagnostika koristila klini€aru u svakodnevnom radu
te imala utjecaj na odluke u postupanju s pacijentom ona mora biti lako dostupna,
jednostavna za izvodenje i dati precizan rezultat u relativno kratkom vremenskom
periodu. U ovom radu bit ¢e prikazan pregled osnovnih obiljezja najceScih virusnih
uzroCnika infekcija diSnog sustava u djece i dostupne laboratorijske dijagnostike

virusnih infekcija uz naglasak na metode brze dijagnostike tih virusa.

2. VIRUSNI UZROCNICI AKUTNIH RESPIRATORNIH INFEKCIJA U DJECE

2.1. Respiratorni sincicijski virus

Respiratorni  sincicijski virus (RSV) pripada porodici Paramyxoviridae i rodu
Orthopneumovirus. Genom virusa sadrzan je u jednolan€anoj negativnoj RNA
uzvojnici, a sam virus je pleomorfne grade. Na povrSini se nalaze dva proteina: G
(vezni) i F (fuzijski). Vezni, odnosno G-protein virus Kkoristi za prijanjanje uz stanicu, a
fuzijski protein omogucuje ulazak u stanicu i stvaranje karakteristicnog citopati¢nog
ucinka, sincicija (5). Velikim afinitetom se veze za epitelne stanice respiratornog
sustava te Sire¢i se medu njima uzrokuje fuziju njihovih stani€énih membrana. Nacin
prijenosa je kapljiCni, najéeS¢e rukama sa povrSina i predmeta kontaminiranih

zarazenim sekretom (5).

U djece RSV kao posljedicu primoinfekcije uglavnom uzrokuje infekciju donjeg diSnog
sustava kao Sto je: bronhiolitis, pneumonija, traheobronhitis i sindrom krupa, dok se
reinfekcije najéeSc¢e manifestiraju kao infekcije gornjeg dijela diSnog sustava i
uglavnom su blazeg klinickog tijeka. Rizicne skupine kod kojih se moze ocekivati teZi
tijek bolesti su: prematurusi, dojen¢ad mlada od 3 mjeseca, djeca i odrasli koji boluju

od bilo koje kroni¢ne plucne ili sr€ane bolesti te djeca i odrasli s nekim oblikom
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imunodeficijencije ili imunokompromitiranosti. U tim skupinama ceSc¢e su zahvaceni

doniji di$ni putevi i smrtnost je veca (6).

RSV najznacajni je uzroCnik bronhiolitisa u dojenackoj dobi. Simptomi bronhiolitisa
(otezano disanje, produzen ekspirij, hiperinflacija plu¢a, uvlacenje medurebrenih
prostora i tahikardija) obi¢no se javljaju nakon kratkotrajne infekcije gornjeg diijela

diSnog sustava (5).

Rezultati jednog istrazivanja provedenog u Hrvatskoj na 504 RSV pozitivhe djece u
periodu od 2012. do 2014. godine pokazali su da je u dobnoj skupini od 0 do 6 mjeseci
najCesSc¢a kliniCka prezentacija bila bronhiolitis (65,7%) dok je kod starije djece, od 2 do
5 godina, naj¢esc¢a kliniCka prezentacija bila infekcija gornjeg dijela diSnog sustava
(55,8%) (7). Cak 40% primoinfekcija kod djece u dobi do jedne godine rezultira
bronhiolitisom (8). Smatra se da do 2. godine Zivota 98% djece dode u kontakt s ovim

virusom (9).

Infekcije uzrokovane RSV-om sporadi¢no se mogu pojavijivati u bilo kojem dijelu
godine, epidemijski se, medutim, pojavljuju u zimskoj sezoni (uglavhom od studenog
do travnja). U Hrvatskoj se vece epidemije javljaju svake 2 godine. Veliku zimsku

epidemiju za 14 mjeseci prati mala proljetna, a za 8 mjeseci opet slijedi velika zimska

(7).

Prema razli€itim studijama udio ARI infekcija uzrokovanih RSV-om varira izmedu
17.7% do 37,1% (10-14). Promijenjena dinamika funkcioniranja drustva tijekom
COVID-19 pandemije imala je utjecaj i na uobiajenu cirkulaciju RSV-a. Prva
oCekivana sezona RSV-a nakon pocetka pandemija u prosjeku je kasnila 39 tjedana u
11 zemalja koje su bile dio istrazivanja. Uz napomenu da se u nekim zemljama nije niti

pojavila (15).



LijeCenje ove infekcije uglavhom se sastoji od simptomatskog lije€enja. U SAD-u je
dozvoljena primjena, sintetiCkog nukleozidnog analoga, Ribavirina. U in vitro uvjetima
je dokazano njegovo djelovanje na RSV, no zbog visoke cijene, opasnosti za osoblje i
upitne ucinkovitosti nije ¢esto u upotrebi (8). Osim opcih mjera prevencije u Hrvatskoj
postoji i specificni program prevencije RSV infekcije u djece koja spadaju u rizicne
skupine. Taj specificni program sastoji se od pasivne imunizacije monoklonskim
protutijelom, Palivizumabom. Vezuéi se za F-protein, Palivizumab, sprje€ava ulazak
virusa u stanicu, a time i moguénost infekcije, ublazuje klinicku sliku te smanjuje broj
hospitalizacija. U program prevencije su uklju¢ena djeca rodena s manje od 32 tjedna
gestacije mlada od Sest mjeseci i djeca s hemodinamski znacajnhom prirodenom
srcanom greSkom mlada od dvije godine. U mjesecima sezone RSV-a (od studenog
do ozujka) dijete jednom mjesecno prima Palivizumab osim ako u tome periodu bude

hospitalizirano zbog RSV infekcije (5).

Dokaz virusa provodi se metodama izravne viroloSke dijagnostike (izolacija i detekcija
virusa u kliniCkom materijalu uzetom aspiracijom nazofaringealnog sekreta, ispirkom
nosa ili obriskom nazofarinksa) (5). Zlatni standard je RT-PCR. Brze metode detekcije
antigena pruzaju rezultate unutar nekoliko minuta. Razvijeni POC testovi koriste

metode imunokromatografije i imunoenzimske detekcije antigena (9).

2.2. Virusi parainfluence

Virusi parainfluence (PIV) su RNA virusi koji pripadaju porodici Paramyxoviridae. Do
sada su opisana Cetiri serotipa, a oznacena su brojevima od 1 do 4. PIV-1i PIV-3 dio
su roda Respivirus, PIV-2 i PIV-4 roda Rubulavirus. PIV su ovijeni lipoproteinskom

ovojnicom podrijetlom od domacina, a na njoj se nalazi glikoproteinski izdanak



hemaglutinin-neuramidaze (HN), zaduzen za prijanjanje virusa za stanicu domacina, i

fuzijski glikoprotein (F) pomocu kojeg nukleokapsida ulazi u stanicu (5).

PIV-1, PIV-2 i PIV-3 naj¢esc¢e uzrokuju infekcije donjeg dijela diSnog sustava, dok se
PIV-4 uglavnom povezuje uz blage oblike infekcije gornjeg dijela diSnog sustava (16).
Oko 15% infekcija PIV-om kod djece rezultira zahvac¢anjem donjih diSnih puteva. PIV-
1 je glavni uzroCnik laringotraheobronhitisa, odnosno krupa, u djece. Krup se, osim
opc¢im simptomima, o ituje kasljem poput laveza psa, promuklodc¢u i inspiratornim
stridorom. Za razliku od djece, odrasli infekciju PIV-om mogu prebroditi bez simptoma
ili kao blagu upalu gornjih diSnih puteva. Tezak oblik bolesti mozemo oc€ekivati samo u

imunokompromitiranih bolesnika (17).

Virus se Siri izravnim kontaktom i kapljicnim putem. Infekcije PIV-1 i PIV-2 se nesto
c¢eSce pojavljuju u jesen, a PIV-3 tijekom cijele godine (16). Djeca do prve godine
naj¢eSc¢e su zarazena serotipom 3, a serotipove 1 i 2 ¢eSée nalazimo u dobi od 1 do 5
godina (5). PIV ometa stani¢ni imunosni odgovor kako bi sprije€io razvitak trajne
imunosti. Zato je reinfekcija u odrasloj dobi uobiajena, ali uglavnom rezultira blazom
klinickom slikom (16). Prema razli€itim istrazivanjima, provedenim u Hrvatskoj,
prevalencija PIV-a kao uzroCnika ARI medu djecom krece se izmedu 3,3% i 18,4%

(10,18,19).

Lije€enje je simptomatsko. U slu€aju krupa se mogu primijeniti i sustavni kortikosteroidi
te inhalacije adrenalina (17). Od mjere prevencije trenutno su moguce samo opce
mjere, a one su posebno vazne na pedijatrijskim odjelima i drugim zatvorenim djecjim
kolektivima (16). Metode detekcije PIV su klasi¢na kultivacija virusa, shell-vial kultura

i testovi imnuofluorescencije, ali zlatnim standardom smatramo RT-PCR (17).



