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Lista skraéenica

AIDS - Sindrom stecene imunodeficijencije (Acquired immune deficiency syndrome)

Ag — Antigen

BLAST - Basic Local Aligment Search Tool

bp - Bazni parovi

CAR - Koksaki i adenovirusni receptor (Coxsackievirus adenovirus receptor)

CDC - Centar za prevenciju i kontrolu bolesti (Centers for Disease Control and Prevention)

DLP - Dvoslojna rotavirusna cestica

DNK - Dezoksiribonukleinska kiselina

dNTP — dezoksinukleotid trifosfat

ddNTP - dideoksinukleotid trifosfat

HAstV - Humani astrovirusi

HAstV-MLB - Humani astrovirusi-Melburn

HAstV-VA/HMO - Humani astrovirusi-Virdzinija/ skracenica za ljude, kune i ovce

ELISA — Imunoenzimski test (Enzyme-linked immunosorbent assay)

HAdV - Humani adenovirusi

ICTV - Medunarodni Savet za Taksonomiju Virusa (International Committee on Taxonomy of
Viruses )

IgA - Imunoglobulin A

iIRNK - Informaciona RNK

ITR - Ponavljaju¢i obrnuti sled (Inverted terminal repeat)

kb — kilobaza

MEGA - Molecular Evolutionary Genetics Analysis

MLP — Glavni kasni promoter (Major late promoter)

NCBI - National Center for Biotechnology Information, Nacional Institutes

NoV - Norovirus

NoV GI - Norovirus genogrupa |

NoV GlII - Norovirus genogrupa Il

NC - Negativna kontrola

NSP — Netrukturni proteini

ORF - Otvoreni okvir za Citanje (Open reading frame)

PCR - Reakcija lancane polimerizacije (Polymerase chain reaction)

gPCR - Kvantitativha PCR metoda (Quantitative polymerase chain reaction)

RdRp - RNK zavisna RNK polimeraza (RNA-dependent RNA polymerase)

RNK - Ribonukleinska kiselina



RT-PCR - Reverzna transkripcija lanCane reakcije polimerizacije

RV — Rotavirusi

RVA - grupa A rotavirusa

SAD - Sjedinjene Americke drzave

SZO — Svetska zdravstvena organizacija

TLP - Troslojna rotavirusna Cestica

TP - Terminalni protein (Terminal protein)

VA RNA - virusna ribonukleinske kiselina (virus associated-ribonucleic acid)
VLP — Virusima sli¢ne Cestice

VP — Virusni proteini
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Uvod: Virusni gastrointestinalni sindrom je aktuelni zdravstveni problem u celom svetu. To vazi
kako u razvijenim zemljama, tako i u zemljama u razvoju, a posebno u nerazvijenim zemljama,
gde je drugi po redu uzrok mortaliteta. Nagli pocetak bolesti, pracen pojavom velikog broja
te¢nih stolica, mukom, povra¢anjem, bolovima u stomaku, temperaturom, malaksalo$¢u, ima za
posledicu dehidrataciju. U svim starosnim grupama obolelih, a narocito kod sasvim male dece,
starih 1 imunodeficitarnih osoba moze da dode do smrtnog ishoda, ukoliko se brzo ne postavi
tatna etioloska dijagnoza bolesti i ne pristupi se odmah nadoknadi vode i elektrolita, kao i
primeni svih ostalih mera simptomatske terapije. Brzo postavljena ta¢na dijagnoza, Sto se
najbolje postize real-time PCR testom, spreGava pojavu komplikacija, pa i fatalnog ishoda
bolesti. Istovremeno, omogucava primenu odgovaraju¢ih epidemioloskih mera da se spreci
nastanak epidemija i njihovo Sirenje.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se ta¢no utvrdi incidenca virusnog gastrointestinalnog sindroma u
Vojvodini i ucestalost pojave epidemijskog 1 sporadi¢nog javljanja ove bolesti. Cilj je bio i
postavljanje algoritma za primenu real-time PCR testa u dijagnostici virusnog gastrointestinalnog
sindroma u budué¢em radu. Isto tako, cilj je bio da se molekularnom analizom, sekvenciranjem
delova genoma pozitivnih uzoraka stolice, izvr$i genetska tipizacija i odredi filogenetska
pripadnost virusa.

Materijal i metode: Tokom petogodiSnjeg istrazivanja molekularnim real-time PCR testom
pregledane su 1003 obolele osobe sa simptomima virusnog dijarealnog sindroma, starosti od
mesec dana do preko 90 godina. Pregledani su na rota, noro, astro i entericne adenoviruse. Na
osnovu podataka iz anketnih upitnika i istorija bolesti, detaljno su analizirani svi klini¢ki
pokazatelji (javljanje bolesti tokom godine, trajanje bolesti, simptomi). Procena tezine klinicke
slike vrsena je prema Vesikari skali. Svi podaci su uporedivani prema vrsti virusnog uzro¢nika,
prema starosti obolelih, godinama trajanja istrazivanja i epidemijskom i sporadi¢nom javljanju
oboljenja. Dobijeni podaci su statisticki obradeni, tabelarno i graficki prikazani.

