Znacenje molekularnih metoda u dijagnostici
izvanbolnickih pneumonija uzrokovanih bakterijama

Marekovié, Ivana

Doctoral thesis / Disertacija
2008

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

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:953645

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-26

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:953645
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6307
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6307

SrediSnja medicinska knjiZznica

Marekovi¢, Ivana (2008) Znacenje molekularnih metoda u dijagnostici
izvanbolnickih pneumonija uzrokovanih bakterijama. Doktorska

disertacija, SveuciliSte u Zagrebu.

http://medlib.mef.hr/539

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



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

lvana Marekovicé

Znacenje molekularnih metoda u
dijagnostici izvanbolnickih pneumonija
uzrokovanih bakterijama

DISERTACIJA

Zagreb, 2008.



Disertacija je izradena u Klinici za pluéne bolesti "Jordanovac" i Klinickom zavodu za

klinicku i molekularnu mikrobiologiju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.

Voditelj rada: doc. dr. sc. Vanda Plecko

Zahvaljujem doc. dr. sc. Vandi Plecko na podrsci koju mi je pruZila kao mentor,
prof. dr. sc. Smilji Kaleni¢, predstojniku Zavoda za klini¢ku i molekularnu mikrobiologiju
KBC Zagreb na mogucnosti da se provede ovo istraZivanje, te kolegicama dr. sc. Ani
Budimir i dr. Zrinki BoSnjak na pomodi i podrsci pri izradi rada.

Posebno zahvaljujem lije¢nicima i medicinskim sestrama Klinike za plucne bolesti

"Jordanovac" koji su mi pomogli da prikupim uzorke na kojima je istraZivanje napravijeno.



SADRZAJ

1. UVOD 1
1.1. 1IZVANBOLNICKE PNEUMONIJE - DEFINICIJA | ETIOLOGIJA 1
1.2. MIKROBIOLOSKE DIJAGNOSTICKE METODE 3
1.2.1. Konvencionalne mikrobioloSke metode 3
1.2.1.1. Streptococcus pneumoniae 3
1.2.1.2. Mycoplasma pneumoniae 5
1.2.1.3. Legionella species 6
1.2.1.4. Chlamydophila pneumoniae 7
1.2.1.5. Opravdanost primjene konvencionalnih mikrobioloSkih 8
metoda kod bolesnika s izvanbolni¢kom pneumonijom
1.2.2.Molekularne mikrobiolodke metode 9
1.2.2.1. Streptococcus pneumoniae 14
1.2.2.2. Mycoplasma pneumoniae 17
1.2.2.3. Legionella species 18
1.2.2.4. Chlamydophila pneumoniae 19
1.2.2.5. Ostali bakterijski uzro€nici 21
1.3. EMPIRIJSKO ANTIMIKROBNO LIJECENJE IZVANBOLNICKIH 22
PNEUMONIJA
2. OBRAZLOZENJE TEME 23
2.1. PRIKAZ PROBLEMA 23
2.2. HIPOTEZA 25
26

2.3. CILJEVI ISTRAZIVANJA



3. ISPITANICI | METODE 26
3.1 ISPITANICI 26
3.2 ISTRAZIVACKE METODE 29
3.2.1. Uzorci 29
3.2.2. Konvencionalne mikrobioloSke metode 30
3.2.3. Molekularne mikrobioloSke metode 35
3.2.3.1. Obrada klini¢kih uzoraka za molekularne metode 35
3.2.3.2. Izolacija DNA 36
3.2.3.3. PCR metoda za Streptococcus pneumoniae 37
3.2.3.4. PCR metoda za Mycoplasma pneumoniae 39
3.2.3.5. PCR metoda za Legionella species 41
3.2.3.6. PCR metoda za Chlamydophila pneumoniae 42
3.3. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA 45
4.REZULTATI 51
4.1. DEMOGRAFSKE | KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA S 51
IZVANBOLNICKOM PNEUMONIJOM
4.2. ETIOLOGIJA | UCESTALOST POJEDINIH BAKTERIJSKIH UZROCNIKA 54
4.3. REZULTATI KONVENCIONALNIH | MOLEKULARNIH MIKROBIOLOSKIH 57
METODA
4.3.1. Uzorci 57
4.3.2. Streptococcus pneumoniae 58
4.3.3. Mycoplasma pneumoniae 63
4.3.4. Legionella species 67
4.3.5. Chlamydophila pneumoniae 69
4.3.6. Ostali bakterijski uzro&nici 73
4.4. USPOREDBA REZULTATA MIKROBIOLOSKIH METODA KOD 74

BOLESNIKA S RAZLICITOM TEZINOM PNEUMONIJE



4.5. EVALUACIJA EMPIRIJSKI PRIMJENJENOG ANTIMIKROBNOG LIJECENJA 77

U ODNOSU NA REZULTATE MIKROBIOLOSKIH METODA

5. RASPRAVA 79
6. ZAKLJUCCI 103
7.SAZETAK 107
8.SUMMARY 109
9. LITERATURA 111

10.ZIVOTOPIS 132




POPIS KRATICA

PCR lan¢ana reakcija polimerazom (PCR, prema engl. polymerase chain
reaction)
ELISA imunoenzimska metoda (ELISA, prema engl. enzyme-linked
immunosorbent
assay)
DNA deoksiribonukleinska kiselina (DNA, prema engl. deoxyribonucleic acid)
Tm melting temperatura (Tm, prema engl. temperature melting)
PSI indeks tezine pneumonije (PSI, prema engl. Pneumonia severity index)
BAL bronhoalveolarni lavat

JIL jeidnica intenzivnog lijeenja



1. UVOD

1.1. 1IZVANBOLNICKE PNEUMONIJE — DEFINICIJA | ETIOLOGIJA

Izvanbolni¢ka pneumonija je akutna infekcija pluénog parenhima karakterizirana
novonastalim infiltratom na radioloSkoj snimci prsnog ko$a ili auskultatornim nalazom koji
ukazuje na pneumoniju, kod bolesnika koji unatrag 14 i viSe dana od pojave simptoma nije
bio hospitaliziran, niti je boravio u gerijatrijskoj ili sli€noj ustanovi. Istovremeno su obi¢no
prisutna najmanje dva simptoma akutne infekcije donjeg respiratornog sustava ukljuéujuéi
vrucicu ili hipotermiju, tresavicu, znojenje, novonastali kasal; s ili bez iskasljaja, promjenu u
boji respiratornog sekreta kod bolesnika s kroniénim kasljem, bol u prsistu ili dispneju’.

Etiologija izvanbolni¢kin pneumonija se uz primjenu konvencionalnih
mikrobiolodkih metoda utvrdi kod 50-75 % bolesnika. NajéeSce utvrdeni bakterijski
uzroénik je Streptococcus pneumoniae®®. U 26 prospektivnih istrazivanja provedenih u 10
europskih zemalja koja su ukljudivala gotovo 6000 odraslih osoba hospitaliziranih zbog
izvanbolnicke pneumonije pneumokok je bio najc¢eS¢e utvrdeni bakterijski patogen.
Spektar ostalih bakterijskih uzro¢nika takoder je sli€an u istrazivanjima provedenim u
razli¢itim europskim zemljama, te obuhvaca Haemophilus influenzae, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae i Legionella species. UCestalost Legionella
species razlikuje se medu pojedinim europskim zemljama. Ce$¢a je u mediteranskim
zemliama poput Spanjolske i Francuske u kojima uzrokuje 8-15 % slucajeva
izvanbolni¢kih pneumonija, dok je u sjevernoeuropskim zemljama rijetka. Ostali bakterijski
uzro€nici su Staphylococcus aureus, enterobakterije i Pseudomonas aeruginosa (u
bolesnika s predisponiraju¢im ¢imbenicima kao §to su kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest,
karcinom, dijabetes, alkoholizam, dugotrajno lijeCenje kortikosteroidima, prethodno
primjenjeni antimikrobni lijekovi), anaerobi (aspiracija, bolesti gingive, poremeca;
pokretljivosti jednjaka). Rijetki bakterijski uzro€nici su i Chlamydophila psittaci i Coxiella

burnetti. C. burnetti vrlo je rijedak uzro¢nik u vecini europskih zemalja (u pojedinim



dijelovima Skandinavije uopée ne postoji), ali je drugi po ucestalosti uzrocnik u
sjeveroisto&nim dijelovima Spanjolske. Razlike medu istraZivanjima s obzirom na utvrdenu
ucestalost pojedinih uzro¢nika prema tome mogu se objasniti razli¢itim ¢imbenicima:
karakteristikama ispitivane populacije (npr. dob ispitanika, prisutnost odredenih rizi¢nih
¢imbenika), geografskim podru¢jem, vrstom ispitivanih uzoraka, te primjenjenim
mikrobiologkim metodama’®°.

M. pneumoniae, C. pneumoniae i Legionella species joS uvijek se Cesto, iako
neopravdano, nazivaju tzv. atipiénim uzro€nicima. Neka istrazivanja ukazuju na to da se
udio slu€ajeva uzrokovanih ovim bakterijama povecava, te da je njihova uloga
potcijenjena'®'®. C. pneumoniae je tako u jednom istrazivanju bila najéesée identificirani
bakterijski uzro€nik izvanbolni¢kih pneumonija, dok je u nekim istraZivanjima po
uSestalosti bila na drugom mjestu, odmah iza pneumokoka'*'®. Za M. pneumoniae veé se
dugo zna da pokazuje ciklicke varijacije u ucCestalosti svakih 4-8 godina. Najnovije
istrazivanje pokazalo je da cikli¢ke varijacije, ali u puno duzim vremenskim intervalima,
pokazuje i C. pneumoniae®.

Kod bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom ponekad se utvrde dva ili vise
bakterijskih uzro¢nika. Postotak ovakvih mijeSanih izvanbolni¢kin pneumonija u
istrazivanjima se kre¢e od 10-20 %, a kao bakterijski uzrocnici koji u njima sudjeluju
najée$ée se navode S. pneumoniae, H. influenzae i C. pneumoniae''" 8%,

U literaturi se Cesto navodi da su mnoge pneumonije s nerazjasnjenom etiologijom
zapravo uzrokovane pneumokokom koji nije dokazan zbog nesavrSenosti postojece

mikrobioloske dijagnostike na ovom podrugju®.



1.2. MIKROBIOLOSKE DIJAGNOSTICKE METODE

1.2.1. Konvencionalne mikrobioloSke metode

Konvencionalne mikrobioloSke metode za utvrdivanje bakterijskih uzro¢nika
izvanbolni¢kin pneumonija razlikuju se ovisno o trazenom uzro¢niku, a obuhvacaju
mikroskopski preparat i kultivaciju iz uzoraka sputuma (a ako su dostupni i iz
bronhoskopski dobivenih uzoraka, te pleuralnih izljeva), hemokulturu, otkrivanje

bakterijskih antigena u urinu i serolodke metode' .

1.2.1.1. Streptococcus pneumoniae

MikrobioloSka dijagnostika pneumokokne pneumonije i danas je otezana jer
mikroskopski preparat i kulture sputuma, te hemokulture imaju nisku osjetljivost, posebno
kod bolesnika kod kojih su ve¢ prethodno primjenjeni antimikrobni lijekovi, a prisutnost
pneumokoka u sputumu uz to moze predstavljati i kolonizaciju®.

Prema literaturi kultura sputuma pokazuje razli¢ite rezultate na koje moze utjecati
niz ¢imbenika kao §to su nadin uzimanja, transport i brzina obrade uzorka, pravilna
upotreba citoloskih kriterija za procjenu adekvatnosti uzorka i prethodno primjenjeno
antimikrobno lije¢enje. U istrazivanju koje je pokazalo ograni¢enu dijagnosti¢ku vrijednost
uzorka sputuma, od 116 bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom samo 36 % njih moglo
je dati uzorak sputuma, 55 % dobivenih uzoraka ocijenjeno je adekvatnim na osnovu
mikroskopskog preparata, u 24 % kultivacijom je dobiven bakterijski uzrognik, a samo kod
1 bolesnika mikrobioloski nalaz utjecao je na daljnji izbor antimikrobnog lije¢enja koje je do
tada bilo neuspje$no®. U bolesnika s blagom izvanbolnitkom pneumonijom bez
komorbiditetnih ¢imbenika (maligna bolest, renalna insuficijencija, kroni€na opstruktivna
pluéna bolest, itd.) preparat po Gramu i kultura sputuma nisu bili dijagnosticki korisni niti

d25,26

su utjecali na lije€enje i njegov isho . lako se u nekim istrazivanjima preparat po



Gramu  pokazao dijagnosti¢ki korisnim, meta-analiza je pokazala njegovu slabu
uspjesdnost kada se uzme u obzir broj bolesnika kod kojih je uzorak sputuma adekvatan, te
konaéni rezultati®”®. Istrazivanje utjecaja prethodno primjenjenog antimikrobnog lije¢enja
pokazalo je da je mikroskopski preparat sputuma po Gramu dijagnosticki koristan ako je
uzorak uzet u prvih 6 do 12 sati, a kultura sputuma ako je uzorak uzet unutar 24 sata od
podetka antimikrobnog lijegenja®.

Hemokulture su pozitivne kod samo 5-14 % bolesnika hospitaliziranih zbog
izvanbolni¢ke pneumonije, a njihovu osjetljivost bitho smanjuje prethodno primjenjeno
antimikrobno lije¢enje. Nekoliko istrazivanja je pokazalo da su hemokulture c&esce
pozitivne kod bolesnika s teSkom pneumonijom. Niska osjetljivost hemokultura pokuSava
se protumaciti na nekoliko nacina:

a) malim brojem mikroorganizama prisutnim po mililitru krvi,

b) prisutno$c¢u bakterija unutar leukocita (neutrofila) zbog fagocitoze,

c) prethodno primjenjenim antimikrobnim lijecenjem i

d) zahtjevno$éu pneumokoka pri kultivaciji (autolizini)?>03"3233,

FiberoptiCka bronhoskopija s bronhoalveolarnim ispirkom (BAL) invazivha je
metoda za dobivanje uzorka Kkoji nije kontaminiran bakterijskom florom gornjeg
respiratornog sustava. Upotreba ove metode uobiCajena je u razjaSnjavanju etiologije
pluéne infekcije kod imunokompromitiranih bolesnika i bolesnika s pneumonijom
povezanom sa strojnom ventilacijom (VAP). Medutim, njezino znacenje kod
imunokompetentnih bolesnika s izvanbolni¢kom pneumonijom jo$ uvijek je nejasno®**°.

Detekcija pneumokoknog antigena u urinu je brza (~15 minuta) i jednostavna
metoda za dijagnostiku pneumokokne pneumonije, osobito u slu¢aju ako je ve¢ zapoceto
antimikrobno lije€enje jer na ovu metodu ono ne utjeCe kao na prije spomenute metode.
Pneumokokni antigen je tako kod bolesnika s pneumokoknom bakterijemijom bio jo$

uvijek pozitivan 3 dana nakon poéetka lijeéenja u 83 % slugajeva*. Problem predstavljaju

moguci laZzno-pozitivni nalazi kod djece s kolonizacijom nazofarinksa sa



S. pneumoniae, te perzistencija antigena u urinu i nekoliko tjedana nakon nastanka
pneumonije, zbog ¢ega pozitivni rezultat ne mora biti posljedica trenutno prisutne, nego

neke prethodno preboljele pneumonije (unutar prethodna 3 mjeseca)®’38:3940,

1.2.1.2. Mycoplasma pneumoniae

Kultivacija M. pneumoniae iz klini¢ih uzoraka ima nisku osjetljivost, zahtjevna je i
dugotrajna. Ovisno o inokulumu moze trajati od 4 dana do nekoliko tjedana, te se stoga ne
preporucuje u rutinskoj dijagnostici. Pneumonije uzrokovane s M. pneumoniae uglavhom
se dokazuju seroloskim testovima. IgG protutijela se u prvom tjednu bolesti ne mogu
otkriti, dok s druge strane njihova niska razina moze biti detektabilna i do 4 godine nakon
preboljele infekcije. Zbog toga je nuzno dokazati znacajan porast njihovog titra, a to znadi
tek retrospektivno postavljanje dijagnoze. Rano postavljanje dijagnoze seroloskim
metodama temelji se na otkrivanju IgM protutijela koja se pojavljuju u prvom tjednu bolesti,
a mogu se otkriti pomodu testa aglutinacije mikrogestica (MAG) i ELISA metodom™'.
Otkrivanje IgM protutijela zadovoljavajuéa je metoda kod djece. Naime, iako su
pneumonije s M. pneumoniae ¢esce u djece i mladih odraslih osoba, mogu se pojaviti i u

kasnijoj dobi, najvjerojatnije kao posljedica reinfekcije jer je imunost na

M. pneumoniae ograni¢enog trajanja. Zato se kod odraslih osoba kao osjetljivija metoda
moze koristiti odredivanje IgA protutijela koja takoder nastaju rano tijekom
bolesti*?**44546 |ako se ELISA metodom mogu otkriti IgG, IgM i IgA protutijela, jo$ uvijek
preostaje problem specifi¢nosti jer postoje krizne reakcije s M. genitalium, vrstom koja je

najsrodnija s M. pneumoniae®’.



1.2.1.4. Legionella species

Prema vecini dostupne literature infekcije uzrokovane s Legionella spp. smatraju
se ¢eS¢ima nego li se stvarno dijagnosticiraju, Sto je dijelom posljedica nesavr$enosti
konvencionalnih dijagnosti¢kin metoda. Seroloskim metodama dijagnoza se postavlja
samo retrospektivno. Glavno ograni¢enje seroloSke dijagnostike jest kasni nastanak
serokonverzije, kod vecine slu€ajeva nakon 3-4 tjedna, ali ponekad i nakon vise od 10
tiedana. To znaci da ¢ak i ako je dostupan serum konvalescentne faze, on iz navedenog
razloga moze biti uzet prerano $to rezultira lazno-negativnim rezultatima, a dijelom je i
objasnjenje za 20-30 % bolesnika s legionelozom koji navodno ne razvijaju imunoloski
odgovor. Zbog toga se kod sumnje na infekciju s Legionella spp. preporuc¢uje uzimanje jo$
jednog dodatnog seruma konvalescentne faze. IgM protutijela, s druge strane, nisu
pouzdani pokazatelj akutne infekcije jer mogu perzistirati vrlo dugo. Drugi nedostatak
serolodke dijagnostike je nemogucnost otkrivanja svih vrsta i serogrupa Legionella spp.
lako se serokonverzija za L. pneumophila serogrupa 1 opcéenito smatra visoko
prediktivnom, osjetljivost i specificnost serokonverzije za druge vrste i serogrupe nije
potpuno potvrdena. Od razli¢itih seroloskih metoda koje su dostupne indirektina
imunofluorescenca smatra se standardnom referentnom metodom.

Otkrivanjem antigena u urinu dijagnoza se postavlja dovoljno rano, ali samo za
L. pneumophila serogrupa 1. Osjetljivost testa veca je kod tezih oblika bolesti, te ukoliko
se prije izvodenja testa urin prethodno 25x koncentrira selektivnom ultrafiltracijom****° Za
kultivaciju iz uzoraka sputuma potrebno je nekoliko dana, ali problem je veliki postotak

bolesnika koji nemaju produktivni kagalj®".



1.2.1.3. Chlamydophila pneumoniae

Kultivacija C. pneumoniae radi se na staniénim kulturama (Hep-2, HL) koje se
nakon inkubacije bojaju specifiénim fluorescentno-obiljezenim protutijelima pomoéu kojih
se detektiraju bakterije koje se umnozavaju unutar stanice (inkluzije). Ova metoda je
zahtjevna i glavni joj je nedostatak nedovoljna osjetljivost. Potpuno zadovoljavajuce
seroloSke metode nema, ali se mikroimunofluorescenca (MIF) preporucuje kao metoda
izbora. Zbog kinetike seroloskog odgovora rezultate dobivene seroloSkim pretragama
ponekad je tesko interpretirati i razlikovati akutnu od neke prosle infekcije. Prvo, s obzirom
da je imunost na C. pneumoniae ograni¢enog trajanja, moguce su reinfekcije
karakterizirane izostankom stvaranja IgM protutijela. Znacajan porast titra IgG protutijela, s
druge strane, nastaje kasno, pa ga zbog vrlo Cesto nemogucnosti dobivanja uzorka
seruma konvalescentne faze nakon 4-8 tjedana, nije moguce dokazati. Drugo, kod
otprilike 50 % odrasle populacije prisutna su IgG protutijela®®. Zbog svega navedenog
teSko je samo na osnovu serolodkih pretraga postaviti dijagnozu akutne infekcije. Cak i

ako se dijagnoza postavi, ona je samo retrospektivna, te ne doprinosi lije€enju bolesnika.

1.2.1.5. Opravdanost primjene konvencionalnih mikrobioloskih metoda u

bolesnika s izvanbolniékom pneumonijom

Zbog navedenih ograni¢enja konvencionalnih mikrobioloskih metoda, te prevelikih
troSkova koji bi nastali opseznom dijagnostickom obradom svih bolesnika s
izvanbolni¢kom pneumonijom, novije preporuke stru¢nih drustava definiraju bolesnike kod
kojih su ove metode radi utvrdivanja etiologije opravdane i treba ih napraviti. Svakako ih
treba napraviti u slu¢aju kad se oCekuje da ¢e njihovi rezultati promijeniti antimikrobno
lije€enje pojedinog bolesnika, odnosno kod bolesnika kod kojih se uobi¢ajeno ovim

metodama dobivaju rezultati. Svim preporukama zajedni¢ko je da opseg mikrobioloSke



dijagnosticke obrade kod odredenog bolesnika ovisi o tezini pneumonije. Konkretnije
receno, rutinsko dijagnosticko testiranje radi utvrdivanja etiologije kod ambulantno lije¢enih
bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom nije obavezno, odnosno proizvoljno je. Kod
hospitaliziranih bolesnika hemokulture i uzorak sputuma za preparat po Gramu i kulturu
prije pocetka anitmikrobnog lije€enja treba uzeti u sluaju kad postoje klini¢ke indikacije
(primitak u jedinicu intenzivnog lije€enja, prethodno neuspjelo ambulantno lijecenje,
leukopenija, alkoholizam, kroniéna bolest jetre, teSka opstruktivna/strukturna plu¢na
bolest, asplenija, pleuralni izljev). Kod hospitaliziranih bolesnika bez navedenih klini¢kih
indikacija dijagnosti¢ko testiranje nije obavezno, odnosno proizvoljno je. Preparat po
Gramu i kulturu iz uzorka sputuma prije primjene antimikrobnog lije¢enja treba napraviti
samo ako je moguce dobiti adekvatan uzorak i zadovoljiti zahtjeve u odnosu na uzimanje,
transport i obradu uzorka. Kod bolesnika s teSkom izvanbolnickom pneumonijom treba kao
minimum uzeti hemokulture, uzorak sputuma za kulturu, te napraviti testove za otkrivanje
antigena u urinu za L. pneumophila serogrupa 1 i S. pneumoniae. Kod intubiranih
bolesnika treba uzeti endotrahealni aspirat®®°>%,

Iz svega navedenog jasno je da su u mikrobioloskoj dijagnostici izvanbolni¢kih

pneumonija potrebne nove i bolje metode.

1.2.2. Molekularne mikrobioloS§ke metode

Zbog navedenih nedostataka konvencionalnih, sve €e$¢e se nastoje primijeniti
molekularne mikrobioloSke metode — prije svega lantana reakcija polimerazom (PCR,
prema engl. polymerase chain reaction).

PCR je brza enzimska metoda kojom se male koli¢ine DNA prisutne u nekom
uzorku amplificiraju in vitro €ak milijun puta na koli€inu potrebnu za daljnju analizu
elektroforezom, hibridizacijom itd. Temelji se na ponavljajué¢im ciklusima od kojih se svaki
sastoji od 3 reakcije, a svaka od njih ima odredenu temperaturu i vrijeme trajanja koje je

potrebno prethodno podesiti na termobloku (prema engl. heating block), odnosno aparatu



u kojem se reakcija odvija: 1. denaturacija DNA koja se odvija na visokoj temperaturi (npr.
95° C) kako bi se dva lanca DNA razdvoijila, 2. vezanje podetnica na odredenu regiju
gena ili genoma na nizoj temperaturi (npr. 50-62° C ) i 3. elongacija ili sinteza novog lanca
DNA pomoéu Taq DNA polimeraze (obi¢no na 72°C).

Reakcija se izvodi u mikrotubama/kapilarama, obi¢no u 50 pl ili 20 pl otopine koja
sadrzi sljede¢e cCimbenike: ciljnu DNA, nukleotide (dNTP) i termostabilnu Tag DNA
polimerazu koja se izdvaja iz termofilne bakterije Thermus aquaticus ili sintetizira
genetskim inzenjerstvom®>?®,

Osim konvencionalne PCR metode, danas postoje i njene brojne modifikacije.
Real-time PCR je brza, potpuno automatizirana i kompjuterizirana PCR metoda koja, za
razliku od konvencionalne, omogucéuje amplifikaciju i detekciju PCR produkata u trajanju

od oko samo 45 minuta. Metoda se radi na aparatu LightCycler (Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany) koji omogucuije i kvantifikaciju ciljne DNA u uzorku (Slika 1).

Slika 1. Lightcycler® 2.0 Instrument

Prema Roche Applied Science®

Ovaj aparat omogucuje da se s jedne strane ciklusi amplifikacije odvijaju jako brzo, a s
druge strane on istodobno ima i funkciju mikrovolumnog fluorometra. Na taj nacin se brzi
ciklusi DNA amplifikacije kombiniraju s biljezenjem fluorescencije. To omogucuje
kvantifikaciju jer je jaCina fluorescentnog signala koja se mjeri u svakom amplifikacijskom

ciklusu direktno proporcionalna s koli¢inom stvorenog PCR produkta. Pri tome se mogu



koristiti interkaliraju¢e flourescentne boje, SYBR Green | i fluorescentno obiljezene
specificne probe. Upotreba fluorescentno obiljezenih specificnih probi temelji se na
prijenosu fluorescentno-rezonantne energije (FRET, prema engl. fluorescence resonancy
energy transfer). Ove probe dodaju se u reakcijsku smjesu zajedno s pocetnicama, te se
tijekom vezanja pocetnica vezu na odredene sekvence na amplificiranim DNA
fragmentima. S obzirom da se tada nalaze jedna blizu druge (unutar 15 nukleotida) dolazi

do prijenosa energije i emitiranja fluorescentnog svjetla odredene valne duljine. (Slika 2).