2.3. Humani rinovirusi

Humani rinovirusi (HRV) ¢&lanovi su porodice Picornaviridae, a pripadaju rodu
Enterovirus. Kao i ostali ¢lanovi porodice Picornaviridae to su mali neovijeni RNA
virusi. Dijele se u tri vrste: HRV-A, HRV-B i HRV-C. Otporni su na djelovanje lipidnih

otapala, vec¢inom su termostabilni i nestabilni u kiseloj sredini (20).

HRYV su uzrocnici 30-50% prehlada u populaciji. Nakon inkubacije koja traje od 1 do 4
dana nastupa bolest koja se uglavhom ocCituje Smrcanjem, kihanjem, zacCepljenjem
nosa i grloboljom. Karakteristi¢an je bistar sekret iz nosa koji s napredovanjem bolesti
postaje purulentan, ali bez sekundarne bakterijske infekcije (21). lako je najceSce
uzroCnik blazih infekcija gornjeg diSnog sustava postoje istrazivanja koja ga sve vise
povezuju i s infekcijama donjeg diSnog sustava (22). U rizi€ne skupine pripadaju djeca,
stariji, imunokompromitirani te bolesnici s kroni¢nim plu¢nim bolestima (cisiticna
fibroza, KOPB, astma). Kod njih je zabiliezeno ucestalije zahvacenje donjeg diSnog

sustava kao i egzacerbacije osnovne bolesti.

Uglavnom se prenose izravnim putem, kontakom velikih kapljica sa sluznicom gornjih
diSnih puteva i spojnice oka. Prijenos aerosolom je mogu¢ uz velike koli€ine virusa.
Medu populacijom virus cirkulira tijekom cijele godine uz povecéanu incidenciju u ranu
jesen i kasno proljece. Poznato je vise od 100 serotipova, a iz godine u godinu se
mijenja prevalencija pojedinog serotipa (20). Djeca su najceSce izvor infekcije te su
oni ti koji infekciju unose u obitelj. Visoka u€estalost rinovirusa kao uzroc€nika infekcija
dokazana je i u nehospitalizirane kao i medu hospitaliziranom djecom s udjelom vec¢im

od 50% (10, 11, 23).



NajznacCajnija metoda detekcije HRV je RT-PCR, a ukljuen je i u komercijalno
dostupne multiplex PCR testove, ali oni ga ne razlikuju od enterovirusa (22). LijeCenje

je simptomatsko, a glavha metoda prevencije redovito pranje ruku.

2.4. Humani metapneumovirus

Humani metapneumovirus (hMPV) pripada porodici Paramyxoviridae te rodu
Metapneumovirus. To je RNA virus koji je prvi je put izoliran 2001. godine, medutim
retrogradno je pokazano da u populaciji cirkulira ve¢ 60 godina. Virusne Cestice su

kuglasta oblika s izdancima dugim 15nm na povrsini (5).

KliniCke manifestacije uzrokuju spektar bolesti od blagih infekcija gornjeg diSnog
sustava do bronhiolitisa i pneumonija koje dovode do potrebe za mehanickom
ventilacijom (24). Kod djece s infekcijom donjeg dijela respiratornog sustava, bilo
hospitalizirane bilo zbrinute ambulantno, u 6 do 12% slu¢ajeva hMPV je dokazan kao
uzroCnik (25). Prema tome, hMPV je vazan uzrocCnik teskih respiratornih infekcija, a
prema podacima o stopama hospitalizacije djece mlade od 5 godina, nalazi se odmah
nakon RSV-a (26). Cimbenici rizika za tezi oblik bolesti su imunokompromitiranost,

prematurnost, gastroezofagealni refluks i kroni¢na sr€ana ili plu¢na bolest (24).

hMPV se Siri izravnim kontaktom i kaplji¢nim putem. Osim po srodnosti, gradi i klini¢kim
manifestacijama hMPV je nalik RSV-u i po pojavnosti epidemija. Ce$¢e uzrokuje
infekcije potkraj zime i u rano proljece te se dijelomi¢no preklapa sa sezonom RSV-a,
obi¢no 1 do 2 mjeseca nakon njega (25). Sva djeca do pete godine Zivota uglavhom
dodu u kontakt s ovim virusom. A prema razliCitim studijama kod djece s bronhiolitisom
hMPYV je dokazan u 4-21% slu€ajeva (5). Takoder je odgovoran i za 10% egzacerbacija

astme, uglavnom u djece mlade od 3 godine (24).
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LijeCenje je uglavhom simptomatsko. lako se u in vitro uvjetima i na Zivotinjskom
modelu ribavirin pokazao ucinkovit, u klinickim uvjetima u obzir se uzima samo kod
imunokompromitiranih pacijenta s tezom klinickom slikom. Prevencija se sastoji
isklju€ivo od opcih mjera (pranje ruku, respiratorna izolacija, izbjegavanje izlaganja)

(24).

Prisutnost virusa u populaciji je otkrivena s odgodom jer je kultivacija ovog virusa
zahtjevna. Zato se prednost daje metodama detekcije antigena i molekularnim
metodama (RT-PCR) (5). Seroloska dijagnostika koristi se u epidemioloSke i

istrazivacke svrhe (25).

2.5. Adenovirusi

Adenovirusi (AdV) patogeni za ¢ovjeka pripadaju rodu Mastadenovirus. Do sada ih je
poznato 88 i svrstani su u sedam grupa (A-G) (27). To su srednje veliki DNA virusi
sastavljeni od 252 kapsomere koje Cine ikozaedralnu kapsidu. Glavninu antigenske
strukture Cine pentoni, heksoni te vlaknasti izdanci. Antigene pentonskih baza mozemo
pronaci kod svih ¢lanova porodice Adenoviridae. Heksoni takoder sadrze grupno-
specificne, ali i tipno-specifiCne antigene te su odgovorni za stvaranje neutralizirajuéih

protutijela, dok su vlaknasti izdanci specificni za svakih tip (28).

AdV u ljudski organizam mogu uci kroz usta, nazofarinks i o&nu spojnicu, a za njihovo
umnozavanje posebno su pogodne epitelne stanice. U njima se odvija liticki oblik
infekcije u kojem dolazi do smrti stanice i replikacije velikog broja virusnih Cestica.
Drugi moguci oblik infekcije se obi€¢no zbiva u stanicama limfnog tkiva, tako nastaje
kroni¢na ili latentna infekcija (28). Tom obliku su osobito skloni AdV grupe C (29). Tredi

oblik interakcije jest onkogena transformacija pri ¢emu se virusna DNA ugraduje i
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replicira sa stanicnom. Takva vrsta infekcije joS nije zabiljezena kod ¢ovjeka, ve¢ samo
kod glodavaca (28). lako postoje razvijena parenteralna cjepiva, onkogeni potencijal

AdV-a sprjeCava njihovu Siru primjenu (30).

Adenovirusi u djece uzrokuju 5-10% svih respiratornih bolesti (28,29). Klinicka
manifestacija AdV infekcije respiratornog sustava uklju€uje cijeli spektar stanja: obi¢na
prehlada, febrilni respiratorni katar, nazofaringitis, traheitis, bronhiolitis i pneumonija.
Ovisno o stani¢hom tropizmu, virus moze zahvatiti i druge sustave kao Sto su: oko,

gastrointestinalni i mokracni sustav.

NajceSce se pojavljuju kod djece u vrijeme zime i ranog prolje¢a, vojnika u vojnim
kampovima, a ponekad i kod odraslih i imunokompromitiranih (29). Prenose se
aerosolom. Najcesci tipovi adenovirusa koji uzrokuju infekcije diSnog sustava su 1-7.
Za djecu najranije dobi najznacaijniji su tipovi 1 i 2, a kasnije to postaju 315 (28). Prema
istrazivanjima provedenim u Hrvatskoj udio ARI uzrokovanih AdV-om u hospitalizirane
djece iznosi oko 20% (10, 18). Pritom je najveci broj sluCajeva zabiljezen u dobi
izmedu 1i 2 godine s najmanjom ucestaloS¢u nakon navrSene 5.godine (18). Za razliku
od toga, u Kini je AdV kao uzro¢nik pneumonije kod djece s najve¢om incidencijom
detektiran upravo nakon 5. godine, a bio je odgovaran za 3,26% pneumonija medu

ispitanicima (31).

Specifi¢an lijek za AdV-infekcije trenutno ne postoji. Kao metoda prevencije od 2011.
godine ponovno se koriste oralna cjepiva za adenoviruse tipa 4 i 7, koja imaju kriznu

reaktivnost s tipovima 3 i 14, za cijepljenje vojnih novaka u SAD-u (32).

Za detekciju AdV koristi se kultivacija, molekularne metode i metode detekcije

antigena. Zbog svoje osjetljivosti i brzine, u odnosu na druge metode, PCR je metoda
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izbora. Kvantitativni PCR je posebno koristan kod zbrinjavanja imunokompromitiranih

pacijenata (30).