Rezultati: U petogodisnjem periodu real-time PCR testom pregledan je uzorak od 1003 obolele
osobe razliCite starosti na 4 virusna uzroc¢nika dijarealnog sindroma (rota, noro, astro i1 enteri¢ne
adenoviruse). Virusni dijarealni sindrom dokazan je kod 709 obolelih (70,69%). Najces¢e su
dokazane rotavirusne infekcije u 28,81%. Statisticki znacajno najcesc¢e rotavirusi su bili utvrdeni
kod dece do 5 godina (38,90%), ali u visokom procentu i kod dece uzrasta 6 do 14 godina
(24,83%). Deca mlada od 5 godina imala su statisticki znacajno najtezu klini¢ku sliku, bila su
ceS¢e hospitalizovana i imala su statisticki znacajno viSu temperaturu. Pored viSe temperature
kod obolelih od rotavirusa, klini¢ka slika je kod ovih bolesnika bila teza i bolest je duze trajala
nego kod obolelih od drugih virusa. Norovirusna infekcija je dokazana u 23,03% obolelih i to
statisticki znacajno ¢eS¢e kod odraslih osoba, starijih od 20 godina. Od klinickih simptoma kod
ovih bolesnika statisticki znacajno ¢eS¢e su dokazani muka, povracanje i bolovi u stomaku, nego
kod obolelih od drugih virusa. Norovirusi su znacajno ¢esce bili uzro¢nici epidemijskog javljanja
bolesti. Astrovirus je dokazan kod znatno manjeg broja obolelih (u 2,29%) i to samo kod dece do
5 godina i dece uzrasta 6 do 14 godina. Infekcija izazvana entericnim adenovirusima dokazana je
kod 13,36% bolesnika. Njaces¢e je utvrdena kod dece uzrsta do 5 godina i 6 do 14 godina.
Oboleli od adenovirusa imali su statisticki znacajno blazu klini¢ku sliku bolesti. Dva virusna
uzro¢nika u uzorku stolice dokazana su u 3,19% osoba, obi¢no u toku epidemijskog javljanja
bolesti. Ovi bolesnici su imali bitno tezu klinicku sliku. NajviSe obolelih od dijarealnog sindroma
bilo je u hladnim mesecima, mada su dijagnostikovani i tokom cele godine. U petogodisnjem
periodu utvrdene su 22 epidemije u kolektivima 1 9 porodi¢nih epidemija. Epidemijsko javljanje
bolesti bilo je statisticki znacajno najces¢e kod najstarijih bolesnika (starijih od 50 godina), a
sporadi¢no javljanje bilo je statisticko znacajno najc¢eSc¢e kod dece. U cilju potvrde tacnosti
dijagnostike virusa u ispitivanim uzorcima real-time PCR testom, genotipizacije, kao i detaljnije
molekularne analize, izabrani su reprezentativni uzorci pozitivni na rota, noro, astro ili
adenoviruse. Delovi genoma ovih uzoraka su amplifikovani, a zatim sekvencirani. Sekvencirani
izolati rotavirusa pripadali su grupi A i tipovima G1P[8], G2P[4], G3P[8] i GOP[8]. Sekvencirani
izolati norovirusa pripadali su genogrupi | tipu 2, zatim genogrupi Il tipovima 1, 2, 4 i 17.
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Sekvencirani izolati astrovirusa pripadali su grupi klasi¢nih astrovirusa i tipovima 1, 4 i
5. Sekvencirani izolati adenovirusa pripadali su grupi F i tipovima 40 i 41, kao i grupi C tipu 2.
Pripadnost dobijenih sekvenci u ovom istrazivanju, dodatno je potvrdena izradom filogenetskog
stabla za sekvence pozitivne na rota, noro, astro ili adenoviruse.

Zakljucak: Incidenca virusnog dijarealnog sindroma u Vojvodini (70,69%) vrlo je visoka i visa
je nego $to je bilo pretpostavljeno prilikom prijave teze (u hipotezi). Real-time PCR test treba da
bude redovno koris¢en u budué¢em dijagnostiCkom radu, jer dovodi do brze dijagnostike, ¢ak i
ako su virusi prisutni u malom broju u uzorcima tecnih stolica, §to je utvrdeno tokom ovog
dijagnostickog rada. Ispitivani virusi treba da budu redovno dijagnostikovani kod obolelih od
dijarealnog sindroma i to u svim starosnim grupama, tokom epidemijskog i sporadi¢nog javljanja
oboljenja.
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Introduction: Viral gastrointestinal syndrome is a current ongoing health problem worldwide.
This is true of both developed and developing countries, especially underdeveloped ones where it
is the second leading cause of mortality. Sudden onset of the disease—accompanied by the
occurrence of large numbers of liquid stools, nausea, vomiting, abdominal pain, fever, and
exhaustion—Ileads to dehydration. A fatal outcome can occur in all age groups of patients,
especially very young children, the elderly, and the immuno-deficient, unless an accurate
etiological diagnosis of the disease is quickly established, followed by a prompt institution of
fluid and electrolyte placement, and implementation of other symptomatic therapy measures.
Quick establishment of an accurate diagnosis, which is best achieved using the real-time PCR
test, prevents the onset of complications, including a potentially fatal outcome of the disease.
Simultaneously, it enables the implementation of appropriate epidemiological measures to
prevent epidemic outbreaks and their spread.

