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1.UVOD

1.1.VIRUSI

Virusi su obligatni infektivni intracelularni patogeni koji su neaktivni izvan stanice
domacina. Prosjecni promjer virusa je 20 do 300 nm zbog ¢ega je vecina virusa vidljiva
samo elektronskim mikroskopom. Vrlo su jednostavne grade koja se sastoji od nukleinske
kiseline 1 proteinske kapside, a sloZeniji virusi imaju dodatne ovojnice. Uloga kapside je
zastiti geneticki materijal od isuSivanja, temperaturnih promjena, detergenata, kiselina 1
proteaza. Osim zasStitne uloge kapsida je nositelj virusnih antigena koji se koriste za
detekciju virusa. Genski materijal virusa se moze sastojati samo od deoksiribonukleinske
kiseline (DNA) ili ribonukleinske kiseline (RNA), ne postoje virusi s obje nukleinske
kiseline (1,2).

Virusi se ne smatraju normalnim stanovnicima organizma. Kako bi dospjeli u
organizam domacin se mora inficirati izravnim ili neizravnim kontaktom s izvorom
zaraze. [zvor zaraze moze biti druga osoba, zZivotinje, hrana, voda, itd. Nakon infekcije
slijedi umnazanje virusa koje se odvija u dvije faze, ranoj i kasnoj fazi umnazanja (Slika
1.). U ranoj fazi virus prepoznaje stanicne receptore te se veze za njih. Nakon vezanja
virusna se nukleinska kiselina ubacuje kroz stani¢nu stijenku u stanicu, a ako imaju
ovojnicu ulaze postupkom endocitoze ili fuzijom ovojnice sa stijenkom stanice. Zadnji
korak u ranoj fazi je razgradnja kapside kako bi se nukleinska kiselina mogla umnoziti.
Kasna faza podrazumijeva umnozavanje nukleinske kiseline 1 sintezu virusnih
makromolekula. Kada se sve potrebne molekule virusa sintetiziraju dolazi do sastavljanja

virusa i izlaska virusa iz stanice (Slika 1.) (1).
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Slika 1. Ciklus umnazanja virusa

(Izvor: https://www.istockphoto.com/vector/virus-replication-cycle-gm664748584-121046403)

1.2. GASTROINTESTINALNI VIRUSI

Virusi koji uzrokuju infekcije u probavnom sustavu spadaju u gastrointestinalne
viruse. U gastrointestinalnom sustavu virusi mogu uzrokovati lokalne infekcije ili
sustavne bolesti. Lokalne infekcije su uzrokovane prodorom virusa u epitelne stanice
crijeva koje koriste za replikaciju. Posljedica replikacije je razaranje epitelnih stanica
¢ime se gube enzimi potrebni za razgradnju hranjivih tvari $to dovodi do malapsorpcije.
Osim malapsorpcije dolazi i do poremecaja elektrolita te posljedicno do acidobazne
neravnoteze. Zbog razaranja epitelnih stanica kao najc¢esca posljedica javlja se proljev
koji moze dovesti do dehidracije organizma, od ostalih simptoma prisutna je abdominalna

bol, povra¢anje, mu¢nina, poviSena temperatura, opca slabost i umor. Sustavne bolesti



nastaju Sirenjem virusa izvan gastointestinalnog sustava u druge organe, primjeri takvih

virusa su virus hepatitisa A i enterovirusi (1,3-5).

1.2.1. Norovirusi

Rod Norovirus pripada obitelji Caliciviridae. Gradom svi virusi koji pripadaju ovoj
obitelji imaju ikozaedarsku strukturu s 32 udubljenja koja nalikuju na ¢aSice (Slika 2.).
Prema udubljenima je rod dobio ime jer calix na latinskom zna¢i c¢aSica. Osim
karakteristicne grade svi imaju jednolananu pozitivhu RNA $to bi znacilo da u isto
vrijeme RNA sluzi kao genom 1 kao mRNA koja se izravno koristi za translaciju. Prema

veli¢ini spadaju u male viruse promjera od svega 27-32 nm (6,7).

Slika 2. 3D prikaz norovirusa

(Izvor: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=21350 )



https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=21350

Prvi put su norovirusi opisani 1968. godine u Norwalku, Ohio gdje je izbila
epidemija gastroenteritisa. Prema mjestu epidemije virus je nazvan Norwalk virusom.
Glavni klini¢ki simptomi koji su bili zabiljezeni su mucnina, povraéanje, proljev,
abdominalne grcevi i poviSena tjelesna temperatura. Medu znacajkama virus se izdvaja
PO sv0joj postojanosti, moze izdrzati temperature do 60°C $to omogucuje zadrzavanje u
hrani nakon kuhanja. Osim temperature otporan je i na normalne koncentracije klora u
vodi. Zbog svoje izdrzljivosti hrana 1 voda ¢ine glavne izvore virusa uz kontaminirane

povrsine 1 aerosol tjelesnih tekucéina zarazene osobe (8,9).

Postoji 10 genogrupa virusa 1 45 genotipova. Od genogrupa u covjeka samo 3
1zazivaju gastroenteritise, a to su genogrupe 1, 2 1 4 (GI, GII 1 GIV). Naj¢esc¢i uzrocnik
epidemija je genotip GII.4 . Norovirusi su vrlo infektivni, potrebno je 10 virusnih estica
124 sata inkubacije kako bi se uzrokovala infekcija. Sama bolest po€inje naglo i brzo, a

traje kratko, izmedu 12 148 sati (9—-11).

1.2.2. Rotavirusi

Rod Rotavirus ¢ine RNA virusi iz obitelji Reoviridae koji izazivaju infekcije kod
Sovjeka i kod Zivotinja. Zivotinjski i humani rotavirusi dijele sliéni genetski materijal
tako da je moguc¢ prijenos virusa s Zivotinja na ¢ovjeka i obrnuto. Uzrok takvog ponasanja
virusa je velik broj tockastih mutacija zbog cestih pogresaka RNA polimeraze i
rekombinacija gena izmedu humanih i animalnih sojeva. Rod je dobio naziv zbog izgleda

kotaca pod elektronskim mikroskopom prema latinskoj rije¢i za kotac, rota (1,12).

Rotavirusi imaju ikozaedarsku simetriju i promjera su 60-80 nm. RNA molekula je
dvolan€ane grade 1 podijeljena je u 11 segmenata. Svaki segmenti kodira po jedan protein,
osim zadnjeg koji kodira dva proteina. Sveukupno se kodira 6 strukturnih proteina (VP1-

VP4, VP6, VP7) i 6 nestrukturnih proteina (NSP1-NSP6). Kapsida virusa je izgradena od



tri sloja (Slika 3.). Unutarnji sloj izgraden je od VP2, srednji od VP6 i vanjski od VP4 i
VP7 (6,12).

vanjski sloj srolligi dlbj

(VP6)

Slika 3. Prikaz grade rotavirusa

(Izvor: https://www.magd.cam.ac.uk/sites/default/files/inline-images/Figure%6203%20-

%20Rotavirus%?20particle.jpg )

Rotavirusi su prema grupnospecificnom antigenu VP6 koji se nalazi u srednjem
sloju kapside razvrstani u 9 grupa od slova A do slova J. Ljudi se inficiraju najc¢esce s
grupom A, a rjede s grupama B,C i H. Rotavirusi grupe A mogu se dalje klasificirati uz
pomoc¢ tipnospecifi¢nih antigena VP4 1 VP7. VP4 gradi izdanke na kapsidi virusa i prema
njihovoj osjetljivosti na proteazu virusi grupe A podijeljeni su u 14 genotipova (P[1]-
P[14]). VP7 je glikoprotein koji tvori tre¢i sloj kapside i prema njemu je grupa A
podijeljena u 14 serotipova (G1-G14). Najces¢i genotip gledano prema VP7 je Gl1, a

prema VP4 je P[8]. Inkubacija virusa traje 1-3 dana nakon cega su prisutni tipi¢ni



simptomi kao poviSena temperatura, povracanje, proljev, abdominalni bolovi koji traju 3

do 8 dana (1,9,12,13).

Virusi su stabilni pri visokim temperaturama i kiseloj pH vrijednosti. Inaktivacija
virusa se moze posti¢i s 70%-tnim etilnim alkoholom. Rotavirusi poveéavaju
koncentraciju stani¢nog kalcija koji je potreban za normalno umnoZzavanje, sastavljanje i
infektivnost virusa. Posebno je potreban za glikolizaciju VP7 u vanjskom sloju kapside

(4,6).

1.2.3. Adenovirusi

Adenovirusi su DNA virusi ¢ijih serotipova je otkriveno priblizno oko 100 od ¢ega
je vise od 50 tipova patogeno za ovjeka i svrstani su u rod Mastadenovirus. Ostali rodovi
izazivaju infekcije kod zivotinja. Virus osim bolesti gastrointestinalnog sustava uzrokuje
bolesti 1 u respiratornom sustavu, spolno-mokra¢nom, misi¢no-skeletnom 1 vidnom
sustavu. Adenovirusi se mogu koristiti kao modeli za istrazivanje razli¢itih molekularnih

1 biokemijskih procesa unutar eukariotske stanice te kao vektori u genskoj terapiji (1,9).