2.6. Virus influence

Influenca virus (Flu) pripada porodici Orthomyxoviridae, a razlikujemo 3 tipa: Flu A, Flu
B, Flu C. Graden je od jednolanéne RNA molekule podijeljene u 8 segmenata (osim
Flu C koji ima 7). Na povrsini lipidne ovojnice nalaze se dva, za patogenezu, vrlo
znacajna glikoproteinska izdanka: hemagutinin (H) i neuramidaza (N). Razdijeljenost
genoma omogucuje ucestalu pojavu rekombinacija. Manje promjene na razini nekoliko
aminokiselina nazivaju se antigensko skretanje (engl. drift) i pojavljuju se svake 2 do 3
godine. Ove promjene omogucuju virusu da svake godine uzrokuju manje epidemije
gripe jer djelomi¢na imunost ve¢ postoji medu populacijom. Veée promjene, odnosno
virusne antigenske izmjene (engl. shift) ukljuCuju promjenu sastava aminokiselina u
polipeptidnom lancu. Smatra se da su posljedica rekombinacije humanog i Zivotinjskog
soja. Medu populacijom ne postoji razvijena imunost na takav korjenito izmijenjen virus
te se stoga razvija pandemija (33). Za pandemiju je karakteristicno da se pojavljuje
izvan uobiCajenog sezonstva, traje vise mjeseci, klini¢ka slika je teZa, a stopa smrtnosti
znacajno veca. Antigenske promjene su osobito karakteristiCne za Flu A, manje su
prisutne kod Flu B, a uopc¢e ih nema kod Flu C. Iz toga slijedi da Flu A ima jacu

virulenciju od Flu B i C (34).

Inkubacija je vrlo kratka i iznosi svega 1 do 2 dana, a bolesnik je zarazan i dan prije
pojave simptoma (34). KliniCku sliku karakterizira izrazito nagla pojava visoke

temperature s naglasenim op¢im simptomima. Redovito je prisutna glavobolja, umor,

.....
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povracanje i proljev. Febrilna faza traje 3 do 6 dana, a kada se ona pocinje smirivati
nastupaju respiratorni simptomi (35). Influenca moze proci i kao obi¢na prehlada, no
tada je uglavnom rije€ o osobi koja je na bilo koji nacin vec¢ razvila djelomi¢nu imunost
na taj virus. Komplikacije su brojne, a mozemo ih podijeliti na komplikacije u diSnom
sustavu i izvan diSnog sustava. Komplikacije u diSnom sustavu su: bakterijska
pneumonija, otitis media, sinusitis, egzacerbacija KOPB-a, laringitis, krup, bronhilotis,
virusna pneumonija. lzvan diSnog sustava moze do¢ do razvoja miozitisa,
encefalopatije, Guillan-Barre sindroma, Reyeov sindroma, mioperikarditisa i

reaktivnog artritisa (36).

Imunost je tipnospecificna i u najveéoj mjeri ovisi 0 hemaglutininu i neuraminidazi.
Virus se prenosi izravnim kontaktom sa zaraZzenom osobom, kontaminiranim
aerosolom ili preko kontaminiranih povrsina (37). Vise od 90% umrlih od posljedica
infekcije virusom influence pripada dobnoj skupini starijin od 65 godina (36). To je zbog
toga Sto su stariji skloniji razvoju bakterijskih komplikacija. Najvec¢a incidencija je medu
djecom Skolske dobi (10-40%), a preko njih se Siri, unutar obitelji, na odrasle i djecu
druge dobi (38). To je zato Sto su djeca, jednostavno kao posljedica svoje dobi, bila u
manjem kontaktu s razli€itim tipovima ovog virusa u odnosu na odraslu populaciju.
Stoga djeca mlada od 2 godine spadaju u rizi€nu skupinu za razvoj tezeg oblika bolesti,
kao i: imunokompromitirani, trudnice, babinjaCe, stariji od 65 godina, bolesnici s
kroni¢nim bolestima srca i plu¢a (34). Prema rezultatima Kale I. udio ARI uzrokovanih
Flu-om kod hospitalizirane djece iznosi 7,7%. Pritom je zapazeno da broj oboljelih raste

s dobi, a najveca incidencija je zabiljeZzena kod djece starije od 5 godina (10).

Osnovno lije€enje je simptomatsko. U slu€aju razvoja tezeg oblika bolesti ili pojave
infekcije kod pacijenta s Cimbenicima rizika za razvoj komplikacija moze se upotrijebiti

specificna antivirusna terapija. Lijekovi izbora su peroralni pripravak oseltamivir i lijek
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zanamivir za inhalacijsku primjenu (37). Oni djeluju kao inhibitori neuramidaze te na
taj nacin sprjeCavaju izlazak virusa iz stanice. Potrebno ih je primijeniti na samom
poCetku bolesti (unutar 48h od poCetka simptoma) jer oni ne mogu sprijeciti kasnije
patogenetske mehanizme koji su posljedica imunoloskog odgovora domacina (36).
Prirodna imunizacija je posljedica izloZenosti virusu stvara dugotrajnu imunost. Cjepiva
koja se koriste za prevenciju teSkog oblika bolesti i nastanka komplikacija moraju se
ponavljati svake godine jer virus uCestalo mutira, a imunost koja se razvije brzo
nestaje. Cijepljenje se preporu¢a svim skupinama s izraZzenim cCimbenicima rizika i
zdravstvenim djelatnicima (36). Dostupno je cjepivo sastavljeno od dijelova virusne
Cestice (H i N) najceSce podrijetlom od Cetiri tipa virusa (2 Flu Ai 2 Flu B) (34). Jedina
kontraindikacija je preosjetljivost na jaja jer se cjepivo proizvodi na oplodenim jajima.
Postoji i zivo atenuirano cjepivo rezervirano za dobnu skupinu izmedu 2 i 50 godina, a

nalazimo ga u obliku nazalnog spreja (36).

Dijagnoza influence Cesto se postavlja na temelju kliniCke slike i epidemioloske
situacije (37). Laboratorijsko testiranje je potrebno provesti u slu€aju kada rezultati
testa utjeCu na daljnje zbrinjavanje pacijenta (pitanje primjene antiviralnih lijekova) ili
imaju epidemiolo$ko znacenje (38). Dostupne laboratorijske metode su: brzi antigenski
testovi, PCR i izolacija virusa. Brzi antigenski testovi imaju dobru specifi€nost, ali nisku
osjetljivost, a pozitivha i negativna prediktivna vrijednost testa ovisi o rasirenosti virusa
unutar populacije (38). Jo$ jedan nedostatak je nemoguénost razlikovanja Flu A i Flu
B tipa. lzolacija virusa je dugotrajan postupak te nam stoga konacni rezultati ne
pomazu u donosenju odluka o zbrinjavanju pacijenta. Zato je RT-PCR metoda izbora

za detekciju virusa influence (34).
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2.7. Koronavirus

Porodica Coronaviridae dijeli se u Cetiri roda: a, B, y i 8. Humani koronavirusi (HcoVs)
svrstani su u a (HcoV-229E, HcoV-NL63) i B rod (HcoV-HKU1, HcoV-OC43, MERS-
CoV, SARS-CoV, SARS-CoV-2) (39). Genom HCoV-a sadrzan je u jednolan¢anoj
RNA koja se nalazi unutar ovojnice. Pet znacajnih strukturnih proteina su: protein
nukleokapside (N), matriks protein (M), protein ovojnice (E), hemaglutinin esteraza
(HE) i glukoprotein korona-izdanka (S). S odnosno engl. spike proteini strSe s vanjske
strane ovojnice i sluze za adsorpciju virusa za stanice te su razlog zbog kojeg je ova

skupina dobila naziv prema latinskoj rijeci corona (kruna) (40).

Sezonski koronavirusi uglavnom zahvacaju gornji disni sustav i uzrokuju klasi¢nu
klinicku sliku: rinoreja, nazalna kongestija, grlobolja, kasalj i umjereno povisena
tielesna tempreatura. Ponekad mogu dovesti i do upale srednjeg uha te egazcerbacije
astme. Kod novorodencadi i imunokompromitiranih pacijenata postoji opasnost i od

razvoja bronhiolitisa, krupa i pneumonije (41).

Tijekom izbijanja epidemija teSkog akutnog respiratornog sindroma (SARS engl.
Severe Acute Respiratory Syndrome) uoceno je da se u djece, mlade od 12 godina,
razvija puno blaZzi oblik bolesti nego kod odraslih. Uglavhom se prezentiraju vru¢icom,
kaSljem i rinorejom. Za razliku od njih adolescenti su skloniji tezem obliku s vru¢icom
s tresavicama, opcom slaboscu, glavoboljom, mialgijom i zahvaéanjem donjih diSnih
puteva (41). Opcenito, kliniCka slika SARS-a je vrlo variabilna od blage do vrlo teSke

bolesti s respiratornom insuficijencijom i potrebom za mehani¢kom ventilacijom (39).

BliskoistoCni respiratorni sindrom (MERS engl. Middle East Respiratory Syndrome) se
takoder prezentira razli¢itim spektrom klini¢kih slika. Od blage bolesti uz zahvaéanje

samo gornjih diSnih puteva, pogotovo kod djece, do razvoja respiratorne insuficijencije
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uz akutno zatajenje bubrega. Smrtnost je znacajno veca nego kod drugih tipova
koronavirusa (36%), ali potrebno je uzeti u obzir i Cinjenicu da blagi sluCajevi bolesti

uglavnom produ ne detektirani (41,42).