The aim of this study was to accurately determine the incidence of viral gastrointestinal
syndrome in Vojvodina and the frequency of epidemic and sporadic occurrence of this disease.
The aim was also to set up an algorithm for the application of the real-time PCR test in
diagnostics of viral gastrointestinal syndrome in future work. Likewise, the aim was to carry out
genetic typing and determine phylogenetic affiliation of the virus using molecular analysis and
sequencing of parts of genomes from positive stool samples.

Material and Methods: During a five-year study, 1003 patients with symptoms of viral
diarrheal syndrome, aged from one month to more than 90 years old, were examined using
molecular real-time PCR test. They were screened for rota, noro, astro, and enteric adenoviruses.
Based on the data from survey questionnaires and medical case history, all clinical indicators
were meticulously analyzed (disease occurrence during the year, disease duration, symptoms).
The assessment of the clinical severity was carried out according to the Vesikari Clinical
Severity Scoring scale. All data were compared according to the type of the viral causing agent,
age of the patients, duration of research in years, and epidemic and sporadic occurrence of the
disease. Obtained data were statistically analyzed, tabulated, and graphically displayed.

Results: In a five-year period, a sample of 1003 patients of different ages was screened for four
different viral causing agents of diarrheal syndrome (rota, noro, astro, and enteric adenoviruses)
using the real-time PCR test. Viral diarrheal syndrome was confirmed in 709 patients (70.69%).
The most commonly found were rotavirus infections in 28.81% of the cases. Rotaviruses were
statistically significantly most common in children younger than 5 years old (38.90%), but were
also found in high percentage in children aged 6-14 years old (24.83%). Children under 5 years
of age had statistically significantly highest clinical severity and fever, and were more frequently
hospitalized. In addition to higher fever in patients with rotavirus, clinical severity in these
patients was also higher, and the disease lasted longer than in patients with other viruses.
Norovirus infections were reported in 23.03% of the subjects, statistically significantly more
frequently in adults over 20 years of age. Regarding the clinical symptoms in these patients,
nausea, vomiting, and abdominal pain were statistically significantly more common than in
patients with other viruses. Noroviruses were significantly more common as causing agents of
epidemic disease outbreaks. Astrovirus was found in a significantly smaller number of patients
(in 2.29%), and only in children under 5 years of age and children aged 6-14 years old. Enteric
adenovirus infections were reported in 13.36% of the subjects. They were most commonly found
in children younger than 5, and those aged 6- 14 years old. Adenovirus sufferers had statistically
significantly milder clinical disease. Two viral causing agents in the stool sample were found in
3.19% of the subjects, usually during an epidemic disease outbreak. These patients had a
significantly more severe clinical disease. Highest numbers of sufferers from diarrheal syndrome
occurred during the cold months, although they were diagnosed throughout the year. In a five-
year period, 22epidemics in collective groups and 9 family epidemics were identified. Epidemic
outbreaks of the disease were statistically significantly most frequent in the elderly patients
(older than 50), while sporadic occurrences were statistically significantly most frequent in
children. Representative samples positive for rota, noro, astro, or adenoviruses were selected in




order to confirm the accuracy of virus diagnostics in samples tested by the real-time PCR test,
and perform genotyping as well as more detailed molecular analyses. Parts of the genomes of
these samples were amplified and then sequenced. Sequenced rotavirus isolates belonged to
group A and types G1P[8], G2P[4], G3P[8], and G9P[8]. Sequenced norovirus isolates belonged
to genogroup | type 2, and genogroup Il types 1, 2, 4, and 17. Sequenced astrovirus isolates
belonged to the group of classical astroviruses and types 1, 4, and 5. Sequenced adenovirus
isolates belonged to group F and types 40 and 41, as well as group C type 2. The affiliation of the
obtained sequences in this study was further confirmed by creating a phylogenetic tree for
sequences positive for rota, noro, astro, or adenoviruses.

Conclusion: The incidence of viral diarrheal syndrome in VVojvodina (70.69%) is very high—
higher than what was assumed at the time of the thesis submission (in the hypothesis). The real-
time PCR test should be regularly used in future diagnostic work, since it leads to rapid
diagnostics even if viruses are present in small numbers in liquid stool samples, as determined in
the course of this diagnostic study. The investigated viruses should be regularly tested in patients
with diarrheal syndrome belonging to all age groups during both epidemic and sporadic
occurrences of the disease.
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Virusni gastrointestinalni sindrom