Slika 2. Upotreba fluorescentno obiljezenih specifiCnih probi za kvantifikaciju PCR produkata u real-

time PCR metodi pomoc¢u aparata LightCycler.

A. Jedna proba obiljezena je na 3' zavrSetku s fluoresceinom (donor), a druga na 5'
zavrSetku s LightCycler® Red (akceptor). Za vrijeme denaturacije nema vezivanja
probi (hibridizacije), te je zbog toga udaljenost izmedu probi prevelika da bi moglo doci
do prijenosa energije.

1

LLLE

B. Tijekom vezanja pocetnica probe se vezu za amplificirane DNA fragmente jedna blizu
druge. Fluorescein emitira zeleno fluorescentno svijetlo, dolazi do prijenosa energije na
LightCycler® Red koji nakon toga emitira crveno fluorescentno svjetlo. Ova crvena
fluorescencija se mjeri na kraju svakog vezanja pocetnica, jer je tada intenzitet
fluorescencije najjaci.



C. Nakon vezanja pocetnica, odnosno tijekom elongacije, temperatura je visa, probe se
odvajaju, a amplificirani DNA fragmenti opet su dvolan€ani. Zbog toga su probe opet
predaleko jedna od druge da bi moglo doc¢i do prijenosa fluorescentne energije.
Prema Roche Applied Science®’

Identifikacija PCR produkata u real-time metodi temelji se na melting temperaturi (Tm,
prema engl. melting temperature). Opcenito, temperatura pri kojoj se DNA lanci pri
zagrijavanju odvajaju (engl. melting) razlikuje se ovisno o njihovoj sekvenci, duljini i GC
sadrzaju. Cak i razlika u jednoj jedinoj bazi moze rezultirati promjenama u Tm, te se zbog
toga karakteristike Tm mogu koristiti za identifikaciju PCR produkata. Konkretno, pri
upotrebi ranije opisanih fluorescentno obiljezenih specifiénih probi, LightCycler® analizira
Tm u svakom uzorku tako da prati fluorescenciju svakog uzorka dok se pri tom
temperatura poveéava kako bi se probe razdvojile od svojih ciljanih DNA sekvenci. Kako
temperatura raste, tako se fluorescencija u uzorcima smanjuje jer kad se probe odvoje od
amplificiranih DNA fragmenata, medusobno su udaljene, te dolazi do pada u fluorescenciji.
Tm je pri tome definirana kao temperatura u kojoj se 50 % probi odvojilo od DNA. Analizu
Tm izvodi program koji podatke prikazuje u 2 oblika. Prvi oblik je melting krivulja (engl.
melting curve) koja prikazuje fluorescenciju uzoraka u odnosu na temperaturu. To je
silazeé¢a krivulja koja prikazuje smanjenje fluorescencije u uzorcima dok se probe u njima,
uslijed povisenja temperature, odvajaju (melting) od svojih ciljanih sekvenci. Drugi oblik su
melting zupci (engl. melting peaks). To su zupci koji prikazuju negativnu derivaciju krivulje
fluorescencije —(d/dT). Tm svakog uzorka ovdje izgleda kao zubac. Na ovaj nacin se bolje

uodavaju razlike izmedu pojedinih uzoraka (Slika 3)’.



Slika 3. Analiza melting temperatura (Tm) pomocéu melting krivulje i melting peak-ova
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Prema Roche Applied Science (57)

Iz svega navedenog vidljivo je da se PCR metoda c¢ini kao vrlo pogodna za
dijagnostiku izvanbolni¢kih pneumonija jer mozZe detektirati minimalne koli¢ine nukleinskih
kiselina svih eventualnih uzro¢nika, ne ovisi 0 njihovoj vijabilnosti, rezultati su dostupni vrlo
brzo, a utjecaj prethodno primijenjenog antimikrobnog lije€enja na ovu metodu daleko je
manji nego li na kultivaciju. Pojedini bakterijski uzro€nici razlikuju se medusobno s obzirom

na istrazene i objavljene metode, kao i njihove rezultate >*°%%.



1.2.2.1. Streptococcus pneumoniae

PCR je u dijagnostici pneumokokne pneumonije evaluiran na uzorcima krvi (puna
krv, serum, plazma, izolirani leukociti) i na uzorcima iz respiratornog sustava.

Kao ciljana sekvenca najée&ce je koristen gen pneumolizina, te rjede gen autolizina.
Pneumolizin je kod pneumokoka jedan od najvaznijih ¢imbenika virulencije. To je toksin
koji pripada u skupinu tzv. citolizina koji se vezu za kolesterol (engl. cholesterol-binding
cytolysins). Sli¢ne toksine stvaraju i druge gram-pozitivhe bakterije (npr. streptolizin O kod
Streptococus pyogenes, listeriolizin kod Listeria monocytogenes). Ovi toksini djeluju tako
da se vezu na kolesterol kao receptor u stani€noj membrani ciljne stanice. Nakon toga
dolazi do promjene njihove konformacije, ugraduju se u stani€nu membranu i stvaraju
agregate. Kao posljedica toga u membrani nastaju transmembranski kanali odnosno
oStecéenja u obliku pora. Pneumolizin se razlikuje od od svih ostalih pripadnika ove grupe
bakterijskih toksina zbog toga S$to ga pneumokok ne izlu¢uje aktivho, veé pneumolizin
ostaje u njegovoj citoplazmi sve dok ne dode do lize pneumokoka kada se pneumolizin
oslobada u njegovu okolinu®"2. Autolizin je N-acetil-muramil-L-alanin amidaza odgovorna
za remodeliranje odnosno pregradnju stani¢nog zida. Njena funkcija vazna je prilikom
diobe bakterijske stanice, a smatra se odgovornom i za ireverzibilna o$tecenja prilikom
djelovanja beta-laktamskih antimikrobnih lijekova®.

Detekcija pneumokoka pomocu konvencionalnog PCR-a iz uzoraka krvi u do sada
provedenim istrazivanjima pokazala je vrlo varijabilne rezultate. Rudolph i suradnici koristili
su nested PCR s prvim parom pocetnica specificnim za gen autolizina (/ytA), a drugim
parom specifiénim za gen pneumolizina na uzorcima pune Krvi i izoliranim leukocitima
dobivenim od bolesnika s pneumokoknom bakterijemijom dokazanom u hemokulturi. U
odnosu na hemokulture nested PCR pokazao je osjetljivost od 75 % s
pocetnicama za pneumolizin, te 63 % s pocCetnicama za autolizin na izoliranim leukocitima,
dok je kod uzoraka pune krvi osjetljivost bila svega 35 %. Ispitivanje in vitro osjetljivosti na

serijskim razrjedenjima pneumokokne DNA pokazalo je da ova metoda moze detektirati 10



fg (4.3 kopije genoma) pneumokokne DNA. Medutim, kad je metoda izvedena na
uzorcima pune Krvi i izolatima leukocita u koje je prethodno unesen soj

S. pneumoniae, ¢ime se zapravo "oponasaju” klini¢ki uzorci, osjetljivost je bila manja (200
mikroorganizama na uzorcima pune krvi i 20 mikrorganizama na izoliranim leukocitima)®*.
Zhang i suradnici koristili su PCR za PBP 2B gen, takoder na uzorcima pune krvi dobivene
od bolesnika s pneumokoknom bakterijemijom, te dobili osjetljivost od 80 %. In vitro
osjetljivost bila je 100 fg DNA odnosno 1 CFU®. Kod Dagan i suradnika PCR za gen
pnemolizina u uzorcima seruma pokazao je osjetljivost od 100 % kod djece s
pneumokoknom bakterijemijom dokazanom u hemokulturi, dok je u djece s lobarnom
pneumonijom osjetljivost bila 37 %. Problem su bili pozitivni PCR rezultati kod zdravih
kontrolnih ispitanika kod kojih je bila prisutna kolonizacija nazofarinksa s pneumokokom®®.
Salo i suradnici su pomocéu nested PCR metode za gen pneumolizina na uzorcima seruma
kod bolesnika s pneumokoknom pneumonijom dokazanom u hemokulturi dobili osjetljivost
od 100 %. In vitro osjetljivost odredena pomocu serijskih razriedenja pneumokokne DNA
pokazala je da ova metoda moze detektirati 24 fg pneumokokne DNA (10
mikroorganizama)®’. Kod Toikka i suradnika je nested PCR metoda na uzorcima krvi bila
pozitivnha u 12 od 25 (44 %) djece s invazivnom pneumokoknom infekcijom, a za optimalnu
osjetljiivost bilo je potrebno testirati viSe frakcija krvi (plazma, serum i izolirane leukocite).
In vitro osjetljivost njihove PCR metode ispitana na serijskim razrjedenjima soja
pneumokoka (a ne izolirane pneumokokne DNA) bila je 10 CFU (odnosno 1 CFU nakon
Southern blot hibridizacije)®®. Hassan-King i suradnici analizirali su PCR metodom za gen
autolizina 25 uzoraka krvi uzetih iz bo€ice za hemokulturu kod bolesnika sa suspekthom
pneumonijom. PCR metodom dobiveni su pozitivni rezultati i iz onih uzoraka krvi iz kojih
nije izoliran pneumokok u hemokulturi. In vitro osjetljivost ove metode ispitana na serijskim
razriedenjima pneumokokne DNA bila je 50 fg, dok je najmanji broj bakterija koji daje
pozitivnu reakciju, odreden pomodéu serijskih razrjedenja, bio 3 CFU®*. Menendez i
suradnici su nested PCR metodom na uzorcima seruma utvrdili peterostruko vise

pneumokoknih pneumonija nego li u hemokulturi (41 slu¢aj PCR metodom, a samo 7



sluéajeva u hemokulturi)’. Istom nested PCR metodom su Lorente i suradnici utvrdili
PCR-pozitivne rezultate na uzorcima krvi kod 48 % bolesnika s pneumokoknom
pneumonijom i sterilnim hemokulturama’'. Kod Dominguez i suradnika koji su koristili istu
nested PCR metodu, kod svih bolesnika kod kojih su hemokulture bile negativne, negativni
su bili i rezultati PCR-a".

Murdoch i suradnici prvi su utvrdili razliku u rezultatima PCR-a izmedu uzoraka krvi i
uzoraka iz respiratornog sustava. Kod bolesnika s pneumonijom oni su u uzorcima Krvi
(plazma, izolirani leukociti) imali svega 2 % pozitivnih rezultata, dok ih je na uzorcima
sputuma bilo ¢ak 81 %, a na obriscima zdrijela 55 % pozitivnih. Jedna od vaznijih
spoznaja koja je takoder proiza$la iz spomenutog istrazivanja jest da PCR na ovim
uzorcima iz respiratornog sustava nije pouzdana dijagnosticka metoda za pneumokoknu
pneumoniju jer ne moze razlikovati kolonizaciju od infekcije”®. U ovim uzorcima to je
moguc¢e pomocu kvantitativnog PCR-a gdje prisutnost veéeg broja bakterija ukazuje na

infekciju, a ne kolonizaciju’">"®

. Sliéne postotke PCR-pozitivnih uzoraka sputuma
pokazala su i druga istrazivanja’’.

Do sada je provedeno samo jedno istrazivanje u kojem je PCR za S. pneumoniae
evaluiran na bronhoskopski dobivenim uzorcima, tj. na uzorcima BAL-a. U tom istrazivanju
koristen je  multiplex PCR koji je osim pocetnica za H. influenzae, M. pneumoniae i
C. pneumoniae uklju¢ivao i pocetnice specificne za IytA gen S. pneumoniae. U tom
istrazivanju S. pneumoniae
je pomocu kulture otkriven u BAL-u kod 6.4 % (10/156) bolesnika, a multiplex PCR-om
kod 28 % (44/156) bolesnika s infekcijom donjeg respiratornog sustava. Od 103 bolesnika
koji su lijeceni antimikrobnim lijekovima prije bronhoskopske pretrage, S. pneumoniae bio
je otkriven pomocu kulture kod 2.9 %, a multiplex PCR-om kod njih

31 %. Ovo istrazivanje pokazalo je da bi PCR na uzorcima BAL-a bio korisna dijagnosticka

metoda kod bolesnika prethodno lije¢enih antimikrobnim lijekovima’.



1.2.2.2. Mycoplasma pneumoniae

Za dijagnostiku pneumonija uzrokovanih s M. pneumoniae PCR se u dosadasnjim
istrazivanjim pokazao vrlo dobrim, te se danas smatra metodom izbora za direktno
otkrivanje mikoplazmi u respiratornim uzorcima bolesnika.

Do sada su koristene pocetnice specificne za gen ATPaza operona, zatim za gen
koji kodira P1 protein, te 16S rRNA. P1 protein glavni je ¢imbenik virulencije za
M. pneumoniae, te ima ulogu adhezina. M. pneumoniae detektirana je pomo¢éu PCR-a u
razli¢itim vrstama respiratornih uzoraka — obriscima zdrijela, nazofaringealnim aspiratima,
sputumima, trahealnim aspiratima, BAL-ovima, transtorakalnim aspiratima, bioptatima
pluéa’’®88 Neka istrazivanja pokazala su da je najbolji uzorak za PCR sputum, dok je

prema drugima to obrisak Zdrijela zbog manje koligine prisutnih PCR inhibitora®®%°828384

dijagnozu respiratorne infekcije uzrokovane s M. pneumoniae®®. Naime, nekoliko studija
pokazalo je slabu korelaciju izmedu pozitivnih PCR rezultata i serolo8kog odgovora kod
bolesnika s pneumonijom uzrokovanom s M. pneumoniag®®®"%,

Osim single-step PCR, nested PCR, multiplex PCR i real-time PCR metoda
ispitivane su i metode amplifikacije RNA (RT-PCR, TMA). Danas su ve¢ dostupni i
komercijalni kitovi za PCR dijagnostiku M. pneumoniae (Roche, Basel, Switzerland;

Minerva Biolabs, Berlin, Germany)*®®.



1.2.2.4. Legionella species

S obzirom da manje od 50 % bolesnika s infekcijom uzrokovanom s Legionella
spp. ima produktivni kasalj i moze dati iska$ljaj kao uzorak, istrazivanja PCR metoda
provedena su na razli¢itim vrstama uzoraka. Istrazivanja provedena na uzorcima BAL-a
dala su odli¢ne rezultate, dok su rezultati istrazivanja na uzorcima urina i seruma
varijabilni. Osjetljivost PCR-a veca je kada se ispitivani uzorci uzmu rano tijekom bolesti i
kad se kod pojedinog bolesnika testira vise vrsta uzoraka''®'""'"2. Obrisci zdrijela takoder
mogu biti dobri uzorci za PCR, ali je njihova primjena evaluirana u samo jednom
istraZivanju u kojem je PCR bio pozitivan kod 5 od ukupno 6 bolesnika s legionelozom'*®.

PCR se mozZe smatrati metodom izbora za legionelozu kod bolesnika koji imaju
produktivni kasalj i mogu dati uzorak sputuma. Uloga ostalih vrsta uzoraka pri izvodenju
PCR-a nije jasna. Kao i za druge bakterijske uzro¢nike izvanbolnic¢kih pneumonija metoda
jo$ uvijek nije standardizirana. Za Legionella species postoje komercijalni dijagnosticki

kitovi za PCR (Minerva Biolabs; Berlin, Germany)®3°9¢°,

1.2.2.3. Chlamydophila pneumoniae

Za C. pneumoniae do sada je opisano 18 in-house PCR metoda. One nisu
standardizirane, a rezultati dobiveni u pojedinim laboratorijima medusobno se razlikuju.
Kao ciljana sekvenca u ovim metodama najcesce je koriSten ompA gen koji kodira glavni
protein vanjske membrane (MOMP), 16S rRNA gen i Pstl fragment. Ipak, kod C.
pneumoniae je u odnosu na druge spomenute bakterijske uzroénike standardizacija PCR
metoda najvise definirana. Naime, prema preporukama Centra za kontrolu bolesti i
prevenciju (CDC, Atlanta, SAD) i Laboratorijskog centra za kontrolu bolesti (Ottawa,
Kanada) cetiri konvencionalne PCR metode su izdvojene kao one koje zadovoljavaju

validacijske kriterije, iako pri njihovom usporedivanju na uzorcima iz respiratornog sustava



bolesnika nisu pokazale zadovoljavajuéu podudarnost u rezultatima (Tablica 1)*091:9293,

Za ove 4 metode osjetljivost i specificnost odredena je u viSe od 2 vanjska laboratorija na
kalibriranim arteficijelnim i pravim klinickim uzorcima, pri ¢emu je osjetljivost <1 IFU
(inclusion-forming unit), a specifi¢nost je utvrdena u odnosu na druge vrste klamidija kao i
niz prokariotskih i eukariotskin DNA. Bilo koju novu PCR metodu potrebno je validirati tako
da se PCR rezultati ispitivane metode usporede s rezultatima neke od osjetljivih metoda
kultivacije i s najmanje jednom validiranom PCR metodom koja za ciljanu sekvencu ima
razli¢iti gen ili razli¢itu sekvencu istog gena. Real-time PCR takoder je moguée primjeniti,
ali skupa oprema ograniCavaju¢i je Cimbenik za izvodenje ove metode koja se u
dosadasnjim istrazivanjima na manjem broju klini¢kih uzoraka iz respiratornog sustava
pokazala vrlo dobrom, iako niti ona jo$ nije standardizirana® %" Trenutno postoje i
dva komercijalna kita namijenjena za istrazivacke svrhe (Lcx C. pneumoniae RUO PCR;
Abbott Laboratories i Chlamylege; Argene Inc.) koji jo§ nisu evaluirani na veéem broju

klinickih uzoraka®-'%.

Tablica 1. Cetiri PCR metode za detekciju Chlamydophila pneumoniae koje zadovoljavaju

validacijske kriterije

PCR metoda Ciljana sekvenca Veli¢ina produkta, bp  Metoda detekcije Godina(referenca)

S+R Pstl fragment 474 AGE 1992 (85)
S 16S rRNA gen 463 AGE 1992 (86)
N+T MOMP prvi 333; drugi 207 AGE 1993 (87)
S+T+HS+M 16S rRNA gen 195 AGE 2000 (88)

"AGE, elektroforeza u agaroza gelu; HS, hot-start PCR; M, multiplex PCR; MOMP, glavni protein vanjske membrane;
N, nested PCR; R, digestija restrikcijskim enzimima; S, single-step PCR; T, touchdown PCR

Prema Dowell i sur.(48).

C. pneumoniae je PCR metodama otkrivena u razli¢itim vrstama klini¢kih uzoraka
iz respiratornog sustava, ali i izvan njega. Neki autori, naime, smatraju da
C. pneumoniae ima ulogu u patogenezi ateroskleroze, tim vise $to je PCR-om dokazana u

vaskularnom tkivu, ali i serumu i mononuklearnim leukocitima periferne



kryj'01:102:103.104.105.106 'K yzoraka iz respiratornog sustava, uzorci sputuma pokazali su se
boljim od obrisaka Zdrijela i nazofarinksa. lpak, ovi obrisci su vrijedni uzorci u bolesnika
koji nemaju produktivni kagalj'®"'%,

Do sada su provedena dva istrazivanja u kojem je PCR za C. pneumoniae evaluiran
na uzorcima BAL-a. Prvo istrazivanje u kojem je koristena jedna od 4 validirane prije
spomenute PCR metode, pokazalo je da je PCR visoko specificna i daleko osjetljivija

metoda od kultivacije na stani¢nim kulturama’®'®

. U drugom istrazivanju koristen je
multiplex PCR koji je osim pocetnica za H. influenzae, M. pneumoniae i S. pneumoniae
uklju€ivao i pocetnice specificne za ompA gen C.
pneumoniae. U tom istrazivanju osjetljivost ove metode na uzorcima BAL-a nije mogla biti
evaluirana zbog niske ucestalosti infekcija uzrokovanih s C. pneumoniae u razdoblju
istrazivanja. Cinjenica da niti jedan ispitanik iz kontrolne skupine nije bio BAL mPCR
pozitivan, dok je medu bolesnicima s infekcijom donjeg respiratornog sustava bio pozitivan
samo jedan bolesnik, ukazuje na to da je ova metoda vjerojatno specifichna za C.
pneumoniae. Zbog evaluacije BAL mPCR, istrazivanje bi trebalo ponoviti na drugoj
populaciji bolesnika s visom incidencijom infekcija uzrokovanih s C. pneumoniae’®.

Vidljivo je iz svega navedenog da su molekularne mikrobioloSke metode za
otkrivanje 4 navedena bakterijska uzro¢nika izvanbolni¢kih pneumonija jo§ uvijek
uglavnom istrazivacke, te da jo$ nisu dovoljno standardizirane za rutinsku dijagnosti¢ku

primjenu, iako ve¢ postoje malobrojni komercijalni kitovi kao Sto su primjerice oni za

M. pneumoniae i Legionella species.

1.2.2.5. Ostali bakterijski uzroénici

Moguéi bakterijski uzroénici pneumonija su i H. influenzae, S. aureus,
enterobakterije i P. aeruginosa. S obzirom da se mogu uspjesno i dovoljno brzo izolirati
na uobi¢ajenim hranjivim podlogama, ne ispunjavaju glavne Kkriterije za primjenu

molekularnih dijagnosti¢kin metoda. One su indicirane za detekciju mikroorganizama koji



se ne mogu uzgoijiti in vitro ili su trenutno dostupne metode izolacije slabo osjetljive, za
detekciju mikroorganizama koji zahtijevaju kompleksne hranjive podloge ili stani¢nu
kulturu, te dugo vrijeme inkubacije. lako se i S. pneumoniae moze izolirati na uobi¢ajenim
hranjivim podlogama, molekularne metode za otkrivanje ovog uzrocnika svakako vrijedi
istrazivati. Pneumokok ne samo da je najéeséi uzroCnik izvanbolni¢kih pneumonija, nego
je u literaturi Cesto prisutan stav da su mnoge pneumonije s nerazjaSnjenom etiologijom
zapravo uzrokovane pneumokokom Kkoji nije dokazan konvencionalnim dijagnosti¢kim

metodama?®2.

1.3. EMPIRIJSKO ANTIMIKROBNO LIJECENJE IZVANBOLNICKIH

PNEUMONIJA

Pocetno antimikrobno lije¢enje izvanbolni¢kih pneumonija je empirijsko. Preporuke
strucnih drustava pri tome se razlikuju, prije svega one europske od ameri¢kih. Dok prema
europskim pocetno antimikrobno lijeCenje treba prvenstveno djelovati na pneumokok,
prema ameri¢kim preporukama svakako treba pokriti i atipicne uzroCnike. Tako prema
ameri¢kim preporukama kod bolesnika s blagom izvanbolni¢kom pneumonijom koji se
mogu lijeciti ambulantno i nemaju komorbiditetnih ¢imbenika treba dati makrolide, a prema
onim europskim amoksicilin ili tetracikline. Dodatni razlog za to je mozda i razlika u
mehanizmima rezistencije na makrolide koji dominiraju na ova dva geografska podrucja.
Naime, u Europi dominira MLSg tip koji je povezan s veéim stupnjem rezistencije od onog

koji dominira u Americi, odnosno M tipa®°%%3>*

. | u Hrvatskoj postoje preporuke za
empirijsko lijeenje izvanbolni¢kin pneumonija’*'"*. Svim preporukama zajedni¢ko je da
izbor antimikrobnih lijekova koji ¢e se empirijski primijeniti ovisi o tezini bolesti, u€estalosti
pojedinih uzro&nika i njihovoj rezistenciji na antimikrobne lijekove na odredenom podrudju,
kao i o karakteristikama samog antimikrobnog lijeka.

Antimikrobno lije¢enje izvanbolni¢kih pneumonija ¢esto ostaje emprijskim i kasnije

tiiekom bolesti. S jedne strane to je posliedica nedostataka postojec¢ih mikrobioloskih



metoda kojima u velikom postotku slu€ajeva etiologija pneumonije ostaje neutvrdena. S
druge pak strane, istrazivanja su pokazala da unato¢ dobivenim nalazima, pa ¢ak i

pozitivnih hemokultura, klini€ari rijetko mijenjaju zapoc€etu empirijsku terapiju u

onu ciljanu, uzeg spekira djelovanja koja je usmjerena na otkrivenog bakterijskog

uzroénika®*®'.

2. OBRAZLOZENJE TEME

2.1. PRIKAZ PROBLEMA

Konvencionalnim mikrobioloskim metodama etiologija izvanbolni¢kih pneumonija
utvrdi se kod oko 50-75 % bolesnika®®. Zbog nedostataka ovih metoda sve &e$ée se
nastoje primijeniti molekularne mikrobioloSke metode, prije svega PCR. Ova metoda je
vrlo pogodna jer moze detektirati minimalne koli€ine nukleinskih kiselina svih eventualnih
uzro€nika, ne ovisi o njihovoj vijabilnosti, rezultati su brzo dostupni, a utjecaj prethodno
primjenjenog antimikrobnog lije€enja na njih daleko je maniji nego li na kultivaciju. Pojedini
bakterijski uzro€nici razlikuju se medusobno s obzirom na istraZzene i objavljene metode,
kao i njihove rezultate $to je u uvodu detaljnije objasnjeno. lako su za neke bakterijske
uzroénike, kao Sto su to M. pneumoniae i Legionellla spp., molekularne metode veé
postale dijagnosti¢kim metodama izbora, jo§ uvijek nema standardiziranih protokola niti
pouzdanih, temeljito evaluiranih komercijalnih kitova®°%°,

Zbog toga su dosadasnja istrazivanja molekularnih metoda u dijagnostici
izvanbolni¢kih pneumonija uzrokovanih bakterijama usmjerena prvenstveno na problem
standardizacije ovih metoda i njihovu validaciju na §to ve¢em broju klinickih uzoraka. Do

sada provedenim istrazivanjima nije utvrdeno kod kojih bolesnika s izvanbolnickom

pneumonijom bi izvodenje ovih skupih i tehnicki zahtjevnih dijagnostickih metoda bilo



opravdano u svakodnevnom klinickom i laboratorijskom radu.