DNA molekula unutar virusa je dvolancane i linearne strukture i omogucuje Citanje
gena s oba lanca u suprotnim smjerovima, ali u razli¢ito vrijeme umnozavanja. Na
svakom 5’ kraju DNA lanca smjeSteni su terminalni proteini koji su potrebni za pocetak

umnazanja virusa. Uklanjanjem terminalnih proteina infektivnost se smanjuje 100 puta
(14).

Prema veli€ini su to srednje veliki virusi promjera 70-90 nm, a imaju ikozaedarsku
kapsidu bez lipidnih ovojnica. Kapsida se sastoji od 252 podjedinice odnosno kapsomera.
Od ukupnog broja kapsomera 240 cCine heksoni koji su izgradeni od 6 protomera i
izgraduju 20 istostrani¢nih trokutova kapside. Ostatak kapsomera ¢ine 12 pentona koji
¢ine 12 vrhova ikozaedarske kapside. Pentoni su izgradeni od 5 protomera i mogu se

prodijeliti na dva dijela, bazu i nitaste izdanke. Baza pentona ima citotoksicni i citopati¢ni



ucinak na stanicu, dok izdanci sadrze proteine spajanja koje u dodiru s eritrocitima

hemoaglutiniraju. Osim proteina spajanja sadrzavaju i tipnospecifi¢ne antigene (1,6,12).

Ljudski adenovirusi su rasporedeni u 7 podskupina od A do G prema podudarnosti
u DNA i1 hemoaglutinacijskim osobinama (Tablica 1.). Naj¢es¢i uzro¢nik gastroenteritisa
je podskupina F u kojoj se nalaze serotipovi 40 i 41. Od ostalih serotipova uzro¢nici

gastrointeritisa su 9, 12, 13, 18, 25, 26, 27, 28, 31,42 152 (6,14).

Tablica 1. Podijela adenovirusa (6,12)

TKIVNI
PODSKUPINE SEROTIPOVI HEMOAGLUTINACIJA
TROPIZAM
probavni
A 12,18,31 nema aglutinacije
sustav
diSni 1
3,7,11,14,16,21,34, aglutinacija eritrocita
B mokraéni
35,50,55 majmuna
sustav

djelomi¢na aglutinacija o
C 1,2,5,6 o di$ni sustav
eritrocita Stakora

8-10,13,15,17,19,
D 20,22-30,32,33,36- aglutinacija eritrocita Stakora
39,42-49,51,53,54

oci1 1 probavni

sustav

djelomicna aglutinacija o
E 4 . diSni sustav
eritrocita Stakora

djelomicna aglutinacija probavni
F 40,41
eritrocita Stakora sustav
probavni
G 52 neodredeno
sustav




1.2.4. Astrovirusi

Astrovirusi su virusi iz porodice Astroviridae koji sadrze jednolancanu pozitivou
RNA. Naziv su dobili prema zvjezdolikoj strukturi pod elektronskim mikroskopom koja
nastaje zbog razli¢ite koli¢ine istalozene boje na povrsini virusa (Slika 4.). Svi humani
astrovirusi smjesteni su u rod Mamastrovirus . Promjer virusa iznosi od 28 do 30 nm i

nemaju ovojnicu (1,9).

Slika 4. 3D prikaz astrovirusa

(Izvor:https://viperdb.org/Image Details.php?VDB=vip28207&type=chimera&res=3A)

Astrovirusi podijeljeni su u 8 klasi¢nih serotipova (HAstV-1 do HastV-8) od kojih
je najzastupljeniji HAstV-1. Svi serotipovi virusa izazivaju blagi do teski gastroenteritis
koji traje najéesc¢e tri dana, a moze biti prisutan i 7 do 14 dana. Otkrivena su i 2 nova
serotipa koja se ne uklapaju u klasi¢nu podjelu, a to su HAstV-VA (Virginija) i HAstV-

MLB (Melbourne) koji su dobili naziv po mjestima gdje su pronadeni. Karakteristicno za



njih je da izazivaju teze oblike gastroenteritisa, encefalitis i meningitis. Osobina humanih
astrovirusa da izaziva infekcije u drugim organima zajednicka je s animalnim

astrovirusima $to moze upucivati na mogucnost prijenosa virusa izmedu vrsta (1,15-17).

1.2.5. Enterovirusi

Enterovirusi spadaju u obitelj Picnornaviridae, odnosno kako sam naziv kaze u
obitelj malih (latinski pico) 1 RNA virusa. Promjer ikozaedarske kapside iznosi 22-30 nm
unutar koje se nalazi jednolan¢ana pozitivna RNA molekula. Sam rod Enterovirus sadrzi
67 tipova humanog virusa koji su podijeljeni prema svojim osobinama u pet vrsta, a to su
Poliovirus, Coxsackievirusi A, Coxsackievirusi B, Echinovirusi te novoizdvojeni
enterovirusni tipovi. Rod je dobio naziv prema grckoj rijeci enteron Sto znaci crijevo zbog
sposobnosti virusa da se umnaza u crijevima domacina. Razlog umnazanja virusa unutar
crijeva je otpornost na niski pH u Zeludcu 1 alkalno okruzenje u dvanaesniku. Osim
probavnog sustava kao mjesto ulaska moze posluziti diSni sustav. Nakon pocetnog
umnazanja u gastrointestinalnom ili respiratornom sustavu virus ulazi u krvotok gdje se
Sir1 do specifi¢nih organa kao Sto su mozak, mozdane ovojnice, misi¢i, koza, jetra

uzrokujuéi sistemske bolesti (Slika 5.) (1,6).
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Slika 5. Patogeneza infekcije enterovirusima

(Izvor: https://www.meddean.luc.edu/lumen/meded/mech/cases/case28/entero.htm )

1.2.6. Koronavirusi

Koronavirusi pripadaju u obitelj Coronaviridae u koju spadaju ljudski 1 Zivotinjski
virusi. Naziv dolazi od latinske rijeci corona §to znaci kruna zbog izdanaka koji strse iz
ovojnice. Zbog ovojnice koju posjeduju spadaju u slozene viruse, a izdanci pomazu kod
adsorpcije na stanicu domacina. Genski materijal je jednolanana pozitivha RNA
molekula. Promjerom su veli¢ine od 120 do 160 nm. Koronavirusi uzrokuju infekcije
respiratornog i gastrointestinalnog sustava. U Covjeka gastrointestinalne simptome kao
S$to su mucnina, povracanje, proljev mogu uzrokovati svih 7 koronavirusa koji izazivaju
infekcije u covjeka, a to su Humani koronavirus 229E (HCoV-229E), Humani

koronavirus OC43 (HCoV-OC43), Koronavirus teSkog akutnog respiratornog sindroma

10



(SARS-CoV), Humani koronavirus NL63 (HCoV-NL63), Humani koronavirus HKU1
(HCoV-HKU1), Bliskoisto¢ni respiratorni sindrom koronavirus (MERS-CoV) i zadnji,

novo otkriveni Teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (SARS-CoV-2) (1,18).

1.2.7. Ostali virusi gastroenteritisa

Sve veci napredak molekularnih tehnologija kao $to su PCR 1isekvenciranje doveo

je do otkri¢a novih vrsta virusa.

Novootkriveni RNA virusi obitelji Picornaviridae izolirani iz uzorka stolice su
Cosavirus, Saffoldvirus, Salivirus. Cosavirus je pronaden u uzorku fecesa 1 brisu zdrijela
kod ljudi 1 svinja. Osim kod pacijenata sa simptomima gastroenteritisa virusi se mogu
naci i kod zdravih osoba. Saffoldvirus izaziva infekcije u probavnom sustavu, ali moze
izazvati infekcije i u respiratornom i srediSnjem ziv€anom sustavu. Virus je otkriven
2007. godine, a dobio je naziv prema svom otkrivacu Morrisu Saffoldu Jonesu. Salivirus
otkriven je 2009. godine 1 sastoji se samo od jedne vrste (Salivirus A) s 2 genotipa,
Salivirus A1 1 Salivirus A2. Akutni gastroenteritis uzrokovan salivirusima je osim kod

ljudi zabiljezen 1kod ¢impanza (1,19-22).

U Parvoviridae obitelj pripadaju novootkriveni virusi Bufavirus, Bocavirus,
Tusavirus i Cutavirus. To su virusi s jednolan¢anom DNA, bez ovojnice i veli¢ine 18-26
nm koji obi¢no nisu patogeni za ¢ovjeka. Bufavirus otkriven je 2012. godine u afri¢koj
drzavi Burkina Faso prema kojoj je dobio naziv. Genotipski je podijeljen u 3 skupine od
kojih je svaka otkrivena iz uzorka stolice. Bocavirus je podijeljen u 4 genotipa (HBoV1-
HBoV4) od kojih su HBoV 2, 3 i 4 otkriveni u fecesu pacijenata. Monoinfekcije
bocavirusima su rijetke, uvijek je prisutan jedan dodatni gastrointestinalni patogen.
Tusavirus otkriven je u Tunisu u uzorku stolice dijeteta. Usporedivanjem tusavirusa

pronadenih kod ljudi i kod Zivotinja utvrden je visoki stupanj genetske slicnosti §to moze
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upucivati na zoonotsko podrijetlo virusa. Cutavirus otkriven je 2016. godine i osim u

uzorku stolice moze se pronacdi i u bioptatima koze i limfnih ¢vorova (1,23-25).