1. 0. Sagledavanje problema

Virusni gastrointestinalni sindrom ili virusni gastroenterokolitis se ranije Cesto nazivao
nebakterijskim enterokolitisom ili ,,stomacnim gripom*. Danas se ova akutna dijarealna bolest
navodi kao aktuelni problem u celom svetu, posto je Cest uzrok morbiditeta i mortaliteta, kako u
razvijenim zemljama, tako i u zemljama u razvoju, i to u svim starosnim grupama (1,2). Virusni
gastroenterokolitis moze imati ozbiljan tok, naro¢ito kod novorodencadi, male dece, ali i kod
odraslih, posebno kod imunokompromitovanih i starih — hroni¢nih bolesnika (2,3). Prema
izveStajima Svetske Zdravstvene Organizacije (iz juna 2011. godine) virusni gastrointestinalni
sindrom je naveden kao peti po redu uzrok smrti u svetu (2,46 miliona umrlih u svetu, §to iznosi
4,3% od ukupnog broja umrlih). Pri tome, u nerazvijenim zemljama, dijarealni sindrom je ¢ak drugi
po redu uzrok mortaliteta (8,2% umrlih), a u srednje razvijenim zemljama je peti po redosledu kao
uzrok smrti (4,4% umrlih). Jedino u razvijenim zemljama gastrointestinalni sindrom se ne nalazi
medu deset najces¢ih uzroka smrti (4).

Izvesta; Svetske Zdravstvene Organizacije (SZO) iz 2015. godine navodi da je akutni
dijarealni sindrom osmi po redu kao uzrok smrti u svetu (sa 1,3 miliona umrlih u svetu za godinu
dana). Pri tome, u nerazvijenim zemljama dijarealni sindrom je drugi po redu uzrok mortaliteta, u
srednje razvijenim zemljama je Sesti po redu uzrok smrti, a u razvijenim zemljama gastrointestinalni
sindrom se ne nalazi medu deset najées¢ih uzroka mortaliteta, kao §to je navedeno i u 2011. godini.
Kod dece mlade od 5 godina dijarealni sindrom je Cetvrti po redu uzrok smrti u svetu (525 600 dece
mlade od 5 godina umrlo je u svetu za godinu dana). Ako se posmatra situacija u Evropi, izvestaj
SZO iz 2015. godine navodi da je kod dece mlade od 5 godina, dijarealni sindrom Sesti po redu
uzrok mortaliteta. Narocito je velik rizik za neuhranjenu decu i decu sa poremecajem imuniteta, kao
1 za sasvim malu decu, mladu od godinu dana (5). Svi navedeni podaci o ucestalosti 1 mortalitetu
dijarealnog sindroma u svetu, posebno kod dece mlade od 5 godina, pokazuju da je ovo oboljenje 1

dalje znacajan zdravstveni problem.



1.1. Ucdestalost, simptomi i komplikacije

Podaci iz literature pokazuju da su virusi uzro¢nici u 30 do 40% slucajeva akutnih proliva
(6). Gastroenteritis je odgovoran za vise od milion smrtnih slucajeva svake godine, Sto ga Cini
jednim od najceS¢ih uzroka smrtnosti u svetu. Najveca opasnost postoji kod male dece i
imunodeficitarnih osoba. Dok se ucestalost bakterijskih i parazitarnih gastrointestinalnih infekcija
smanjuje, kao posedica primene odgovaraju¢ih preventivnih mera, javljanje virusnog
gastroenteritisa se ne smanjuje u zemljama u razvoju, nego je ¢ak u porastu. U razvijenim zemljama
znacajan zdravstveni problem Sirom sveta (7).

Virusni gastroenterokolitis je zapaljenje sluznice gastrointestinalnog trakta, koje zahvata
zeludac, creva, a obi¢no 1 Zeludac i creva. Virusi oStecuju epitelne celije pre svega tankog creva.
Dolazi do skracivanja i atrofije crevnih resica. To dovodi do poremecaja apsorpcije, odnosno,
gubitka tecnosti, §to prvenstveno izaziva proliv i povracanje (1). Virusni gastroenterokolitis je
pra¢en prolivom, mucninom, abdominalnim bolovima, kao i povra¢anjem. Osnovni simptomi
bolesti su proliv i povra¢anje. Mogu da budu praceni i opStim simptomima: glavoboljom, slabos¢u,
povisenom temperaturom, bolovima u misi¢ima i zglobovima itd. Simptomi se javljaju 4-48 sati
nakon infekcije 1 najCeSce traju nekoliko dana, retko do deset dana. Obi¢no se bolest zavrSava
ozdravljenjem bez komplikacija. Kod pojedinih osoba, naprimer kod male dece, novorodencadi,
starih 1 hroni¢nih bolesnika, kao i kod imunodeficitarnih osoba, moze da dode do dehidratacije
(gubitka vode 1 elektrolita) u vrlo kratkom periodu, naroCito kod male dece. Pri tome, nastaju
komplikacije, pa 1 mogu¢i smrtni ishod (2). Podaci pokazuju da godisnje u SAD ima izmedu 211 1
373 miliona slucajeva virusnog gastroenterokolitisa. Od toga se viSe od 900 000 obolelih
hospitalizuje, a ¢ak u 6 000 slucajeva dolazi do smrtnog ishoda (8,9). Bitno je blagovremeno
prepoznati simptome akutnog virusnog gastroenterokolitisa (Tabela 1) i $to brze postaviti ta¢nu

etioloSku dijagnozu bolesti.