Vaznost ovog problema postaje jasnija tim vise Sto se u literaturi ¢ak i primjena
daleko jeftinijih konvencionalnih metoda vrlo €esto naziva kontroverznom, bududi je
dvojbeno njihovo znacenje u etioloSkom postavljanju dijagnoze izvanbolni¢ke pneumonije i
utijecaju na lije€enje bolesnika. Stoga novije preporuke stru¢nih drustava definiraju
bolesnike kod kojih su ove metode radi utvrdivanja etiologije opravdane i treba ih napraviti.
Svim preporukama zajedni¢ko je da opseg mikrobioloSke dijagnosticke obrade kod
odredenog bolesnika ovisi 0 tezini pneumonije. Konkretnije re¢eno, rutinsko dijagnosticko
testiranje radi utvrdivanja etiologije kod ambulantno lije€enih bolesnika s izvanbolniCkom

pneumonijom nije obavezno, odnosno proizvoljno je®%35*

. Kao 8to su na taj nacin
definirani bolesnici kod kojih je opravdano raditi konvencionalne mikrobioloSke pretrage,
isto tako bi trebalo definirati i one bolesnike kod kojih treba napraviti molekularne pretrage.
Za oCekivati je da se kod bolesnika s tezom pneumonijom bakterijski uzro¢nik uspjesnije
umnozava, $to bi rezultiralo i veéim brojem kopija njegove DNA koja bi se onda lakse
otkrila molekularnim metodama. Na osnovu toga bi ova skupina bolesnika, dakle onih s
tezom pneumonijom, bila zapravo ona kod koje je izvodenje ovih metoda opravdano u
svakodnevnom radu.

Do sada su provedeno samo dva istrazivanja u kojima su analizirani rezultati PCR-
a u odnosu na tezinu pneumonije prisutne kod bolesnika. U prvom istrazivanju su kod
bolesnika s teSkom pneumonijom pomo¢u PCR-a detektirani patogeni u njih vise od 90 %.
Vecina ispitanika bez utvrdenog uzro€nika nalazila se u skupini bolesnika s lakSom
pneumonijom i mladim bolesnicima. Medutim, navedeno istrazivanje ima nekoliko
nedostataka — prvo, u njemu je primijenjen samo PCR za detekciju virusa i atipi¢nih
bakterija, dok nije primjenjen PCR za detekciju pneumokoka $to bi bilo neophodno s
obzirom da se on smatra najé¢esS¢im uzro¢nikom izvanbolni¢kih pneumonija i drugo, PCR
je izveden samo na uzorcima sputuma i obriscima Zdrijela, a nisu analizirani

bronhoskopski dobiveni uzorci''®.



U drugom istrazivanju veéina bolesnika s pozitivnim M. pneumoniae PCR rezultatima
nalazila se u skupini bolesnika s laksom pneumonijom (PSI| skupina I-IlI). lako su
hemokulture i pneumokokni antigen u urinu bili ¢e$c¢e pozitivni kod bolesnika s teSkom
pneumonijom (PSI skupina IlI-V), niti u ovom istrazivanju nije primjenjen PCR za detekciju
pneumokoka. Bronhoskopski uzorci u ovom istrazivanju su analizirani, ali ih je bilo svega
tri'"’.

Ve¢ je u uvodu navedeno da unato€ dobivenim nalazima, pa ¢ak i onima pozitivnih
hemokultura, klini¢ari vrlo rijetko mijenjaju zapocetu empirijsku terapiju u onu ciljanu, uzeg
spekira djelovanija, koja je usmjerena samo na otkrivenog bakterijskog uzroénika®*'. Zato
je neophodno znanstveno dokazati da je empirijski primjenjeno antimikrobno lijecenje

adekvatno. Takvo istrazivanje u kojem bi se empirijsko lije€enje evaluiralo na temelju

istodobno provedenih konvencionalnih i molekularnih pretraga do sada nije provedeno.

2.2. HIPOTEZA

1. Pretpostavka ovog istraZivanja jest da skupe i tehnicki zahtjevne molekularne
metode za dijagnostiku bakterijskih uzro¢nika treba primjenjivati kod bolesnika s tezim
izvanbolni¢kim pneumonijama, buduéi se kod njih oekuje veci broj pozitivnih rezultata

nego li kod bolesnika s lak§im pneumonijama.

2. Pretpostavka ovog istrazivanja jest da se istodobno primjenjenim molekularnim
dijagnostickim metodama moze znanstveno dokazati da je kod bolesnika s izvanbolnickim
pneumonijama uzrokovanim bakterijama empirijski primjenjeno antimikrobno lijecenje

adekvatno.



2.3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Opdi ciljevi ovog istrazivanja su:

1. utvrditi uestalost pojedinih bakterijskih uzro¢nika i usporediti rezultate
konvencionalnih i molekularnih mikrobioloskih metoda i

2. oblikovati postupnike za primjenu istraZivanih metoda u svakodnevnom
laboratorijskom radu.

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su:

1. usporediti rezultate konvencionalih i molekularnih mikrobioloskih metoda kod
bolesnika s razli¢itom tezinom pneumonije i utvrditi utjece li tezina pneumonije na
rezultate molekularnih pretraga i

2. evaluirati empirijski primjenjeno antimikrobno lije€enje u odnosu na rezultate

konvencionalnih i molekularnih mikrobioloskih pretraga.

3. ISPITANICI | METODE

3.1. ISPITANICI

U ovo prospektivno istrazivanje uklju€eno je 80 ispitanika starijih od 18 godina koji
su u razdoblju od 01. veljace 2007. do 31. sije€nja 2008. godine ambulantno pregledani ili
hospitalizirani u Klinici za pluéne bolesti "Jordanovac" zbog izvanbolni¢ke pneumonije.
Ovo istrazivanje dio je znanstvenog projekta Ministarstva znanosti, obrazovanja i
Sporta "Molekularna detekcija mikroorganizama: utjecaj na uporabu antimikrobnih
lijekova", €iji je voditelj doc. dr. sc. Vanda Plec¢ko, a u koji sam uklju¢ena kao suradnik.
Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu i Eti¢ko povjerenstvo Klinike za pluéne bolesti "Jordanovac" u Zagrebu.
Kriterij za klinicku dijagnozu izvanbolniCke pneumonije bio je novonastali infiltrat

utvrden radioloSkom snimkom prsnog kosa kod bolesnika koji unatrag 14 i viSe dana od



pojave simptoma nije bio hospitaliziran, niti je boravio u gerijatrijskoj ili sli€¢noj ustanovi.
Prisutni simptomi uklju€ivali su barem dvoje od navedenog: vruéica ili hipotermija,
tresavica, znojenje, novonastali kasalj s ili bez iska$ljaja, promjena u boji respiratornog
sekreta kod bolesnika s kroni¢nim kasljem, bol u prsistu ili dispneja. Ovi kriteriji navedeni
su u preporukama Americkog drustva za infektivne bolesti, te su koristeni u vecini
objavljenih klinigkih istraZivanja o izvanbolni¢kim pneumonijama’.

Kod svih ispitanika zabiljeZzeni su podaci o dobi, spolu, pusenju, konzumiranju
alkohola, uzimanju antimikrobnih lijekova unatrag 10 dana od hospitalizacije, trajanju
hospitalizacije te eventualnom primitku u jedinicu intenzivnog lije€enja (JIL). Navedeni
podaci iz anamneze, Klinickog statusa i laboratorijski podaci prikupljani su prema
prilozenom upitniku. U prilogu se nalazi i informirani pristanak bolesnika i suglasnost za
sudjelovanije u istrazivanju.

Kod svakog ispitanika na temelju prikupljenih podataka odredena je tezina
pneumonije pomoc¢u indeksa PSI (prema engl. Pneumonia severity index, indeks tezine
pneumonije) koji se inae uobiajeno koristi za procjenu tezine pneumonije i potrebe za
hospitalizacijom. Indeks PSI izraunat je na temelju kriterija prikazanih u Tablici 2., te su
na temelju njega ispitanici rasporedeni u pet skupina (I-V): skupina | — osobe mlade od 50
godina bez komorbiditeta i promijenjenih vitalnih znakova; skupina Il — 70 bodova;
skupina Il — 71-90 bodova; Skupina IV — 91-130 bodova i skupina V- > 131 boda''®""°.

Kao bolesnici s teZom pneumonijom smatrani su oni koji su pripadali u skupinu PSI IV-V. .



Tablica 2. Kriteriji za izracunavanje indeksa PSI

KRITERIJ BODOVI
DOB
muskarci broj godina
zene broj godina - 10
BORAVAK U
UMIROVLJENICKOM DOMU 10
KOMORBIDITET
Maligna bolest 30
Bolest jetre 20
Kongestivno zatajenje srca 10
Cerebrovaskularne bolesti 10
BubreZne bolesti 10
VITALNI ZNACI
Mentalna konfuzija 20
Broj respiracija 30/min 20
Sistolicki tlak < 90 mmH(g 20
Temperatura <35 ili 240° C 15
Tahikardija >125 otkucaja/min 10
LABORATORIJSKI NALAZI
Urea = 11mmol/L 20
Natrij < 130 mmol/L 20
Glukoza = 14 mmol /L 10
Hematokrit < 30 % 10
RADIOLOSKI NALAZ
Pleuralni izljev 10
PARAMETRI OKSIGENACIJE
Arterijski pH < 7.35 30
Pa0, < 60 mmHg 10
Sa0,< 90 % 10

Prema Fine i sur. (118)

U istrazivanju su na uzorcima dobivenim od ispitanika napravljene konvencionalne i
molekularne mikrobioloSke pretrage za najceSc¢e bakterijske uzrocnike: S. pneumoniae,
M. pneumoniae, C. pneumoniae i Legionella spp., te su dobiveni rezultati usporedeni. Za
H. influenzae, S. aureus, enterobakterije, P. aeruginosa i anaerobe koristene su samo
konvencionalne metode. Na osnovu epidemioloskih podataka iz anamneze klini€ari niti u
jednog bolesnika nisu indicirali mikrobioloSku dijagnostiku za C. psittaci i C. burnetti, a s
obzirom da se radi o rijetkim uzro€nicima izvanbolni¢kin pneumonija, ona u ovom
istrazivanju nije rutinski napravljena. Konvencionalne mikrobioloSke pretrage, osim
seroloskih, napravljene su u MikrobioloS8kom laboratoriju Klinike za pluéne bolesti
"Jordanovac", a seroloSke i molekularne u Klinickom zavodu za klinicku i molekularnu
mikrobiologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb.

Prethodno odredene skupine ispitanika s razliCitom tezinom pneumonije
usporedene su s obzirom na dobivene rezultate konvencionalnih i molekularnih

mikrobiolo$kih pretraga da bi se utvrdilo postoji li povezanost izmedu tezine pneumonije i



dobivenih rezultata, posebno onih dobivenih molekularnim pretragama, odnosno utjece li
teZina pneumonije na rezultate molekularnih pretraga.

Kod ispitanika kod kojih su istodobno napravljenim konvencionalnim i molekularnim
pretragama otkriveni bakterijski uzro€nici izvanbolni¢kih pneumonija, evaluirano je po€etno
empirijsko antimikrobno lije¢enje. Empirijsko lije€enje smatrano je adekvatnim ako je
dokazani bakterijski uzro€nik bio osjetljiv na barem jedan od primjenjenih antimikrobnih
lijekova. Ako bakterijski uzro€nik nije izoliran u kulturi, te mu zato nije ispitana osjetljivost,
koristeni su podaci o pracenju rezistencije bakterija MikrobioloSkog laboratorija Klinike za
pluéne bolesti "Jordanovac" tijekom 2006. godine, te je na neki antimikrobni lijek smatran
osjetljivim onaj bakterijski uzro¢nik za koji postotak rezistentnih sojeva ne prelazi 20 %,
8to je gornja granica koja jo$ uvijek dozvoljava empirijsku primjenu tog antimikrobnog
lijeka u lijeCenju ispitivanog bakterijskog uzro€nika. S obzirom da za M. pneumoniae, C.
pneumoniae i Legionella spp. ispitivanje osjetljivosti nije standardizirano, koriSteni su

podaci o osjetljivosti ovih bakterijskih uzro¢nika navedeni u literaturi.

3.2. ISTRAZIVACKE METODE

3.2.1. Uzorci

Kod svih ispitanika uzeti su uzorci koji su Klinicki indicirani u dijagnostici
pneumonija, a uklju€ivali su: sputum ako bolesnik moze iska$ljati, krv za hemokulturu ako
je tako indicirao lije¢nik klini¢ar koji prati bolesnika, 8-10 ml krvi za seroloSke pretrage i
uzorak urina za otkrivanje bakterijskih antigena.

Za molekularne pretrage uzet je dodatni uzorak sputuma, obrisak Zdrijela, te
uzorak seruma koji nije uziman posebno, ve¢ je dobiven istodobno s onim za seroloske
pretrage. Svi dodatni uzorci uzeti su nakon informiranja bolesnika, u skladu s naobrazbom,

te potvrdivanjem razumijevanja potpisivanjem izjave o informiranom pristanku.



Kod bolesnika kod kojih je lije€nik klinicar koji prati bolesnika indicirao
bronhoskopsku pretragu, a nakon uobi¢ajene mikrobioloSke obrade je preostao dio
bronhoskopski dobivenog uzorka (BAL), neiskoristeni dio tog uzorka uzet je za
molekularne pretrage. Svi uzorci, osim bronhoskopskih, uzeti su unutar 24 sata od
pregleda odnosno primitka bolesnika. Bronhoskopski uzorci uzeti su kada je to indicirao
lije€nik Klini¢ar koji prati bolesnika. Serum konvalescentne faze uzet je najmanje nakon 14
dana nakon pregleda odnosno primitka bolesnika ako je bolesnik bio dostupan praéenju.

S obzirom da su testovi za otkrivanje antigena u urinu, seroloske i molekularne
pretrage napravljene tek nakon §to su prikupljeni svi uzorci, uzorci na kojima su izvedene
navedene pretrage pohranjeni su na adekvatan nacin. Uzorci urina za otkrivanje antigena i
serumi za seroloske pretrage pohranjeni su na -20° C, a svi uzorci za molekularne

pretrage u teku¢em dusiku.

3.2.2. Konvencionalne mikrobioloske metode

S obzirom da niti za jednog od navedenih bakterijskih uzro€nika trenutno ne postoji
dijagnosticki "zlatni standard" visoke osjetljivosti i specifiCnosti , konvencionalna
mikrobioloska dijagnostika provedena je na temelju podataka u znanstvenoj literaturi i

8464851525354  Konvencionalne mikrobiologke

prema preporukama strucnih druStava

metode ukljucivale su sljedece:

a) za S. pneumoniae preparat po Gramu i kultura uzoraka sputuma (i BAL-a ako je to
indicirao lije¢nik klini¢ar koji prati bolesnika), otkrivanje pnemokoknog antigena u
urinu kod svih bolesnika kod kojih je moguée dobiti uzorak, hemokulture ako ih je
indicirao lije¢nik klini¢ar,

b) za M. pneumoniae, C. pneumoniae i Legionella pneumophila serogrupa 1-7

odredivanje protutijela u serumu bolesnika ELISA metodom i

) za Legionella pneumophila serogrupa 1 otkrivanje antigena u urinu.



Za razliku od testa pneumokoknog antigena koji je napravljen kod svakog
bolesnika kod kojeg je bilo moguce dobiti uzorak urina, otkrivanje antigena L. pneumophila
serogrupa 1 napravljeno je isklju¢ivo kod bolesnika s tezom pneumonijom (skupina PSI IlI-
V), te kod slu€ajeva kod kojih je pretragu indicirao lije¢nik kliniCar koji prati bolesnika.
Navedeno je napravljeno iz razloga $to pneumonije uzrokovane s L. pneumophila opéenito
nisu Ceste, ali je L. pneumophila uz S. pneumoniae u dosadasnjim istrazivanjima utvrdena
kao naj¢e&c¢i uzrocnik kod bolesnika s teSkom pneumonijom. Test za pneumokokni antigen
napravljen je kod svih bolesnika s obzirom da se S. pneumoniae istovremeno smatra i
najée$éim uzroénikom izvanbolnikih pneumonija uopée'?®12"122,

Rutinska bakteriolodka obrada uzoraka sputuma, te hemokulture koristene su i za
dijagnostiku H. influenzae, S. aureus i K. pneumoniae.

Preparat po Gramu i kultura sputuma/BAL-a. Adekvatnost uzoraka sputuma
odredena je pregledom pod malim mikroskopskim povec¢anjem (100x) uzorka obojenog
metilenskim modrilom. Samo oni uzorci u kojima je bilo prisutno > 25 neutrofilnih leukocita
i < 10 epitelnih stanica po vidnom polju evaluirani su na prisutnost predominantnog
morfotipa bakterija u preparatu po Gramu (na velikom poveéanju od 1000x) i u kulturi.
Preparat po Gramu i kultivacija sputuma napravljeni su uobiajenim standardiziranim
mikrobiolokim postupcima'?®.

Hemokulture.  Hemokulture su  obradivane  automatski  uobiajenim
standardiziranim mikrobioloSkim postupkom u aparatu BacT/ALERT 3D (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, France)'®.

Otkrivanje antigena u urinu. Otkrivanje pneumokoknog antigena u urinu
napravljeno je pomoc¢u komercijalnog kita (NOW S. pneumoniae test; Binax Inc.,
Scarborough, Maine, US). To je brzi imunokromatografski test za detekciju pneumokoknog
antigena u urinu kod bolesnika s pneumonijom, te u cerebrospinalnom likvoru kod
bolesnika s meningitisom. Pod pneumokoknim antigenom u testu zapravo se smatra C-

polisaharid koji se nalazi u stani¢nom zidu pneumokoka. Princip testa temelji se na anti-S.

pneumoniae protutijelima koja su adsorbirana na nitroceluloznu membranu u obliku crte



(engl. Sample Line), a konjugirana su s ¢esticama koje omogucuju vidljivost crte u slu¢aju
pozitivne reakcije, odnosno prisutnosti antigena u urinu koji ¢e s protutijelima stvoriti
kompleks. Na istu membranu adsorbirana su i kontrolna protutijela koja omogucuju
nastanak druge, kontrolne crte (engl. Control Line). Test se izvodi tako da se bris uroni u
uzorak urina, a potom stavi u jazicu u testu, doda se pufer koji se nalazi u pakiranju testa,
te se poklopac testa zatvori. Test se oCitava nakon 15 minuta na temelju prisutnosti ili
odsutnosti dviju crta ruziCasto-ljubiCaste boje. U slu€aju pozitivnog testa vidljive su obje
crte, a kod negativnog samo ona kontrolna (Slika 4). U slué¢aju da kontrolna crta
nedostaje, test je nevaljan i treba ga ponoviti***¢*"*8 Rezultati testa ogitavani su nakon 15
minuta (kako je navedeno u uputi proizvodaca), te ponovo nakon 60 minuta od pocetka
testa. Naime, u jednom istrazivanju navodi se da ocitavanje nakon 60 minuta povecava
osjetljivost testa, a ne utjeCe na specificnost (100 %) Sto je potvrdeno na 50 sluCajeva

pneumonija ne-pneumokokne etiologije’®.

Slika 4. Postupak izvodenja testa za otkrivanje antigena u urinu

Reod Result
in Window

15 minutes

_y

Prema: NOW Streptococcus pneumoniae test; Binax Inc, Scarborough, Maine, US



Ovakav brzi imunokromatografski test koristen je i za otkrivanje antigena
L. pneumophila serogrupa 1 u urinu (NOW Legionella Urinary Antigen Test; Binax Inc.,
Scarborough, Maine, US). Test je ocitavan samo nakon 15 minuta kako je i navedeno u
uputi proizvodaca.

Seroloske pretrage. Za M. pneumoniae, C. pneumoniae i L.pneumophila
serogrupa 1-7 napravljene su seroloSke pretrage pri ¢emu su protutijela u serumu
bolesnika odredivana pomo¢u ELISA metode. Koristeni su komercijalni kitovi, a sve

pretrage napravljene su na aparatu BEP® 2000 (Dade Behring Marburg GmbH; Marburg,

Germany) koji automatski i oCitava rezultate testa na temelju opticke gustoée odnosno
apsorbancije koriste¢i odgovarajuci software.

Za M. pneumoniae odredivana su IgA protutijela (SERION ELISA classic
Mycoplasma pneumoniae IgG/IgM/IgA; Institut Virion/Serion GmbH, Wirzburg, Germany).
Za otkrivanje akutne infekcije odabrano je odredivanje IgA protutijela jer su ispitanici
odrasle osobe kod kojih ove infekcije mogu biti posljedica reinfekcije, a u tom slucaju
porast IgM protutijela moze izostati. Kao i IgM, i IgA protutijela nastaju rano u tijeku bolesti.
Test je kvalitativan i kvanitativan. Kvalitativni rezultat izrazen je kao pozitivan, grani¢an ili
slabo pozitivan (prema engl. borderline) i negativan. Kvantitativni rezultat izrazen je u
U/mL, pri ¢emu je >14 U/mL pozitivan, 10-14 U/mL grani¢an ili slabo pozitivan, a <10
U/mL negativan rezultat. Uzorke seruma kod kojih je dobiven slabo pozitivan ili granicni
rezultat trebalo bi ispitati ponovno, i to istodobno s novim uzorkom seruma uzetim 1 — 2
tjedna kasnije.

Za C. pneumoniae odredivana su IgM i IgG protutijela (Novagnost™

Chlamydia
pneumoniae IgM, Novagnost™ Chlamydia pneumoniae IgG; Dade Behring Marburg
GmbH, Marburg, Germany). lako su i kod C. pneumoniae mogucée reinfekcije s
izostankom stvaranja IgM protutijela, nije odredivana prisutnost IgA protutijela. Naime,

prema literaturi titar ovih protutijela mozZe biti povisen kod kroni¢ne infekcije koju ova



bakterija takoder moze uzrokovati*®. Test je kvalitativan i kvantitativan. Kvalitativni rezultat
izrazen je kao pozitivan, grani¢an ili slabo pozitivan i negativan. Kvantitativni rezultat
izrazen je u U, pri ¢emu je > 11.5 U pozitivan, 8.5-11.5 U grani¢an ili slabo pozitivan, a <
8.5 U negativan rezultat. Uzorke seruma kod kojih je dobiven slabo pozitivan ili grani¢an
rezultat ne bi trebalo proglasiti niti pozitivnim niti negativnim. Takve uzorke seruma trebalo
bi ispitati ponovno, i to istodobno s novim uzorkom seruma uzetim 2-4 tjedna kasnije. Ako
je rezultat ponovno granican ili slabo pozitivan, treba ga smatrati negativnim.

Za L. pneumophila serogrupa 1-7 odredivana su IgM i IgG protutijela, (SERION
ELISA classic Legionella pneumophila 1-7 IgG/IgM; Institut Virion/Serion GmbH,
Wirzburg, Germany). Test je kvalitativan i kvantitativan. Kvalitativni rezultat izrazen je kao
pozitivan, grani¢an ili slabo pozitivan i negativan. Kvantitativni rezultat izrazen je u U/mL,
pri ¢emu je > 70 U/mL pozitivan, 50-70 U/mL grani€an ili slabo pozitivan, a < 50 U/mL
negativan rezultat. Uzorke seruma kod kojih je dobiven slabo pozitivan ili grani¢ni rezultat
trebalo bi ispitati ponovno, i to istodobno s novim uzorkom seruma uzetim 1 — 2 tjedna

kasnije.

3.2.3. Molekularne mikrobioloske metode

Od molekularnih metoda u istrazivanju je za S. pneumoniae, M. pnemoniae i

Legionella species koristen konvencionalni PCR, a za C. pneumoniae real-time PCR.

3.2.3.1. Obrada klini¢kih uzoraka za molekularne pretrage

Uzorci sputuma i bronhoskopski dobiveni uzorci su zbog svoje viskoznosti
obradeni mukolitickim agensom dodavanjem jednakog volumena 6 % N-acetil-L-cisteina,
potom su vorteksirani 30 sekundi ili duze dok uzorak ne postane teku¢ i homogen, a
potom inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi uz stalno mijeSanje. Uzorci su zatim

centrifugirani na 3000g/15 minuta. Supernatant je odbacen, a sediment je resuspendiran



s 1.5 mL tris-EDTA pufera (10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.0) . Nakon kratkog
vorteksiranja tako obradeni uzorci podjeljeni su u alikvote od 0.5 mL kako bi se izbjeglo

viSestruko odmrzavanje i zamrzavanje, te su pohranjeni u tekuéem dusiku.

Obrisci zdrijela uzeti su pomocu brisa s plasticnom drskom koji je potom stavljen u
epruvetu s 1.5 mL tris-EDTA pufera. Epruveta s brisom vorteksirana je 1 minutu, bris
ocijeden o stijenku epruvete i potom odbacen. Tako dobiveni tekuéi uzorci podijeljeni su u
alikvote od 0.5 mL kako bi se izbjeglo viSestruko odmrzavanje i zamrzavanje, te su
pohranjeni u teku¢em dusiku.

Uzorci seruma za molekularne pretrage u koli¢ini od 200 pL dobiveni su
oduzimanjem od ukupne koli¢ine seruma uzetog za seroloSke pretrage i pohranjeni su u

teku¢em dusiku.

3.2.3.2. Izolacija DNA

Za izolaciju DNA koristen je High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Prema uputi proizvodaca izolacija je napravljena na
200 pL uzorka. Za uzorke seruma koriSten je protokol za izolaciju nukleinskih kiselina iz
krvi, a za uzorke sputuma, obriske Zdrijela i bronhoskopski dobivene uzorke protokol za
izolaciju nukleinskih kiselina iz tkiva prema uputi proizvodaca. Za S. pneumoniae,

M. pneumoniae i Legionella species izolirana DNA na kraju postupka razrijedena je s 200
uL pufera za razriedivanje. Za C. pneumoniae planirano je izvodenje real-time

PCR-a u kojem je volumen uzorka izolirane DNA koji se dodaje u reakcijsku smjesu maniji.
Zbog toga je pri izolaciji DNA za C. pneumoniae kona¢an volumen DNA pripravka s
puferom za razrjedivanje iznosio 50 L. Cilj ovog manjeg kona¢nog volumena, kako je i
navedeno u uputi proizvodaca, bio je povecati koncentraciju DNA u maloj koli¢ini pripravka
izolirane DNA Kkoji se dodaje u reakcijsku smjesu kod real-time PCR-a. Svi pripravci

izolirane DNA pohranjeni su do izvodenja PCR metoda na -20° C.