Rod Recovirus je novosvrstani ¢lan obitelji Caliciviridaea. Prvi put je izoliran iz
fecesa rezus majmuna u istrazivackom centru za primate u Sveucilistu Tulane po ¢emu je
virus dobio nadimak Tulane virus. Osim kod majmuna virus je pokazao moguénost
izazivanja infekcije u covjeka. Kao i norovirusi to su mali virus s jednolan¢anom RNA.
Obitelji Caliciviridaea jo$ pripada i rod Sapovirus koji takoder izazivaju gastroenteritise

sa sli¢nim simptomima kao 1 rod Norovirus, a podijeljeni su u pet serotipova (19,26,27).

1.3.EPIDEMIOLOGIJA GASTROINTESTINALNIH VIRUSA

Gastrointestinalni ~ virusi  prenose se fekalno-oralnim putem, najcesce
kontaminiranom hranom, vodom, povrSinama. s osobe na osobu ili aecrosolom izlu¢enih
tjelesnih tekucina kao Sto su feces ili povraceni sadrzaj. Najcesce se epidemije virusa
pojavljuju u zatvorenim sredinama u koje ubrajamo vrti¢e, Skole, staracke domove,

bolnice, brodove. Pojedinacni slucajevi pojave virusa su moguci, ali su rijetki (3,9).

Virusi koji uzrokuju gastroenteritise su prisutni tijekom cijele godine dok neki
virusi dosezu svoje vrhunce u odredenim godiSnjim dobima. Primjer takvih virusa su
norovirusi, rotavirusi i astrovirusi kod kojih najve¢i zabiljeZeni broj zarazenih je tijekom
zime. Infekcija norovirusom je zbog sezonske pojave u literaturi opisan kao zimska bolest
s povracanjem. Primjer virusa sa povecanim zabiljeZzenim slucajevima u ljetnim

mjesecima su enterovirusi (1,9,28).

Infekcije se javljaju u svim dobnim skupinama, a naj¢e$¢e u novorodencadi, male
djece, osoba starije Zivotne dobi i imunokompromitiranih osoba. Razlog vece
zastupljenosti virusa i teze klinicke slike kod ovih skupina je slabi ili nepostojeci imunitet

3).

12



LijeCenje gastroenteritisa je simptomatsko. Posebnu paznju treba voditi o
nadoknadi izgubljene tekucine i elektrolita povracanjem ili proljevom kako ne bi doslo
do stanja dehidracije i acidoze organizma Sto za posljedicu moze imati nastanak Soka i
smrt. Visoki mortalitet zbog akutnih gastroenteritisa poseban je problem u nerazvijenim

zemljama zbog losih higijenskih uvjeta i dehidracije (3,9).

Za prevenciju nastanka infekcija preporuca se redovito pranje ruku te dezinfekcija
svih povrsina koje su se mogle kontaminirati. Zbog prijenosa virusa hranom potrebno je
educirati osobe za sigurno rukovanje hranom i provoditi redovite sanitarne inspekcije.
Vrlo vazno je kvalitetno zbrinjavanje i obrada otpadnih voda te redovito proc¢iséavanj
bazena u kojima se nalazi pitka voda. Jedini virusi za ¢iju prevenciju postoji cjepivo su
rotavirusi. Postoje dvije vrste oralnih cjepiva s Zivim oslabljenim virusom, Rotateq ™ 1
Rotarix ™ (Slika 6.). Rotategq ™ je rekombinirano humano-govede cjepivo koje se
sastoji od govedeg rotavirusa WC3 koji na sebi sadrzi humane glikoproteine VP7
genotipova G1, G2, G3 1 G4 te izdanke izgradene od VP4 genotipa P[8] ¢ime je dobiveno

peterovalentno cjepivo. Rotarix ™ je monovalentno humano cjepivo koje se sastoji od

humanog Rotavirusa 89-12 koji na sebi ima genotipove G1 i P[8] (4,9).

Slika 6. Rotateq ™ i Rotarix ™ cjepivo

(Izvor: https://www.portalped.com.br/especialidades-dapediatria/gastroenterologia/rotavirus-aspectos-

atuais-e-papel-das-vacinas/attachment/rotateq-e-rotarix-vacinas-contra-o-rotavirus/# )
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Prema podatcima iz Hrvatskog zdravstveno-statisticki ljetopisa u 2021. godini
zabiljeZene su 4 epidemije norovirusa sa 195 oboljelih i 2 epidemije rotavirusa s 18
oboljelih, ali zbog poteskoca prikupljanja podataka tijekom epidemije COVID-19 virusa
podatci nisu potpuni te se brojke ne mogu uzeti u obzir sa sigurnos¢u. Veci broj virusnih
epidemija zabiljezen je u 2020. godini kada su osim epidemija norovirusa i rotavirusa
zabiljezene 1 epidemije adenovirusa, astrovirusa i epidemije s nepoznatim uzro¢nikom
gastroenteritisa. Prema nacionalnim podatcima kao uzrok epidemija prednjaci rod
Norovirus koji u odnosu na ostale viruse ima veci broj prijavljenih zarazenih i1 veci broj
epidemija tijekom godine. Nakon norovirusa poredani prema redoslijedu zastupljenosti

su rodovi: Rotavirus, Adenovirus te Astrovirus (Slika 7.) (29,30).

250
195
200
153
150
100 84
55
50 18
15
9I mo0o0o 75214 42000
0 broj prijavljenih broj prijavljenih . . o
roj prijavljeni roj prijavljeni S S
slucajeva 2020. slucajeva 2021, broj epldemua2020. broj epldemua2021.
: . godine godine
godine godine
m Norovirus 153 195 7 4
m Rotavirus 84 18 5 2
Adenovirus 15 0 2 0
Astrovirus 9 0 1 0
H nepoznati uzro¢nik 55 0 4 0

mNorovirus  ®Rotavirus Adenovirus Astrovirus  m nepoznati uzroénik

Slika 7. Graficki i tabli¢ni prikaz broja prijavljenih slucajeva zaraze i broja
epidemija (29,30)
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1.4.DIJAGNOSTIKA GASTROINTESTINALNIH VIRUSA

Za dijagnostiku gastrointestinalnih virusa uzorak izbora je uzorak stolice, a jo§ se
moze koristiti rektalni bris. Prednost uzorka stolice nad brisom je veca koli¢ina virusa u

uzorku §to omogucuje lakSu detekciju uzro¢nika infekcije (31).

1.4.1. Imunotestovi

Imunoloski testovi su napravljeni na temelju specificnog vezanja antitijela 1
antigena. Antigen je protein koji izaziva imunoloski odgovor u organizmu poticanjem
proizvodnje antitijela 1 vezanjem za stvoreno specifi¢no antitijelo. Antitijelo je protein
koji ima specificne regije koje omogucuju vezanje za antigen i pokretanje imunosne
reakcije. Kod imunotestova mozemo detektirati antitijela ili antigene ovisno o vrsti

uzorka i reagensu za detekciju koji moze sadrzavati antitijela ili antigene (32,33).

1.4.1.1.  Imunokromatigrafski testovi

Imunokromatografski ili testovi bo¢nog prolaska su brzi, jednostavni testovi koji
omogucuju detekciju Zeljenog analita u roku od nekoliko minuta. Test se sastoji od testne
trakice na koju se naslanjaju jastu¢i¢ za nanoSenje uzorka, jastuci¢ koji sadrzi konjugat i

jastuci¢ za apsorpciju (Slika 8.) (34).
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Jastuci¢ za uzorke sluzi za nanoSenje uzorka i ravnomjerno otpustanje uzorka prema
jastucicu koji sadrzi konjugat, takav ucinak se postize dodavanjem razli¢itih pufera i
proteina. Jastu¢i¢ moze posluziti i kao filter koji ¢e zadrzati necistoce koje se nalaze u
uzorku. Uzorak dolazi do jastuci¢a u kojem se nalazi imobilizirani konjugat koji se veze
za antigen iz uzorka, vezanjem nastaje kompleks analit-konjugat. Konjugat se sastoji od
antitijela ili antigena na koji je vezana Cestica koloidnog zlata ili obojenog lateksa.
Kapilarnom silom kompleks analit-konjugat putuje testnom trakicom napravljenom od
nitroceluloze na kojoj se nalaze testna i kontrolna linija. Testna i kontrolna linija ¢ine
zonu detekcije koja se sastoji od imobiliziranih antitijela ili antigena u liniji. Na zonu
detekcije se veze kompleks analit-konjugat. Vezanje kompleksa je popraceno pojavom
vidljive linije na testnoj trakici Sto predstavlja pozitivan rezultat. ViSak reagensa se
nakuplja u jastucicu za apsorpcjiu Sto onemogucuje vracanje reagensa i uzorka u zonu

detekcije (34-36).

smjer kapilame sile
P

testna linija
kontrolna linija

jastuéic za : -
uzorke kt.m]uga.tm itrocetul
jastucic s jastudic za
trakica apsorpcyu
|
e
-

jastuéic za s

Z conjuga )

uzorke jastugié nitrocelulozna jastutié za
trakica

apsorpciju

Slika 8. Prikaz imunokromatografskog testa u detekciji antigena

(Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8466143/)
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Imunokromatografski testovi su nasli svoju primjenu u raznim podrucjima zbog
svog jednostavnog izvodenja te lakog i1brzog oCitavanja rezultata bez potrebe za stru¢nim
osposobljavanjem. Zbog svoje prakti¢nosti i ekonomske isplativosti test je pogodan za

brzi probir velikog dijela populacije u epidemijama (34).