Tabela 1. Simptomi

Osnovni simptomi Povremeni simptomi Vreme javljanja
- vodenasti prolivi (obi¢no | - poviSena temperatura - 4-48 sati posle ekspozicije
bez krvi) - jeza i slabost - traju od 1-2 dana do 10
- bolovi i gréevi u abdomenu | -holovi u misi¢ima i | dana
- muka i povracanje zglobovima

- glavobolja




Kod novorodencadi i male dece smrtni ishod moze da nastane zbog dehidratacije (gubitka
vode i elektrolita). Znaci i simptomi dehidratacije su: smanjenje i prestanak mokrenja, suve
sluzokoze, nemogucénost proizvodnje suza, slabost, smanjenje krvnog pritiska. Ukoliko se na vreme
ne sprovede rehidratacija, simptomatologija se pogorSava. Moze se javiti temperatura, krv u stolici,
bol u abdomenu itd. (9).

Kod virusnog gastroenterokolitisa infekcije mogu da se javljaju tokom cele godine, za
razliku od bakterijskog gastroenterokolitisa, koji ima sezonski karakter (javlja se Cesée leti). U
geografskim podrucjima sa umerenom klimom virusni gastroenterokolitis najées¢e se javlja u
hladnim mesecima (jesen, zima i rano prolece), pa se zato 1 naziva ,,zimska dijareja“. U tropskim
predelima, virusni gastroenteritisi se javljaju tokom cele godine (2,10). Prenosi se infekcija
direktnim kontaktom sa inficiranom osobom, kao i preko kontaminirane hrane i vode. Infekcije se
javljaju sporadic¢no ili epidemijski. Hranu najceS¢e kontaminiraju osobe koje je pripremaju, a imaju
ovu virusnu infekciju nedijagnostikovanu i blage simptomatologije, kao i zdrave kliconose,
odnosno, osobe koje, nakon akutne bolesti, jo§ neko vreme izluduju virus u stolici. Cesto do
infekcije dolazi zbog neadekvatnog pranja ruku, ili prilikom pripreme hrane (naprimer povréa, voc¢a
i salate), kontaminirane otpadnim ili neispravnim vodama (6,11). Ukoliko su uzro¢nici akutnog
gastroenterokolitisa virusi ili bakterije i paraziti, bolest je kontagiozna. Ako uzrok nisu

mikroorganizmi, nego se radi o alergiji na hranu, biotoksinima itd., bolest nije kontagiozna.

1.2 . Neophodnost brze dijagnostike

Zbog mogucih komplikacija, a ponekad i1 fatalnog ishoda bolesti kod nekih obolelih,
najvaznije je da se brzo postavi etioloSka dijagnoza.

U dijagnostici virusnih gastroenterokolitisa koriste se metode za direktno dokazivanje
virusa i virusnih antigena (Ag) u stolici. Rad na kulturi ¢elija, koji se primenjuje isklju¢ivo u
istrazivaCke svrhe i to jedino kod rotavirusa, nije upotrebljiv za rutinsku dijagnostiku. Koriste se
kao najuspesnije elektronska i imunoelektronska mikroskopija, tehnike sa monoklonalnim
antitelima i kao najbolje molekularne metode. Zbog kratkog trajanja bolesti, znatnu prednost u
odnosu na ostale dijagnosticke metode, imaju testovi brze i direktne identifikacije uzro¢nika u
uzorcima bolesnickog materijala kao $to je PCR test (Reakcija lan¢ane polimerizacije - engl.
Polymerase chain reaction) (12). Osetljivost, pa nekad i specificnost ,brzih testova“
(imunohromatografskih testova ili Elisa testova), kojima se dokazuju virusni antigeni u uzorcima

stolice je mnogo manja.



1.3. Neophodnost brzog sprovodenja terapijskih postupaka i preventivnih —

protivepidemijskih mera

Bitno je izvrsiti brzu dijagnostiku, kako bi se napravila razlika izmedu virusnih i bakterijskih
gastroenterokolitisa, koji su Cesti naroCito u zemljama u razvoju (7,10). Nakon iskljucivanja
bakterijskih izro¢nika dijagnostickim postupcima, potrebno je da se ta¢no dokaze virusni uzro¢nik
dijarealnog sindroma. To omoguc¢ava primena brzih i preciznih dijagnostickih metoda, medu kojima
je jedna od najboljih PCR test. Za virusne uzro¢nike akutnog gastroenterokolitisa ne postoji
specificna (kauzalna) terapija, nego se koristi simptomatsko leCenje. Pre svega je potrebno
nadoknaditi te¢nost i spreciti dehidrataciju, posebno kod male dece. Naime, ukoliko se na vreme ne
preduzmu odgovarajuc¢i dijagnosticki postupci i ne nadoknade se voda i elektroliti,
gastroenterokolitisi virusne etiologije postaju uzrok mortaliteta, pretezno kod male dece (13-15).
Smrtni ishod moze nastati i kod starih osoba i osoba sa oslabljenim imunitetom (2,16).