Najcesci simptomi kod dijece oboljele od koronavirusne bolesti 2019 (COVID-19) kao
posljedica zaraze SARS-CoV-2 su kaSalj, vrucica, grlobolja te rinoreja, hunjavica,
nazalna kongestija, povracanje i proljev (43). Pomalo specifiCan znak ove bolesti, iako
ne bi trebao biti, postao je gubitak osjeta okusa i njuha. UgroZzene skupine su stariji
od 65 godina, pretili, kardiovaskularni bolesnici i imunokompromitirani. U tim
skupinama veca je uCestalost razvoja tezih oblika ove bolesti uz razvoj pneumonije te
u konacnici respiratorne insuficijencije i potrebe za intezivnim lijeCenjem. Nastavak
prisutnosti simptoma i pojava novih simptoma nakon zavrSetka akutne faze bolesti
naziva se postcovid sindrom. NajCeSce prisutni simptomi su: umor, glavobolja,
poremecaji paznje, opadanje kose, dispneja, mialgija i artralgija. Medutim, lista
simptoma koji se pripisuju postcovid sindromu je svaki dan sve duza, a prave

posljedice infekcije ovim virusom se tek otkrivaju (44).

SARS se prvi puta pojavio 2002. godine u juznoj Kini te se tijekom iduéih mjeseci
epidemijski prosirio po Kini, ali i izvan nje. Do kraja 2004. godine zabiljeZzeno je 8098
zarazenih osoba od kojih je 774 preminulo Sto rezultira ukupnom smrtnosc¢u od 9,6%
uz znatnu varijaciju stope smrtnosti u ovisnosti o dobnoj skupini. Od 2004. godine nisu

zabiljeZeni novi slu€ajevi SARS-a (39,41).

Deset godina nakon otkrica SARS-a, u Saudijskoj Arabiji je zabiljeZzen prvi slucaj
MERS-a. Smatra se da su glavni izvor zaraze za Covjeka deve (39). Od 2012. do 2019.

zabiljezeno je ukupno 2468 sluCajeva zaraze od Cega 851 smrtni slu€aj (42).
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COVID-19 se prvi puta pojavila 2019. godine u kineskom gradu Wuhanu. Od tamo se
pandemijski proSirila po Citavom svijetu i dovela do 539 milijuna sluCajeva zaraze i 6

milijuna smrtnih slu¢ajeva koji su zabiljezeni do 21. lipnja 2022. godine (44).

Nacin prijenosa ovih virusa je izravnim kontaktom sa zarazenim sekretom ili veé¢im
kapljicama aerosola (39). Period inkubacije varira od 2 do 14 dana (41). Cetiri najéesce
tipa (HcoV-229E, HcoV-NL63, HcoV-HKU1, HcoV-OC43) uzrokuju 15-30% svih
infekcija diSnog sustava te imaju sezonski karakter (45). Vrh njihove pojavnosti je u
zimskim i proljetnim mjesecima. Kod djece je najveci broj infekcija ograni¢en na gorniji
diSni sustav, a riede je mogucée zahvacanje i donjeg dijela diSnog sustava. Ovisno tipu
virusa prevalencija ARI uzrokovanih HCoV-om u hospitalizirane djece u Hrvatskoj

iznosila je 1-10%, a najzahvacenija dobna skupina bila su dojen¢ad (10).

Osnova lije€enja koronavirusnih infekcija su potporne i simptomatske mjere koje u
najtezim oblicima uklju€uju i mehanic¢ku ventilaciju. Kod lijeCenja SARS-a postoje
podaci, koji nisu sluzbeno potvrdeni, o povoljnim ishodima uz koriStenje kombinacije
kortikosteroida i ribavirina. Visoke doze metilprednizolona koriste se u drugoj fazi
bolesti kako bi umanijili imunoloSki posredovano oStecenje pluéa (39). Prema
smjernicama za lijeCenje COVID-19 Ministarstva zdravstva Republike Hrvatske u
lijeCenju teskih oblika se koriste remdesivir i kortikosterodi uz simptomatske mjere koje
uklju€uju: nadomjesnu terapiju kisikom i antitromboti¢nu profilaksu. Ostali lijekovi koji
se u pojedinim sluCajevima mogu koristiti su: tocilizumab, baricitinib te razliCite

kombinacije monoklonskih protutijela (46).

Mjere prevencije ukljuCuju opce mijere: pranje ruku, odgovaraju¢a respiratorna
higijena, odrZzavanje razmaka, dezinfekcija povrSina s kojima su ljudi ¢esto u kontaktu

itd. Za svaki otkriveni slu¢aj SARS-a, MERS-a i COVID-19 potrebno je obavijestiti
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nadleznu javnozdravstvenu sluzbu. Tada se provode mjere izolacije i pracenja
kontakata (41). Cjepivo je dostupno jedino za SARS-CoV-2 te se u svjetlu pandemije
provodi Siroko cijepljenje pu€anstva kako bi se smanjio udio hospitaliziranih pacijenata,
ali i umanijilo cirkuliarnje virusa unutar populacije. U Hrvatskoj su do sada bila dostupna
cjepiva: Pfizer/BioNTech Comirnaty, SII/COVISHIELD AstraZeneca/AZD1222,
Janssen/Ad26.COV 2.S (Johnson & Johnson) i Moderna COVID-19 (mMRNA 1273).
Mehanizam ovih cjepiva temelji se na virusnom vektoru (AstraZeneca, Johnosn &

Johnson) i mMRNA tehnologiji (Moderna, Pfizer) (46).

Izolacija HCoV je moguca u stani¢nim kulturama, medutim za pojedine tipove je to teze
izvesti te je stoga brza i visoko osjetliva RT-PCR metoda zlatni standard (40).
Detekcija SARS-CoV-2 je moguca i brzim imunokromatografskim testovima, ali uz

znacCajno manju osjetljivost.

2.8. Enterovirusi

Enteroviruse svrstavamo u porodicu Picornaviridae. Vec¢ iz imena porodice vidljivo je
da se radi o malim (lat. pico) RNA virusima. Prethodna metoda klasifikacije temeljila
se na kultivaciji virusa u stani¢noj kulturi te serotipizaciji testom neutralizacije i dijelila
je enteroviruse na: poliovirus, Coxsackie A, Coxsackie B, echoviruse i novije
enteroviruse. Novija podjela dijeli viruse na osnovi genetiCke sliCnosti, a humani
enterovirusi su svrstani u 4 skupine (HEV A, B, C, D) (20). U humane enteroviruse

ubraja se viSe od 110 tipova virusa (47).

Nakon ulaska kroz gornji dio probavnog sustava slijedi primarno umnozavanje virusa
u limfnom tkivu zdrijela i crijeva, a nakon toga slijedi daljnje umnozavanje virusa u

dubljim cervikalnim i mezenteri¢nim limfnim ¢vorovima i prodor virusa u krvotok (20).
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Spektar klinickih prezentacija uzrokovanih enterovirusima je vrlo Sirok. U tablici 1 su
nabrojane klinicke manifestacije kako bi se prikazala njihova raznolikost. Gotovo svi
tipovi virusa se mogu povezati s nespecificnom vruéicom s respiratornim simptomima
ili bez njih. To je tzv. ljetna gripa koja prolazi bez vecih komplikacija. Medutim, 2014.
godine vrlo znacajnim virusom u spektru respiratornih bolesti se pokazao enterovirus
D68 (EV-D68). On uzrokuje egacerbaciju astme ili pojavu karakteristicnog piskanja kod
djece koja prije nisu bolovala od astme uz Cestu potrebu za hospitalizacijom zarazene
djece. Takoder postoje i slu€ajevi u kojima je uz neuroloSke simptome sli¢ne onima

koje uzrokuje polio virus, dokazan EV-D68 (48).

Infekcije enterovirusima pojavljuju se uglavnom epidemijski tijekom ljeta i jeseni.
Najznacajniji put prijenosa je feko-oralni te je stoga i incidencija veCa u mjestima s
loSijim socioekonomskim prilikama i slabijom higijenom (20). 1zuzetak je EV D68 koji
se prenosi respiratornim sekretom (48). Novorodencad se moZe zaraziti i vertikalnom
transmisijom prije, tijekom ili nakon porodaja, putem majcinog mlijeka ili horizontalnom
transmisijom kontaktom s medicinskim osobliem i c¢&lanovima obitelji (49).
Enterovirusne infekcije najznacajnije su upravo za djecu. Tri Cetvrtine oboljelih ine

djeca mlada od 15 godina uz najveéu stopu obolijevanja medu dojencadi (47).

Trenutno nije dostupna specificna terapija za enterovirusne bolesti te je lijeCenje
utemeljeno na simptomatskim mjerama. Za intravenskim imunoglobulinima poseze se
samo u odredenim tezim sluajevima: kronini meningoencefalitis u
imunokompromitiranih,  generalizirana  bolest novorodenCadi i te kod

imunokompromitiranih sa sumnjom na miokarditis (48).
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Tablica 1. Klinicke manifestacije NPEV-a.

Prema: Begovac J. KliniCka infektologija. Zagreb: Medicinska naklada; 2019. Tablica 79-3,

Kinicke manifestacije povezane s Coxackie virusima, echovirusima i enterovirusima; str. 589.