Nedostatak testa je Sto daje samo kvalitativne rezultate koji nam govore je li neki
uzro¢nik prisutan ili ne. Smanjena osjetljivost imunokromatografskog testa moze dovesti
do laZzno negativnih rezultata pa se preporucuje rezultate provjeriti nekom osjetljivijom
metodom. Test je namijenjen tekuc¢im uzorcima pa se kruti uzorci trebaju obraditi 1
prevesti u tekuci oblik kako bi se moglo provesti testiranje. Takav postupak oduzima

vrijeme, ali 1 moZe biti izvor pogreske u izvodenju testa (35,37).

1.4.1.2.  ELISA test (Enzyme-linked immunosorbent assay)

ELISA test se smatra zlatnim standardom medu imunotestovima, omogucuje
specificnu 1 osjetljivu analizu antigena u vrlo malim kolicinama. Detekcija ciljane
molekule je moguca vezanjem detekcijskog antitijela koje je obiljezeno uz pomo¢ enzima
ili vezanjem sekundarnog antitijela koje je konjugirano enzimom na detekcijsko
antitijelo. Postoji viSe vrsta testova, tu se ubraja izravna, neizravna, kompetitivna i

sendvi¢ ELISA (32,38).

U dijagnostici gastrointestinalnih virusa najceS¢e se koristi sendvi¢ ELISA koja se
izvodi u mikrotitarskoj plocici (Slika 9.). Naziv sendvi¢ slikovito prikazuje vezanje
antigena izmedu dvije vrste antitijela. Prvo antitijelo koje hvata antigen je vezano za
jazice mikrotitarske plocice. Vezanjem antitijela za jaZice sprjeCava se ispiranje
kompleksa antitijelo-antigen puferiranom otopinom deterdzenta. Cilj ispiranja izmedu
svakog koraka je ukloniti viSak nevezanih antitijela 1 antigena. Konjugat predstavlja

detekcijsko antitijelo koje je konjugirano s enzimom HRP (hrenova peroksidaza) i veze
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se na kompleks antitijelo-antigen. Dodavanjem supstrata TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidin) dolazi do reakcije izmedu supstrata i enzima vezanog na antitijelo.
Proces je popraéena vidljivom promjenom boje u plavo. Zaustavljanje daljnje reakcije se
postize dodavanjem kiseline $to osigurava stabilnost boje za oCitavanje rezultata sljede¢ih

30 minuta (32,33,38-40).

_ &AM,
vezanje kompleksa :
HRP-konjugat IMB Oy M ’

reakcija sustrata

4o e TMB i enzima
vezanje ciljanog

5 HRP
antigena \ \
vezano antitijelo
za jazice
) ) \
| W | || W || W |
| |

Slika 9. Prikaz sendvi¢ ELISA testa

(Izvor: https://www.lsbio.com/elisakits/human-ptgs2-cox2-cox-2-sandwich-elisa-elisa-kit-ls-

26732/26732)

Prednosti ELISA metode su visoka osjetljivost §to omogucuje detekciju malih
koli¢ina uzrocnika i velika specificnost §to omogucéuje prepoznavanje i razlikovanje
razli¢itih molekula. Cijeli postupak testa se moZe automatizirati Sto ubrzava rad i

smanjuje utjecaj covjeka u radni proces, a samim time 1 mogucénost ljudske pogreske (38).

Nedostatci ELISA metode su velika moguénost laZzno pozitivnih i negativnih
rezultata zbog interferencije razliCitih molekula, upotreba skupih i nestabilnih antitijela

bez kojih se test ne moze odviti te dugotrajna i slozena izvedba testa (38).

18


https://www.lsbio.com/elisakits/human-ptgs2-cox2-cox-2-sandwich-elisa-elisa-kit-ls-f26732/26732
https://www.lsbio.com/elisakits/human-ptgs2-cox2-cox-2-sandwich-elisa-elisa-kit-ls-f26732/26732

1.4.2. PCR (lan¢ana reakcija polimeraze)

PCR ili lanc¢ana reakcija polimeraze je molekularna metoda kojom se in vitro mala
koli¢ina nukleinske kiseline amplificira kako bi se dobio veliki broj molekula za
dokazivanje prisustva uzro¢nika infekcije. Cijeli postupak se zasniva na tri reakcije koje
se ponavljaju u nekoliko ciklusa, a to su denaturacija nukleinske kiseline, hibridizacija

pocetnica i elongacija novog lanca (Slika 10.) (1).

Proces denaturacije odvija se zagrijavanjem na 92-95°C kako bi se odvojile
vodikove veze izmedu nukleotida, odnosno lanaca. Smanjenjem temperature na 52°C
dolazi do spajanja pocCetnica na odmotani lanac DNA §to omogucuje sintezu novog
komplementarnog lanca. Sintezi novog lanca osim prisutne pocetnice zahtjeva DNA

polimerazu, nukleotide i temepraturu od 75-80°C (1,41).

y nukleotid ' o E

| 5’ I 3
> il
5’ I 3
3’ I 5
~u i 5
\ 3’ I \ -
~~ G 3’ I 5
DNA pocetnica
: ~
originalna DNA 5' . 3

denaturacija vezanje pocetnica sinteza novog lanca

Slika 10. Prikaz 3 osnovna koraka PCR reakcije

(Izvor: https://histogene.co/polymerase-chain-reaction-pcr/ )
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Klasi¢ni opisani PCR namijenjen je umnozavanju DNA, ali buduc¢i da virusi mogu
sadrzavati RNA potrebno je koristiti RT-PCR (lanc¢anu reakciju polimeraze s reverznom
transkripcijom). RT-PCR uz pomo¢ reverzne transkriptaze pretvara RNA u

komplementarnu DNA (cDNA) koja se zatim umnaza postupkom klasi¢nog PCR-a (1).

U primjeni je i qPCR (kvantitativni PCR) ili jo$ zvan PCR u stvarnom vremenu
zbog svoje sposobnosti da mjeri i prikazuje na ekranu u stvarnom vremenu koli¢inu

umnozene sekvence kroz cikluse (42).

Prednosti ove metode su visoka specificnost i1 osjetljivost Sto omogucuje brzu
detekciju vrlo malih koli¢ina nukleinskih kisela uz pomo¢ specificnih pocetnica za
odredenu sekvencu. Test je potrebno izvoditi s pozornoS¢u 1 oprezom zbog mogucnosti
kontaminacije koja je Cesti izvor nevazecih rezultata. Neto¢ni rezultati mogu biti

posljedica 1 loSe dizajniranih pocetnica koje se ne vezu za ciljanu sekvencu (41).

1.4.3. Molekularni multipleks testovi

Molekularni multipleks testovi istovremeno detektiraju bakterijske, virusne i
parazitske uzro¢nike gastrointestinalnih infekcija. Primjer takvih testova su x7AG® GPP
(Gastrointestinal Pathogen Panel), FilmArray® Gastrointestinal Panel i Verigene
Enteric Pathogens Test (31).

xTAG® GPP test moze identificirati 9 bakterija, 3 parazita i 3 virusa, a to bi bili rod
Adenovirus, Rotavirus i Norovirus. Teste se izvodi u 4 koraka koji se sastoje od pripreme
uzorka, amplifikacije genetiCkog materijala uz pomo¢ RT-PCRa, hibridizacije s
florescentno obiljeZenim kuglicama koje sluze za detekciju uzri¢nika, detekcija uz pomo¢
uredaja 1 obrada podataka. Izvedba testa traje 5 sati, a moguce je odjednom obraditi 24

uzorka $to mu daje prednost nad ostalim multipleks testovima (31,43,44).

FilmArray® Gastrointestinal Panel ima mogucénost detekcije 23 patogena, 14

bakterija, 4 parazita i 5 virusa. Medu virusima koje je moguce detektirati nalaze se rod
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Adenovirus, Astrovirus, Norovirus, Rotavirus, Saprovirus. Prednost testa je Sto nije
potrebna priprema uzorka i rezultat se dobije u roku 1 sata. Najvec¢i nedostatak metode je

Sto se testira samo jedan po jedan uzorak (43—46).

Verigene Enteric Pathogens Test detektira 5 bakterija, 2 shiga toksina i 2 vrste
virusa, Norovirus i Rotavirus. Ovaj test takoder obraduje samo jedan po jedan uzorak.

Vrijeme obrade jednog uzorka je 2 sata (31,47).

Sveukupno gledano prednost multipleks testova je visoka osjetljivost i specifi¢not,
te mogucnost u relativno brzom vremenu otkriti viSe uzro¢nika infekcije odjednom §to s
klasi¢nim metodama nije moguce. Najveci nedostatak ovih testova je skupa oprema i

poteskoce kod interpretacije rezultata kod mijeSanih infekcija (31).