Pneumokokna DNA koristena kao pozitivha kontrola kod PCR-a za S. pneumoniae
izolirana je iz bakterijske suspenzije pripremljene iz kulture pneumokoka stare 24 sata. Tri
soja pneumokoka dobivena su iz rutinskog rada MikrobioloSkog laboratorija Klinike za
pluéne bolesti "Jordanovac" i identificirani su standardnim laboratorijskim metodama'?. Iz
kulture pneumokoka napravljena je suspenzija u sterilnoj fizioloskoj otopini gustoce 4
McFarlanda koja odgovara priblizno 1.2 x10° CFU/ml. Za izolaciju DNA iz ovako
pripremlijene bakterijske suspenzije takoder je koristen High Pure PCR Template
Preparation Kit prema protokolu za bakterije koji ukljuCuje i obradu lizozimom (10 mg/ml u
10 mM Tris-HCI, pH 8.0).

Za M. pneumoniae, Legionella species i C. pneumoniae nije bilo potrebno izolirati
DNA iz bakterijskih sojeva koja bi bila koristena kao pozitivna kontrola jer su za PCR kod

ovih bakterijskih uzro€nika koristeni komercijalni kitovi koji izmedu ostalog ukljucuju i

pozitivhu kontrolu.

3.2.3.3. PCR metoda za S. pneumoniae

Za S. pneumoniae koriSten je konvencionalni PCR. Ciljana sekvenca bio je
fragment gena za pneumolizin. Produkt PCR reakcije veli€ine je 355 parova baza (bp).
Koristen je par pocetnica TIB 1 (5-GTGATATTTCTGTAACAGCTACC-3') i TIB 2 (5-
GAGAATTCCCTGTCTTTTCAAAG-3") (TIB MOLBIOL; Berlin, Germany). Izbor poc¢etnica
i njihova koncentracija, kao i sam PCR i detekcija produkata izvedeni su kako su opisali
Dagan i suradnici®®. DNA polimeraza, nukleotidi i MgCl, koristeni su iz PCR Master kit

(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).



Reakcijska smjesa napravljena je na sljedeci nacin:

Reagencija Volumen
PCR master mix 25.0 uL
PCR voda 11.0 uL
TIB 1 2.0 uL
TIB 2 2.0 pL
Uzorak 10.0 pL
Ukupni volumen 50.0 pL

PCR reakcija izvedena je na aparatu Gene Amp PCR System 2400 (Applied
Biosystems; Foster City, USA). Amplifikacija se sastojala od 30 ciklusa programiranih na

sljedeci nacin:

Temperatura | Vrijeme trajanja
Denaturacija 94°C 1 min
Vezanje poCetnica 60°C 1 min
Elongacija 72°C 1 min

Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 2 % agaroza gelu. Osam pl
dobivenog PCR produkta i 1 pl boje (gel loading buffer) aplicirano je na agaroza gel koiji je
po zavrSetku elektroforeze (60 mA, 60 min) obojen etidij-bromidom, te fotografiran pod
ultravioletnim svjetlom. Za odredivanje veli¢ine PCR produkata koristen je DNA Molecular
Weight Marker XIV (100-1500bp) (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany).

PCR metoda za S. pneumoniae izvedena je prvo na uzorcima DNA izolirane iz
ranije spomenutih sojeva pneumokoka. Nakon §to su njihovom amplifikacijom dobiveni
produkti o€ekivane veliine od 355 bp, metoda je izvedena na uzorcima seruma i BAL-a.

Kao pozitivna kontrola koriStena je pneumokokna DNA izolirana iz bakterijske
suspenzije, dok je kao negativna kontrola koristena sterilna destilirana voda. S obzirom da

prema literaturi serum i uzorci iz respiratornog sustava pripadaju u klinicke uzorke u



kojima je moguca prisutnost inhibitora PCR reakcije, napravljeni su i postupci koji mogu
umaniiti utjecaj inhibitora na PCR reakciju, kao i postupci kojima se eventualna prisutnost
takvih inhibitora moze otkriti. Da bi se smanijio utjecaj eventualno prisutnih inhibitora, PCR
reakcija ponovljena je sa svim uzorcima seruma nakon njihovog razrjedivanja u
razriedenju 1:8 pooliranjem kako je to navedeno u literaturi. Prisutnost inhibitora PCR
reakcije u PCR-negativnim uzorcima utvrdivana je ponavljanjem reakcije nakon §to su u
uzorke prije amplifikacije dodana 2 pl pneumokokne DNA (spiking). Ovaj postupak
napravljen je s uzorcima seruma kod 16 bolesnika koji su imali pozitivan nalaz

pneumokoknog antigena u urinu, kao i s uzorcima BAL-a. '#*'%,

3.2.3.4. PCR metoda za M. pneumoniae

PCR metoda napravijena je pomodéu dijagnostickog kita Venor®Mp (Minerva
Biolabs, Berlin, Germany) za konvencionalni PCR za M. pneumoniae. Sve potrebne
reagencije, osim DNA polimeraze, nalaze se u kitu. Kori§tena je hot-start MB Tag DNA
Polymerase (Minerva Biolabs, Berlin, Njemacka). Ciljana sekvenca je fragment regije P1
operona. Produkt PCR reakcije veli€ine je 207 bp.

Pozitivna kontrola koju &ine fragmenti genoma M. pneumoniae sadrzana je u
samom kitu. Da bi se isklju€ila eventualna inhibicija PCR reakcije kod PCR-negativnih
uzoraka, u kitu je sadrzana i interna kontrola (plazmidna DNA) koja se dodaje u svaku
reakciju, te daje produkt veli€¢ine 263 bp.

PCR metoda i detekcija produkata izvedena je kako je to navedeno u upulti

proizvodaca.



Reakcijska smjesa napravljena je na sljedeci nacin:

Reagencija Volumen
PCR voda 7.3 pL
Pufer 2.5 uL
Pocetnice i nukleotidi 5.0 uL
Interna kontrola 5.0 uL
Taq polimeraza 0.2 uL
Uzorak 5.0 uL
Ukupni volumen 25.0 uL

PCR reakcija izvedena je na aparatu Gene Amp PCR System 2400 (Applied
Biosystems; Foster City, USA). Amplifikacija se sastojala od 35 ciklusa programiranih na

sliededi nacin::

Temperatura | Vrijeme trajanja
Denaturacija 94°C 30 sek
Vezanje podetnica 65°C 30 sek
Elongacija 72°C 30 sek

Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 1.5 % agaroza gelu. Osam pl
dobivenog PCR produkta i 1 pl boje (gel loading buffer) aplicirano je na agaroza gel koji je
po zavrSetku elektroforeze (100 mA, 90 min) obojen etidij-bromidom, te fotografiran pod
ultravioletnim svjetlom. Za odredivanje veli¢ine PCR produkata koristen je DNA Molecular
Weight Marker XIV (100-1500 bp) (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany).

PCR metoda za M. pneumoniae izvedena je na uzorcima sputuma i BAL-a.



3.2.3.5. PCR metoda za Legionella species

PCR metoda napravljena je pomoéu dijagnosti¢kog kita Onar®Ls (Minerva Biolabs,
Berlin, Germany) za konvencionalni PCR za Legionella species. Sve potrebne reagencije,
osim DNA polimeraze, nalaze se u kitu. KoriStena je hot-start MB Tag DNA Polymerase
(Minerva Biolabs, Berlin, Njemacka). Ciljana sekvenca je fragment 16S rRNA podrucja.
Produkt PCR reakcije veliine je 245 bp. Ovo podrucje genoma je vrlo dobro ocuvano
unutar vrste Legionella i omogucuje detekciju L. pneumophila serogrupa 1-15, L.
longbeachae, L. dumoffi, L. bozemaniii L. gormanii.

Pozitivna kontrola koju &ine fragmenti genoma L. pneumophila sadrzana je u
samom kitu. Da bi se iskljucila eventualna inhibicija PCR reakcije kod PCR-negativnih
uzoraka, u kitu je sadrzana i interna kontrola (plazmidna DNA) koja se dodaje u svaku
reakciju, te daje produkt veli€¢ine 150 bp.

PCR metoda i detekcija produkata izvedena je kako je to navedeno u upulti
proizvodaca.

Reakcijska smjesa napravljena je na sljedeci nacin:

Reagencija Volumen
PCR voda (PCR Master kit; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 12.3 pL
Pufer 2.5 uL
Pocetnice i nukleotidi 2.5 L
Interna kontrola 2.5 L
Taq polimeraza 0.2 uL
Uzorak 5.0 uL
Ukupni volumen 25.0 uL




PCR reakcija izvedena je na aparatu Gene Amp PCR System 2400 (Applied
Biosystems; Foster City, USA). Amplifikacija se sastojala od 35 ciklusa programiranih na

sliededi nacin::

Temperatura | Vrijeme trajanja
Denaturacija 94°C 30 sek
Vezanje poCetnica 55°C 30 sek
Elongacija 72°C 30 sek

Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 1.5 % agaroza gelu. Osam pl
dobivenog PCR produkta i 1 pl boje (gel loading buffer) aplicirano je na agaroza gel koji je
po zavrSetku elektroforeze (100 mA, 90 min) obojen etidij-bromidom, te fotografiran pod
ultravioletnim svjetlom. Za odredivanje veli¢ine PCR produkata koristen je DNA Molecular
Weight Marker XIV (100-1500 bp) (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany).

PCR metoda za Legionella species izvedena je na uzorcima sputuma i BAL-a.

3.2.3.6. PCR metoda za Chlamydohila pneumoniae

Za C. pneumoniae koristen je real-time PCR. Ciljana sekvenca je fragment
velicéine 140 bp C. pneumoniae genoma. Fragment je amplificiran pomocéu specifi¢nih
pocetnica i detektiran probama obiljezenim s LightCycler® Red 640.

Internu kontrolu ¢&inio je dodatni PCR produkt veli¢ine 278 bp. Detektiran je
probama obiljezenim s bojom LC705.

Kao pozitivha kontrola, a istovremeno i kao standard za kvantifikaciju koristena je
ciliana DNA u obliku 6 razli¢itih koncentracija od 10" do 10° ciljanih molekula/reakciji. Sve
navedene reagencije nalaze se u kitu LightMix® for the detection of Chlamydia
pneumoniae (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany).

Navedeni kit sadrzavao je potrebne pocetnice, probe, internu kontrolu i standarde

za pozitivnu kontrolu i kvantifikaciju. Za ostale potrebne reagencije (DNA polimeraza,



nukleotidi i Mg®) koristen je LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany).
Metoda je napravljena kako je to navedeno u uputi proizvodaca.

Reakcijska smjesa napravljena je na sljedeci nacin:

Reagencija Volumen
PCR voda 1.8 L
MgCl, otopina 25 mM 3.2 uL
Specifi€ne pocetnice i probe 4.0 uL
Interna kontrola 4.0 uL
FastStart mix 4.0 uL
Uzorak i standard 5.0 uL
Ukupni volumen 20.0 pL

Metoda je izvedena na aparatu LightCycler® 2.0 Instrument (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). Protokol se sastojao od 4 koraka:

1. denaturacija — denaturacija DNA u uzorcima i aktivacija enzima,

2. amplifikacija ciljne DNA,

3. melting — analiza melting krivulje za identifikaciju PCR produkata i

4. hladenje aparata.



Programiranje je napravljeno na sljedeéi nacin:

Denaturation Cycling Melting Cooling
Analysis Mode None Quantification mode Melting Curves mode None
Cycles 1 55 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [CT] 95 95 62 72 95 40 85 40
Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:05 | 00:00:05 | 00:00:05 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate [C7] 20 20 10 20 30 30 0.2 20
Acquisition Mode None None Single None None None Continu. None

Prema LightMix® for the detection of Chlamydia pneumoniae (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Analiza rezultata napravljena je pomocéu LightCycler Software Version 4.05.

Identifikacija PCR produkata za uzorke i standarde napravljena je pomocéu melting krivulje

s Tm od 67.0° C na kanalu 640. Interna kontrola detektirana je na kanalu 705 s Tm od 67-

69° C.

Metoda je izvedena na uzorcima sputuma i BAL-a.

Tijekom izvodenja molekularnih metoda obavezno je bilo pridrzavanje opéih mjera

opreza kako bi se sprijecila kontaminacija (koriStenje odvojenih prostora za izolaciju DNA,

pripremu reagensa i postamplifikacijske postupke, upotreba nastavaka za pipete s

filterom, redovito ¢iS¢enje radnih povrSina i UV zracenje).




3.3. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA
U statistiCkoj analizi podataka koristeni su parametri deskriptivne statistike, a
razlike medu skupinama ispitane su pomocu Pearsonovog hi-kvadrat testa i Fisherovog

egzaktnog testa. Statisti¢ki zna¢ajnim smatrane su vrijednosti od p<0.05.



INFORMIRANI PRISTANAK BOLESNIKA

Naziv istrazivanja: Znacenje molekularnih metoda u dijagnostici izvanbolnickih
pneumonija uzrokovanih bakterijama

Postovana/postovani,

pozivamo Vas da sudjelujete u znanstvenom istrazivanju u kojem ¢ée se istraziti
nove dijagnosti¢ke metode i njihovo znacenje u dijagnostici izvanbolni¢kih pneumonija.
Molimo Vas da paZljivo proc€itate ovu obavijest jer su u njoj sadrzani podaci koji ¢e Vam
pomoci da odlucite Zelite li sudjelovati u ovom znanstvenom istrazivanju, te zasto i kako se
ono provodi. U slu¢aju da neke dijelove sadrzaja ne razumijete, molimo Vas da se s
pitanjima obratite lijecniku koji vodi ovo znanstveno istrazivanje.

Pneumonija (upala plu¢a) uzrokovana bakterijama lijeci se antimikrobnim lijekovima
(antibioticima). S obzirom da pneumonije moze uzrokovati niz razli€itih bakterija,
neophodno je utvrditi 0 kojoj se bakteriji radi da bi se mogao primijeniti odgovarajuci
antibiotik i tako uspjesno lijeciti bolesnik. Za sada se bakterijski uzro€nici mogu utvrditi na
dva nacina: uzgojem bakterijskih uzro¢nika iz uzoraka iskasljaja i krvi ili pak otkrivanjem
bakterijskih proteina u urinu ili protutijela u serumu (dio krvi koji se dobiva postupkom
identi¢nim vadenju krvi). Ovi navedeni postupci nemaju zadovoljavajuée rezultate jer se
njima uzroc¢nik otkrije u svega
50-75 % bolesnika s pneumonijom, a bez poznatog uzro¢nika nema niti adekvatnog i
cilianog lije¢enja antimikrobnim lijekovima.

Danas se u klinickim bolnicama u svijetu svakodnevno primjenjuju i nove,
molekularne metode pomocu kojih se mogu detektirati nukleinske kiseline (DNA, RNA)
bakterijskih uzro€nika u istim uzorcima koji se i ina¢e uzimaju i gore su spomenuti, ali su

ove metode brZe i osjetljivije.

Cilj istrazivanja

Ovim bismo istrazivanjem dokazali da se novim, molekularnim metodama bakterijski
uzrocnici mogu otkriti u ve¢eg broja bolesnika s pneumonijom nego li dosadasnjim
dijagnostickim metodama. Na taj nacin bi se poboljSalo i lijeGenje pneumonija, jer bi se i u
onih bolesnika u kojih danas ne mozemo otkriti uzroénika mogli primijeniti odgovarajuci
antimikrobni lijekovi. Zato je potrebno na uzorcima istodobno napraviti uobi¢ajene pretrage
kao do sada, ali i one nove, molekularne. Obje vrste pretraga radit ¢e se na uzorcima koji
se i inaCe uzimaju za dijagnostiku pneumonija, samo $to ih je potrebno uzeti koli¢inski vise
kako bi se mogle ispitati i molekularne metode.



Vasa uloga u ovom znanstvenom istrazivanju
Ako se sloZite sa sudjelovanjem u istrazivanju, bit ¢e vam uzeti sljedeéi uzorci:

a) iska$ljaj ako mozete iskasljati; potrebna su dva uzorka — jedan za uobiCajene, a
drugi za molekularne pretrage;

b) krv ako je Vas lije¢nik odlucio da je potrebno mikrobioloski ispitati uzorke krvi;

c) serum —dobiva se tako da se izvadi krv, a onda se iz nje izdvoji serum koji je
zapravo dio krvi; za uzorak seruma potrebno je izvaditi 8-10 mL krvi, a na taj nacin
dobit ¢e se uzorak i za uobi¢ajeno odredivanje protutijela na bakterijske uzro€nike
kao i za molekularne pretrage;

d) urin — uobi€ajeni uzorak za odredivanje bakterijskih proteina pomocu brzih
testova;

e) obrisak zdrijela - ovo je uzorak koiji je potrebno dodatno uginiti za potrebe ovog
istrazivanja.

Vazno je naglasiti da su svi gore navedeni uzorci i inaCe indicirani i uzimaju se u
bolesnika s pneumonijom (osim obriska zdrijela €ije je uzimanje vrlo jednostavno, brzo i
bezbolno).

Vasi podaci ¢e se obradivati elektronicki. U bazu podataka bit éete uneseni prema
inicijalima, te Vase ime nece biti otkriveno.Vasu medicinsku dokumentaciju moéi ¢e
pregledati samo lijecnici koji sudjeluju u istrazivanju, predstavnici Etickog povjerenstva u
ustanovi u kojoj se lijecite i Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta.

Podaci dobiveni istrazivanjem mogu imati znanstvenu vrijednost, te ¢e u tom slucaju
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INICIJALI:

MATICNI BROJ BOLESNIKA:

SPOL:

DOB:

DATUM PRIMITKA:

PODACI IZ ANAMNEZE:

Pusenje ne <20 cigareta/dan >20 cigareta/dan

Alkoholizam (ako je u povijesti bolesti ovaj podatak izri¢ito naveden)

da ne
Dijabetes da ne
Ostali uzroci imunosupresije  da ne

navesti

DATUM PRIMITKA U JEDINICU INTENZIVNOG LIJECENJA:
DATUM OTPUSTA:

TRAJANJE HOSPITALIZACIJE:

KRITERIJ BODOVI
DOB
muskarci broj godina
Zene broj godina - 10
BORAVAK U
UMIROVLJENICKOM DOMU 10
KOMORBIDITET
Maligna bolest 30
Bolest jetre 20
Kongestivno zatajenje srca 10
Cerebrovaskularne bolesti 10
BubreZne bolesti 10
VITALNI ZNACI
Mentalna konfuzija 20
Broj respiracija 30/min 20
Sistolicki tlak < 90 mmHg 20
Temperatura <35 ili 240" C 15
Tahikardija >125 otkucaja/min 10
LABORATORIJSKI NALAZI
Urea = 11mmol/L 20
Natrij < 130 mmol/L 20
Glukoza = 14 mmol /L 10
Hematokrit < 30 % 10
RADIOLOSKI NALAZ
Pleuralni izljev 10
PARAMETRI OKSIGENACIJE
Arterijski pH < 7.35 30
PaO, < 60 mmHg 10
Sa0:< 90 % 10
PSl index: SKUPINA I-V:

PODACI O ANTIMIKROBNOM LIJECENJU

Uzimanje antimikrobnih lijekova unatrag 10 dana od hospitalizacije:
da ne
antimikrobni lijek:

Antimikrobno lije¢enje tijekom hospitalizacije: adekvatno neadekvatno
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REZULTATI MIKROBIOLOSKIH PRETRAGA

Streptococcus pneumoniae

Trajanje primjene

talizacije)

bronhoskopski uzorak (kateter aspirat, bronhoalveolarni lavat)

Gram preparat Kultura sputuma Hemokultura Antigen u urinu PCR serum
sputuma
Mycoplasma pneumoniae
ELISA PCR obrisak Zdrijela PCR sputum PCR bronhoskopski uzorak
Chlamydophila pneumoniae
ELISA PCR obrisak zdrijela PCR sputum PCR bronhoskopski uzorak
Legionella species
Antigen u urinu ELISA PCR obrisak zdrijela PCR sputum PCR bronhoskopski uzorak

Tezultat serolosKi reaRcua upisatl Kao fifar, a rezultat PCR

OSTALI MIKROBIOLOSKI NALAZI

metode upisali kao pozitivan, negativan il inhib

UZORAK NALAZ

icija reakcije




4. REZULTATI

4.1. DEMOGRAFSKE | KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA S

IZVANBOLNICKOM PNEUMONIJOM

U ovo prospektivno istrazivanje bilo je uklju¢eno 80 ispitanika starijih od 18 godina
s klinickom dijagnozom izvanbolni¢ke pneumonije.

Od ukupno 80 ispitanika njih 28 (35,0 %) bile su Zene, a njih 52 (65,0 %) muskarci.
Srednja dob (+ SD) ispitanika bila je 62,6 + 15,5 godina (raspon 25-93 godine).

Dvadeset tri (28,8 %) ispitanika bili su pusaci.

Kod 47 (58,8 %) ispitanika bile su prisutne popratne bolesti, odnosno komorbiditet.
Naj¢esce su bile kardiovaskularne bolesti koje su bile prisutne kod 27
(33,8 %) ispitanika, a zatim kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest (KOPB) kod 21 (26,3 %),
diabetes mellitus kod 8 (10,0 %), maligne bolesti kod 7 (8,8 %) i cerebrovaskularne bolesti
kod 5 (6,3 %) ispitanika. Od ostalih popratnih bolesti i stanja hipotireoza, astma,
bronhiektazije i epilepsija bile su prisutne u po tri (3,8 %), bubrezne bolesti i kroni¢na
bolest jetre u po dva (2,5 %), a alkoholizam, splenektomija, amiotrofi¢na lateralna skleroza
i reumatoidni artritis u po jednog (1,3 %) ispitanika. Kod 23 (28,8 %) ispitanika bile su
prisutne > 2 popratne bolesti istovremeno. Srednja vrijednost leukocita u krvi iznosila je
12,7 x 10%L (raspon 3,8-34,3), a C-reaktivhog proteina (CRP) 151,5 mg/L (raspon 2,5 —

542,4) (Tablica 2).



Tablica 2. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika s izvanbolni¢kom pneumonijom (N=80).

Karateristike ispitanika N (%)

Demografske karakteristike

Srednja dob + SD 62,6 £ 15,5
Zene 28 (35,0)
Muskarci 52 (65,0)

Klinicke karakteristike

Pusenje 23 (28,8)
Komorbiditet
Kardiovaskularne bolesti 27 (33,8)
KOPB’ 21 (26,3)
Diabetes mellitus 8 (10,0)
Maligne bolesti 7 (8,8)
Cerebrovaskularne bolesti 5 (6,3)

Leukociti
medijan x 10%L (raspon vrijednosti) 12,7 (3,8 - 34,3)

C-reaktivni protein,
medijan mg/L (raspon vrijednosti) 151,5 (2,5 — 542,4)

*KOPB: kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest
Podaci su prikazani kao broj ispitanika (%) ako nije drugadije navedeno.

Od ukupno 80 ispitanika s izvanbolnickom pneumonijom, hospitalizirano ih je bilo
69 (86,3 %), a ambulantno lije¢eno njih 11 (13,8 %). Trinaest (16,3 %) hospitaliziranih

bolesnika lije€eno je u jedinici intenzivnog lije¢enja (JIL) (Tablica 3).



Tablica 3. Ispitanici s izvanbolnickom pneumonijom s obzirom na mjesto lije€enja (N=80).

Mijesto lijecenja N(%)

Ambulantno lijeceni 11 (13,8)

Hospitalizirani 69 (86,3)
Primljeni u JIL* 13 (16,3)

*JIL: jedinica intenzivnog lijeCenja

U svakog ispitanika na temelju prikuplienih podataka odredena je tezina
pneumonije pomoéu indeksa PSI'">''®. Na temelju PSI indeksa 23 (28,8 %) ispitanika
pripadala su u skupinu I, 9 (11,3 %) ispitanika u skupinu Il, 16 (20,0) ispitanika u skupinu

11, 23 (28,8 %) ispitanika u skupinu IV i 9 (11,3 %) ispitanika u skupinu V (Tablica 4).

Tablica 4. Ispitanici s izvanbolnickom pneumonijom s obzirom na tezinu pneumonije (N=80).

PSI" skupina N(%)

PSI | 23 (28,8)
PSI II 9 (11,3)
PSI il 16 (20,0)
PSI IV 23 (28,8)
PSI V 9 (11,3)

"PSI: indeks teZine pneumonije (prema. engl. Pneumonia severity index)

Antimikrobno lije€enje prije pregleda i/ili hospitalizacije u Klinici primjenjeno je u

30,0 % (24/80) ispitanika.



4.2. ETIOLOGIJA | UCESTALOST POJEDINIH BAKTERIJSKIH UZROCNIKA

Etiologija izvanbolnickih pneumonija utvrdena je kod 42 (52,5 %) ispitanika.

Etiologija je ¢eSc¢e utvrdena kod bolesnika koji prije pregleda i/ili hospitalizacije u
Klinici nisu lije¢eni antimikrobnim lijekovima u odnosu na one koiji jesu, ali ova razlika nije
bila statisticki znacajna (53,6 % vs 50,0 %; p=0,764).

Naj¢esc¢i bakterijski uzrocnik bio je S. pneumoniae koiji je utvrden kod 25 (31,3 %)
ispitanika, a nakon njega M. pneumoniae kod 7 (8,8 %) i H. influenzae kod 5 (6,3 %)
ispitanika. C. pneumoniae i P. aeruginosa utvrdeni su u po 4 (5,0 %), a Legionella species
i K. pneumoniae u po dva (2,5 %) ispitanika (Tablica 5). Atipi¢ni bakterijski uzro&nici

utvrdeni su kod ukupno 13 (16,3 %) ispitanika.

Tablica 5. Etiologija i uCestalost bakterijskih uzro€nika kod ispitanika s izvanbolni¢kom

pneumonijom (N=80).

Bakterijski uzro¢nik N (%)

Streptococcus pneumoniae 25 (31,3)
Mycoplasma pneumoniae 7 (8,8)
Haemophilus influenzae 5 (6,3)
Chlamydophila pneumoniae 4 (5,0
Pseudomonas aeruginosa 4 (5,0)
Legionella species 2 (2,5
Klebsiella pneumoniae 2 (2,5
UKUPNO 49 (61,3)

MijeSane infekcije 7 (8,8)




Kod 35 ispitanika bio je prisutan samo jedan, dok su kod 7 (8,8 %) ispitanika
istovremeno bila prisutna 2 bakterijska uzro¢nika (Tablica 6). Etiologija je ostala

nepoznata kod 47,5 % (38/80) ispitanika s izvanbolni¢kom pneumonijom.