Klini¢ki sindrom
Asimptomatska infekcija
,Ljetna gripa“

Asepti¢ni meningitis
Encefalitis

Paraliticka bolest
Mioperikarditis

Pleurodinija

Herpangina

Bolest ustiju, Saka i stopala
Osip

Obi¢na prehlada
Bronhiolitis, pneumonija
Akutni hemoragicni konjuktivitis

Generalizirana bolest novorodendéadi

Higijenske mjere koje ukljuCuju pranje ruku (osobito nakon mijenjanja pelena) i
respiratorna higijena (EV-D68) su osnova sprje€avanja Sirenja enterovirusnih infekcija

unutar kolektiva (20,48).

Enterovirusne infekcije dokazuju se izolacijom virusa i molekularnom dijagnostikom

(20).
2.9. Bokavirus

HBoV pripada porodici Parvoviridae (50). Humani bokavirus 1 je prvi puta otkriven i
prepoznat kao znadajan uzroénik respiratornih infekcija 2005. godine u Svedskoj

tijekom projekta Tobiasa Allandera i sur. (51). Uz HBoV1 postoje iz HBoV 2-4 koji su
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uglavnom pronadeni u uzorcima stolice. Kao i ostali ¢lanovi porodice Parvoviridae

HBoV je neovijeni virus s jednolananom DNA (52).

Najcesce klinicke prezentacije infekcije HBoV1 su: pneumonija, bronhiolitis, upala
srednjeg uha, obi¢na prehlada ili egzacerbacija astme (50). Cesto je prisutna vruéica,
kasalj, rinoreja i piskanje (52). U literaturi postoji opisano nekoliko sluCajeva
encefalitisa, hepatitisa i miokarditisa uz detekciju HBoV, medutim njihova izravna
poveznaost nikad nije dokazana daljnjim istrazivanjima. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj
teZe kliniCke slike i zahvacanja donjih dijelova diSnog sustava su: kroni¢na sréana ili
pluéna bolest u podlozi, prematurnost, malignitet, imunosupresija te djeca mlada od 2

godine (53).

Kao i kod vecine respiratornih virusa, prvi kontakt s ovim virusom nastupa u djecjoj
dobi. Prema nekim istraZivanjima do 6. godine Zivota 80% djece ima razvijena IgG
protutijela na HBoV1 (54). Zbog velike incidencije koinfekcije dugo se razmatralo
djeluje li HBoV samo kao ko-patogen ili moze i samostalno dovesti do razvoja bolesti.
Naime, u razli¢itim studijama HBoV je u od 8,2% do 100% slu¢ajeva detektiran kao ko-
patogen (55). Medutim, danas je nedvojbeno potvrdeno da HBoV i sam moze
uzrokovati infekcije gornjeg i donjeg dijela diSnog sustava, pogotovo kod djece (56).
Put prijenosa ovog virusa je uglavnom kapljicnim putem preko respiratornog sekreta.
Takoder je mogu¢ i feko-oralni put prijenosa virusa HBoV 2-4 koje uglavhom
pronalazimo u stolici (52). Postoje sumnje na njihovu povezanost s gastroenteritisom,
ali one nikada nisu potvrdene (52,57). Prema pregledu literature Christensen A. i sur.
HBoV1 je detektiran u 0,7-25% sluCajeva infekcije gornjeg diSnog sustava i 0,8-23%
infekcija donjeg diSnog sustava (53). U istrazivanju provedenom u Hrvatskoj, po

uCestalosti se nalazio na 6. mjestu uz EV (7,2%), a pritom je 69.2% slu€ajeva pripadalo
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dobnoj skupini od 1 do 3 godine. Takvi rezultati se slazu i s analizom pregleda literature

Christensen A. i sur.

Specificne terapije kao ni mjera prevencije u slucaju HBoV infekcije nema. LijeCenje
se sastoji od simptomatskih mjera medu kojima, u teZim slu€ajevima bolesti, najvazniju

ulogu imaju bronhodilatatori i ostale mjere respiratorne potpore (53).

Dijagnostika HBoV temelji se na brzim molekularnim metodam (PCR).

3. LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA VIRUSNIH INFEKCIJA

U laboratorijskoj dijagnostici virusnih infekcija razlikujemo izravne i neizravne metode
detekcije virusne infekcije. Izravne metode uklju€uju kultivaciju virusa i detekciju virusa
ili nekog virusnog dijela (antigen, virusna DNA/RNA). Neizravne metode se odnose na
detekciju specifitnih protutijela u bolesnikovom serumu koji upucuju na kontakt s
odredenim virusom. Ova podjela shematski je prikazana na slici 1. Pod metode brze
dijagnostike spadaju izravne nekultivacijske metode te ¢e za potrebe ovog rada biti

tako obradene.

Uzorci koji se uzimaju za provodenje dijagnostike, osim uzorka krvi za serolo$ko
testiranje, uklju€uju i obrisak nazofarinksa, obrisak orofarinksa, aspirat nazofarinska,
nazalni ispirak i bronhoalveolarni lavat (BAL). Potrebno ih je uzeti tijekom prvih
nekoliko dana bolesti jer je tada najvedi titar virusa. Nakon uzimanja uzorka pohranjuju
se u transportni mediji, koji sprje€ava isuSivanje, uz dodatak antibiotika kako bi se
sprijeCilo prerastanje bakterija u kontaminiranim uzorcima. Vecinu uzoraka je moguce

Cuvati nekoliko dana na temperaturi od 4 do 8 °C. Uzorke koji se ne¢e uspjeti obraditi
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u laboratoriju unutar 3 dana od njihovog nastanka potrebno je zamrznuti na temperaturi

od -70 °C (58).

LABORATORIJSKA VIROLOSKA DIJAGNOSTIKA

IZRAVNA NEIZRAVNA

[ZOLACIJA VIRUSA NEKULTIVACIUSKE METODE | SEROLOGIA

KLASICNA DETEKCUA
KULTIVACIJA SHELL VIAL ANTIGENA MOLEKULARNA

Slika 1. Shematski prikaz podjele laboratorijske virusne dijagnostike.

3.1. Izolacija virusa

Virusi su unutarstaniéni organizmi te su prema tome ovisni o svom domacinu.
UmnoZzavanje virusa nije moguce bez Zivih stanica koje ih opskrbljuju energijom i
omogucuju sintezu virusnih proteina. Zato su za kultivaciju virusa potrebni bioloSki
sustavi koji ¢e omogucit umnoZavanje virusa. Poznati bioloSki sustavi su: stanicne ili

tkivne kulture, oplodena kokosja jaja te pokusne Zivotinje (59).

Klasi¢na stani¢na kultura moZe biti: primarna stani¢na kultura, diploidna stani¢na
kultura i kontinuirana stani¢na linija. Primarna stani¢na kultura nastaje iz razli€itih tkiva
ljudi i Zivotinja (59). Takve stanice predstavljaju prvu generaciju stanica osnovnog

tkiva, a mogu se subklutivirati samo jednom do dva puta (58). Primjeri takvi stani¢nih
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linija su: stanice bubrega rezus majmuna (RhMK), fibroblasti pileCeg embrija i stanice
bubrega ili plu¢a ljudskog embrija (59). Diploidne stani¢ne linije uglavhom potjecu od
tikva fetusa ili novorodencadi, a mogu se subkultivirati 20 do 50 puta (58). Kontinuirane
staniCne linije se joS nazivaju i heteroploidne. PotjeCu od tumorskog tkiva (HeLa) ili
stanica zaraZenih virusom koji ih je transformirao. Imaju neograniCen broj

subkultivacija (59).

Duljina inkubacije i pojave prvih prepoznatljivin znakova virusne infekcije razlikuju se
medu virusima. Ukoliko nema specifi€nog virusa na kojeg sumnjamo rutinski inkubacija
traje 10 do 14 dana (58). Pregledavanjem monosloja stanica pod mikroskopom traga
se za promjenama koje su mogle biti posljedica djelovanja virusa. Takve promjene se
zajedno nazivaju citopaticnim u€inkom (CPU). U neobojenim preparatima uglavnom
mozZemo vidjeti: vakuolizaciju, sincicij, opée morfoloSke promjene (zaokruZivanje
stanice, agregacija stanica, smanjivanje stanica), gubitak sposobnosti adherencije na
povrSinu, prisutnost stani¢nih granulacija (58). Neki virusi (npr. Influenza virus,
Parainfluenza virus, Togavirusi, Mumps virus) ugraduju hemaglutinine na povrsinu
stanice koju su zarazili. Hemaglutinini u doticaju s eritrocitima uzrokuju njihovu
agregacijiu (59). To svojstvo se naziva hemadsorpcija i predstavlja alternativhu metodu
dokazivanja prisutnosti virusa u stani¢noj kulturi. Rutinski test hemadsorpcije se radi
kad se pojavi CPU, a sumnja se na virus s poznatim svojstvom hemadsorpcije ili na
kraju inkubacije ako nije prisutan CPU (60). Za dokaz virusa u stanic¢noj kulturi mogu
se koristiti i obiljezena protutijela, kao npr. imunofluorescencija (IF) za koju se koriste
monoklonska protutijela obiljezena fluorescein izotiocijanatom. IF nam omogucuje i
precizniju tipizaciju pojedinih virusa (58). Svaki pronadeni CPU ili pozitivan test
hemadsorpcije potrebno je potvrditi. Potvrda se izvodi pomocéu tipno-specificnih

protutijela koja mogu neutralizirati CPU ili hemadsorpciju.
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Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da je za koriStenje klasi¢ne kultivacije kao
dijagnosticke metode potrebno puno vremena, opreme i specijalizirano laboratorijsko
osoblje. S druge strane, prednosti ove metode su visoka specificnost i moguénost da

se detektira virus na koji nismo posumnjali ili nova vrsta virusa.