1.4.4. Elektronska mikroskopija

Elektronski mikroskop je vrsta mikroskopa koji uz pomo¢ elektronskog snopa koji
se ubrzava u elektromagnetskom polju stvara sliku. Prednost elektronskom mikroskopa
je vece povecanje 1 razlucivost u odnosu na svjetlosni mikroskop Sto omogucuje
proucavanje malih Cestica kao $to su virusi. Virusi se brzo mogu identificirati uz pomo¢
procesa imunoelektronske mikroskopije u kojem se dodaju antitijela na trazeni virus. Ako
je virus prisutan antitijela ¢e se vezati na antigene virusa i nastat ¢e nakupine virusa
vidljive elektronskim mikroskopom. Veliki nedostatak ove metode je skupa oprema, mali

broj educiranih zaposlenika i zahtjevna priprema (1,31).
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2. CILJ RADA

Cilj rada je pokazati u uzorku od 20 nasumic¢no odabranih pacijenata s uputnicama
za testiranje na gastrointestinalne viruse zastupljenost norovirusa, adenovirusa, rotavirusa
1 astrovirusa. U radu je napravljena i usporedba dvaju testova na noroviruse, ELISA 1

imunokromatografski test kako bi se usporedile prednosti 1 mane metoda.

Rad je izraden na Odjelu za dijagnostiku infekcija probavnoga sustava Sluzbe za
klinicku mikrobiologiju Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske

Zupanije.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. UZORKOVANJE

Uzorak stolice uzorkuje pacijent prema dobivenim smjernicama od strane
laboratorija (Slika 11.). Veliku nuzdu pacijent obavlja u no¢nu ili bilo kakvu ¢istu suhu
posudu iz koje moze Zli¢icom prebaciti dio stolice u transportnu posudu. Potrebno je
prebaciti oko 5 ml tekuce stolice, odnosno ako je stolica ¢vr§c¢e konzistencije potrebno je
prebaciti uzorak veli¢ine ljeSnjaka. Preporuca se uzorak uzeti 48-72 sata nakon pojave
simptoma tri dana uzastopno kako bi se sa sigurno$¢u mogao detektirati uzroc¢nik.
Vrijeme transporta na sobnoj temperaturi do laboratorija treba biti najvise 2 sata. Ako
uzorak nije moguce dostaviti u tom roku pohranjuje se na +4°C u hladnjak, ali ne duze
od 24 sata. Uzorci koji ¢e se testirati nakon duzeg perioda se pohranjuju na -20°C .
Dostavljeni uzorak se smatra neadekvatnima ako je kontaminiran urinom, sapunom,

deterdzentom ili dezinficijensom (28).
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/ Korak 4

Koristeci Z2k¢ic u ugradenu na pokiopcu
spremmika uzmite uzorak stelice sa svakog

(" Korak 1

Pribaviti potreban pribor- /
+ spremnik za jednokratno prikupljanie |||

stolice ruba i iz sredine

* nikavice Napunite spremnikdo pola. Cvrsto zatvorte
* plastiéna vrecica spremmnik
\- plastiéna posuda ili novinski papir
Ostatak stolice bacal u we Skoljku, & rukavece, novine | plastitnu posudu
Korak 2 Ksagumo zamotati u plastiCnu vredicu | bacti u smede. )
Kako biste sprijedili da stolica ode u we Skoljiku 3 Korak 5
a) postavite u wc Skoliku vecu istu plastiénu posudu il
b) postavite novinski papir ispod daske wc Skoljke (ovo nge primjerenc Oprati ruke sapunom i toplom vodorn

zaproljevaste stolice)

X

/T(orak 6

\ Spremnik s uzorkom stolice staviti u plasticnu vre€icu | dobro zatvorti
Plastiénu wecicu pohraniti u hladnjaku do trenutka dostave u laboratory
/Korak3 \ Uzorak treba &to prije d u laby j, a svakako unutar 24 sata od

Uzorak stolice prkupde ili u posudu & na novine prikupban;a zadnieg uzorka

Slika 11. Postupak uzorkovanja stolice

(Izvor: https://kbe-rijeka.hr/wp-content/uploads/2017/06/Kako-se-pripremiti-za-test-na-okultno-

krvarenje.pdf’)

3.2.POSTUPAK IZVEDBE ELISA TESTA

Test je izveden prema uputama proizvodaca za Thermo Scientific™ IDEIA™
Norovirus Kit. Unutar jedne kutije za test nalazi se mikrotitar plo¢a sa lako lomljivim
stripovima, diluent (Sample Diluent), pozitivna kontrola, diluent za kontrolu (Control
Diluent), otopina za ispiranje (Wash Buffer), supstrat, konjugat i stop otopina (Stop
Solution) (Slika 12.). Proces testiranja dijeli se na 6 koraka koji obuhvacaju pripremu
uzoraka 1 mjesta rada, dodavanje konjugata, ispiranje, dodavanje supstrata, zaustavljanje

reakcije, oCitavanje rezultata (Slika 13.).
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Slika 12. Sadrzaj Thermo Scientific™ IDEIA™ Norovirus Kita

(izvor: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K604411-2 )

Prije pocetka rada priprema se radna ploha i reagensi. Radno mjesto se preporuca
zastiti stani¢evinom kako bi se sprijecilo onecis¢enje plohe te priprema dezinficijens kako
bi se nakon rada ocistila ploha i oprema koriStena u izvodenju testa ili tijekom rada ako
je doslo do prolijevanja uzorka ili reagensa. Od opreme u ovom koraku potrebni su: pipeta
od 1000 ml, epruvete za uzorke, negativnu i pozitivnhu kontrolu, mikrobioloSka eza 1
vorteks. Reagensi 1 odredeni broj stripova se izvade iz hladnjaka prije izvodenja testa
kako bi postigli sobnu temperaturu. Pozitivna kontrola se priprema otapanjem sadrzaja
bocice s liofiliziranom pozitivnom kontrolom u 1 ml diluenta za kontrolu koji je po
sastavu fosfatno puferirana fizioloska otopina koja sadrzi antimikrobna sredstva, dok

negativnu kontroli predstavlja 1ml Sample diluenta.

U fazi pripreme uzorka potrebne su zaStitne rukavice zbog sigurnosti zdravstvenog
osoblja. Svakom uzorku dodjeljuje se broj koji ¢e biti unesen u radnu listu i oznacen na
epruveti. U epruvetu se pipetira 1 ml Sample diluenta te se ezom doda 0,1g krute stolice
Sto odgovara jednoj punoj om¢i ili 0,1ml tekuceg uzorka. Tako pripremljena smjesa se
homogenizira na vorteksu te se centrifugirata 5 minuta na 5000 okretaja po minuti i ostavi
da odstoji 10 minuta kako bi se sediment istaloZio. Svi postupci nakon pripreme uzorka

se izvode bez zastitnih rukavica.
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Stripovi se slazu u mikrotitarsku plocCicu te se kre¢e s pipetiranjem kontrola i
uzoraka. U prvu jazicu na stripu nanosi se 100 pL negativne kontrole, u drugu jazicu 100
puL pozitivne kontrola te u ostale po 100 pL supernatanta iz prethodno centrifugiranih
epruveta. Tijekom pipetiranja potrebno je pipetu s nastavkom drzati uspravno i
neposredno iznad jazice kako bi se osiguralo da sadrzaj u nastavku pipete bude ukapan u
jazicu bez dodirivanja ruba ili bez kontaminiracije susjednih jazica. U svaku se epruvetu
na kraju prve faze postupka dodaje 100 pL konjugata koji sadrzi poliklonska zecja
antitijela 1 monoklonska misja antitijela za noroviruse grupe 1 i 2 u puferiranoj otopini
koja sadrzi antimikrobno sredstvo i plavu boju. PloCica se njezno promijeSa i inkubira na

sobnoj temperaturi 60 minuta.

Otopina za ispiranje (Wash) se priprema razrjedenjem Wash Buffera s destiliranom,
deioniziranom destiliranom vodom u omjeru 1:25. Prije pocetka ispiranja aspirira se
sadrzaja iz jazica te se doda Wash, zatim se takav postupak ponavlja pet puta. Nakon
svake aspiracije ploCica se istrese s jazicama prema dolje. Postupak ispiranja zavrSava

Sestom aspiracijom.

Nakon ispiranja u jazice se dodaju 2 kapi ili 100 pL supstrata 3,3'.5,5'-
Tetrametilbenzidina (TMB). Plocica se inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi. Pojava
plave boje u pozitivnoj kontroli i bezbojna negativna kontrola pokazatelj su dobro

izvedenog testa. Jazice se isperu nakon inkubacije.

Reakcija se zaustavlja dodavanjem 2 kapi ili 100 pL stop otopine (Stop Solution)

u svaku jazicu plocice.