Tablica 6. Kombinacije bakterijskih uzro€nika kod 7 ispitanika s izvanbolni€kom pneumonijom

mijeSane etiologije.

Bakterijski uzrocnici N (%)

Streptococcus pneumoniae + drugi uzro¢nik 5(71,4)
S. pneumoniae + H. influenzae 3 (42,9)
S. pneumoniae + K. pneumoniae 1(14,3)
S. pneumoniae + M. pneumoniae 1(14,3)

Ostali uzroc¢nici

P. aeruginosa + M. pneumoniae 2 (28,6)

U svim dobnim skupinama najée$¢i bakterijski uzro€nik bio je S.
pneumoniae. UcCestalost pojedinih bakterijskih uzroCnika nije se statistiCki znacajno
razlikovala izmedu ispitanika mladih i starijih od 60 godina (S. pneumoniae 40,5 % vs 23,3
%, p=0,096; M. pneumoniae 8,1 % vs 6,97 %, p=0,415; H. influenzae 8,1 % vs 2,32 %,
p=0,136; C. pneumoniae 2,7 % vs 7,0 %, p=0,367; P. aeruginosa 2,7 % vs 7,0 %,
p=0,367; Legionella spp. 2,7 % vs 2,3 %, p=0,714; K. pneumoniae 0 vs 4,65 %, p=0,286)

(Tablica 7).



Tablica 7. Uc€estalost bakterijskih uzroénika kod ispitanika s izvanbolni¢kom pneumonijom s

obzirom na dob ispitanika (N=80).

N (%) po dobnim skupinama'

Bakterijski uzro¢nik 15-44 god. 45-59 god. >60 god. Ukupno

(N=11) (N=26) (N=43) (N=80)
Streptococcus pneumoniae 5 (45,5) 10 (38,5) 10 (23,3) 25 (31,3)
Mycoplasma pneumoniae 0 4 (15,4) 3 (7,0 7 (8,8)
Haemophilus influenzae 0 4 (15,4) 1 (2,3) 5 (6,3)
Chlamydophila pneumoniae 0 1 (3,8) 3 (7,0) 4 (5,0)
Pseudomonas aeruginosa 0 1 (3,8) 3 (7,0) 4 (5,0)
Legionella species 0 1 (3,8) 1 (2,3) 2 (2,5
Klebsiella pneumoniae 0 0 2 (4,7) 2 (2,5)
UKUPNO 5 (45,5) 21 (80,8) 23 (53,5) 49 (61,3)

Dobne skupine prema preporukama Svijetske zdravstvene organizacije (WHO)'™®



4.3. REZULTATI KONVENCIONALNIH | MOLEKULARNIH MIKROBIOLOSKIH

METODA

4.3.1. Uzorci

Uzorci sputuma dobiveni su kod 64 (80,0%) ispitanika, dok su hemokulture uzete
kod njih 11 (13,8 %). Uzorci urina za otkrivanje antigena S. pneumoniae i L. pneumophila
serogrupa 1 dobiveni su kod 76 (95,0 %) ispitanika. Bronhoskopsku pretragu lije€nici
klinicari indicirali su kod 19 (23,8 %) ispitanika, te je kod njih dobiven uzorak BAL-a. Uzorci
seruma za PCR za S. pneumoniae dobiveni su kod 77 (96,3 %) ispitanika, a za seroloske
pretrage za M. pneumoniae, L. pneumophila serogrupa 1-7 i C. pneumoniae kod 79 (98,8
%) ispitanika.

Kod 8 ispitanika lije¢nici klini¢ari indicirali su i pleuralnu punkciju kojom su dobiveni
uzorci pleuralnog izljeva.

Od ukupno 64 dobivena uzorka sputuma, 36 (56,3 %) uzoraka bilo je adekvatno, a
u njih 10 (27,8 %, odnosno 12,5 % od ukupno 80 ispitanika) utvrdena je prisutnost
predominantnog morfotipa bakterija. Pri tome su u 9 uzoraka bili prisutni gram-pozitivni
diplokoki, a samo u jednom gram-negativni Stapici.

Kultura sputuma bila je pozitivha u 17 (47,2 %) adekvatnih uzoraka. Pozitivhe
kulture sputuma u adekvatnim uzorcima bile su statisticki zna¢ajno rjede kod bolesnika
koji su prethodno primali antimikrobne lijekove u usporedbi s onima koji ih nisu dobivali
(22,2 % vs 72,2 %; p=0,003). Rezultati preparata po Gramu po pozitivitetu se nisu
statistiCki zna€ajno razlikovali izmedu bolesnika koji su prethodno primali antimikrobne
lijekove i onih koji ih nisu dobivali (27,8 % vs 27,8 %; p=0,644).

Kultura BAL-a bila je pozitivna kod 6 (31,6 %) od ukupno 19 ispitanika kod kojih je
indicirana bronhoskopska pretraga. Svi bolesnici su prije bronhoskopske pretrage primali

antimikrobne lijekove.



4.3.2. Streptococcus pneumoniae

Primjenjenim mikrobioloskim metodama S. pneumoniae utvrden je kod 25
(31,3 %) ispitanika s izvanbolni¢kom pneumonijom.

Od ukupno 64 ispitanika kod kojih je dobiven uzorak sputuma, S. pneumoniae
izoliran je u kulturi kod njih 8 (12,5 %). Od 9 uzoraka sputuma koji su imali pozitivan
preparat po Gramu s prisutnim gram-pozitivnim diplokokima, pneumokok je u kulturi
porastao u njih 4. Od preostalih 5 uzoraka, u njih 4 porasla je fizioloSka flora, a u jednom
Candida spp.

Od ukupno 19 ispitanika kod kojih je dobiven uzorak BAL-a, S. pneumoniae
izoliran je u kulturi u samo jednom uzorku (5,3 %).

Sve hemokulture (N=11) ostale su sterilne.

Od ukupno 76 ispitanika kod kojih je dobiven uzorak urina, pneumokokni antigen
bio je pozitivan kod njih 16 (21,1 %). Kod dva bolesnika s pozitivnim pneumokoknim
antigenom u urinu pneumokok je bio izoliran i u kulturi sputuma.

Uzorci pleuralnog izljeva (N=8) ostali su sterilni.

PCR za S. pneumoniae izveden je prvo na uzorcima DNA izolirane iz tri soja
pneumokoka. Amplifikacijom pomocéu pocetnica za gen pneumolizina su kod sva tri soja

dobiveni produkti o¢ekivane veli¢ine od 355 bp (Slika 5).



Slika 5. Elektroforeza na agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata u uzorcima DNA izolirane iz tri soja
pneumokoka. Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupci 2, 3 i 4, produkti o¢ekivane
velic¢ine od 355 bp dobiveni amplifikacijom pomocu pocetnica za gen pneumolizina; stupac 5, negativna

kontrola (sterilna destilirana voda).

355 bp 355 bp 355 bp
s0j1 so0j2 soj3

PCR je nakon toga izveden na uzorcima seruma i BAL-ovima ispitanika s
izvanbolni¢kom pneumonijom. PCR rezultati u svih 77 uzoraka seruma bili su negativni.
Kao primjer, negativni rezultati za 9 takvih uzoraka seruma prikazani su na Slici 6.

Od ukupno 19 bronhoskopiranih ispitanika, uzorci BAL-a bili su PCR-pozitivni kod
njih 3 (15,8 %) (Slika 7).

BAL PCR za S. pneumoniae bio je ¢eSée pozitivan (N=3, 15,8 %) od

kulture BAL-a (N=1, 5,3 %), ali razlika nije bila statisti¢ki znac¢ajna (p=0,302).



Slika 6. Elektroforeza na agaroza gelu 9 PCR-negativnih uzoraka seruma. Stupac 1, DNA molecular weight

marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, pozitivna kontrola (pneumokokna DNA); stupci 3-11 PCR negativni uzorci

seruma; stupac 12, negativna kontrola (sterilna destilirana voda).

355 bp
pozitivha kontrola

Slika 7. Elektroforeza na agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata u uzorcima BAL-a. Stupac 1, DNA
molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, pozitivna kontrola (pneumokokna DNA); stupac 3,
negativna kontrola (sterilna destilirana voda); stupci 4, 7 i 8 pozitivni uzorci BAL-a; stupci 5 i 6, negativni uzorci
BAL-a.

pozitivha kontrola




U dva od ukupno tri ispitanika kod kojih je PCR za S. pneumoniae u uzorku BAL-a
bio pozitivan, to je bila i jedina metoda kojom je S. pneumoniae kod ovih ispitanika
dokazan. U preostalog jednog ispitanika uz pozitivan PCR bio je pozitivan i pneumokokni
antigen u urinu. Uzorak BAL-a koji je bio pozitivan u kulturi bio je PCR negativan.

Prisutnost inhibitora PCR reakcije odredivana je u PCR-negativnim uzorcima
seruma i BAL-a (spiking). Prisutnost inhibitora utvrdena je u jednom uzorku seruma (Slika

8). Inhibitori u uzorcima BAL-a nisu otkriveni.

Slika 8. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata nakon §to su u PCR-negativne uzorke
seruma prije amplifikacije dodana 2 yl pneumokokne DNA (spiking). Stupac 1, DNA molecular weight marker
XIV (100-1500 bp); stupac 2, pozitivna kontrola (pneumokokna DNA); stupci 3-8, 10 i 11, uzorci seruma bez
prisutnih inhibitora; stupac 9, uzorak seruma s prisutnim inhibitorima bez PCR-produkta veli¢ine 355 bp;
stupac 12, negativna kontrola (sterilna destilirana voda).

uzorak seruma
pozitivha kontrola s prisutnim inhibitorima




Nakon razrjedivanja uzoraka seruma u razrjedenju 1:8 pooliranjem, kako bi se
smanjio utjecaj eventualno prisutnih inhibitora, PCR rezultati u svim uzorcima seruma

ostali su negativni (Slika 9).

Slika 9. Elektroforeza u agaroza gelu PCR-negativnih uzoraka seruma nakon razrjedivanja pooliranjem. Svi
uzorci ostali su negativni. Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, pozitivna
kontrola (pneumokokna DNA); stupci 3-11 PCR-negativni uzorci seruma nakon pooliranja; stupac 12,
negativna kontrola (sterilna destilirana voda).

pozitivha kontrola




Rezultati svih mikrobioloskih metoda za S. pneumoniae prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda za S. pneumoniae

Mikrobioloska metoda Broj pozitivnih/broj testiranih (%)

Adekvatni uzorci sputuma/

ukupan broj uzoraka sputuma 36/64 (56,3)
Preparat po Gramu
(adekvatni uzorci sputuma) 9/36 (25,0)
Sputum kultura
(adekvatni uzorci sputuma) 8/36 (22,2)
BAL' kultura 119 (5,3)
Hemokultura 0/11 (0)
Pleuralni izljev kultura 0/8 (0)
Pneumokokni antigen u urinu 16/76 (21,1)
Serum PCR™ 0/79  (0)
BAL PCR 3/19 (15,8)

BAL: bronhoalveolarni ispirak, PCR: lan¢ana reakcija polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction)

4.3.3. Mycoplasma pneumoniae

Primjenjenim mikrobiolo$kim metodama M. pneumoniae utvrdena je kod 7
(8,8 %) ispitanika.

Srednja dob (+ SD) ispitanika s dokazanom M. pneumoniae bila je 70,5 + 13,4
godina (raspon 46-80 godina). Samo jedan ispitanik lije€en je ambulantno, dok su svi
ostali bili hospitalizirani (Tablica 9). Kod niti jednog od ovih ispitanika nije napravljena

bronhoskopska pretraga.



Tablica 9 . Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda, te neke karakteristike ispitanika s

dokazanom infekcijom s M. pneumoniae (N=7).

Dob IgA Sputum PCR’ BAL” PCR Mijesto lije¢enja

1 61 + - NN™ hospitaliziran
2 58 + - NN hospitaliziran

3 55 + - NN hospitaliziran

4 71 + - NN ambulantno

5 46 + - NN hospitaliziran

6 50 + - NN hospitaliziran

7 80 - + NN hospitaliziran

_PCR: lan¢ana reakcija polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction), BAL: bronhoalveolarni ispirak,
NN — nije napravljeno jer bolesnik nije bronhoskopiran

Kod Sest ispitanika bile su pozitivhe seroloSke pretrage odnosno IgA protutijela, a
kod jednog ispitanika PCR za M. pneumoniae u uzorku sputuma (Slika 10). Kod Sest
ispitanika sa serolo$ki dokazanom M. pneumoniae PCR rezultati bili su negativni i obrnuto,
kod bolesnika s PCR-pozitivnim rezultatom M. pneumoniae seroloski nije dokazana.
Inhibicija PCR reakcije pomoc¢u interne kontrole utvrdena je samo u jednom uzorku
sputuma (Slika 11).

Kod dva ispitanika rezultate seroloskih pretraga nije bilo moguée sa sigurnoscu
protumaciti. Kod njih je rezultat IgA protutijela bio grani¢an odnosno slabo pozitivan (11.8
U/mli 11.7 U/ml). Ponavljanjem testa na ova dva uzorka seruma dobiveni su isti rezultati.
Novi uzorci seruma 1-2 tjedna kasnije koje bi trebalo ispitati kod ovakvih slu€ajeva nisu

dobiveni.



Slika 10. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata za M. pneumoniae u uzorcima sputuma
(Venor®Mp). Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, negativna kontrola i
interna kontrola s PCR-produktom veli¢ine 263 bp; stupac 3, pozitivha kontrola s PCR-produktom veli¢ine 207

bp; stupac 4, 5 i 7 negativni uzorci sputuma; stupac 6, pozitivni uzorak sputuma.

207 bp
pozitivha
kontrola

263 bp
negativna i interna
kontrola




Slika 11. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata za M. pneumoniae u uzorcima sputuma
(Venor®Mp). Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, negativna kontrola i
interna kontrola s PCR-produktom veli¢ine 263 bp; stupac 3, pozitivna kontrola s PCR-produktom veli¢ine 207

bp; stupac 4-8 i 10-13 negativni uzorci sputuma; stupac 9, uzorak sputuma s inhibicijom PCR reakcije.

263 bp
negativna i interna kontrola

)

207 bp uzorak sputuma
pozitivha s inhibicijom PCR reakcije
kontrola

Rezultati svih mikrobiolo$kih metoda za M. pneumoniae prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10 . Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda za M. pneumoniae

MikrobioloSka metoda Broj pozitivnih/broj testiranih (%)
IgA (ELISA) 6/79 (7,6)
Sputum PCR™ 1/64 (1,6)
BAL" PCR 0/19 (0)

*ELISA: imunoenzimska metoda (prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay, PCR: lan€ana reakcija
polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction), BAL: bronhoalveolarni ispirak



4.3.4. Legionella species

Primjenjenim mikrobioloSkim metodama Legionella species utvrdena je kod 2
(2,5 %) ispitanika s izvanbolni¢kom pneumonijom.

Kod oba ispitanika etioloSka dijagnoza postavljena je na temelju pozitivhog
antigena za L. pneumophila serogrupa 1 u urinu. Kod jednog od njih su IgG i IgM
protutijela za L. pneumophila serogrupa 1-7 bila negativha, dok kod drugog ispitanika
uzorak seruma nije dobiven.

Kod tri ispitanika rezultate seroloSkih pretraga bilo je teze protumaditi. Kod prva
dva ispitanika bila su negativna IgM, a pozitivna IgG protutijela za L. pneumophila
serogrupa 1-7. Ponavljanjem testa na ova dva uzorka seruma, dobiveni su isti rezultati.
Rezultati su potvrdeni i u MikrobioloSkom laboratoriju Klinike za infektivne bolesti "dr. Fran
Mihaljevi¢" u Zagrebu. Kod treceg ispitanika bila su pozitivna 1gG protutijela za L.
pneumophila serogrupa 7-14 (pool 1) u testu indirektne imunofluorescence koiji je indicirao
lije¢nik klinicar koji je pratio bolesnika. ELISA metodom IgG i IgM protutijela za L.
pneumophila serogrupa 1-7 kod ovog ispitanika bila su negativna. | ovaj je rezultat
potvrden u navedenom vanjskom laboratoriju. Novi uzorci seruma 1-2 tjedna kasnije koje
bi trebalo ispitati u ovakvim slu€ajevima kod ova tri ispitanika nisu dobiveni.

PCR za Legionella species u svim uzorcima sputuma i BAL-a bio je negativan. Kao
primjer, negativni rezultati za 8 takvih negativnih uzoraka sputuma prikazani su na Slici 12.

Interna kontrola pokazala je da PCR reakcija nije bila inhibirana niti u jednom uzorku.



Slika 12. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata za Legionella species u uzorcima
sputuma (Onar®Ls). Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, negativna kontrola
i interna kontrola s PCR-produktom veli¢ine 150 bp; stupac 3, pozitivna kontrola s PCR-produktom veli¢ine

245 bp; stupac 4-11 negativni uzorci sputuma.

245 bp
pozitivha
kontrola

150 bp
interna kontrola

150 bp
negativna i interna kontrola

Rezultati svih mikrobioloSkih pretraga za Legionella species prikazani su u Tablici 11 .

Tablica 11 . Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda za Legionella species.

MikrobioloSka metoda Broj pozitivnih/broj testiranih (%)
IgM (ELISA) 0/79
IgG (ELISA) 2/79 (2,5)
Legionela antigen u urinu 2/76 (2,6)
PCR™ u sputumu 0/64 (0)
PCR uBAL-u 0/19 (0)

*ELISA: imunoenzimska metoda (prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay, PCR: lan¢ana reakcija
polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction), BAL: bronhoalveolarni ispirak



4.3.5. Chlamydophila pneumoniae

Primjenjenim mikrobiolodkim metodama C. pneumoniae utvrdena je kod 4
(5,0 %) ispitanika s izvanbolni¢kom pneumonijom.

Kod sva cetiri ispitanika C. pneumoniae otkrivena je seroloSkim pretragama
odnosno na temelju pozitivhih IgM protutijela. Kod ova Cetiri ispitanika bila su pozitivha i
IgG protutijela. Real-time PCR za C. pneumoniae u uzorcima sputuma i BAL-a kod ova
Cetiri, kao i svih ostalih ispitanika u ovom istrazivaniju, bio je negativan.

Od ukupno 79 ispitanih uzoraka seruma, u njih 49 (62,0 %) bila su prisutna samo
IgG protutijela. Ona su bila statisticki znacajno ¢esée prisutna kod bolesnika s KOPB-om
nego li kod bolesnika bez KOPB-a (94,7 % vs 67,4 %; p= 0,017). Kod jo$ 10 ispitanika
rezultat IgG protutijela bio je grani¢an ili slabo pozitivan. Rezultat IgM protutijela bio je
granican ili slabo pozitivan kod 4 ispitanika. Novi uzorci seruma 2-4 tjedna kasnije koje bi
trebalo ispitati kod ovakvih slu€ajeva nisu dobiveni.

Real-time PCR za C. pneumoniae u svim uzorcima sputuma i BAL-a u ovom
istrazivanju bio je negativan. Dobivene amplifikacijske krivulje pokazale su uspjesnu
amplifikaciju pozitivnih kontrola odnosno standarda koncentracije 10'-10° ciljanih
molekula/reakciji. Na Slici 13 su prikazane amplifikacijske krivulje za standarde

koncentracije 107 i 10° ciljanih molekula/reakciji.



Slika 13. Real-time PCR za C. pneumoniae. Zelena i plava amplifikacijska krivulja pokazuju uspjeSnu
amplifikaciju pozitivnih kontrola odnosno standarda koncentracije 10% i 10° cilianih molekula/reakciji. Ostale

amplifikacijske krivulje odgovaraju negativnim uzorcima sputuma i BAL-a.
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Identifikacija PCR-produkata pomoéu melting krivulja u uzorcima i standardima s
Tm od 67.0° C na kanalu 640, te melting peak-ovi prikazani su na Slici 14. Interna kontrola
detektirana je na kanalu 705 s Tm od 67-69° C i bila je uredna u svima ispitivanim

uzorcima.



Slika 14. Real-time PCR za C. pneumoniae. Zelena i plava melting krivulja i melting peak-ovi pokazuju
identifikaciju PCR-produkata za C. pneumoniae u pozitivnim kontrolama odnosno standardima koncentracije
10% i 10° ciljanih molekula/reakciji s Tm od 67.0° C. Ostale amplifikacijske krivulie odgovaraju negativnim
uzorcima sputuma i BAL-a.
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U tri uzorka sputuma rezultati su bili nesigurni, ali su ponavljanjem reakcije i u ovim
uzorcima dobiveni negativni rezultati (Slike 15 i 16).

Slika 15. Real-time PCR za C. pneumoniae. Amplifikacijske krivulje za standarde koncentracije 10% i 10°

cilianih molekula/reakciji, te dva uzorka sputuma (59 i 66) s nesigurnim rezultatom.
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Slika 16. Real-time PCR za C. pneumoniae. Amplifikacijske krivulje za standarde koncentracije 10% i 10°
ciljanih molekula/reakciji , te dva uzorka sputuma (59 i 66) s nesigurnim rezultatom nakon ponovljenog testa
koji je sada negativan.
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Rezultati svih mikrobioloSkih metoda za C. pneumoniae prikazani su u Tablici 12.

Tablica 12 . Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda za C. pneumoniae

Mikrobioloska metoda Broj pozitivnih/broj testiranih (%)
IgM (ELISA) 4/79 (5,1)
lgG (ELISA) 53/79 (67,1)
Sputum PCR™ 0/64 (0)
BAL" PCR 0/19  (0)

*ELISA: imunoenzimska metoda (prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay, PCR: lan¢ana reakcija
polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction), BAL: bronhoalveolarni ispirak

4.3.6. Ostali bakterijski uzro¢nici

Ostali bakterijski uzro¢nici utvrdeni su kod 11 (13,8 %) ispitanika s izvanbolni¢kom
pneumonijom.

H. influenzae utvrden je kod 5 (6,3 %) ispitanika, te je po uCestalosti bio na treCem
mijestu. Kod tri ispitanika izoliran je u uzorku sputuma, a u jednoga u uzorku BAL-a. Kod
jednog ispitanika bio je izoliran i u sputumu i u BAL-u.

P. aeruginosa utvrden je kod 4 (5,0 %) ispitanika s izvanbolnickom pneumonijom.
Kod tri ispitanika izoliran je u uzorku sputuma, a kod jednoga u uzorku BAL-a. Kod jednog
ispitanika bio je izoliran i u sputumu i u BAL-u.

K. pneumoniae utvrdena je kod 2 (2,3 %) ispitanika s izvanbolni¢kom

pneumonijom. Kod oba ispitanika bila je izolirana i u sputumu i u BAL-u.



4.4. USPOREDBA REZULTATA MIKROBIOLOSKIH METODA KOD

BOLESNIKA S RAZLICITOM TEZINOM PNEUMONIJE

Etiologija izvanbolni¢ke pneumonije utvrdena je kod 42 ispitanika s izvanbolni¢kom
pneumonijom. Broj razjasnjenih izvanbolnickih pneumonija nije se statisti¢ki znacajno

razlikovao izmedu ispitanika u PSI skupinama I-1ll (26/48) i IV-V (16/32) (54,2 % vs 50,0

%: p=0,718).

Ucestalost pojedinih bakterijskih uzroénika izmedu ispitanika u PSI skupinama

I-111i IV-V takoder se nije statisti¢ki zna¢ajno razlikovala (Tablica 13), kao niti u€estalost

mijeSanih infekcija (10,4 % vs 6,3 %; p=0,414).

Tablica 13. UCestalost pojedinih bakterijskih uzro€nika u PSI skupinama |-V ispitanika s

izvanbolnickom pneumonijom.

N (%) P
Bakterijski uzro¢nik I 1] 11 \% \ I-ll vs. IV-V
(N=23) (N=9) (N=16) (N=23) (N=9)
S. pneumoniae 10 (43,5)  3(33,3) 2(12,5) 8(34,8) 2(22,2) 1,000
M. pneumoniae 1 (4,3) 1(11,1) 3(18,8) 2(8,7) 0 0,414
H. influenzae 3(13.0) 0 1(6,3) 1(4,3) 0 0,330
C. pneumoniae 1(4,3) 0 2(125) 0 1(11,1) 0,473
P. aeruginosa 0 0 3(18,8) 1(4,3) 0 0,473
Legionella species 0 0 0 0 2 (22,2) 0,157
K. pneumoniae 0 2(22,2) 0 0 0 0,357
UKUPNO 15 (65,2) 6 (18,0) 11 (68,8) 12 (52,2) 5(55,6) 0,157

PSI: indeks tezine pneumonije (prema engl. Pneumonia severity index)



Rezultati konvencionalnih i molekularnih mikrobioloskih metoda izmedu bolesnika

u PSI skupinama I-11l'i IV-V nisu se statisticki znac¢ajno razlikovali (Tablica 14).

Tablica 14. Rezultati konvencionalnih i molekularnih mikrobiologkih metoda u PSI skupinama |-V

ispitanika s izvanbolnickom pneumonijom.