Opisani su slucajevi manjih epidemija virusnih gastroenterokolitisa u bolni¢kim
odeljenjima, gde su bili hospitalizovani tezi bolesnici (16,17). Medutim, epidemije mogu da se jave
i u kolektivima (staracki domovi, §kole, obdanista), kao i na turistickim putovanjima (18-24).

Odrasle osobe mogu imati virusni gastroenterokolitis i bez izrazenih simptoma. Tada mogu
prenositi infekciju izlu€ivanjem virusa u stolici. Dakle, glavni izvor infekcije kod virusne dijarealne
bolesti je Covek. Infekcija se prenosi direktnim kontaktom (fekalno-oralnim putem), koji je
najvazniji put Sirenja. Medutim, moguce je prenoSenje infekcije 1 putem kontaminirane vode 1 hrane
(1,7,16).

Svetska Zdravstvena Organizacija je 2015. godine svoju kampanju posvetila vazZnosti
obezbedivanja sigurne hrane Sirom sveta. Kampanja ,,Bezbedna hrana od farme do tanjira®, ima za
cilj da ukaze da kontaminacija hrane moZe da se dogodi na svim nivoima u lancu ishrane, od
produkcije 1 transporta, do pripreme 1 konzumiranja hrane. Ovo predstavlja znacajan
javnozdravstveni problem, za Cije reSenje je potrebna udruZzena akcija struénih, ali i vladinih i
nevladinih organizacija. Poznavanjem uzroka gastroenterokolitisa, kao 1 puteva prenoSenja
uzro¢nika, moguce je sprovoditi mere prevencije i kontrole i onemoguditi dalje Sirenje infekcije
(25). Tako, naprimer, velika otpornost rotavirusa u spoljasnjoj sredini uslovljava njihovu visoku
kontagioznost. Kod obolelih osoba se izluCuju velike koli¢ine virusa, tako da se u jednom gramu
stolice moze naci i do 10™ virusnih &estica. Virus se izluuje nekoliko dana pre pocetka simptoma i
8-10 dana posle infekcije, a kod imunokompromitovanih bolesnika izlucuje se virus i 2-3 nedelje.
Trajanje izlu€ivanja ne mora biti u korelaciji sa tezinom klinicke slike oboljenja (26).

Ispitivanja su pokazala da je poslednjih godina doSlo ponovo do porasta broja

gastroenterokolitisa virusne etiologije. Ova pojava je prisutna, kako u zemljama u razvoju, tako i u
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vrlo razvijenim zemljama, gde postoje postupci kontrole namirnica i gde su bolji higijenski

standardi. Zbog toga, virusni gastroenterokolitis predstavlja znacajan javno zdravstveni problem

Sirom sveta (7).

Porast broja virusnih gastroenterokolitisa nastaje iz sledecih razloga:

1. Pri virusnim kontaminacijama hrane i vode za pice potrebne su manje infektivne doze za pojavu
bolesti (dovoljno je 10 do 100 virusnih Cestica za nastanak infekcije).

2. Virusi se izluCuju putem ekskreta inficirane osobe (koja ima simptome, kao i one koja ih nema) i
to u velikim koli¢inama (preko 10 estica virusa izdvojeno je iz 1g stolice inficirane osobe).

3. Izlucivanje virusa pocCinje pre pojave simptoma (jos u fazi inkubacije), a moze da se nastavi i
viSe nedelja posle prestanka bolesti, mada rede.

4. Ceste su inaparentne (asimptomatske) infekcije, kojima se virus nesmetano $iri u populaciji.

5. Ve¢ina virusnih uzro¢nika su otporni u spoljnoj sredini (dobro podnose visoke i niske
temperature, ve€e promene pH vrednosti, suSenje, dejstvo dezinfekcionih sredstava i drugih
hemijskih supstanci, koje uniStavaju ostale mikroorganizme).

6. Virusima je neophodna ziva ¢éelija odredenog domacina da bi se mogli umnozavati, tako da se u
hrani i1 vodi za pi¢e ne¢e umnozavati. Zbog toga, njihova prisutnost u hrani nece izazvati vidljive
promene hrane (nema vidljivih promena mirisa, ukusa i izgleda hrane), a takve promene nastaju
pri bakterijskoj kontaminaciji hrane.

7. Cuvanje hrane na niZim temperaturama (od 4°C do -20°C) pogoduje produZenju infektivnosti
virusa u ovoj hrani.

8. Hrana koja odgovara zahtevima bakterijskih standarda i provera, ne mora biti bez virusne
kontaminacije. Dakle, kontaminacija hrane virusima je poseban javno zdravstveni problem, koji
mora biti preveniran planiranjem posebnih mera provere i kontrole ispravnosti namirnica.

9. Tehnike, kojima se dokazuju virusi, mnogo su sloZenije od onih koje se primenjuju za
identifikaciju drugih mikroorganizama (traZze savremenu i skupu opremu i dobro poznavanje
ovih dijagnostickih tehnika, pri ¢emu je zlatni standard u dijagnostici virusa real-time PCR test).