Ocitavanje rezultata vr$i se najkasnije unutar 30 minuta fotometrijski.
Spektrofotometar treba biti postavljen na 450 nm. Prije ocitavanja rezultata plocice
ocitava se slijepa proba koja je prema uputama proizvodaca zrak. Prisustvo stranih tvari

1 necisti stripovi dovode do netocnog ocitavanja rezultata.
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u mikrotitarsku ploéicu dodati 100uL negativne kontrole,
pozitivne kontrole i uzorak

'

dodati 100[1L konjugata

u sve jazice
inkubirati na 20-30°C
l 60 minuta
isprati x3

.

dodati dvije kapi (IOO[JL) supstrata

oéitavati rezultate vizualno odmah

dodati dvije kapi (10011L)
stop otopine

oitavanje rezultata spektrofotometrom na 450 nm

inkubirati na 20-30°C
30 minuta

Slika 13. Shematski prikaz postupka izvedbe ELISA test

(Izvor: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K604411-2 )

3.3. POSTUPAK
TESTA

IZVEDBE

IMUNOKROMATOGRAFSKOG

Testiranje je izvedeno prema uputama proizvodaca JusChek™ za noroviruse,

rotaviruse, adenoviruse i astroviruse kombinirani kaseta brzi test (Slika 14.). Unutar testa
nalazi se kaseta za testiranje, epruvetu za prikupljanje uzorka s puferom za ekstrakciju 1
kapaljka. Kombinirani test sastoji se od dijela za noroviruse koji detektira genogrupe 1 1

2 norovirusa, rotaviruse/adenoviruse i astroviruse.

Uzorak se priprema tako da se pomijeSa sa sadrzajem epruvete za prikupljanje

uzoraka. Kod ¢vrstih uzoraka aplikator koji se nalazi na poklopcu epruvete se ubode na
tri razli¢ita mjesta uzorka stolice. Potrebno je priblizno na aplikatoru pokupiti 50 mg

uzorka, uzimanje komada stolice se ne preporuca. Tekuci uzorci se prikupljaju uz pomo¢
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kapaljke, u epruvetu se ukapaju 2 kapi Sto odgovara priblizno 50 pL. Nakon Sto se
pomijesa uzorak s puferom za ekstrakciju epruveta se snazno promijesa i ostavi da stoji

2 minute.

U oznaceno mjesto za ukapavanje uzorka na testnoj plocici ukapa se 80 pL
ekstrahiranog uzorka iz epruvete. Rezultati se ocitavaju 15 minuta nakon ukapavanja
uzorka, a smatraju se nevaze¢im nakon 20 minuta. Ako uzorak ne migrira ploicom
epruveta se centrifugira i ukapa se 80 puL supernatanta. Nakon 15 minuta rezultati se
ponovno ocitavaju. Rezultati su valjani kada je prisutna kontrolna linija, a bez kontrolne
linije rezultati se ne mogu ocitati niti smatrati mjerodavnim. Pozitivan rezultat predstavlja
prisutna testna i kontrolna linija, a negativan rezultat predstavlja prisustvo samo kontrolne

linije.

sakupiti uzorak krute
— stolice aplikatorom

vratiti aplikator u

%« epruvetu i dobro
promijesati
o 3
2 minute otvoriti poklopac na
pustiti epruvete Sprives
» & da stoje

sakupiti tekucu stolicu kapaljkom 1

dvije kapi dodati u epruvetu s 5 < c ¢ ¢
puferom n n e
n n " T T
i
e : sttt pozitivni rezultati
ukapati dvije kapi o
uzorka iz epruvte I c ¢
L] # 38 . o » ks ) ‘ - Y
-BOf=! i o )
T LR =i negativni rezultati
Ol | QO
© | :
£l

-

;
) T2 7 At
n " n T

nevazeci rezultati

Slika 14. Postupak izvedbe imunokromatografskog testa
(Izvor:https://m.setiascientific.com/index.php?ws=showproducts&products_id=2841374&cat=Infectious-

Disease-Rapid-Test&subcat=JusChek)
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4. REZULTATI

4.1.Rezultati ELISA testa

ELISA testom testirano je 20 uzoraka stolice bolesnika kod kojih se sumnjalo na
infekciju norovirusom. Spektrofotometar je oCitao apsorbance uzoraka i kontrola, prema

kojima se gleda valjanost testa i pozitivnost odnosno negativnost uzorka.

Test se smatra valjanim ako je apsorbanca negativne kontrole manja od 0,150, a
apsorbanca pozitivne kontrole vec¢a od 0,500. Testom je dobiveno da je pozitivna
apsorbanca 0,845 , a negativna 0,043 Sto test Cini valjanim i omogucuje ocitavanje

rezultata uzoraka.

Prije ocitavanja uzoraka potrebno je izraCunati cut off ili grani¢nu vrijednost koja
predstavlja granicu izmedu pozitivnih 1 negativnih rezultata. Racuna se tako da se
apsorbanci negativne kontrole pridoda 0,1. Prema dobivenim rezultatima kontrole

dobiveno je da cut off iznosi 0,143.

Pozitivnim rezultatima se smatraju rezultati koji su ve¢i od zbroja granic¢ne
vrijednosti 1 0,01, a negativni su svi rezultati koji su manji od vrijednosti dobivene
oduzimanjem 0,01 od grani¢ne vrijednosti. Svi rezultati koji se nalaze izmedu te dvije
vrijednosti se smatraju grani¢nim i potrebno je ponoviti test s novim uzorkom stolice.
Izracunom je dobivena najniza vrijednost pozitivnih rezultata koja iznosi 0,153 i najvisa
vrijednost negativnih rezultata koja iznosi 0,133. Prema izraCunatim granicama ustvrdeno
je da je samo jedan uzorak pozitivan na noroviruse, dok je ostalih 19 rezultata bilo

negativno (Tablica 2.). Nisu dobiveni rezultati s grani¢nim vrijednostima.
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Tablica 2. Rezultati ELISA testa za Norovirus

Broj Apsorbanca  Rezultat Broj Apsorbanca  Rezultat
uzorka uzorka
1. 0,046 negativan 11. 0,27 negativan
2. 0,055 negativan 12. 0,042 negativan
3. 0,039 negativan 13. 0,028 negativan
4. 0,048 negativan 14. 0,038 negativan
5. 0,042 negativan 15. 0,036 negativan
6. 0,037 negativan 16. 0,031 negativan
7. 0,047 negativan 17. 0,024 negativan
8. 0,034 negativan 18. 0,028 negativan
9. 0,233 POZITIVAN 19. 0,039 negativan
10. 0,40 negativan 20. 0,025 negativan

4.2. Rezultati imunokromatografskih testova

Testiranjem 20 uzoraka stolice pacijenta dobiveno je da je sveukupno 5 pacijenata
bilo negativno na sve testirane viruse, a ostalih 15 je bilo pozitivno na jedan ili viSe virusa.
Testom nije pronaden niti jedan pacijent koji je pozitivan na noroviruse. U Tablici 3. je
vidljivo da su medu pacijentima najvise rasireni adenovirusi koji su bili pozitivni u 14
pacijenata $to ¢ini 70% uzoraka. Sljedeci su rotavirusi koji su zastupljeni u 35% uzoraka.
Svi pacijenti osim jednog koji su pozitivni na rotaviruse imaju pozitivan rezultat na

adenoviruse. Astrovirusi su testom dokazani kod dva pacijenta.
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Tablica 3. Rezultati imunokromatografskog testa na adenoviruse, astroviruse, rotaviruse

1 noroviruse

BROJ
UZORKA

—_

A I ST L ol Bl B

e S e e e T N S W Y
O »®» N kN = O

20.
UKUPNI

REZULTAT

Norovirus
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan

negativan

0 (0%)

VIRUSI
Adenovirus Rotavirus
pozitivan pozitivan
pozitivan pozitivan
pozitivan negativan
negativan negativan
pozitivan negativan
pozitivan pozitivan
negativan negativan
pozitivan negativan
pozitivan negativan
pozitivan pozitivan
negativan negativan
pozitivan pozitivan
pozitivan negativan
negativan negativan
pozitivan negativan
negativan negativan
negativan pozitivan
pozitivan negativan
pozitivan negativan
pozitivan pozitivan
14 (70%) 7 (35%)

Astrovirus
pozitivan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
pozitivan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan
negativan

negativan

2 (10%)
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5. RASPRAVA

Prema rezultatima imunokromatografskog testiranja zaklju¢eno je da u 20
nasumicno odabranih uzoraka stolice redoslijed virusa prema zastupljenosti: adenovirusi,
rotavirusi, astrovirusi. Zastupljenost virusa se ne poklapa sa redoslijedom virusnih
uzro¢nika gastroenteritisa prema posljednjim podatcima izdanim u Hrvatskom
zdravstvenom-statistickom ljetopisu za 2020. 1 2021. godinu prema kojem je redoslijed:
norovirusi, rotavirusi, adenovirusi te astrovirusi (29,30). Istrazivanje je provedeno na
relativnom malom broju uzoraka te se ne moze vidjeti stvarno stanje u populaciji.

Potrebno je provesti studiju na ve¢em broju ispitanika.

Razlog povecanog broja detektiranih adenovirusa moze biti moguca pojava
epidemije uzrokovane Sirenjem virusa fekalno-oralnim putem ili kaplji€éno. Osim kao
glavni uzroc¢nici, adenovirusi se mogu naci u stolici zbog uzrokovanja asimptomatske
infekcije koju pacijent nije primijetio ili zbog dugotrajnog izlu€ivanja virusa nakon vec
odavno prosle infekcije. U oba sluaja prisutan je joS jedan patogen koji izaziva
gastroenteritis. U rezultatima za Sest pacijenata je dobiveno da su uz adenoviruse prisutni
1 rotavirusi §to moze pokazivati da adenovirusi nisu glavni uzro¢nici simptoma, nego su
popratno uhvacen ili obrnuto da su rotavirusi popratno uhvacéeni, a adenovirusi uzroc¢nici

infekcije (9).