Broj pozitivnih/broj testiranih (%) P
Bakterijski uzrocnik I I i v \Y -1l vs. IV-V
(N=23) (N=9) (N=16) (N=23) (N=9)
S. pneumoniae
Sputum kultura 3/19 (15,8)  2/5(40,0) 0/14(0) 3/20 (15,0) 0/6 (0) 0,583
BAL kultura 1/7 (0) 0/6 (0) 0/3 (0) 0/3 (0) 0/0 (0) 0,842
Hemokultura 0/4 (0) 0/2 (0) 0/1 (0) 0/2 (0) 0/2 (0)
Pneumokokni antigen
u urinu 4/22 (18,2) 2/9(22,2) 2/15(13,3) 6/22 (27,3) 2/8 (25,0) 0,332
Serum PCR 0/23 (0) 0/8 (0) 0/15 (0) 0/23 (0) 0/8 (0) -
BAL PCR 2/7 (28,6)  0/6 (0) 0/3 (0) 1/3 (33,3) 0/0 (0) 0,422
M. pneumoniae
IgA (ELISA) 1/23 (4,3)  1/9 (11,1) 2/16 (12,5) 2/23 (8,7) 0/8 (0) 0,561
Sputum PCR 0/19 (0) 0/5 (0) 1/14 (7,1)  0/20 (0) 0/6 (0) 0,594
BAL PCR 0/7 0/6 0/3 0/3 (0) 0/0 (0) -
Legionella species
IgM (ELISA) 0/23 (0) 0/9 (0) 0/16 (0) 0/23 (0) 0/8 (0) -
lgG (ELISA) 1/23 (4,3)  0/9 (0) 0/16 (0) 0/23 (0) 1/8 (12,5) 0,634
Legipnela antigen 0/22 (0) 0/9 (0) 0/15 (0) 0/22 (27,3) 2/8 (25,0) 0,153
u urinu
Sputum PCR 0/19 (0) 0/5 (0) 0/14 (0) 0/20 (0) 0/6 (0)
BAL PCR 0/7 0/6 0/3 0/3 (0) 0/0 (0)
C. pneumoniae
IgM (ELISA) 1/23 (4,3) 0/9 (0) 2/16 (12,5) 0/23 (0) 1/8 (12,5) 0,486
IgG (ELISA) 11/23 (47,8) 6/9 (66,7) 15/16 (93,8) 16/23 (69,6)  5/8 (62,5) 0,920
Sputum PCR 0/19 (0) 0/5 (0) 0/14 (0) 0/20 (0) 0/6 (0)
BAL PCR 0/7 0/6 0/3 0/3 (0) 0/0 (0)

PSI: indeks tezZine pneumonije (prema engl. Pneumonia severity index)



Buduéi su pomocu kulture sputuma osim S. pneumoniae utvrdeni i ostali bakterijski

uzroCnici, te tako utvrdena etiologija kod ukupno 17 ispitanika s izvanbolnic¢kom

pneumonijom, rezultati preparata po Gramu i kulture sputuma analizirani su i za sve

bakterijske uzrognike zajedno sa S. pneumoniae.

Broj dobivenih uzoraka sputuma, adekvatnost uzoraka, pozitivitet preparata po

Gramu, te pozitivitet kultura sputuma nisu se statistiCki znacajno razlikovali izmedu

ispitanika u PSI skupinama I-Ill i 1V-V (Tablica 15).

Tablica 15. Rezultati preparata po Gramu i kultura sputuma u PSI skupinama I-V ispitanika s

izvanbolni¢kom pneumonijom (N=80).

p
N (%) I 1] 1]} \% V I-1ll vs. IV-V
(N=23) (N=9) (N=16) (N=23) (N=9)
Dobiveni uzorci
sputuma 19/23 5/9 14/16 20/23 6/9 0,823
64 (80,0)
Adekvatni uzorci
sputuma 10/19 4/5 10/14 9/20 3/6 0,179
36 (56,3)
Preparat po
Gramu 4/10 0/4 2/10 3/9 1/3 0,440
10 (27,8)
Kultura sputuma 5/10 3/4 4/10 5/9 0/3 0,639
17 (47,2)

PSI: indeks teZine pneumonije (prema engl. Pneumonia severity index)



4.5. EVALUACIJA EMPIRIJSKI PRIMJENJENOG ANTIMIKROBNOG
LIJECENJA U ODNOSU NA REZULTATE KONVENCIONALNIH |

MOLEKULARNIH MIKROBIOLOSKIH METODA

Antimikrobni lijekovi primjenjeni u empirijskom lijeCenju ispitanika s izvanbolni¢kom

pneumonijom u ovom istrazivanju prikazani su u Tablici 16.

Tablica 16. Antimikrobni lijekovi primjenjeni u empirijskom lijecenju ispitanika s izvanbolni¢kom

pneumonijom (N=80)

Antimikrobni lijek N (%)
Ko-amoksiklav 32 (40,0)
Ceftriakson 21 (26,3)
Makrolidi 16 (20,0)
Kinoloni 12 (15,0)
Aminoglikozidi 8 (10,0)
Klindamicin 2 (2,5
Amoksicilin 1 (1,3)
Doksiciklin 1 (1,3)
2 ili viSe antimikrobnih lijekova 21 (26,3)
istodobno

Antimikrobni lijek najées¢e primjenjen u empirijskom lije€enju bio je ko-amoksiklav,
a potom ceftriakson, makrolidi i kinoloni. Kombinirano antimikrobno lije€enje primjenjeno je

kod 11 (13,8 %) ispitanika.



Empirijski primijenjeno antimikrobno lije€enje evaluirano je kod 38 ispitanika s

utvrdenom etiologijom izvanbolni¢ke pneumonije (Tablica 17).

Tablica 17. Evaluacija empirijski primijenjenog antimikrobnog lije¢enja kod ispitanika s dokazanom

etiologijom izvanbolni¢ke pneumonije (N=38)

Empirijsko antimikrobno lije€enje N (%)
Adekvatno 28 (73,7)
Neadekvatno 10 (26,3)

Empirijsko antimikrobno lije€enje bilo je adekvatno kod 28 (73,7 %) ispitanika s
dokazanom etiologijom izvanbolni€ke pneumonije. Bakterijski uzrocnici, te primjenjeni
antimikrobni lijekovi kod deset bolesnika s neadekvatnim empirijskim lije¢enjem prikazani
su u Tablici 18.

Tablica 18. Bakterijski uzro€nici i primjenjeni antimikrobni lijekovi kod ispitanika s neadekvatnim

empirijskim antimikrobnim lijec¢enjem (N=10).

Bakterijski uzro€nik Empirijski primjenjeni antimikrobni lijekovi

1 C. pneumoniae ceftriakson + klindamicin
2 C. pneumoniae ko-amoksiklav

3 C. pneumoniae ko-amoksikalv

4 C. pneumoniae ceftriakson

5 M. pneumoniae ko-amoksiklav

6 P. aeruginosa + M. pneumoniae ceftriakson

7 P. aeruginosa + M. pneumoniae ceftriakson

8 P. aeruginosa ko-amoksiklav

9 P. aeruginosa ceftriakson

10 Legionella spp. ceftriakson




5. RASPRAVA

Demografske i kliniCke karakteristike ispitanika s izvanbolnickom pneumonijom u
ovom istrazivanju bile su sli€¢ne onima u ostalim provedenim istrazivanjima.

Etiologija izvanbolni€kih pneumonija u ovom istrazivanju utvrdena je kod 52,5 %
ispitanika. Ovakav postotak moze se naéi i u ostalim istrazivanjima o izvanbolni¢kim
pneumonijama. lako je etiologija izvanbolni¢ke pneumonije ¢e$c¢e utvrdena kod bolesnika
koji prije pregleda i/ili hospitalizacije u Klinici nisu lije€eni antimikrobnim lijekovima, ova
razlika nije bila statisti¢ki znacajna.

Prema ocekivanjima, najc¢eSéi bakterijski uzro¢nik bio je S. pneumoniae koji je
utvrden kod 31,3 % ispitanika, dok su atipi¢ni bakterijski uzro¢nici utvrdeni kod ukupno
16,3 % ispitanika s izvanbolnitkom pneumonijom®®. Na treéem mijestu po udestalosti
nalazio se H. influenzae.

U ovom istrazivanju su kod 8,8 % ispitanika s utvrdenom etiologijom izvanbolnicke
pneumonije istovremeno bila prisutna dva bakterijska uzronika. Znacenje mijeSane
etiologije kod izvanbolni¢kih pneumonija jo$ uvijek je nepoznato jer je teSko procijeniti
kakvu ulogu pojedini od otkrivenih uzro€nika ima u patogenezi bolesti. U literaturi o tome
postoje potpuno suprotni stavovi. Neki autori smatraju da su izvanbolni¢ke pneumonije
mijeSane etiologije zaista moguce. Pri tome u nekim slu€ajevima oba uzro€nika mogu
doprinijeti nastanku bolesti, dok u drugima infekcija s jednim patogenom moze pogodovati
da drugi postane uzro¢nikom izvanbolnicke pneumonije kao Sto infekcija s virusom
influence moze pogodovati nastanku sekundarne pneumonije uzrokovane sa S. aureus ili
S. pneumoniae. Sli€an mehanizam mogao bi vrijediti i za ostale kombinacije uzro¢nika
izvanbolni¢kih pneumonija'®. U istraZivanjima se dva patogena istovremeno nadu kod 5-
38 % izvanbolni€kih pneumonija ovisno
o dijagnostiékim postupcima koji se koriste®'*?*'¥ U prilog tome da bi ove mije$ane
infekcije zaista mogle biti vazne, govore istrazivanja koja pokazuju da je kombinirano

empirijsko antimikrobno lijeenje koje uklju€uje i makrolide povezano s nizim mortalitetom



kod bolesnika s pneumokoknom pneumonijom i bakterijemijom'?®'2°. Potpuno suprotno,
neki autori smatraju da izvanbolni¢ku pneumoniju, osim u slu¢aju aspiracijske pneumonije
i anaerobnih pluénih apscesa, uvijek uzrokuje samo jedan uzrocnik, te da mijeSane
infekcije zapravo ne postoje'*®. Tome u prilog govori i istrazivanje u kojem je kod bolesnika
s izvanbolni¢kom pneumonijom u uzorcima samog pluénog tkiva uvijek naden samo jedan
uzroénik, a ne vide njih?.

U ovom istrazivanju je u mijeSanim infekcijama kao naj¢e$¢éi uzro€nik bio prisutan
S. pneumoniae. Bio je prisutan kod 71,4 % (N=5) ovih slu€ajeva i to najceSce u
kombinaciji s H. influenzae. S obzirom da je pneumokok utvrden kod ukupno 25 ispitanika
s izvanbolni€kom pnemonijom, to drugim rije€ima znali da je kod svakog petog ispitanika
bio prisutan istodobno s nekim drugim bakterijskim uzroénikom. Prevladavanje
pneumokoka u izvanbolni¢kim pneumonijama mijeSane etiologije zabiljezeno je i u drugim
istrazivanjima'>""2"12618 " jednom od njih je kao i u ovom najées¢a kombinacija bila S.
pneumoniae i H. influenzae®.

U nekim istraZivanjima mijeSane infekcije osobito Cesto su zabiljeZzene kod
bolesnika sa seroloski dokazanom C. pneumoniae infekcijom'®'3%'% Moguéa uloga
C. pneumoniae u mijeSanim infekcijama pokuSava se objasniti pomocéu ciliostatskog
u€inka. Naime, dokazano je da C. pneumoniae uzrokuje ciliostazu bronhalnih epitelnih
stanica, a na taj nacin stvara uvjete u kojima neki drugi uzroénik moze uzrokovati
infekciju'*. U ovom istrazivanju C. pneumoniae nije utvrdena niti kod jednog ispitanika s
mijeSanom etiologijom izvanbolnicke pneumonije, ve¢ je uvijek bila prisutna samostalno.
Istrazivanja s ovakvim rezultatima veé su objavljena'?.

Od ostalih kombinacija iznenaduje ona P. aeruginosa i M. pneumoniae koja u
dosadasnjim istrazivanjima nije navedena, a u ovom istrazivanju utvrdena je kod 2
ispitanika. Kod prvog ispitanika s otprije prisutnim KOPB-om kao predisponirajué¢im
¢imbenikom, P. aeruginosa izoliran je u uzorku sputuma uz istovremeno pozitivan M.
pneumoniae IgA. Ulogu P. aeruginosa u ovog ispitanika s izvanbolnickom pneumonijom

teSko je procijeniti jer je kod 25 % bolesnika s KOPB-om kolonizacija bakterijama prisutna



¢ak i u stabilnoj fazi bolesti. S druge strane, novija istrazivanja su pokazala da Legionella
spp., C. pneumoniae i M. pneumoniae nemaju ulogu niti u stabilnoj fazi bolesti niti u
egzacerbacijama KOPB-a'**. Stoga pojedinaénu ulogu ovih dvaju uzro&nika kod ovog
bolesnika ne mozemo sa sigurno$¢u odrediti: jesu li oba uzroénika zajedno sudjelovala u
nastanku pneumonije ili je M. pneumoniae bila uzroénik, a P. aeruginosa samo inace
prisutna kolonizacija kod ovog bolesnika s KOPB-om? Kod drugog ispitanika bez KOPB-a,
ali s antimikrobnim lijekovima primjenjenim prije hospitalizacije, 10° CFU/mL P. aeruginosa
izolirano je u BAL-u uz istovremeno pozitivan M. pneumoniae IgA. S obzirom na
kvantitativni nalaz u BAL-u uloga P. aeruginosa u etiologiji izvanbolnicke pneumonije kod
ovog ispitanika ne bi trebala biti upitna. Potrebna su daljnja istrazivanja da bi se toc¢nije
utvrdila medusobna povezanost ovih dvaju uzro€nika kod bolesnika s izvanbolni¢kom
pneumonijom.

Moguc¢nost da neke od mijeSanih infekcija u ovom ispitivanju zapravo predstavljaju
lazno-pozitivne rezultate dijagnostickih testova ne moze se potpuno iskljuciti. Naime, ve¢
je spomenuto da niti za jednog od navedenih bakterijskih uzrognika izvanbolnickih
pneumonija trenutno ne postoji dijagnosti¢ki zlatni standard visoke osjetljivosti i
specifi€nosti, kao i €injenica da su navedeni stavovi u literaturi koji se odnose na mijeSane
infekcije suprotni.

U nekim istrazivanjima kod bolesnika s mijeSanim pneumonijama ¢eSée su nego li
u monomikrobnim utvrdeni pleuralni izljevi, hipoksemija, te visoki PSI indeks, iako ove
razlike nisu bile statisticki znadajne'®. U ovom istrazivanju udestalost mije$anih infekcija
izmedu bolesnika u PSI skupinama I-lll i IV-V nije se statisticki znac¢ajno razlikovala (10,4
% vs 6,3; p=0,414). PaO, i Sa0. bili su snizeni kod dva, a pleuralni izljev postojao je kod
jednog od ovih bolesnika

U nekim istrazivanjima utvrdena je veca ucestalost S. pneumoniae kod bolesnika
starijih od 60 godina, a atipi¢nih uzro¢nika, osobito M. pneumoniae, kod onih mladih od
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60 godina . U ovom istrazivanju naj¢eS¢i bakterijski uzro€nik u svim dobnim

skupinama bio je S. pneumoniae, a ucestalost pojedinih bakterijskih uzro¢nika nije se



statisticki znac¢ajno razlikovala izmedu ispitanika mladih i starijih od 60 godina. Sli¢nost
izmedu razli¢itih dobnih skupina s obzirom na moguce bakterijske uzro€nike pokazuje da
empirijski primjenjeno antimikrobno lije€enje uvijek, bez obzira na dob bolesnika, mora
prvenstveno biti usmjereno na pneumokok.

Znacenje preparata po Gramu i kulture sputuma u dijagnostici izvanbolni¢kih
pneumonija i utjecaj na antimikrobno lije¢enje bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom
jo$ uvijek je kontroverzno. Neki autori smatraju da ove metode imaju velike nedostatke u
smislu niske osjetljivosti, problemati¢ne pouzdanosti zbog moguce kontaminacije uzorka
florom gornjih diSnih putova i kao posljedica toga neznatno utje¢u na odluku o lije€enju
bolesnika®?'¥. Drugi pak autori smatraju uzorak sputuma korisnim u po&etnoj evaluaciji
bolesnika s izvanbolniékom pneumonijom?®%°.

Ovo istrazivanje omogucilo je evaluaciju preparata po Gramu i kulture sputuma u
svakodnevnoj praksi. Njegovi rezultati dovode do zaklju¢ka da se uzorci sputuma mogu
dobiti kod velikog postotka bolesnika s izvanbolni¢kom pneumonijom (80,0 %), ali su Cesto
nepravilno uzeti i kontaminirani florom gornjeg respiratornog sustava (43,7 % uzoraka
sputuma u ovom istrazivanju bilo je neadekvatno).

Odluke o empirijskom antimikrobnom lije€enju klini¢ari ponekad temelje na nalazu
preparata po Gramu kao brzoj mikrobioloSkoj metodi. Rezultati ovog istrazivanja pokazali
su ograni¢eno znacenje preparata po Gramu iz uzoraka sputuma kao temelja za izbor
antimikrobnog lije€enja kod bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom. Naime, na temelju
pozitivnog preparata po Gramu izbor antimikrobnog lijeka bio je mogu¢ samo u 10 (12,5
%) od ukupno 80 bolesnika.

Utjecaj prethodno primjenjenog antimikrobnog lije€enja na rezultate preparata po
Gramu i kulture sputuma veé je dokazan® '3, Rezultati ovog istraZivanja takoder su
pokazali da je kultura sputuma rjede pozitivna kod bolesnika koji su prethodno primali
antimikrobne lijekove (22,2 % vs 72,2 %; p=0,003). Utjecaj prethodno primjenjenog
antimikrobnog lijeenja na rezultate preparata po Gramu u ovom istrazivanju nije dokazan

(27,8 % vs. 27,8 %; p=0,644).



lako rezultati ovog istrazivanja pokazuju ograni¢enu dijagnosticku vrijednost
preparata po Gramu i kulture sputuma, te se €ini da su u skladu s novijim trendovima koji
umanijuju ulogu ovih dijagnosti¢kih testiranja, §to se odrazava i u novijim preporukama
strucnih drustava, neophodno je naglasiti da je znacenje uspjesno izoliranog uzroénika s
testom osjetljivosti na antimikrobne lijekove neprocjenjivo. Ono omogucuje da se
primjenjuju antimikrobni lijekovi usmjereni na otkrivenog bakterijskog uzro¢nika kod
pojedinog bolesnika, da se deeskalacijom izbjegne bespotrebna upotreba antimikrobnih
liekova Sirokog spekira djelovanja, a time se smanjuju i troskovi lije¢enja, moguce
nuspojave kao i razvoj rezistencije uslijed selektivhog antibiotskog pritiska.

Vec je u u uvodu navedeno da je, za razliku od imunokompromitiranih bolesnika i
bolesnika s VAP-om, dijagnosti¢ko znagenje BAL-a kod imunokompetentnih bolesnika s
izvanbolniékom pneumonijom zbog malog broja istrazivanja jo$ uvijek nejasno®3 139143,
Cak i malobrojna provedena istrazivanja napravljena su u uvjetima koji ne odrazavaju
rutinsku klinicku praksu. Naime, uzorci BAL-a u tim istrazivanjima uzimani su odmah po
primitku u bolnicu (unutar 24-48 sati), te kod bolesnika kod kojih jo§ nisu primjenjeni
antimikrobni lijekovi. Stoga niti rezultati ovih istrazivanja ne iznenaduju. Kod Jimenez i
suradnika kvantitativhe kulture BAL-a uzetog prije primjene antimikrobnog lije€enja bile su
pozitivne kod 77 % (31/40) bolesnika s umjereno teskom izvanbolnickom pneumonijom''.
Jos bolji rezultati bili su kod Dalhoff i suradnika koji su utvrdili pozitivne kulture BAL-a prije
primjene antimikrobnog lijeéenja kod 94 % (15/16) bolesnika s teskom pneumonijom'*. U
svakodnevnoj klini€koj praksi ovakvi su slucajevi iznimni jer se kod vecine bolesnika s
izvanbolni¢kom pneumonijom bronhoskopska pretraga indicira tek u sluc¢aju terapijskih i
dijagnostickih poteskoca, a vecina ovih bolesnika uspjesno se lijeci bez potrebe za ovom
invazivnom dijagnostiCkom pretragom. Do sada je provedeno samo jedno istrazivanje u
kojem je dijagnosticko znacenje BAL-a kod izvanbolni¢kin pneumonija evaluirano u
rutinskoj klini¢koj praksi. U tom istrazivanju je kultura BAL-a bila pozitivha kod svega 8 od
71 (11,2 %) bolesnika, pri ¢emu su svi bolesnici prije bronhoskopske pretrage primili

antimikrobno lije€enje, a prosjecno trajanje hospitalizacije prije napravljene bronhoskopske



pretrage bilo je 9,9 dana®. Utjecaj antimikrobnog lijeSenja na rezultate kulture BAL-a

dokazan je u vise istrazivanja'®®'*>'*

. | u ovom istraZivanju je kod svih bolesnika s
izvanbolnickom pneumonijom prije uzimanja uzorka BAL-a primjenjeno antimikrobno
lije€enje, a kultura BAL-a bila je pozitivha kod 6 (31,6 %) od ukupno 19 bolesnika kod kojih
je uzorak BAL-a uzet.

Znacenje hemokultura, kao i uzoraka sputuma, u dijagnostici izvanbolni¢kih
pneumonija i njihov utjecaj na antimikrobno lije€enje bolesnika s izvanbolnickom
pneumonijom jo$ uvijek je kontroverzno, te se neprestano preispituje, tim vise Sto ova
pretraga nije jeftina. Novija istraZivanja sve viSe govore o njihovom malom znacenju u
dijagnostici izvanbolnic¢kih pneumonija. Campbell i suradnici utvrdili su samo 2,1 % (6/289)
pozitivnih hemokultura kod bolesnika s izvanbolni¢kom pneumonijom'*. Benenson i
suradnici utvrdili su 3,4 % (23/684) pozitivnih hemokultura koje nisu utjecale na
antimikrobno lije€enje bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom, te su preporucili da se
kod ovih bolesnika one ne uzimaju'®. Rezultati ovih novijih istraZivanja
utjecali su i na ve¢ spomenute preporuke stru¢nih drustava. Tako preporuke Americkog
drustva za infektivne bolesti (IDSA) i Ameri¢kog torakalnog drustva (ATS) preporucuju
selektivno uzimanje uzoraka sputuma kao i hemokultura. Treba ih uzeti prije primjene
antimikrobnog lijeCenja samo kod hospitaliziranih bolesnika s izvanbolnickom
pneumonijom koji imaju klinicku indikaciju kao §to je teSka pneumonija, primitak u JIL,
neuspjesno ambulantno primjenjeno antimikrobno lijecenje, leukopenija, kroniéna bolest
jetre, etilizam, splenektomija, itd. dok kod bolesnika bez navedenih indikacija uzimanje
navedenih uzoraka nije obavezno® . Sliéno kao u nekim drugim istraZivanjima, i u ovom
su istrazivanju sve hemokulture (N=11) ostale sterilne®. Objasnjenje bi moglo biti
prethodno primjenjeno antimikrobno lije€enje kod 1 bolesnika, te blaga pneumonija (PSI
skupina I-11l) kod 7 bolesnika s uzetom hemokulturom. Naime, u istraZivanjima je utvrdeno
da su hemokulture &eSc¢e pozitivne kod bolesnika s tezom pneumonijom kao i utjecaj

prethodno primjenjenog antimikrobnog lijeenja na rezultate hemokultura®: 614,



Najuspjesnija metoda za dijagnostiku izvanbolni¢ke pneumonije uzrokovane sa S.
pneumoniae u ovom istrazivaniju bila je otkrivanje pneumokoknog antigena u urinu kao §to

je bio slugaj i u nekim prethodnim istraZivanjima''’'*®

. Vec¢ina od 25 pneumokoknih
infekcija otkrivene su uglavnom pomoc¢u pneumokoknog antigena u urinu (N=16; 64,0 %).
Kod 13 (52,0 %) slu¢ajeva pneumokokni antigen u urinu bio je jedini pozitivan test za S.
pneumoniae i kod ovih bolesnika je omogucio dijagnozu koju ostale metode nisu. Kod 3
bolesnika s pozitivnim pneumokoknim antigenom u urinu prethodno su bili primjenjeni
antimikrobni lijekovi.

PCR za S. pneumoniae bio je negativan u svih 77 uzoraka seruma. Dakle, kod
bolesnika ¢&ije su hemokulture ostale sterilne (N=11) bili su PCR-negativni i uzorci seruma.
Ovakyvi rezultati na uzorcima seruma govore u prilog onih autora koji smatraju da PCR na
ovim uzorcima nije koristan test u dijagnostici pneumokokne pneumonije’®"*.
PCR-negativni rezultati na uzorcima periferne krvi, ponekad i kod pneumokokne
bakterijemije dokazane u hemokulturi, pokuSavaju se u literaturi protumaciti na razlicite
nacine:

a) niskom koncentracijom S. pneumoniae (broj mikroorganizama po mililitru krvi), a
time i pneumokokne DNA u krvi tijekom bakterijemije,
b) prethodno primjenjenim antimikrobnim lijeCenjem,
C) nepotpuno odstranjenim inhibitorima prisutnim u uzorku,
d) visokom razinom prisutne humane DNA u uzorku,
e) razgradnjom pneumokokne DNA tijekom Cuvanja uzoraka i
f) malim volumenom uzorka krvi odnosno seruma Kkoji se Kkoristi za izolaciju
DNA64’66’68’69’72’73’124.

Cinjenica da koncentracija pneumokoka u krvi tijekom bakterijemije moze biti vrlo
niska dokazana je kod djece. U istrazivanju u kojem je S. pneumoniae bio izoliran u
hemokulturi kod 22 djece, kod njih 23 % bilo je prisutno <1 bakterije/ml, kod 27 % 1-9
bakterija/ml, kod 23 % 10-100 bakterija/ml i kod 28 % >100 bakterija /ml. Dakle, kod 50 %
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djece u krvi je bilo prisutno <10 bakterija/mlI>. Analogno tome niti PCR u uzorcima pune



krvi kod djece s pneumokoknom pneumonijom nije pokazao dobre rezultate. Naime, uzorci
pune krvi u djece s pozitivnom hemokulturom bili su PCR-negativni. Autori su ovaj nalaz
protumacili kao posljedicu gore navedenih niskih koncentracija bakterija u krvi ¢emu
pridonosi i mali volumen uzorka koji se koristi za izolaciju DNA'.

Utjecaj antimikrobnog lijeGenja na rezultate PCR za S. pneumoniae u uzorcima krvi
opisalo je nekoliko autora. Dagan i suradnici nisu detektirali prethodno dokazanu
pneumokoknu DNA u serumu bolesnika 48 sati nakon pogetka antimikrobnog lijeden;ja®®.
Kod Toikka i suradnika kod 2 bolesnika s pozitivnom hemokulturom PCR u uzorcima krvi
bio je negativan, ali su uzorci krvi za PCR bili uzeti 2-5 dana nakon hemokultura, a u tom
vremenu su bolesnici primali antimikrobne lijekove®. U nekim pak istrazivanjima PCR je
pokazao dobre rezultate u detekciji pneumokoka u krvi kod bolesnika prethodno lijecenih
antimikrobnim lijekovima’®'*%"*'_ Ogito je da se rezultati o utjecaju antimikrobnog lije¢enja
na PCR vrlo razlikuju izmedu pojedinih istrazivanja. U ovom istrazivanju antimikrobno
lije€enje primjenjeno je prije pregleda i/ili hospitalizacije u Klinici kod 31,2 % (24/77)
ispitanika s PCR-negativnim rezultatima u uzorcima seruma.