Virusi naj¢es¢e kontaminiraju voce, povrce, kao 1 hranu koja se jede sveza, bez prethodne
termicke obrade. Opasnost od kontaminacije postoji posebno kod voca, kao $to su maline i kupine,
jer se one ne mogu prati tako temeljno, kao ¢vrsti 1 otporni plodovi. PoSto se virusi umnoZzavaju
samo u ¢elijama odredenog domacina, zavisno od njihove selektivnosti, dele se na biljne, animalne

(od koji neki mogu da inficiraju i ljude) 1 humane viruse. Zbog toga, infekcija coveka, koji

konzumira vocée i povrée, obiCno nastaje prenosom virusa, uzrocnika infekcija ljudi, putem

kontaminacije biljaka preko vode, zemljista, dubriva, opreme za berbu, ili preko zarazenih osoba,

koje rukuju ovim proizvodima, posebno ako one ne praktikuju odgovarajucu licnu higijenu. Ova



opasnost se naro€ito odnosi na voce koje se pre konzumiranja ili tokom prerade ne pere detaljno.
Kada ovako kontaminirano voce stoji, ne menja mu se izgled, miris i ukus, jer virusi ne izazivaju
propadanje hrane. Isto tako, relativno mali broj virusnih Cestica (manje od 100) moze da izazove
bolest, pa i da dovede do epidemije. Virusi mogu mesecima da opstanu u hrani ili u zemljistu, u
vodi ili na razliitim povrSinama. Vecina virusa je otpornija od bakterija na hladenje, zamrzavanje,
susenje, ultravioletne zrake, toplotu i odredena dezinfekciona sredstva, koja se Kkoriste u
prehrambenoj industriji. Zato je odrzavanje opSte i licne higijene Cesto efikasnije od koriS¢enja
sanitarnih sredstava (26-29).

Najces¢i virusi, koji se mogu prenositi hranom 1 vodom, a izazivaju oboljenja ljudi su:
norovirus, rotavirus, astrovirus i enteri¢ni adenovirusi (najéesce tipovi 40 i 41) (26,29).

Hepatitis A i E virus i enterovirusi mogu da izazovu digestivne tegobe, ali osnovnu bolest
uzrokuju kada se proSire do organa prema kojima imaju tropizam. Redi izazivaci
gastroenterokolitisa, koji nastaje unoSenjem kontaminirane hrane su: sapovirus, bocavirus, aichi
virus. Isto tako, neki virusi koji su zivotinjski ili pti¢iji, kada se unesu u organizam ¢oveka mogu da
izazovu gastrointestinalne tegobe: pticiji influenca A virus HsNj, SARS Coronavirus i Nipah virus.
Poslednja tri navedena virusa su skoro opisani kao mogu¢i uzrocnici gastroentrokolitisa prenetog
hranom 1 vodom, pa zbog toga jo§ nema dovoljno podataka o tacnom nacinu njihovog prenosenja,

kao ni o mehanizmu izazivanja oboljenja ljudi (26,28).

2.0. Vrste virusnih uzroc¢nika gastrointestinalnog sindroma

Na osnovu simptoma tokom infekcije, nabrojani virusi mogu biti grupisani na:

1. viruse, koji izazivaju tipine simptome gastroenterokolitisa (norovirus, rotavirus, astrovirus,
enteri¢ni adenovirus, pa 1 mnogo rede sapovirus, bocavirus i aichi virus),

2. viruse, koji izazivaju enteri¢no prenet hepatits, pra¢en digestivnim tegobama (hepatitis A 1 E),

3. viruse, koji se umnozavaju u gastrointestinalnom traktu ¢oveka, izazivajuci digestivne tegobe, ali
osnovnu bolest uzrokuju samo kada se prosire do drugih organa, prema kojima imaju tropizam
(centralnog nervnog sistema u slucaju enterovirusa) i

4. virusi, koji povremeno mogu biti preneti hranom, iako to nije njihov uobicajeni put prenosenja,
Nipah virus) (11).

Interesantno je da su skoro svi nabrojani virusi, koji se prenose hranom i vodom, mali virusi,
koji poseduju pozitivan lanac jednolancane ribonukleinske kiseline (RNK) kao virusni genom. Oko
virusnog jezgra imaju samo proteinski omota¢ (kapsid), a nemaju drugi omota¢ (peplos). Zato su

otporni u spoljnoj sredini na dejstvo dezinficijensa i raznih organskih supstanci. Rotavirus, jedini od
6



RNK virusa ima dvolan¢ani RNK genom sa 11 segmenata, §to mu omogucava i ve¢u promenljivost.
Enteri¢ni adenovirusi imaju, medutim, dvolan¢ani DNK genom, dok humani Bokavirus, koji spada
u porodicu Parvoviride, ima jednolan¢anu DNK kao genom (30,31).

Kontaminacija hrane virusima najée$¢e moze da nastane na tri na¢ina:

1. direktnim kontaktom hrane sa ljudskim fecesom i drugim otpadom (hrana se kontaminira
prilikom zalivanja, dubrenja i raznih agrohemijskih aplikacija) (27-29).