U pet uzoraka virusi nisu dokazani §to moZe ukazivati da uzro¢nik simptoma nije
jedan od cetiri testirana virusa, nego mozda neki drugi virus koji je rjede zastupljen ili
bakterija. Postoji moguénost da je i uzorak stolice nepravilno uzorkovan zbog neznanja
pacijenta ili zbog nedovoljno jasnih uputa za sakupljanje uzorka te da zbog toga virus nije
moguce dokazati testom. Pacijentima prije uzorkovanja treba osvijestiti vaznost procesa
prikupljanja uzorka kako bi se kontaminacija s drugim tvarima kao $to su deteretdZenti
ili dezinficijensi smanjila Sto vise 1 kako bi dobili kvalitetan uzorak. Iako pacijent moze
pravilno prikupiti uzorak negativni rezultat moZe biti posljedica uzorkovanja nakon
razdoblja od 48-72 u kojem se izlucuje najviSe virusa. Posebnu paznju treba posvetiti

transportu uzorka koje se mora provesti po zadanim smjernicama kako bi se uzorak Sto
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bolje ocuvao. Izvor pogreske u laboratoriju moze biti pogresna identifikacija pacijenta
zbog Cega je potrebno u svakom koraku rada provijeriti podatke pacijenta kako bi se
ovakve greske svele na minimum. Dobra organizacija rada vazan je ¢imbenik koji utjece
na smanjenje greSki kao $to su pogresna identifikacija i zamjena uzoraka. Rucno
izvodenje testa moZze biti izvor pogreske zbog Cega se tezi automatizaciji laboratorija kako
bi se smanjio ljudski utjecaj na izvodenje testa. Automatizacijom bi se smanjio broj
pretraga koje svoje rezultate temelje na subjektivnoj procjeni osoblja u laboratoriju jer

rezultati ovise o osobi koja izvodi test (28).

Kod norovirusa svi negativni rezultati mogu biti posljedica niske osjetljivosti testa
Sto onemogucuje detekciju uzro¢nika u malim koli¢inama. U takvim situacijama potrebno
je ponoviti testiranje nekom osjetljivijom metodom S$to je i napravljeno. Kao druga
metoda koriSten je ELISA test kojim je dobiveno da je u 20 uzoraka samo jedan uzorak
pozitivan na noroviruse. Za razliku od imunokromatografskog testa koji je koristen,
ELISA test ima vecu osjetljivost §to biznacilo da moze detektirati manje koli¢ine virusnih
Cestica od imunokromatografskog testa (Tablica 4.). ELISA test moze se izvoditi
automatizirano Sto smanjuje mogucnost ljudske pogreske u radu, dok brzi testovi za
izvodenje 1 ocitavanje rezultata najceS¢e oslanjaju na ljudski faktor koji je sklon
pogreskama. Velika prednost imunokromatografskih testova je jednostavno izvodenje i
brzina dobivanja rezultata Sto omogucuje obradu velikog broja pacijenata u malo vremena
Sto s ELISA testom nije moguce jer postupak rada sadrzi duge inkubacije i ispiranja. Oba
testa kao princip rada koriste reakciju antitijela s antigenom koja dovodi do obojene
promjene.. ELISA test se odvija u jazici u kojoj se odvija vezanje antitijela i antigena koje
je vidljivo promjenom boje u jazicama, dok se viSak reagensa se uklanja postupkom
ispiranja. U imunokromatografskom testu uzorak se kre¢e duZz membrane, a kao
posljedica vezanja nastaje vidljiva crta kao znak pozitivnog rezultata i nije potrebno

ispirati uzorak.
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Tablica 4. Usporedba imunokromatografskog i ELISA testa

IMUNOKROMATOGRAFSKI ELISA TEST
JUONY
PRINCIP RADA @ Reakceija antitijelo-antigen na Reakcija antitijelo-antigen u
membrani jazici
VRIJEME Rezultati se dobiju u roku od par | Dugotrajno izvodenje testa
IZVODENJA minuta zbog inkubacija i ispiranja
SLOZENOST Jednostavna izvedba Slozena izvedba
TESTA
REZULTAT Nastanak vidljive linije Promjena boje u jazici

OSJETLJIVOST Manja osjetljivost Veca osjetljivost
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6. ZAKLJUCAK

Gastroenteritisi su aktualni zdravstveni problem koji ve¢inom uzrokuje blage
simptome, ali moze biti poguban za osjetljive skupine kao Sto su novorodencad, djeca,
imunokompromitirani bolesnici 1 osobe starije zZivotne dobi. Studijom je pokazano da su
u populaciji prisutna Cetiri naj¢eS¢a uzrocnika gastroenteritisa: rotavirusi, adenovirusi,
norovirusi, astrovirusi. Iznenadujuc¢i je udio od 70% adenovirusa u ukupnom broju
uzoraka. Potrebno je provesti studiju s ve¢im brojem uzoraka kako bi se pokazalo je li
doslo do znaCajnog povecanja broja infekcija uzrokovanih adenovirusima. Koristenje
imunokromatografskih testova pokazao se kao ekonomski isplativi nacin testiranja
velikog broja uzoraka $to je prikladno u vrijeme epidemija. Nedostatak testa je
nemogucnost detekcije vrlo malih koli€ina virusnih Cestica zbog ¢ega se kao dodatni
osjetljivosti testa ovisi o dobrom uzorkovanju zbog ¢ega bi veliku paznju trebalo usmjeriti

u osvjeStavanju pacijenata o vaznosti kvalitetnog uzorkovanja usmeno ili putem brosura.

35



7. LITERATURA

1. Presecki V. Virologija. (Udzbenici SveuciliSta u Zagrebu = Manualia Universitatis
studiorum Zagrabiensis). Zagreb: Medicinska naklada.; 2002. 343 str. : ilustr.; 25 cm.-

2. Louten J. Virus Structure and Classification. Essential Human Virology. 2016;19-29.

3. Stuempfig ND, Seroy J. Viral Gastroenteritis. In: StatPearls [Internet] [Internet].
StatPearls Publishing; 2022 [cited 2023 May 16]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK518995/

4. Greenberg HB, Estes MK. Rotaviruses: from pathogenesis to vaccination.
Gastroenterology. 2009 May;136(6):1939-51.

5. Viral gastroenteritis: Causes, pathophysiology, immunology, treatment, and
epidemiology. In: Perspectives in Medical Virology [Internet]. Elsevier; 2003 [cited
2023 May 16]. p. 1-8. (Viral Gastroenteritis; vol. 9). Available from:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168706903090013

6. Kaleni¢ S. Medicinska mikrobiologija. (Udzbenici SveuciliSta u Zagrebu = Manualia
Universitatis studiorum Zagrabiensis). Zagreb: Medicinska naklada.; 2013. XIV, 680
str. : ilustr. u bojama; 28 cm.-.

7.Soldo M. RNA virusi 1 njihova evolucija [Internet] [info:eu-
repo/semantics/bachelorThesis]. University of Zagreb. Faculty of Science. Department
of  Biology; 2021 [cited 2023 May 18]. Available from:
https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:018363

8. Robilotti E, Deresinski S, Pinsky BA. Norovirus. Clin Microbiol Rev. 2015
Jan;28(1):134-64.

9. Brooks GF, Caroll KC, Butel janet S, Morse SA, Mietzener TA. Jawetz, Melnick,
Adelberg Medicinska mikrobiologija: dvadeset Sesto americko izdanje/prvo hrvatsko
izdanje. 2015 [cited 2023 May 7]; Available from: https://www.bib.irb.hr/812052

10.  Capece G, Gignac E. Norovirus. In: StatPearls [Internet]. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing; 2023 [cited 2023 Apr 25]. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK513265/

11.  Norovirus Klasifikacija virusa | CDC [Internet]. 2022 [cited 2023 May 18].
Available from: https://www.cdc.gov/norovirus/lab/virus-classification.html

12. Simi¢ I, Kovadevié A, Kresi¢ N, Skoko I, Konjik V, Juki¢ Gu¢é J, et al. Molekularne

znacajke 1 zoonotski potencijal rotavirusa. Paediatria Croatica. 2019 Jun 20;63(2):63—
9.

36



13. Rod: Rotavirus | ICTV [Internet]. [cited 2023 May 25]. Available from:
https://ictv-
global.translate.goog/report/chapter/sedoreoviridae/sedoreoviridae/rotavirus? x tr sl
=en& x tr tl=hr& x tr hl=hr& x tr pto=sc

14.  Tabain I. Viroloske, klinicke i epidemioloske osobitosti adenovirusnih disnih
infekcija ~u  djece u  Zagrebu 1  okolici  [Internet] [info:eu-
repo/semantics/doctoralThesis]. University of Zagreb. School of Medicine; 2011 [cited
2023 May 20]. Available from: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:846771

15.  Moser L, Schultz-Cherry S. Astroviruses. Encyclopedia of Virology. 2008;204—
10.

16. Cordey S, Vu DL, Schibler M, L’Huillier AG, Brito F, Docquier M, et al.
Astrovirus MLB2, a New Gastroenteric Virus Associated with Meningitis and
Disseminated Infection. Emerg Infect Dis. 2016 May;22(5):846-53.