Klini¢ki uzorci mogu sadrzavati ¢imbenike koji djeluju inhibitorno na PCR reakciju,
te mogu biti uzrokom lazno-negativnih rezultata. Prisutnost inhibitora do sada je utvrdena
u razlicitim vrstama klini€kih uzoraka kao $to su krv i njene frakcije (serum, plazma,
leukociti), uzorci iz respiratornog i urogenitalnog sustava, cerebrospinalni likvor itd.
Osobito velik broj inhibitora otkriven je u uzrocima krvi. Najpoznatiji je hemoglobin Ciji
porfirinski prsten moze inhibirati PCR reakciju vezivanjem Taq DNA polimeraze.
Inhibitorno djelovanje u uzorcima krvi mogu imati i leukocitna DNA, 1gG i antikoagulansi.
Za mnoge inhibitore todan mehanizam djelovanja jo$ uviiek je nepoznat®®'%2153154,
Prisutnost inhibitora u kliniCkim uzorcima moze se otkriti uklju€ivanjem istodobne
amplifikacije humanih B-globinskih gena, upotrebom specifi€énih pozitivnih internih
kontrola, te pomocu spiking-a. Postoje i postupci kojima se inhibitori mogu ukloniti iz
klinickih uzoraka ili barem umanijiti njihovo djelovanje. To se moze posti¢i razriedivanjem

uzoraka, njihovim zagrijavanjem (denaturacija inhibitora proteinskog sastava), te



odgovarajuéim postupcima izolacije DNA®*®'° U ovom istrazivanju za utvrdivanje
prisutnosti inhibitora u PCR-negativnim uzorcima seruma i BAL-a koriSten je spiking, a za
uklanjanje eventualno prisutnih inhibitora iz uzoraka seruma koristeno je razrjedivanje
uzoraka pooliranjem kako je opisano u literaturi'®*'®. Prisutnost inhibitora utvrdena je u
jednom uzorku seruma, dok inhibitori u uzorcima BAL-a nisu otkriveni. U ostalim sli€nim
istrazivanjim broj uzoraka krvi s utvrdenom inhibicijom PCR reakcije varirao je®%7273124149,
U jednom takvom istraZivanju uzorci krvi pokazivali su inhibiciju PCR reakcije kada je
koriStena standardna fenol-kloroform izolacija DNA, ali je inhibicija nestala nakon
ponovljene izolacije DNA komercijalnim kitom, sliénom onom koji je koristen i u ovom
istrazivanju®. Metoda izolacije DNA, protokol za PCR reakciju, kao i po&etnice za gen
pneumolizina koristeni u ovom istrazivanju ve¢ su uspjesno koristeni u ranije provedenim
istrazivanjima.

U klinickim uzorcima PCR reakcijom se mala koli¢ina mikrobne DNA mora otkriti u
okruzenju koje sadrzi eukariotski genetski materijal. Humana DNA pri tome moze
interferirati s PCR reakcijom. U uzorcima krvi humana leukocitna DNA mozZe djelovati
inhibitorno tako da kompeticijom ometa vezivanje poéetnica za ciljanu sekvencu. Stovise,
inhibitorno djelovanje moze biti jednostavno posliedica otezane difuzije svih komponenti u
reakcijskoj smjesi zbog prisutnosti dugih lanaca humane DNA. Neki autori preporuéuju da
se pri izolaciji DNA iz uzoraka krvi ispiranje radi 5 puta, te da uzorak dobiven izolacijom ne
sadrzi vise od 4 pyg DNA™®. U ovom istraZivanju prema protokolu koji je koristen za
izolaciju DNA, ispiranje je radeno 4 puta kako je navedeno u preporuci proizvodaca kita za
izolaciju. Prema navodima proizvodaca koli¢ina nukleinske kiseline dobivena izolacijom iz
200 pl pune krvi iznosi 3-6 ug, ali je u ovom istrazivanju bila manja od navedene jer su
koriSteni uzorci seruma u kojima je za o€ekivati manja koli¢ina leukocitne DNA nego li u
uzorcima pune krvi. MoZe se zaklju€iti da su oba uvjeta kojima se moze smanijiti utjecaj
leukocitne DNA na rezultate PCR reakcije u ovom istrazivanju bila zadovoljena.

Razgradnja pneumokokne DNA moguca je pri nepravilnom ¢uvanju uzoraka, te

njihovom ponovnom zamrzavanju i odmrzavanju. Unato¢ tome $to su u ovom istraZivanju



svi Kklinicki uzorci podijeljeni u manje alikvote da se izbjegne ponovno zamrzavanje i
odmrzavanije, te pohranjeni u tekuéem dusiku, a pripravci izolirane DNA na -20° C, utjecaj
razgradnje pneumokokne DNA ne moze se sa sigurnoséu iskljuciti. Ipak, dokazano je da
niti inkubacija S. pneumoniae odnosno pneumokokne DNA u punoj krvi na 4°C tijekom 12
dana ne utjeée na amplifikaciju pneumokokne DNA®.

Mali volumen uzorka krvi odnosno seruma (200 p) koji je u vecini istraZzivanja
koristen za izolaciju DNA svakako je jedan od cimbenika koji treba uzeti u obzir pri
razmatranju negativnih PCR rezultata, posebno s obzirom na veé spomenutu dvojbenu
koncentraciju pneumokokne DNA u bolesnika s bakterijemijom. U najnovijem nedavno
objavljenom istrazivanju je za izolaciju DNA koristen veéi volumen pune krvi (1 ml), a u
reakcijskoj smjesi je takoder koristen veci volumen pripravka izolirane DNA (21 pl).
Koristena je real-time PCR metoda koja je dala pozitivne rezultate i u bolesnika sa
sterilnom hemokulturom'”.

PCR za S. pneumoniae bio je pozitivan kod 3 (15,8 %) od ukupno 19 uzoraka BAL-
a. Kod dva od ukupno tri ispitanika kod kojih je PCR za S. pneumoniae u uzorku BAL-a bio
pozitivan, to je bila i jedina metoda kojom je S. pneumoniae utvrden i kod ovih bolesnika
je, za razliku od ostalih metoda, omogucio postavljanje etioloSke dijagnoze unato¢ tome
§to su bolesnici prethodno lije¢eni antimikrobnim lijekovima. Stoga nije neobi¢no da su
kulture BAL-a kod ovih bolesnika bile negativne. Na temelju ovih rezultata moze se
zakljugiti da se BAL PCR-om za S. pneumoniae, ¢ak i ako je veé primjenjeno antimikrobno
lije€enje, mogu dijagnosticirati dodatni slucajevi pneumokokne pneumonije koje nije
moguce otkriti konvencionalnim metodama. Problem predstavija Ccinjenica da je
fiberopticka bronhoskopija invazivni postupak koji se izvodi samo kod odredenih bolesnika
s izvanbolni¢kom pneumonijom — kod neuspjeSnog antimikrobnog lije€enja odnosno sporo
regredirajucih i neregrediraju¢ih pneumonija (engl. nonresolving pneumonia). Ova
¢injenica umanjuje ulogu BAL PCR-a kao brze metode u ranoj dijagnostici pneumokokne
pneumonije, te mijenja ulogu PCR-a u njezinoj dijagnostici. Umjesto kod tek primljenog

bolesnika s izvanbolni¢kom pneumonijom, PCR ovime postaje vazan kod bolesnika kod



kojeg je zapoceto antimikrobno lije€enje neuspjeSno, te se indicira bronhoskopska
pretraga, a PCR na uzorku BAL-a jedna je od dijagnostickih metoda koju bi trebalo
napraviti na dobivenom uzorku zbog eventualnog razjadnjenja etiologije i dono$enja
odluke o daljnjem lije€enju bolesnika. Naime, s obzirom da je bolesnik tada obi¢no vec
vie dana pod djelovanjem antimikrobnih lijekova, kultivacija, pa ¢ak i takvog uzorka kao
8to je BAL, teSko ¢e dokazati pneumokok kao uzro¢nika pneumonije Sto je vidljivo i iz
rezultata ovog ispitivanja gdje je u u samo jednom uzorku BAL-a S. pneumoniae izoliran u
kulturi. Do sada je provedeno samo jedno istrazivanje u kojem je PCR za S. pneumoniae
evaluiran na uzorcima BAL-a. U tom istrazivanju koristen je multiplex PCR koji je osim
pocetnica za H. influenzae, M. pneumoniae i C. pneumoniae ukljucivao i pocetnice
specificne za IlytA gen S. pneumoniae. U tom istrazivanju S. pneumoniae je pomocu
kulture otkriven u BAL-u kod 6.4 % (10/156) bolesnika, a multiplex PCR-om kod 28 %
(44/156) bolesnika s infekcijom donjeg respiratornog sustava. Od 103 bolesnika koji su
lije€eni antimikrobnim lijekovima prije bronhoskopske pretrage, S. pneumoniae bio je
otkriven pomoc¢u kulture kod 2.9 %, a pomoéu multiplex PCR-a kod njih 31,0 %. Ovo
istrazivanje pokazalo je da bi PCR na uzorcima BAL-a bio korisna dijagnosti¢ka metoda
kod bolesnika prethodno lijegenih antimikrobnim lijekovima’. U naSem istrazivanju
BAL PCR za S. pneumoniae bio je takoder ¢e$ce pozitivan (N=3, 15,8 %) od kulture BAL-
a (N=1, 5,3 %), ali razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,302). lako je mozda broj
uzoraka u nasem istrazivanju premalen (N=19), veli postotak BAL PCR-pozitivnih
rezultata kod bolesnika prethodno lijeCenih antimikrobnim lijekovima u navedenom
istrazivanju (31,0 %) u odnosu na nase (15,8 %) ne iznenaduje. Za razliku od naSeg
istrazivanja u kojem su uzorci BAL-a uzimani u slu€aju terapijskih i dijagnostickih
poteskoca, Sto znaci nekoliko dana od primitka, u navedenom istrazivanju uzorci BAL-a
uzeti su kod svih bolesnika unutar 24 sata od primitka u bolnicu. Za ocekivati je da je
utjecaj antimikrobnih lijekova u navedenom istrazivanju bio manji nego li u nasem, pa
stoga i vec¢i postotak pozitivnih BAL PCR rezultata. S druge strane, na$e istrazivanje

daleko to¢nije odrazava kakve su moguénosti ove metode u svakodnevnoj rutinskoj praksi.



Za razliku od malobrojnih PCR-pozitivnih rezultata u uzorcima krvi kod djece s
pneumonijom, Lahti i suradnici PCR metodom na uzorcima pleuralnih izljeva kod djece s
empijemom povecali su stopu detekcije S. pneumoniae sa 8 % na 75 % u usporedbi s
kultivacijom'*®. Analogno tome, negativni PCR-rezultati na uzorcima seruma, a pozitivni na
uzorcima BAL-a u naSem istrazivanju upucuju na zaklju¢ak da PCR metodu u dijagnostici
pneumokokne pneumonije ne treba izvoditi na uzorcima krvi, ve¢ na uzorcima dobivenim s
mijesta infekcije, odnosno iz respiratornog sustava. Za pretpostaviti je da se samo tamo
pneumokok nalazi u dovoljnom broju da ga PCR svojim pragom detekcije moze obuhvatiti,
dok je u krvi njegova koncentracija preniska.

M. pneumoniae je u ovom istrazivanju utvrdena kod 7 (8,8 %) ispitanika. Poznato
je da se infekcije s M. pneumoniae javljaju tijekom cijele godine, bez znatnijeg sezonstva,
a epidemije svake 4-8 godina. U Hrvatskoj je u 2002. godini, kada nije bilo epidemije,
uSestalost M. pneumoniae medu atipiénim uzrognicima bila 6 %'*® Zadnja epidemija u
Hrvatskoj zabiljezena je 2004. godine kada je prema podacima Hrvatskog zavoda za javno
zdravstvo 36 % atipi€nih pneumonija bilo uzrokovano s M. pneumoniae. Uc&estalost M.
pneumoniae medu bakterijskim uzro€nicima utvrdena u ovom istrazivanju (8,8 %) u skladu
je sa Cinjenicom da se Hrvatska trenutno nalazi u meduepidemijskom razdoblju.

Srednja dob (+ SD) ispitanika s dokazanom M. pneumoniae u ovom istrazivanju
bila je 70,5 godina. Ovaj rezultat u skladu je s ostalim istrazivanjim koja pokazuju da ona
moze biti uzro&nik pneumonije i u starijim dobnim skupinama*?34482,

U ovom istraZivanju kod 6 ispitanika sa seroloski dokazanom M. pneumoniae PCR
rezultati bili su negativni i obrnuto, kod 1 bolesnika s PCR-pozitivnim rezultatom M.
pneumoniae seroloski nije dokazana. Ovi rezultati govore u prilog €injenici da, unato¢
naprednoj in vitro tehnologiji, sam PCR nije uvijek dovoljan za dijagnozu respiratornih
infekcija uzrokovanih s M. pneumoniae. Naime, nekoliko je istrazivanja pokazalo da postoji
slaba korelacija izmedu seroloSkog odgovora i pozitivnih PCR rezultata kod bolesnika s
pneumonijom uzrokovanom s M. pneumoniae®®’ %, Za bolesnike s PCR-pozitivnim

rezultatom kod kojih M. pneumoniae nije seroloski dokazana prema literaturi postoji



nekoliko objagnjenja*®. Prvo, prisutnost M. pneumoniae u respiratornom sustavu nije uvijek
povezana sa prisutnodc¢u klini¢kih simptoma. Ona moze biti prisutna u Zdrijelu 5,1-13,5 %
zdravih odraslih osoba. Ovakvo prolazno asimptomatsko kliconostvo moze biti posljedica
njezine perzistencije nakon bolesti ili se moze raditi o pravoj infekciji koja je u fazi
inkubacije, jer ne treba zaboraviti da inkubacija kod respiratornih infekcija s M.
pneumoniae traje otprilike 3 tjedna. Drugo, seroloSkog odogovora nema ako se radi o
ranom stadiju bolesti. Tre¢e, seroloskog odgovora nema niti kod imunokompromitiranih
bolesnika. Moze se zaklju€iti da prisutnost M. pneumoniae u uzorcima iz respiratornog
sustava ne mora biti siguran dokaz da je ona uzro¢nik pneumonije kod tog bolesnika.
Medutim, prisutnost klinickih znakova pneumonije i pozitivni PCR-rezultat ukazuju na
mikoplazmatsku etiologiju bolesti i predstavljaju indikaciju za primjenu odgovarajuceg
antimikrobnog lije€enja. U ovom istraZivanju PCR za M. pneumoniae bio je pozitivan kod
80-godiSnjeg ispitanika s klinickom slikom izvanbolnicke pneumonije kod kojeg su sve
ostale mikrobioloske pretrage bile negativne, te se kod njega izostanak seroloskog
odgovora moze protumaciti ¢injenicom da je uzorak seruma uzet rano u tijeku bolesti ili je
pak seroloski odgovor bio manjkav zbog njegove visoke zivotne dobi. Znacajno nizi titrovi
protutijela na M. pneumoniae kod starijin bolesnika ve¢ su utvrdeni u drugim
istrazivanjima, a u jednom istrazivanju su ¢ak bolesnici s PCR-pozitivnim rezultatom bez
dokazanog seroloSkog odgovora bili znac¢ajno stariji od bolesnika s pozitivnim seroloskim
nalazom®. Novi uzorak seruma 1-2 tjedna kasnije koji bi trebalo ispitati kod naseg
bolesnika nije dobiven. Obrnuti slu€ajevi, odnosno PCR-negativni rezultati kod bolesnika
sa seroloSki dokazanom M. pneumoniae u literaturi se objadnjavaju kao posljedica ucinka
antimikrobnog lijeGenja ili  djelovanja imunoloSkog sustava domacina. Dakle, iako M.
pneumoniae moze perzistirati u respiratornom sustavu nekih bolesnika i nekoliko mjeseci,
riede se detektira u kasnijim stadijima bolesti kada je nastao seroloski odgovor. Za razliku
od pozitivnih PCR-rezultata, porast titra specificnih protutijela uvijek je pouzdan dokaz
svjeze infekcije s M. pneumoniae®. Rezultati ovog istraZivanja govore u prilog onih autora

koji smatraju da za M. pneumoniae PCR nema prednosti pred seroloSkim



metodama’®'*®'®°, Ovakvom stavu dodatno doprinosi danasnja moguénost odredivanja
IgA protutijela koja se mogu otkriti ve¢ u akutnoj fazi bolesti, pa niti rano otkrivanje
etiologije, inace jedna od glavnih osobina PCR-a, ovdje nema znacajnu ulogu. On moze
biti koristan u onih bolesnika u kojih se ne stvara seroloski odgovor kao §to su osobe
starije Zivotne dobi (poput ranije opisanog 80-godiSnjeg ispitanika) i imunokompromitirani
bolesnici uopce.

Legionella species je u ovom istrazivanju utvrdena kod 2 (2,5 %) ispitanika. Sa
ovakvom ugestalo$éu utvrdena je i u ostalim sliénim istrazivanjima®7%1%%1¢,

Kod oba ispitanika etioloSka dijagnoza postavljena je na temelju pozitivhog
antigena za L. pneumophila serogrupa 1 u urinu. Istodobno negativna IgG i IgM protutijela
za L. pneumophila serogrupa 1-7 kod jednog od ova dva bolesnika kod kojeg je uzorak
seruma bio dostupan lako se mogu objasniti. Naime, glavno ograni¢enje seroloske
dijagnostike legioneloze jest kasni nastanak serokonverzije, u vecini slu¢ajeva nakon 3-4,
ali ponekad i nakon viSe od 10 tjedana. S obzirom da je kod bolesnika bio dostupan samo
uzorak akutne faze bolesti, negativni seroloski nalaz ne iznenaduje.

Kod dva ispitanika bila su negativnha IgM, a pozitivna IgG protutijela za L.
pneumophila serogrupa 1-7, pa je ove rezultate bilo teSko protumaciti bez seruma
konvalescentne faze bolesti koji nisu bili dostupni. Kod jednog ispitanika radilo se o teskoj
pneumoniji (PSI skupina V) kakvu legionele inae mogu uzrokovati, ali uzorak urina za
otkrivanje antigena, kao ni uzorak sputuma ni BAL-a za PCR kod tog ispitanika nisu
dobiveni. Sve ostale mikrobioloSske pretrage bile su negativne. Radilo
se o ispitaniku kod kojeg je istovremeno bilo prisutno viSe ¢imbenika koji inace povecavaju
rizik od infekcije legionelom (teSka pneumonija, pusa¢, KOPB, imunokompromitiran zbog
karcinoma pluc¢a). Medutim, na temelju samo jednog uzorka s pozitivnim IgG bez dokaza
dinamike titra ne moze se znati radi li se o akutnoj ili nekoj prosloj infekciji s

legionelom®"1%,

Kod drugog ispitanika radilo se o blazoj pneumoniji koja je nakon
pocetnog neuspjesSnog lijeCenja ko-amoksiklavom prije hospitalizacije regredirala na

kombinirano lijeCenje ceftriaksonom i azitromicinom. Antigen za L. pneumophila serogrupa



1 u urinu bio je negativan kao i PCR za Legionella spp. u sputumu. Svi ostali mikrobioloski
nalazi takoder su bili negativni. Antigen u urinu moze biti negativan u slu¢aju legioneloze
uzrokovane nekom drugom serogrupom L. pneumophila. PCR rezultat u uzorku sputuma
moze ostati negativan ako uzorak nije uzet u ranoj fazi bolesti kada je veca vjerojatnost da
bude pozitivan®'. Niti kod ovog ispitanika na temelju samo jednog uzorka s pozitivnim IgG
bez dokaza dinamike titra ne mozZe se znati radi li se o akutnoj ili nekoj prosloj infekciji s
legionelom®" 162,

Kod jedne ispitanice bila su pozitivna IgG protutijela za L. pneumophila serogrupa
7-14 (pool 1) u testu indirektne imunofluorescence koji je indicirao lije€nik klini¢ar koji je
pratio bolesnika. ELISA metodom IgG i IgM protutijela za L. pneumophila serogrupa 1-7
bila su negativna. Antigen za L. pneumophila serogrupa 1 u urinu nije napravljen jer se
radilo o bolesnici s blazom pneumonijom (PSI skupina I), a PCR za Legionella spp. u
sputumu bio je negativan. Ispitanica je lijeCena u JIL-u kombinacijom ceftriaksona i
azitromicina. Kod ispitanice je istovremeno bio pozitivan pneumokokni antigen u urinu s
jakim intenzitetom obojene linije $to prema nekim autorima upucuje na definitivnu
dijagnozu pneumokokne pneumonije'®. Na temelju samo jednog uzorka s pozitivnim IgG
bez dokaza dinamike titra ne moze se znati kakvo je bilo njegovo znaéenje kod ove
ispitanice®'"'%.

Rezultati ovog istraZzivanja potvdili su sve nedostatke mikrobioloSke dijagnostike
legioneloze — Cinjenicu da bolesnici s legionelozom &esto nemaju produktivni iskasljaj, pa
je uzorak sputuma nemogucée dobiti, nemogucnost otkrivanja ostalih vrsta i serogrupa
testom za antigen u urinu i potrebu za uzimanjem seruma konvalescentne faze koji tek
omogucuje definitivnu dijagnozu, iako retrospektivhu. Najkorisnija metoda u ovom
istrazivanju bilo je otkrivanje legionela antigena u urinu. PCR rezultati na uzorcima
sputuma i BAL-a u ovom istrazivanju bili su negativni, te nisu doprinijeli dijagnozi dodatnih
slu¢ajeva legioneloze. Iz tog razloga, kao i ve¢ navedene ¢injenice da dio bolesnika nema

produktivni kasalj, jasno je da PCR-om treba evaluirati druge vrste klini¢kih uzoraka. U



novije vrijeme sve se vie istrazuju uzorci seruma koji su u nekim istrazivanjima pokazali
dobre rezultate'®* ¢,

C. pneumoniae utvrdena je u ovom istrazivanju kod 4 (5,0 %) bolesnika. Ovaj
reultat u skladu je s do sada objavljenim istrazivanjima u kojima ucestalost infekcija s ovim
bakterijskim uzroénikom varira izmedu <1 % do 13 %> 1378117.136.139,148

Kod sva ¢Cetiri bolesnika C. pneumoniae dokazana je konvencionalnom metodom
odnosno na temelju pozitivnih IgM protutijela. Real-time PCR za C. pneumoniae na
uzorcima sputuma kod ovih bolesnika bio je negativan, a s obzirom da u njih nije bila
indicirana bronhoskopija, uzorak BAL-a nije bio dostupan.

Real-time PCR rezultati za C. pneumoniae na svim uzorcima sputuma i BAL-a u
ovom istrazivanju bili su negativni. U tri uzorka sputuma real-time PCR dao je nesigurne
rezultate, ali su ponavljanjem testa i u ovim uzorcima dobiveni negativni rezultati.
Cinjenica da su svi slugajevi infekcije s C. pneumoniae dokazani serolodki, a niti jedan

116117166 Naime, u svim

PCR reakcijom u skladu je s ranije objavljenim istrazivanjima
istrazivanjima pomoc¢u PCR-a otkriveno je 10-20 % vi8e slu€ajeva nego li kultivacijom na
stani¢nim kulturama, ali je zato seroloskim testovima otkriveno 10-20 % viSe slu€ajeva
nego |li pomoéu PCR-a*. Upitno je samo  da li bi i uzorci BAL-a, da su bili klinigki
indicirani kod Ccetiri bolesnika sa serolosSki dokazanom C. pnemoniae, takoder bili
negativni. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je serologija najprihvatljivija metoda
za dijagnostiku C. pneumoniae infekcija. PCR treba dalje evaluirati i standardizirati ili pak
traziti nove brze metode za dijagnostiku ovog bakterijskog uzroénika koji moze uzrokovati i
teZze pneumonije.

U 62,0 % uzoraka seruma (49/79) bila su prisutna samo C. pneumoniae IgG.
Poznato je da su ova protutijela prisutna kod oko 50 % odrasle populacije bez klinicki
vidljive bolesti*®'®”'%® U nekim istraZivanjima seroprevalencija je bila ¢e$¢a kod starijih
ljudi i bolesnika s KOPB-om, te je iznosila preko 75 %'®'"°. Rezultati ovog istrazivanja to

su potvrdili jer je srednja dob ispitanika iznosila 62,6 godina, a prevalencija C. pneumoniae

IgG bila je statisticki znacajno veca kod bolesnika s KOPB, nego Ili kod bolesnika bez



KOPB (p=0,017). lako su i druge seroloSke studije ukazivale na to da C. pneumoniae
moze imati ulogu u akutnim egzacerbacijama KOPB, novija istrazivanja pokazala su da
ona nema ulogu niti u stabilnoj fazi bolesti niti u egzacerbacijama'®.

Do sada su provedena samo Cetiri istrazivanja u kojima su analizirani rezultati
mikrobiolodkih metoda u odnosu na PSI skupine bolesnika s izvanbolnickom
pneumonijom''®""7119148 " nayvedenim istraZivanjima utvrdene su neke razlike izmedu
bolesnika s razli¢itom tezinom pneumonije. lako se u njima moze naslutiti tendencija da
se etioloska dijagnoza ¢esce utvrdi kod bolesnika s tezom pneumonijom (PSI skupine V-
V), to u njima nije dokazano. Izuzetak je istrazivanje Templeton i suradnika u kojem je kod
bolesnika s tezom pneumonijom uzroénik otkriven kod njih >90 %''®. Niti u ovom nagem
istrazivanju u kojem je etiologija utvrdena kod 42 bolesnika s izvanbolnickom
pneumonijom, broj razjasnjenih izvanbolni¢kih pneumonija nije se statisti¢ki znacajno
razlikovao izmedu bolesnika u PSI skupinama I-1ll (54,2 %) i IV-V (50,0 %).