Danas postoji i skracena metoda kultivacije, ali s ograni¢enim spektrom virusa koji se
mogu detektirati (61). Shell vial metoda (eng. shell- ¢ahura, vial- bo€ica) naziva se
tako jer se provodi u bo€icama koje nalikuju na ¢ahure streljiva (62). Nakon inokulacije
uzorak se centrifugira. To¢an mehanizam nije poznat, ali centrifugiranje potpomaze
bolju interakciju virusa i stanice. Inkubacija je skra¢ena na 1-2 dana, a nakon nje slijedi

detekcija virusa pomoc¢u imunoflorescentnih protutijela (61).

Oplodena kokosja jaja danas svoju primjenu uglavnom nalaze za izradu dijagnostickih
virusnih antigena, cjepiva i u istrazivanjima. Dijelovi oplodenog jajeta u kojima se virus
umnozava su: embrij, korioalantoidna opna, amnionska vrecica, alantoidna Supljina.
Njihova primjena u svakodnevne dijagnostiCke svrhe zbog kompleksnosti postupka
nije uobiCajena. U ovom slu€aju prisutnost virusa mozemo dokazati postojanjem
patoloskih promjena na korioalantoidnoj opni ili embriju, reakcijom hemaglutinacije i
dodavanjem seruma sa specificnim protutijelima koji prepoznaju odredeni virusni

antigen (59).

Upotreba pokusnih Zivotinja takoder je rezervirana samo za istrazivaCke svrhe
(cjepiva, patogeneza virusnih infekcija) te iznimno za dijagnostiku virusnih infekcija koji
se umnozavaju samo u zivotinjama, primjerice Coxsackie A virus (59). Uz prisutnost
jednostavnijih metoda rad s pokusnim Zivotinjama predstavlja nepotrebno izlaganje

riziku stvaranja izvora infekcije za ljude.
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3.2. Serolo$ka dijagnostika

Metode seroloSke dijagnostike, u uzem smislu, bazirane su na detekciji specificnih
protutijela u bolesnikovom serumu kao dokazu postojanja kontakta virusa i
imunoloskog sustava Covjeka. SeroloSka dijagnostika kod infekcija diSnog sustava
nema veliko znacenje u rutinskoj dijagnostici jer je 10 do 30% pacijenata u akutnoj fazi
bolesti seroloski negativno (63). Medutim, detekcija specificnih protutijela u
bolesnikovom serumu moze biti korisna kod postavljanja dijagnoze kroni¢ne virusne
infekcije, pracenje imunoloskog statusa pojedinca ili populacije za pojedini virus te za
provjeru imunoloSkog odgovora na cijepljenje (64). Osim toga seroloski postupci su
znacCajni kod nadzora imunoloSkog statusa osjetljivih skupina ili skupina s vecim
rizikom izloZzenosti virusu (trudnice, pacijenti kandidati za transplantaciju, zdravstveni i
laboratorijski djelatnici) (59). Uzorak za seroloSku dijagnostiku najceSce je uzorak
bolesnikove krvi, a katkada se istodobno moze uzeti i uzorak likovra. | uzorka venske
krvi, bez dodanog antikoagulansa, izdvaja se serum koji se pohranjuje na temperaturi
4 do 6 °C ili u slu€aju pohranjivanja duzeg od nekoliko tjedana na temperaturi od -20

oC (64).

Metode seroloSke dijagnostike mozemo podijeliti u 3 skupine: dokazivanje protutijela
inhibicijom neke od funkcija virusa, interakcija antigena i protutijela koja se otkriva
pojavama nespecifiCnim za virus, izravno dokazivanje interakcije antigena i protutijela
(58). Neutralizacijski test (NT) i inhibicija hemaglutinacije (IHA) su primjeri metode
dokazivanja protutijela koja inhibiraju neku od funkcija virusa. NT-om se odreduje
sposobnost bolesnikova seruma da sprijeCi umnozavanje virusa u stani¢noj kulturi.
Razina protutijela se odreduje izlaganjem razli€itih koncentracija bolesnikova seruma

jednakoj koli€ini virusa (62). Kod IHA protutijela iz seruma se veZu za virusne Cestice i
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tako sprjeCavaju njihovo vezanje za eritrocite i nastanak aglutinacije. Ova je metoda

rezervirana za hemaglutinacijske viruse.

U drugu skupinu pripadaju: reakcija vezanja komplementa (RVK), lateks
aglutinacija (LA), pasivha hemaglutinacija (PHA) i aviditet specificnih IgG
protutijela (AGP). RVK se temelji na dokazu kompleksa antigen-protutijelo pomocu
aktiviranog kompleksa (59). Kod LA virusni antigeni su adsorbirani za lateks Cestice te
uz dodatak uzorka sa specificnim protutijelima dolazi do nakupljanja Cestica koje je
vidljivo golim okom. PHA se temelji na jednakom principu kao LA, osim $to su u ovom
slucaju eritrociti nosaci virusnih antigena. AGP nam je osobito zna€ajan kod pracenja
imunoloskog statusa vezanog uz infekcije uzrokovane citomegalovirusom, virusom
Rubella, Varicella zoster virusom i virusom ospica kod trudnica i imunosuprimiranih

pacijenata. Odredivanjem AGP razlikujemo primarne i sekundarne infekcije (59).

Izravne metode dokazivanja interakcije antigena i protutijela su: ELISA, IFA i Western
blot (WB). ELISA i IFA detaljnije su objasnjene u poglavlju Metode brze dijagnstike. U
ovom slu€aju razlika je samo u tome da su specifi¢na protutijela podrijetiom iz uzorka,
a virusni antigen je vec¢ vezan za nosac ili je prisutan u stani¢noj kulturi. WB je inaCica
ELISA-e. Protutijela se otkrivaju imunoenzimskom reakcijom, ali tek nakon $to su
prociSceni virusni antigeni elektroforeti¢ki razdvojeni u poliakrilamidom gelu i preneseni

na nitrocelulozni papir (59).
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3.3. Metode brze dijagnostike

3.3.1. Detekcija antigena

Detekcija antigena omogucuje brz i izravan dokaz prisutnosti virusa u uzorku. Postoje
brojne metode koje se razlikuju prema osijetljivosti, specifiCnosti i sloZzenosti izvodenja
testa. Medu najjednostavnije testove spada imunokromatografija. Za njezino
izvodenje potrebno je 15-30 minuta, vrlo jednostavna oprema, a sam postupak se
sastoji isklju€ivo od nanoSenja razrijedenog uzorka na odgovarajué¢e mjesto na testnoj
ploCici i oCitavanja rezultata golim okom. Na odgovaraju¢em mijestu se nalaze
specificna obiljeZzena protutijela. U slu¢aju da je u uzorku prisutan virusni antigen nastat
¢e antigen-protutijelo kompleks. Antigen-protutijelo kompleks ili samo protutijela (u
slu€aju da virusni antigen nije prisutan u uzroku) putuju duz testne ploCice. Kada
antigen-protutijelo kompleks dode u kontakt s antiviralnim monoklonskim protutijelom
dodi ¢e do promjene boje. Protutijela koja se nisu vezala za antigen reagirat ¢e s anti-
IgG protutijelima, koja predstavljaju podrucje kontrole, te takoder dovesti do promjene
boje (Slika 2). Ukoliko je test pozitivan promjena boje bit ¢e vidljiva na obje lokacija, a
ukoliko je negativan samo u podrucju kontrole (62). Prednost ove metode je $to se
zbog jednostavnosti postupka i opreme mozZe izvoditi izravno na mjestu gdje se
pacijentu pruza skrb, odnosno to je POC (point-of-care) test. Takoder, u vrijeme visoke
prevalencije virusa ovaj test ima dobru negativhu prediktivnu vrijednost (NPV).
Nedostatak ove metode je mogucnost dokazivanja svega nekoliko patogena (Flu A i
B, RSV, AdV i SARS-CoV-2), niska osjetljivost i specifiCnost te niska pozitivha
prediktivha vrijednost (PPV) kada virus nije Siroko proSiren u populaciji (61). Kao sto
je ve¢ navedeno, ovom metodom se mogu detektirati samo RSV i Flu A i B, AdV i
SARS CoV-2 . Osjetljivost RSV Respi-Strip, Influ A+B Respi-Strip, Adeno Respi-Strip

i COVID-19 Ag Respi-Strip testa, prema podacima proizvodaca, se kre¢e izmedu 60 i
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94%. Specificnost varira izmedu 93 i 99%. Medutim, prema rezulatima istrazivanja
provodenog u 148 ispitanika, u usporedni s RT-PCR, osjetljivost COVID-19 Ag Respi-

Strip testa iznosila je svega 30% (65).