17.  Ykema M, Tao YJ. Structural Insights into the Human Astrovirus Capsid. Viruses.
2021 May 1;13(5):821.

18. Luo X, Zhou GZ, Zhang Y, Peng LH, Zou LP, Yang YS. Coronaviruses and
gastrointestinal diseases. Mil Med Res. 2020 Oct 14;7:49.

19. Oude Munnink BB, van der Hoek L. Viruses Causing Gastroenteritis: The Known,
The New and Those Beyond. Viruses. 2016 Feb 19;8(2):42.

20. Genus: Cosavirus | ICTV [Internet]. [cited 2023 May 30]. Available from:
https://ictv.global/report/chapter/picornaviridae/picornaviridae/cosavirus

21. Tan SZK, Tan MZY, Prabakaran M. Saffold virus, an emerging human
cardiovirus. Rev Med Virol. 2017 Jan;27(1):e1908.

22.  Reuter G, Pankovics P, Boros A. Saliviruses-the first knowledge about a newly
discovered human picornavirus. Rev Med Virol. 2017 Jan;27(1).

23. Guido M, Tumolo MR, Verri T, Romano A, Serio F, De Giorgi M, et al. Human
bocavirus: Current knowledge and future challenges. World J Gastroenterol. 2016 Oct
21;22(39):8684-97.

24.  Genus: Protoparvovirus | ICTV [Internet]. [cited 2023 May 30]. Available from:
https://ictv.global/report/chapter/parvoviridae/parvoviridae/protoparvovirus

25. Reuter G, Pankovics P, Laszl6 Z, Gaspar G, Hui A, Delwart E, et al. Human-stool-

associated tusavirus (Parvoviridae) in domestic goats and sheep. Arch Virol
2022;167(5):1307-10.

26. Gan T, Droit L, Vernon S, Barouch DH, Wang D. Isolation of a rhesus calicivirus
that can replicate in human cells. Virology. 2023 May 1;582:83-9.

37



27.  Genus: Recovirus | ICTV [Internet]. [cited 2023 May 30]. Available from:
https://ictv.global/report/chapter/caliciviridae/caliciviridae/recovirus

28.  Smjernice za mikrobiolosku dijagnostiku infekcija probavnog sustava [Internet].
[cited 2023 May 11]. Available from:
https://scholar.googleusercontent.com/scholar?q=cache:0z9ia08JjoMJ:scholar.google
.com/+Smjernice-za-mikrobiolosku-dijagnostiku-infekcija-
probavnog+sustava&hl=hr&as sdt=0,5

29. Hrvatski zdravstveno-statisticki ljetopis za 2021. g. [Internet]. [cited 2023 Jun 1].
Available from: https://www.hzjz.hr/hrvatski-zdravstveno-statisticki-1jetopis/hrvatski-
zdravstveno-statisticki-ljetopis-za-2021-g/

30.  Hrvatski zdravstveno-statisticki ljetopis za 2020. — tabli¢ni podaci [Internet].
[cited 2023 Jun 1]. Available from: https://www.hzjz.hr/hrvatski-zdravstveno-
statisticki-ljetopis/hrvatski-zdravstveno-statisticki-ljetopis-za-2020-tablicni-podaci/

31.  Vinjé J. Advances in Laboratory Methods for Detection and Typing of Norovirus.
Journal of Clinical Microbiology. 2015 Feb;53(2):373-81.

32.  Alhaj; M, Farhana A. Enzyme Linked Immunosorbent Assay. In: StatPearls
[Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 [cited 2023 May 1].
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK555922/

33.  Petri¢ J. Imunoenzimske (ELISA) metode u analitici prehrambenih proizvoda
[Internet] [info:eu-repo/semantics/bachelorThesis]. University of Zagreb. Faculty of
Food Technology and Biotechnology. Department of Food Quality Control. Laboratory
for Food Quality Control; 2016 [cited 2023 May 1]. Available from:
https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:850428

34, Koczula KM, Gallotta A. Lateral flow assays. Essays Biochem. 2016 Jun
30;60(1):111-20.

35. Ince B, Sezgintirk MK. Lateral flow assays for viruses diagnosis: Up-to-date
technology and future prospects. Trends Analyt Chem. 2022 Dec;157:116725.

36.  Boehringer HR, O’Farrell BJ. Lateral Flow Assays in Infectious Disease
Diagnosis. Clin Chem. 2021 Dec 30;68(1):52-8.

37.  Posthuma-Trumpie GA, KorfJ, van Amerongen A. Lateral flow (immuno)assay:
its strengths, weaknesses, opportunities and threats. A literature survey. Anal Bioanal
Chem. 2009 Jan 1;393(2):569-82.

38. Sakamoto S, Putalun W, Vimolmangkang S, Phoolcharoen W, Shoyama Y, Tanaka
H, et al. Enzyme-linked immunosorbent assay for the quantitative/qualitative analysis
of plant secondary metabolites. J Nat Med. 2018;72(1):32-42.

39.  Zugaj M. Dijagnosti¢ke metode u virologiji. 2021 [cited 2023 May 1]; Available
from: https://www.bib.irb.hr/1151108

38



40. Costantini V, Grenz L, Fritzinger A, Lewis D, Biggs C, Hale A, et al. Diagnostic
Accuracy and Analytical Sensitivity of IDEIA Norovirus Assay for Routine Screening
of Human Norovirus. Journal of Clinical Microbiology. 2010 Aug;48(8):2770-8.

41.  Khehra N, Padda IS, Swift CJ. Polymerase Chain Reaction (PCR). In: StatPearls
[Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 [cited 2023 May 9].
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK589663/

42.  Peirson SN, Butler JN. Quantitative Polymerase Chain Reaction. In: Circadian
Rhythms [Internet]. Humana Press; 2007 [cited 2023 May 10]. p. 349-62. Available
from: https://link.springer.com/protocol/10.1007/978-1-59745-257-1 25

43.  Gray J, Coupland LJ. The increasing application of multiplex nucleic acid
detection tests to the diagnosis of syndromic infections. Epidemiology & Infection.
2014 Jan;142(1):1-11.

44, Khare R, Espy MJ, Cebelinski E, Boxrud D, Sloan LM, Cunningham SA, et al.
Comparative Evaluation of Two Commercial Multiplex Panels for Detection of

Gastrointestinal Pathogens by Use of Clinical Stool Specimens. J Clin Microbiol. 2014
Oct;52(10):3667-73.

45. The BioFire® FilmArray® Gastrointestinal (GI) Panel [Internet]. BioFire
Diagnostics. [cited 2023 May 6]. Available from:
https://www.biofiredx.com/products/the-filmarray-panels/filmarraygi/

46. Piralla A, Lunghi G, Ardissino G, Girello A, Premoli M, Bava E, et al
FilmArray™ GI panel performance for the diagnosis of acute gastroenteritis or
hemorragic diarrhea. BMC Microbiol. 2017 May 12;17:111.

47, Kosai K, Suzuki H, Tamai K, Okada Y, Akamatsu N, Ueda A, et al. Multicenter
evaluation of Verigene Enteric Pathogens Nucleic Acid Test for detection of
gastrointestinal pathogens. Sci Rep. 2021 Feb 4;11(1):3033.

39



8. ZIVOTOPIS

Osobni podatci

Ime i prezime: Martina Sevo

Datum 1 mjesto rodenja: 27. studenog 2001. godine, Split
Adresa: Grabova 12, 21000 Split

E-adresa: martina.sevol@gmail.com

Obrazovanje

2008. - 2016. Osnovna Skola ,,Mejasi, Split

2016. - 2020. Prirodoslovna skola Split

2020. -2023. Sveucilisni odjel zdravstvenih studija u Splitu, preddiplomski sveuciliSni

studij Medicinsko laboratorijske dijagnostike

Radno iskustvo
Srpanj i kolovoz 2022. rad preko Student servira Split u Nastavnom Zavodu za javno

zdravstvo Splitsko-dalmatinske Zupanije

40



	1. UVOD
	1.1. VIRUSI
	1.2.  GASTROINTESTINALNI VIRUSI
	1.2.1.  Norovirusi
	1.2.2.  Rotavirusi
	1.2.3.  Adenovirusi
	1.2.4. Astrovirusi
	1.2.5. Enterovirusi
	1.2.6. Koronavirusi
	1.2.7. Ostali virusi gastroenteritisa
	1.3. EPIDEMIOLOGIJA GASTROINTESTINALNIH VIRUSA
	1.4. DIJAGNOSTIKA GASTROINTESTINALNIH VIRUSA
	1.4.1. Imunotestovi
	1.4.1.1. Imunokromatigrafski testovi
	1.4.1.2. ELISA test (Enzyme-linked immunosorbent assay)
	1.4.2. PCR (lančana reakcija polimeraze)
	1.4.3. Molekularni multipleks testovi
	1.4.4. Elektronska mikroskopija
	2. CILJ RADA
	3. MATERIJALI I METODE
	3.1.  UZORKOVANJE
	3.2. POSTUPAK IZVEDBE ELISA TESTA
	3.3.  POSTUPAK IZVEDBE IMUNOKROMATOGRAFSKOG TESTA
	4. REZULTATI
	4.1. Rezultati ELISA testa
	4.2.  Rezultati imunokromatografskih testova
	5. RASPRAVA
	6. ZAKLJUČAK
	7. LITERATURA
	8. ŽIVOTOPIS