U navedenim istrazivanjima pokus$ala se i utvrditi eventualna povezanost izmedu
otkrivenog bakterijskog uzro€nika i PSI skupine bolesnika s izvanbolni¢kom pneumonijom.
S. pneumoniae bio je najces¢i bakterijski uzroénik bez obzira na tezinu pneumonije, iako
neSto ¢eSce kod bolesnika s tezom pneumonijom, kao i L. pneumophila, dok je M.
pneumoniae &e$ée otkrivena kod bolesnika s laksom pneumonijom """, Rezultati nageg
istrazivanja pokazali su slicno - ucestalost pojedinih bakterijskih uzro¢nika izmedu
bolesnika u PSI skupinama I-lll i IV-V nije se statisticki znacajno razlikovala. Ipak je
uocljivo da je, bez obzira radilo se o blazoj ili teZzoj pneumoniji, S. pneumoniae bio naj¢esc¢i
bakterijski uzro¢nik. Kad govorimo o atipi¢nim uzro¢nicima vazno je naglasiti da su se oba
bolesnika s otkrivenom legionelom nalazila u PSI skupini V, a da istovremeno niti jedan
bolesnika s otkrivenom M. pneumoniae ne pripada u ovu skupinu bolesnika s najtezom
pneumonijom. Za razliku od toga, jedan ispitanik s C. pneumoniae pripadao je u PSI
skupinu V $§to potvrduje cinjenicu ve¢ navedenu u literaturi da ovaj uzroénik moze
uzrokovati i teze pneumonije’"’. Ovaj bolesnik primlien je u JIL s klinickom dijagnozom

pleuropneumonije i moguéeg apscesa pluéa. Pri primitku bio je visoko febrilan (do 42° C)



uz vrijednosti leukocita od 12,0 x 10%L, te CRP 246,8 mg/L, te je zapodeto lijeenje
ceftriaksonom i klindamicinom. Peti dan po primitku kod ispitanika su u uzorku sputuma
nadeni acidorezistentni bacili, te je zapoceto lije€enje antituberkuloticima. U kulturi je
naknadno porastao Mycobacterium tuberculosis. S obzirom da su kod bolesnika bila
pozitivna i IgM i IgG protutijela kao dokaz akutne infekcije s C. pneumoniae, moze se
zakljuciti da se radi o bolesniku s tuberkulozom kod kojeg je bila prisutna popratna
izvanbolni¢ka pneumonija u prilog kojoj govore i izrazito poviSena temperatura i poviseni
parametri upale. Ovakvi sluajevi kod bolesnika s tuberkulozom prema literaturi nisu
rijetki'®”. Kod bolesnika je tuberkuloza vjerojatno bila prisutna ve¢ neko vrijeme, a u
bolnicu je primljen zbog izvanbolni¢ke pneumonije, pri ¢emu je onda otkrivena i

tuberkuloza.

Hohenthal i suradnici pokazali su da se rezultati pojedinih mikrobioloSkih metoda
razlikuju u odnosu na tezinu pneumonije. U tom istrazivanju pneumokokni antigen u urinu i
hemokulture bili su statisticki znacajno <&eSée pozitivni kod bolesnika s tezom
pneumonijom. Naprotiv, PCR i serologija za M. pneumoniae bili su ¢eSée pozitivni kod
onih s lak§om pneumonijom'”’. U nasem istraZivanju pneumokokni antigen u urinu bio je
¢esce pozitivan u PSI skupinama IV-V nego li I-lll, a M. pneumoniae IgA i C. pneumoniae
IgM protutijela u PSI skupinama I-lll nego li IV-V, ali ove razlike nisu bile statisticki
znagajne. Cinjenica da su oba bolesnika s pozitivnim antigenom za L. pneumophila
serogrupa 1 u urinu imala teSku pneumoniju (PSI skupina V), a jedan od nijih je bio lije¢en i
u JIL-u, u skladu je s navodima u literaturi prema kojoj bolesnici s pozitivnim legionela

161 Za ostale mikrobiologke metode u

antigenom u urinu imaju tezi klini¢ki tijek bolesti
ovom istraZivanju razlike izmedu PSI skupina nisu zabiljezene.

Rezultati PCR-a u odnosu na tezinu pneumonije analizirani su u samo dva
istrazivanja. U prvom istrazivanju je, kako je ve¢ spomenuto, utvrdeno da je PCR za M.

pneumoniae ¢eSée pozitivan kod bolesnika s lakSom pneumonijom, a u drugom je kod

bolesnika s teSkom pneumonijom pomocu PCR-a etioloSku dijagnozu bilo moguce



postaviti kod >90 % bolesnika'"®'"”. Ova dva istrazivanja imaju dva nedostatka — prvo, u
njima nije primjenjen PCR za S. pneumoniae kao naj¢e$¢eg bakterijskog uzrocnika
izvanbolni¢ke pneumonije i drugo, PCR-om nisu analizirani bronhoskopski dobiveni uzorci
odnosno bili su analizirani u zanemarivom broju (N=3). Ova dva nedostatka (PCR za S.
pneumoniae i uzorci BAL-a) u naSem istrazivanju su ispravljena, te su upravo njihovim
dodavanjem u istraZivanje dobivene neke od glavnih spoznaja koje ¢e proizaéi iz ovog
znanstveno-istrazivackog rada. Vaznost BAL-a kao uzorka za PCR za S. pneumoniae ve¢
je u ovoj raspravi naglasen. Sva tri bolesnika s pozitivnim PCR-om za S. pneumoniae bila
su pozitivha upravo u uzorku BAL-a, a ne u serumu, a kod dvojice je to bio i jedini dokaz
pneumokokne infekcije. Rezultati BAL PCR-a za S. pneumoniae nisu se znacajno
razlikovali izmedu bolesnika PSI skupine I-lll i IV-V (16,7 % vs 154 %). Tezina
pneumonije nije utjecala na rezultate BAL PCR-a za S. pneumoniae, ali su njime
dijagnosticirana dva dodatna slu¢aja pneumokokne pneumonije koja nisu otkrivena drugim
mikrobioloskim metodama. Mozemo zakljuciti da tezina bolesti nije &imbenik koji bi
odredivao da li BAL PCR treba ukljuciti u mikrobioloSku obradu obradu bolesnika s
izvanbolni¢kom pneumonijom. Ipak, kod bolesnika kod kojih je ova invazivna dijagnosti¢ka
metoda opravdana, o éemu je u ovoj raspravi vec¢ bilo govora, ova metoda moze doprinijeti
postavljenju etioloske dijagnoze, a na taj nacin i adekvatnom lijeenju bolesnika.

Za ostale bakterijske uzro¢nike zbog premalenog broja PCR-pozitivnih rezultata
zakljuéke o utjecaju tezine pneumonije na PCR nemogucée je donijeti. M. pneumoniae
PCR bio je pozitivan samo kod jednog bolesnika PSI skupine IlI.

U ovom istrazivanju antimikrobni lijek koji je naj¢eSce primjenjen u empirijskom
antimikrobnom lije€enju bio je ko-amoksiklav. Primjenjen je u 40,0 % bolesnika s
izvanbolnickom pneumonijom. Po ucestalosti primjene nakon njega sljedili su ceftriakson
(26,3 %), makrolidi (20,0 %) i kinoloni (15,0 %).

Pitanje da li kod bolesnika s izvanbolniCkom pneumonijom primijeniti monoterapiju
ili kombinirano antimikrobno lije¢enje jo$ uvijek je kontroverzno. Monoterapija je pri tome

definirana kao primjena samog beta-laktama ili fluorokinolona, a kombinirano antimikrobno



lijedenje kao kombinacija koja ukljuéuje beta-laktam s makrolidom ili fluorokinolonom'”". U
ovom istraZzivanju kombinirano antimikrobno lijeenje prema navedenoj definiciji
primjenjeno je kod 11 (13,8 %) bolesnika. Prema Loh i suradnicima izmedu bolesnika s
izvanbolni¢kom pneumonijom lije€enih bez i s dodavanjem makrolida nije bilo znagajne
razlike u mortalitetu'”2. Medutim, sve vedi broj istrazivanja pokazuje da je kod bolesnika s
teSkom pneumonijom primjena kombiniranog antimikrobnog lijeCenja povezana s

128,129,173,174

nizim mortalitetom Stoga i

trenutno vazeée preporuke stru¢nih drustava preoprucuju kod bolesnika s teSkom

pneumonijom  kombinirano  antimikrobno  lijegenje®**.

Prednost  kombiniranog
anitmikrobnog lije€enja kod bolesnika s teSkom pneumonijom objasnjava se razli€itim
¢imbenicima kao $to je djelovanje na atipi¢ne uzro€nike, razli¢ite mehanizme djelovanja
na bakterijsku stanicu (staniéni zid za beta-laktame, sinteza proteina za makrolide), ali i

antiinflamatornim djelovanjem makrolida'""'">.

U ovom istrazivanju od ukupno 11
bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom kod Kkojih je primjenjeno kombinirano
antimikrobno lije€enje, njih 4 imalo je teSku pneumoniju (PSI skupina IV-V), a samo kod
jednog od njih otkriven je atipi¢ni uzroénik, i to legionela.

Vec je u uvodu navedeno da unato€ dobivenim nalazima, pa ¢ak i onima pozitivnih
hemokultura, klini¢ari vrlo rijetko mijenjaju zapocetu empirijsku terapiju u onu ciljanu, uzeg
spekira djelovanja, koja je usmjerena samo na otkrivenog bakterijskog uzroénika®*®'.
Nadalje, kod bolesnika kod kojih etiologija izvanbolni¢ke pneumonije ostane neotkrivena,
antimikrobno lije€enje empirijsko je tijekom cijele bolesti. lako se empirijska primjena
ligkova i kod ovih bolesnika temelji na odredenim podacima koji su dostupni kao sto je
uCestalost bakterijskin uzro€nika izvanbolni¢kin pneumonija i njihova osjetljivost na
antimikrobne lijekove na odredenom podrudju, te tezini pneumonije, ipak bi od velike
pomoc¢i za Klinicare bilo da znaju primjenjuju li adekvatnu terapiju ako mikrobioloske
pretrage koje su indicirali ostanu negativne i ne otkriju uzro¢nika pneumonije. Prema

dostupnoj literaturi do sada je provedeno samo jedno istrazivanje u kojem je na temelju

rezultata mikrobioloskih pretraga utvrdeno da je kod 78,9 % (15/19) bolesnika s



izvanbolni¢kom pneumonijom empirijsko antimikrobno lijegenje bilo adekvatno®. Ono je
provedeno na malom broju ispitanika, i $to je jo§ vaznije, u njemu su koristene samo
konvencionalne mikrobioloSke metode. NaSe istraZzivanje prvo je u kojem je empirijsko
antimikrobno lije¢enje kod bolesnika s izvanbolniCkom pneumonijom evaluirano na temelju
istodobno provedenih konvencionalnih i molekularnih pretraga.

U ovom istrazivanju empirijsko antimikrobno lijecenje bilo je adekvatno kod 73,7 %
bolesnika s utvrdenom etiologijom izvanbolnicke pneumonije. NeSto nizi postotak
bolesnika sa adekvatnim lije¢enjem u nasem istrazivanju u odnosu na ranije spomenuto,
vjerojatno je posliedica primjene veéeg broja mikrobioloskih metoda, ukljuéujuéi i one
molekularne, kojima je etioloSki razjadnjen veéi broj pneumonija nego li u navedenom
istrazivanju, pa je i broj onih neadekvatno lijeenih bio nesto veéi. MoZzemo zakljuditi da je
na temelju istodobno primjenjenih konvencionalnih i molekularnih mikrobioloskih pretraga
utvrdeno da je kod vecine bolesnika s izvanbolni€kom pneumonijom, njih gotovo tri
Cetvrtine, empirijsko antimikrobno lije¢enje adekvatno.

To istovremeno znadi i to da je 26,3 % bolesnika, u slu€aju kad mikrobiolo&ki nalazi
ne otkriju uzro€nika, neadekvatno lije€eno. Bakterijski uzrocnici utvrdeni kod bolesnika s
neadekvatnim empirijskim antimikrobnim lije€enjem bili su C. pneumoniae, M.
pneumoniae, P. aeruginosa i Legionella spp.

Pneumonija uzrokovana s M. pneumoniae obi¢no je karakterizirana dobrim
ishodom, &ak i kod sludajeva bez adekvatnog antimikrobnog lije¢enja*. U prilog ovome
govori i Cinjenica da u ovom istraZzivanju niti jedan od bolesnika s dokazanom M.
pneumoniae nije podvrgnut bronhoskopskoj pretrazi. Za zakljuciti je da je kod ovih
bolesnika pneumonija, iako uz neadekvatno antimikrobno lije€enje, uspjedno regredirala,
te stoga nije bilo potrebe za daljnjim invazivnim dijagnosti¢kim pretragama i dobivanjem
uzorka BAL-a. Veéi problem predstavljaju ostala tri bakteriska uzroénika — C.
pneumoniae, jer moze biti uzro¢nik i teSkih slu¢ajeva pneumonija kao kod ranije opisanog
ispitanika, Legionella spp. takoder kao uzro€nik teskih pneumonija, te P. aeruginosa kao

uzro€nik pneumonija u bolesnika s razli€itim rizicnim ¢imbenicima.



Mozemo zakljuciti da je kod vecine bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom
empirijsko antimikrobno lijeCenje adekvatno, ali da su mikrobioloSke pretrage kod
bolesnika s izvanbolni¢kom pneumonijom unato¢ tome neophodne. Osobito su vazne one

za otkrivanje atipi€nih uzro€nika koji su prevladavali u neadekvatno lijecenih bolesnika.



6. ZAKLJUCCI

Na temelju postavljenih cilieva i hipoteza, te dobivenih rezultata zakljuéci ovog

istrazivanja su sljedeci:

1. Cak i uz istodobno napravljene konvencionalne i molekularne mikrobioloke metode,

gotovo 50 % izvanbolnic¢kih pneumonija ostaje etioloSki nerazjasnjeno. Etiologija kod

bolesnika s prethodno primjenjenim antimikrobnim lijekovima nije bila zna&ajno rjede

otkrivena, pa je i kod njih mikrobioloSka obrada opravdana.

2. Utvrdivanje uCestalosti bakterijskih uzro¢nika pokazalo je da:

NajCes¢i bakterijski uzro¢nik izvanbolni¢kih pneumonija je S. pneumoniae.
Atipi¢ni bakterijski uzro&nici utvrdeni su kod 16,3 % ispitanika, a na trecem
mijestu po ucestalosti nalazio se H. influenzae. MijeSane infekcije, kod kojih
je najéeS¢a bila kombinacija S. pneumoniae i H. influenzae, bile su
prisutne kod 8,8 % ispitanika.

Ucestalost pojedinih bakterijskih uzro€nika izmedu ispitanika miladih i
stariin od 60 godina ne razlikuje se, pa  empirijski primjenjeno
antimikrobno lijeenje, bez obzira na dob, obavezno mora djelovati na
pneumokok.

M. pneumoniae moze biti uzro€nik izvanbolnickih pneumonija i kod starijih
dobnih skupina.

Prevalencija C. pneumoniae IgG utvrdena je kod 62,0 % ispitanika i bila je
statistiCki znacajno veca kod bolesnika s KOPB-om, nego li kod bolesnika

bez KOPB-a. Ulogu C. pneumoniae u KOPB-u jo$ treba istrazivati.



3. Usporedba rezultata konvencionalnih i molekularnih mikrobioloskih metoda pokazala

je da:

Najbolja metoda za dijagnostiku izvanbolni¢ke pneumonije uzrokovane sa
S. pneumoniae je otkrivanje pneumokoknog antigena u urinu. Njome se
moze otkriti najvec¢i broj slu€ajeva, ¢ak i onda kada su sve ostale
mikrobiolo$ke pretrage negativne.

Kultura sputuma statisticki znac€ajno je rjede pozitivnha kod bolesnika kod
kojih je prethodno primjenjeno antimikrobno lijeGenje. Preparat po Gramu i
kultura sputuma u dijagnostici izvanbolnicke pneumonije mogu biti korisni
samo dobivanjem adekvatnog uzorka sputuma kod bolesnika Kkoji
prethodno nisu lije€eni antimikrobnim lijekovima.

Kultura BAL-a ima ograni¢enu vrijednost kod bolesnika s izvanbolni¢kom
pneumonijom koji su prethodno lije€eni antimikrobnim lijekovima jer je bila
pozitivna samo kod 31,6 % bronhoskopiranih ispitanika.

PCR za S. pneumoniae na uzorcima seruma nije koristan u dijagnostici
pneumokokne pneumonije. BAL PCR-om za S. pneumoniae, ¢ak i ako je
ve¢ primjenjeno antimikrobno lijeCenje, mogu se otkriti dodatni sluCajevi
pneumokokne  pneumonije  koje  nije  moguée  dijagnosticirati
konvencionalnim metodama.

PCR za M. pneumoniae nema prednost pred seroloSkim pretragama, ali
moze biti koristan kod bolesnika kod koji ne stvaraju serolo$ki odgovor kao
8to su osobe starije Zivotne dobi i imunokompromitirani bolesnici uopce.
Otkrivanje legionela antigena u urinu najkorisnija je metoda za dijagnostiku
legioneloza. PCR na uzorcima sputuma i BAL-a nije omogucio dijagnozu
dodatnih slu€ajeva legioneloze, pa ga treba evaluirati na drugim vrstama

klinickih uzoraka, kao $to su uzorci seruma.



Serologija je najprihvatljivija metoda za dijagnostiku C. pneumoniae. PCR
treba dalje evaluirati, osobito na uzorcima BAL-a, i standardizirati ili pak
traziti druge brze metode za dijagnostiku ovog bakterijskog uzro¢nika koji

moze uzrokovati i teSke pneumonije.

4. Usporedba rezultata konvencionalnih i molekularnih metoda kod bolesnika s

razli¢itom tezinom pneumonije pokazala je da:

Tezina pneumonije ne utjee na broj etioloski razjasnjenih izvanbolnickih
pneumonija, ucestalost pojedinih bakterijskin uzroCnika, kao niti na
rezultate konvencionalnih mikrobioloskih metoda.

Utjecaj tezine pneumonije na molekularne metode bilo je moguce utvrditi
samo u odnosu na PCR za S. pneumoniae na uzorcima BAL-a, pri Cemu je
odbacena hipoteza postavljena na pocetku istrazivanja. Tezina pneumonije
ne utjee na rezultate ove molekularne pretrage i nije &imbenik koji
odreduje da li ukljuciti ovu pretragu u mikrobiolosku obradu bolesnika s
izvanbolni¢kom pneumonijom. Ipak, kod bolesnika kod kojih je invazivna
bronhoskopska pretraga opravdana, ova molekularna metoda moze
doprinijeti postavljenju etioloske dijagnoze, a na taj nacin i adekvatnom

lije€enju bolesnika.

5. Evaluacija empirijskog antimikrobnog lije€enja u odnosu na rezultate konvencionalnih

i molekularnih mikrobioloSkih metoda pokazala je da:

Evaluacijom empirijskog antimikrobnog lije€enja prihvacena je hipoteza
postavliena na  pocetku istrazivanja. Istodobno  primjenjenim
konvencionalnim i molekularnim metodama uspjelo se znanstveno
dokazati da je kod vecine bolesnika s izvanbolni¢kom pneumonijom, njih
gotovo tri Cetvrtine (73,7 %), empirijsko antimikrobno lijeCenje adekvatno.

Ovo je prvo takvo provedeno istrazivanje.



To istovremeno znadi i da je 26,3 % bolesnika, u slu€aju kad mikrobiolo&ki
nalazi ne otkriju uzro€nika, neadekvatno lije¢eno. Zbog toga su postojece
mikrobioloSke pretrage, kao i razvoj novih metoda, kod bolesnika s
izvanbolnickom pneumonijom jo$§ uvijek neophodne i opravdane, osobito
one za otkrivanje atipiénih uzroénika koji prevladavaju kod neadekvatno
liiecenih bolesnika, a neki od njih kao C. pneumoniae i Legionella spp

mogu uzrokovati i teSke pneumonije.



7. SAZETAK

Etiologija izvanbolni¢kih  pneumonija se uz primjenu konvencionalnih
mikrobioloSkih metoda utvrdi kod 50-75 % bolesnika, a kod onih s neutvrdenom
etiologijom antimikrobno lijeCenje ostaje empirijsko i kasnije tijekom bolesti. Zbog toga se
sve CeScée nastoje primijeniti molekularne metode, prije svega lan¢ana reakcija
polimerazom (PCR, prema engl. polymerase chain reaction). Do sada provedenim
istrazivanjima nije utvrdeno kod kojih bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom bi
izvodenje ovih skupih i tehni¢ki zahtjevnih dijagnosti¢kin metoda bilo opravdano u
svakodnevnom radu. Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjece li tezina pneumonije na rezultate
molekularnih metoda i evaluirati empirijski primjenjeno antimikrobno lijeCenje u odnosu na
rezultate konvencionalnih i molekularnih mikrobiolo$kih pretraga.

U ovo prospektivno istrazivanje ukljuéeno je 80 ispitanika s izvanbolnickom
pneumonijom kod kojih su napravljene konvencionalne i molekularne mikrobiolosSke
pretrage za Sitreptococcus. pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae i Legionella species, te odredena tezina pneumonije pomoc¢u indeksa PSI
(prema engl. Pneumonia severity index).

Etiologija izvanbolni¢kin pneumonija utvrdena je kod 52,5 % ispitanika. Naj¢es¢i
bakterijski uzro¢nik bio je S. pneumoniae (31,3 %). Atipi¢ni bakterijski uzro€nici utvrdeni su
kod 16,3 %, a mijeSane infekcije kod 8,8 % ispitanika. U€estalost pojedinih bakterijskih
uzro€nika nije se statisticki znacajno razlikovala s obzirom na dob ispitanika, a M.
pneumoniae bila je uzro¢nik bolesti i u starijoj dobi. Prevalencija C. pneumoniae I1gG bila je
¢eScéa kod bolesnika s kroniénom opstruktivnom pluénom bolesti (KOPB). Najveéi broj
pneumokoknih infekcija (64 %) otkriven je pneumokoknim antigenom u urinu. Kulture
sputuma bile su statistiCki znacajno rjede pozitivne kod bolesnika s prethodno
primjenjenim antimikrobnim lije€enjem (22,2 % vs 72,2 %; p=0,003). PCR za S.
pneumoniae bio je pozitivan u uzorku bronhoalveolarnog ispirka (BAL) kod tri, a PCR za
M. pneumoniae u uzorku sputuma kod jednog ispitanika. Broj etioloSki razjasnjenih

pneumonija, udestalost pojedinih bakterijskih uzroénika i rezultati konvencionalnih



mikrobioloskih metoda nisu se razlikovali u odnosu na tezinu pneumonije. Rezultati BAL
PCR-a za S. pneumoniae nisu se statisticki znacajno razlikovali izmedu bolesnika PSI
skupine I-lll i IV-V (16,7 % vs 15,4 %; p=0,422). Empirijsko antimikrobno lijecenje
evaluirano na temelju rezultata konvencionalnih i molekularnih mikrobioloskih metoda bilo
je adekvatno kod 73,7 % (28/38) ispitanika.

Tezina pneumonije ne utjeCe na rezultate PCR-a za S. pneumoniae u uzorcima
BAL-a, te stoga nije ¢imbenik koji odreduje da li ovu molekularnu pretragu ukljuciti u
mikrobiolosku obradu bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom. Ipak, kod bolesnika kod
kojih je invazivna bronhoskopska pretraga opravdana, BAL PCR-om za S. pneumoniae
mogu se otkriti dodatni sluajevi pneumokokne pneumonije koje nije moguce
dijagnosticirati konvencionalnim metodama. Ovo je prvo istrazivanje u kojem je
znanstveno dokazano da je kod vecine bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom, njih

gotovo tri Cetvrtine, empirijsko antimikrobno lije¢enje adekvatno.



8. SUMMARY

When conventional methods applied, etiology of community-acquired pneumonia
(CAP) can be determined in 50-75 % of patients, and in those with unknown etiology
antimicrobial treatment remains empirical. Polymerase chain reaction (PCR) is extensively
being evaluated for diagnostic purpose. However, it is still not determined in which patients
with CAP this expensive and technically demanding method should be performed in a
routine practice. The aim of study was to determine if results of molecular methods are
influenced by the severity of pneumonia and to evaluate empirical antimicrobial treatment
with regard to results of conventional and molecular methods.

This prospective study included 80 patients with CAP in which conventional and
molecular microbiological methods for Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae and Legionella species were performed, and the
severity of pneumonia was determined with Pneumonia severity index (PSI).

Etiology of CAP was determined in 52, 5 % of patients. The most common
bacterial pathogen was S. pneumoniae (31, 3 %). Atypical bacterial pathogens were
determined in 16, 3 %, and mixed infections in 8, 8 % of patients. The frequency of
bacterial pathogens was not significantly different according to patients’ age, and M.
pneumoniae was also a cause of pneumonia in elderly patients. The prevalence of C.
pneumoniae IgG was higher in patients with chronic obstructive pulmonary disease
(COPD). The majority of pneumococcal infections (64 %) were determined with
pneumococcal urinary antigen. Sputum cultures were significantly less positive in patients
with previously administered antimicrobial treatment (22,2 % vs 72,2 %; p=0,003). PCR for
S. pneumoniae was positive in bronchoalveolar lavage fluid in three, and PCR for M.
pneumoniae in sputum specimen in one patient. The number of etiologically diagnosed
pneumonias, the frequency of bacterial pathogens and results of conventional
microbiological methods were not different according to severity of pneumonia. BAL PCR

results for S. pneumoniae were not significantly different between patients in PSI class I-11I



and V-V (16,7 % vs 15,4 %; p=0,422). Empirical antimicrobial treatment evaluated
according to results of conventional and molecular methods was adequate in 73, 7 %
(28/38) of patients.

Diagnostic yield of BAL PCR for S. pneumoniae is not influenced by the severity of
pneumonia. Therefore, severity of disease is not a factor that determines whether BAL
PCR should be included in microbiological work-up in patients with CAP. However, PCR
applied to BAL specimens can give an additional diagnosis of pneumococcal pneumonia
in patients in whom an invasive procedure for obtaining specimen is justified. This is the
first study which provided scientific proof that empirical antimicrobial treatment in majority

of patients with CAP, almost three quarter of them, is adequate.
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