Jo$ jedan jednostavan i brz postupak detekcije antigena je lateks-aglutinacija (LA).
Specificna protutijela adsorbiraju se za polistirenske (lateks) Cestice (59). Prilikom
kontakta protutijela i antigena iz uzorka dolazi do aglutinacije €estica. Osim Sto ima
nisku specificnost i osjetljivost u odnosu na druge testove, dostupan je samo za

detekciju adenovirusa i RSV (66).
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Slika 2. Slikoviti prikaz imunokromatografske metode detekcije antigena. Na
odgovarajucem mjestu se nalaze specifiCna obiljezena protutijela (Labeled anti-viral
MAD). U slu€aju da je u uzorku prisutan virusni antigen (Viral Antigens) nastat e
antigen-protutijelo kompleks koje Ce putovat duz testne ploCice. Kada antigen-
protutijelo kompleks dode u kontakt s antiviralnim monoklonskim protutijelom (anti-viral
MAD) doci ¢e do promjene boje testne trakice. U slu€aju da virusni antigen nije prisutan
u uzroku samo cCe obiljezena protutijela putovati duz testne ploCice. Protutijela bez

vezanog antigena reagirat ¢e s anti-lgG protutijelima (anti-IgG), koja predstavljaju
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podrucje kontrole, te takoder dovesti do promjene boje. Ukoliko je test pozitivan
promjena boje bit ¢e vidljiva na oba podrucja, a ukoliko je negativan samo u podrucju

kontrole. Prema: Peaper DR. 2014.

Slozenijim metodama detekcije antigena pripadaju imunohistokemijski postupci. Oni
se medusobno razlikuju prema tome koja vrsta tvari omogucuje oc€itanje reakcije
izmedu antigena i protutijela. Izravna (DFA, eng. direct immunofluorescent assay) i
neizravna imunofluorescenca (IFA, eng. indirect immunofluorescent assay) temelje
se na Cinjenici da postoje fluorofori kojima se moze obiljeZit protutijelo bez ometanja
reakcije antigen-protutijelo. Dva najceSCe koriStena fluorofora su fluorscein
isotiocijanat (FITC) i tetrametil rodamine isotiocijanat (TRITC) (66). Sam postupak
izravne imunofluorescence sastoji se od nekoliko koraka. U prvom koraku uzorak s
virusnim antigenima fiksira se za predmetno stakalce. Zatim se dodaju specificha
protutijela obiljeZzena fluorescentnom bojom. Nakon toga potrebno je isprati viSak
protutijela i uzorak pregledati u snopu ultraljubi¢astog svjetla pomocu fluorescentnog
mikroskopa (59). Kod metode neizravne imunofluorescencije prije obiljezenih
protutijela prvo se dodaju specificna protutijela, koja uglavhom potje€u od kunic¢a, a
zatim se dodaju obiljezena protutijela koja onda otkrivaju prvi kompleks. Na taj nacin
nastaje jaci fluorescentni signal. Vazno je da sekundarna protutijela ne budu istog
podrijetla kao i primarna (59). Ovom metodom moguce je detektirati AdV, Flu A i B,
PIV 1,2,3, RSV i hMPV (61). Osjetljivost DFA i IFA iznosi 90-95% dok je specifiCnost

uglavnom iznad 95% (67).

Za izvodenje ovih metoda potrebno je specijalizirano osoblje, slozena laboratorijska
oprema i unaprijed pripremljeni konjugati za svaki pojedini virus medutim to u konacnici
rezultira vrlo visokom specifi€nosti (61). Automatizirani imunofluorescenti test mjeri

fluorescentni signal imunokompleksa vezanih na polistirenske Cestice. Rezultati su
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dostupni u periodu od 20 minuta (za pozitivhe rezultate) do 2 sata (za nisko pozitivhe
ili negativne rezultate). Moguce je detektirati: Flu AiB, PIV 1, 2,i 3, RSV, hMPV, AdV,

HCoV OC43, HBoV i SARS-CoV-2 (68).

Protutijela mogu biti obiliezena i radionuklidom pa se ta metoda onda naziva
radioimunotest (RIA od engl. radioimmunoassay). Postupak se razlikuje u tome $to
uzorak nije fiksiran za predmetno staklace veC se antigeni veZu za neobiljezena
specificna protutijela (66). Takoder postoji izravna i neizravna inacica ove metode.
Nedostaci koji su u velikoj mjeri ogranicili upotrebu ove metode su: opasnosti koje nosi
rad s radioaktivnim materijalom, kratko vrijeme poluraspada radionuklida i potreba

licence regulatornih agencija za rukovanje s radioaktivnim materijalom (66).

U imunoenzimskom testu protutijela su obiliezena enzimom koji ulazi u reakciju sa
supstratom te dovodi do promjene boje koja onda ukazuje na prisutnost virusnog
antigena. Skracenica za ovaj test je ELISA, a dolazi od engleskog naziva Enzyme
Linked Imunosorbent Assay. NajceS¢e koriSteni enzimi su peroksidaza ili alkalna
fosfataza (59). Kao i kod RIA neobiliezena protutijela, koja ¢ée vezati antigen, su
adsorbirana na podlogu, a obiljeZzena protutijela dodaju se nakon inkubacije antigena i
neobiljeZenih protutijela. Takoder postoji izravna i neizravna varijanta ovog testa. Ako
se radi o teku¢em uzorku rezultat ¢e se ocitati spektrofotometrom, a pripravci inficiranih
stanica promatrat ¢e se pod svjetlosnim mikroskopom (59). Enzimska aktivnost
odgovarat ¢e koli€ini virusnih Cestica, a dobiveni rezultat potrebno je usporediti s

pozitivnom i negativhom kontrolnom skupinom (66).
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3.3.2. Molekularne metode

Molekularne metode podrazumijevaju detekciju virusne nasljedne grade (DNA ili RNA)
kao dokaz prisutnosti virusa. Prve takve metode nisu bile osjetljivije od tradicionalne
kultivacije ili detekcije antigena, ali su bile znacajno skuplie (62). Medutim
unapredenjem tehnologije amplifikacije nukleinskih kiselina znacajno se povecala
brzina izvodenja testa, osjetljivost, specificnost te je omogucena pouzdanija detekcija
virusa koji rastu sporo ili uopce ne rastu u kulturi (63). Danas su prisutni brojni testovi
koji koriste amplifikaciju nukleinskih kiselina (NAAT eng. nucleic acid amplification
test), ali najSire koristena je lan€ana reakcija polimerazom (PCR eng. polymerase
chain recation) (69). Osnova te metode je denaturacija nukleinskih kiselina koja se
postize grijanjem, hibridizacija poCetnica koju potpomaze hladenje te ekstenzija
pocCetnica pomocéu DNA polimeraze. Jedan takav ciklus traje 15 sekundi, a ponavlja se
u krug dok se ne stvori dovoljan broj kopija. Od jedne izvorne molekule tijekom jednog
sata moze nastati viSe od milijun kopija (59). Umnozena DNA se zatim moze detektirati
gel elektroforezom, spektrofotomerijski ili pomocu specificnih proba koje
komplementarno vezu na nukleinsku kiselinu (61). Ovako velik broj kopija omogucuje
to da sam test nije toliko ovisan o kvaliteti i koliini uzorka kao Sto je to slu€aj kod

kultivacije ili detekcije antigena (63).

Nedostatak ove metode je potreba za visoko specijaliziranom opremom i educiranim
osobljem te moguca kontaminacija. Vrlo visoka osjetljivost ove metode ponekad moze
biti i nedostatak i dovesti lijeCnika do nedoumice jer je sposobna detektirati vrlo male
koli¢ine virusa koje su prisutne kod latentne ili prezistentne infekcije. U slucaju

nastanka mutacije na mjestu vezanja pocetnice virus moze ostati ne detektiran (63).
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InaCice ove metode su: amplifikacija RNA postupkom reverzne transkripcije (RT-PCR),
PCR u realnom vremenu (Real-time PCR), lanéana reakcija ugnijeZdene polimeraze
(Nested PCR), Multiplex PCR. RT-PCR omogucuje detekciju RNA virusa. Samu RNA
molekulu potrebno je prvo pretvoriti u komplementarnu DNA, a to je moguce uz
reverznu transkriptazu. Naime, DNA polimeraza dobivena iz bakterije Thermus
thermophilus uz prisutnost mangana djeluje kao reverzna transkriptaza (59). Real-
time PCR omogucuje istovremenu amplifikaciju i detekciju novostvorene DNA. To je
moguce jer je tehnologija detekcije fluorescentnog signala umetnuta u sam proces
amplifikacije pa se sve dogada istovremeno ili jedno za drugim. Osim $to je cijeli proces
znacajno skraéen ova metoda smanjuje vjerojatnost kontaminacije i pruza mogucénost
kvantifikacije rezultata. Kvantifikacija rezultata je znaCajna jer nam moze pomoci
razlikovati akutne infekcije od latentnih (69). Nested PCR je metoda koja omogucuje
detekciju izrazito malih koli€ina virusa (npr. iz uzorka osuSene krvi) i vrlo visoku
rezoluciju tijekom detekcije cillane DNA (69). To je moguce jer se sastoji od dva
susljedna ciklusa PCR-a. U drugom ciklusu amplificiraju se produkti prvog ciklusa (59).
U Multiplex PCR metodi dvije ili viSe sekvencija DNA amplificira se istodobno (59).
Ovakav pristup posebno je koristan kod respiratornih infekcija jer velik broj razli€itin
virusa uzrokuje sli¢nu Klini¢ku sliku. Osim toga uz mulitplex PCR tehnologiju moguce

je dokazati i koinfekciju (63).

Molekularne metode dijagnostike s napredovanjem tehnologije se mogu koristiti i kao
POC testovi. U takvim dijagnostickim instrumentima je, u zatvorenim kasetama ili
vrecicama, integrirana izolacija i amplifikacija nukleinskih kiselina. Pritom je mogucnost
kontaminacije svedena na minimum, a glavni nedostatak je njihova visoka cijena (61).
Pregled dostupnih molekularnih POC testove i njihovih karakteristika prikazan je u

tablici 2.
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Tablica 2. Pregled molekularnin POC testova za dijagnostiku respiratornih virusnih

infekcija.

Prema: Ljubin Sternak, S. Suvremena dijagnostika virusnih infekcija diSnog sustava. Dostupno

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

Trajanje Karakteristike
Naziv testa Metoda Virusi testa
OSJETLJIVOST | SPECIFICNOST
[min]
ID NOW™
Flu A/B, RSV,
Influenza LAMP 7-13 92,8-100% 97,4-100%
SARS-CoV-2
A/B, RSV
Xpert®Xpress
Flu i
Real-time
Flu/RSV, Flu A/B, RSV 20-75 85,7-100% 95,2-100%
RT-PCR
Xpert® Flu i
Flu/RSV XC
Cobas® Liat
Real-time
Inluenza A&B Flu A/B, RSV 20 94,2-100% 97,1-100%
RT-PCR
i RSV
Nested PCR | Flu A/B, RSV,
FilmArray
i analiza AdV, HBoV,
Respiratory 60 66,7-100% 89,1-100%
krivulje HRV/EV, PIV-
panel
talienja 1-4
Simplexa™
Real-time
Flu A Flu A/B, RSV 60 80,7-100% 100%
RT-PCR
B+RSV
Verigene Flu A/B, RSV,
respiratory PCR hMPYV, AdV, <120 81,8-100% 97,7-99,9%
panel HRV, PIV 1-4
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U molekularne metode spadaju i izotermalne reakcije, ali one nisu u toliko Sirokoj

uporabi kao PCR (69).

Tablica 3. Sazetak prednosti i nedostataka najznacajnijin laboratorijskih metoda.
Prema: Peaper DR, Landry ML. Laboratory diagnosis of viral infection. Handb Clin Neurol.

2014.

Prednosti
Trajanje

Nedostaci

Izolacija Moguénost  detekcije  brojnih  virusa,
virusa mogucénost detekcije novih virusa, bolja
osjetljivost od detekcije antigena, razlikuje
Zivi virus od virusnih antigena ili nukleinske

Klasi¢na 1-21 dan
kiseline.

Potrebno je specijalizirano osoblje (CPU),
neke viruse nije moguce kultivirati, pitanje

sigurnosti radi Sirenja virusa.

Rezultati uglavhom dostupni za 1-2 dana,
potrebno manje specijalizirano osoblje
(detekcija IF), mijeSane stani¢ne kulture

Shell-vial 1-5 dana
omogucuju detekciju viSe virusa odjednom.

Detekcija samo ciljanih virusa, manja

osjetljivost od klasi¢ne kulture.

Detekcija Jednostavno izvodenje, dobra negativha
antigena prediktivna vrijednost uz visoku prevalenciju

virusa, POC.

Imunokromatografija <30 min | Znadajno manja osjetljivost, moguca
detekcija samo nekih virusa, niska pozitivha
prediktivha vrijednost uz nisku prevalenciju

virusa.
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Imunofluorescencija

1-2h

Brzo dostupni rezultati, dostupno za 8

respiratornih virusa.

Za ispravnost rezultata potrebna je
preciznost laboratorijskog osoblja i odreden

broj ciljnih stanica za ispravnost rezulata.

Automatizirani

imunofluorescenti esej

20min-2h

POC, bolja osjetljivost i specificnost u

odnosu na druge metode detekcije antigena.

Potrebna specijalizirana i skupa oprema.

ELISA

< 2h

Moguénost automatizacije

Dostupno za detekciju samo nekih virusa

Molekularne

metode

opcenito

Najve¢a osjetljivost. moguca detekcija
nekultivabilnih  virusa, brze od kulture,
sigurnije od kulture (virusne CcCestice su
inaktivirane), mogucnost automatizacije i

kvantifikacije.

Potrebna specijalizirana oprema i osoblje,
mogucénost kontaminacije (lazno pozitivni),
detekcija  klinicki neznadajnih  virusa,
mutacije virusa mogu dovest do lazno

negativnih rezultata.

PCR i RT-PCR

5-9h

Nema kvantifikacije, visoka moguénost

kontaminacije.

Real-time PCR

1-5h

Skraceno ftrajanje, smanjena moguénost

kontaminacije.

Nested PCR

Detekcija izrazito malih koli€ina virusa.

Visok rizik kontaminacije.
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Multiplex PCR

Analiza za viSe \virusa istovremeno,

mogucnost detekcije koinfekcije.
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4. ZAKLJUCAK

Infekcije diSnog sustava u djece obiljezavaju visoka ucestalost, veliki broj razliitin

uzroCnika, nespecifi¢na klinicka slika, Cesto propisivanje antibiotika.

Virusi su naj¢esc¢i uzroCnici infekcija diSnog sustava. Klasi¢na viroloSka dijagnostika
koja podrazumijeva kultivaciju virusa, zbog dugotrajnosti i zahtijevnosti postupka, nije

prikladna za rutinsku upotrebu u dijagnostici infekcija diSnog sustava.

Kako bi dijagnostika u slu€aju virusnih ARI koristila klini€aru u svakodnevnom radu,
mora biti lako dostupna, jednostavna za izvodenje i davati precizan rezultat u relativno
kratkom vremenskom periodu. Stoga su metode brze viroloSke dijagnostike (detekcija
antigena i molekularne metode) upravo u podrucju respiratornih infekcija izrazito
korisne i Siroko u upotrebi. Metode molekularne dijagnostike zbog visoke osjetljivosti i
specificnosti postaju zlatni standard u dijagnostici virusnih infekcija diSnog sustava.
Osijetljivi i specificni testovi detekcije virusa daju brz i precizan rezultat Sto smanjuje
potrebu za drugim dijagnosti¢kim i terapijskim postupcima, daje uvid u epidemiolosku
situaciju, znacajno je za pravovremenu provedbu mjera prevencije Sirenja, kako u
izvanbolnickom tako i u bolnickom okruzenju. Naposlijetku, uz otkrivanje novih, do
sada neproucCenih vrsta virusa, metode brze dijagnostike mogu znacajno olakSati

epidemiolo$ko pracenje i prepoznavanje posljedica infekcija koje uzrokuju.
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7. ZIVOTOPIS

Rodena sam 1997. godine u Zagrebu. Od 2004. do 2012. pohadala sam Osnovnu
Skolu Ivana Cankara u Zagrebu. Od 2012. do 2016. godine nastavila sam svoje
srednjoSkolsko obrazovanje u zagrebackoj XV. gimanziji. Tijekom svog redovitog
osnovnoS$kolskog obrazovanja istovremeno sam pohadala i Osnovnu Skolu za balet i
ritmiku te prva dva razreda srednje Skole za suvremeni ples Ana Maletic.
Sudjelovanjem na Natjecanjima ucenika i studenata glazbe i plesa tijekom tog
perioda osvojila sam jednu Il. nagradu na regionalnom te tri I. nagrade ma drzavnim
natjecanjima. Nakon upisa XV. gimnazije plesom sam se nastavila baviti rekreativno.
U srednjoj Skoli sam bila uklju¢ena u rad grupe darovitih u¢enika na podrucju
biologije te smo 2015. godine osvojili 3. mjesto na Olimpijadi projekata odrzivog
razvoja (INESPO). Nakon mature 2016. godine upisala sam Medicinski fakultet
sveuciliSta u Zagrebu. Od 2019. godine uklju¢ena sam u rad Studentske linije za
rijetke bolesti te smo 2020. godine dobili Rektorovu nagradu za taj projekt. 2022.
godine sudjelovala sam na CROSS17 s radom u obliku prikaza slu¢aja o Juvenilnom
dermatomiozitisu s vaskulopatijom. Za vrijeme COVID-19 pandemije sudjelovala sam
u volonterskom radu studenata medicine na predtrijazi KB Sveti Duh i Klinici za
djecje bolesti. Ostatak slobodnog vremena tijekom studiranja u velikoj mjeri sam
posvetila svojoj obitelji, a zatim hobijiu Sivanja na Sivacoj masini i odradivanju raznih

studentskih poslova.
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