2. prenosenjem virusa preko ruku, predmeta i povrSina za rad, ukoliko su osobe koje rade sa
hranom inficirane i ne vode racuna o licnoj higijeni (izlucuju viruse stolicom ili se virusi nalaze
u povrac¢enom materijalu, pri ¢emu moze da se stvori aerosol, a o ulozi kapljica iz aerosola ima
razli¢itih misljenja — 29,32,33). Ova vrsta kontaminacije moze da se dogodi na bilo kom nivou
lanca ishrane — od ubiranja plodova, pakovanja, transporta, pa sve do pripreme hrane u
restoranima ili kuéama.

3. zoonoti¢na infekcija — infekcija Zivotinjskim virusima, unetim u organizam coveka
konzumiranjem mesa ili drugih proizvoda od Zivotinja, koje su zarazene (28).

Obolele osobe izlucuju velike koli¢ine virusa u stolici. Virusi se izlucuju najcesce jedan dan
pre pocetka manifestne infekcije i 8-10 dana posle njenog prestanka. Kod imunokompromitovanih
osoba mogu da se izlu¢uju i 2-3 nedelje (9,10,30).

Mnoge epidemioloske studije, sprovedene u razvijenim zemljama 1 zemljama u razvoju,
pokazuju da su rotavirusi, norovirusi, astrovirusi 1 adenovirusi (tipovi 40 1 41) glavni etioloSki
agensi dijarealnog sindroma (34-37).

Postoji atenuisana vakcina samo za rotaviruse. Vakcina se primenjuje kod osoba u riziku,
posebno kod dece do 2 godine starosti. Prevencija vakcinom teSkih infekcija kod dece krece se od
70 do 90%. Standardne metode prevencije akutnog virusnog gastrointestinalnog sindroma ukljucuju

izolaciju obolelih i primenu ostalih higijensko-preventivnih mera.

2.1. Rotavirus

2.1.1. Morfologija i struktura rotavirusa

Spada u porodicu Reoviridae, rod Rotavirus. Rotavirus (RV) je prvi put otkriven i opisan
kod ljudi 1973. godine u Australiji. Bishop i saradnici su virus zapazili pod elektronskim
mikroskopom u bioptatu intestinalne sluznice dece obolele od akutnog nebakterijskog
gastroenteritisa (38). Rotavirus je dobio ime zbog karakteristicne grade, koja pod elektronskim
mikroskopom li¢i na tocak (latinski rota znaci toc¢ak). Veli¢ina virusne cestice je 60 do 80 nm.
Ikozaedarne (kubicne) je simetrije, a virusni genom ¢ini dvolancana RNK, koja ima 11 segmenata.
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Zato je virus vrlo varijabilan. Osim troslojnog proteinskog omotaca (kapsida), virusna ¢estica nema
drugi omotac (peplos), zbog Cega je otporna u spoljnoj sredini (30, 39). Identifikovano je 8 razli¢itih
grupa rotavirusa (obelezenih A, B, C, D, E, F, G, H). Od njih 8, do nedavno se smatralo da samo 3
izazivaju bolest kod ljudi (A, B i C). Nedavno su i virusi grupe H, koja je skoro izdvojena,
zabelezeni kao uzroc¢nici dijareje kod ljudi (i prasadi) (39).

Najces¢i uzrocnik oboljenja kod ljudi Sirom sveta je grupa A rotavirusa (RVA). Vise od
90% rotavirusnih infekcija u svetu je izazvano virusima iz grupe A (39). Oni se izlucuju u stolici
inficiranih u velikoj koli¢ini (1012 u gramu stolice i to pre pojave simptoma i nekoliko dana posto
simptomi prestanu) (26).

Grupa B rotavirusa izaziva uglavnom dijareju kod odraslih, pa se i naziva ,,rotavirusom
dijareje odraslih®. Prvi slu¢ajevi su zabelezeni u Kini, gde su nastale velike epidemije teskih dijareja
(40,41). Kasnije su zabeleZeni sluCajevi gastroenteritisa odraslih i dece i u Indiji, Nepalu i
Bangladesu (42-44)

Grupa C rotavirusa izaziva dijareje kod dece, koja su nesto starija (obi¢no 4 do 7 godina), ali
i kod odrasih. Grupa C rotavirusa je opisana kao uzro¢nik infekcija u Aziji, Australiji, Evropi,
Centralnoj i Juznoj Americi (45-48). Uglavnom se povezuje sa sporadi¢nim slucajevima
gastroenteritisa, ali su opisane i epidemije uzrokovane virusima iz ove grupe (49,50).

Tri tipa rotavirusnih Cestica mogu se prepoznati pod elektronskim mikroskopom: 1.
Kompletna infektivna Cestica ili troslojna cestica (TLP), 2. Dvoslojna Cestica (DLP) 1 3. Jezgro ili
jednoslojna Cestica (39). Virusni genom, dvolan¢ana RNK, sastavljen od 11 segmenata, ukoliko je
deproteinizovan (izolovana samo RNK) nije infektivan. To ukazuje na ¢injenicu da rotavirusi imaju
sopstvenu RNK-zavisnu RNK polimerazu (VP1), koja prepisuje pojedinacne RNK segmente u
aktivnu informacionu RNK (iRNK) (52). Virusni genom kodira sintezu 6 strukturnih proteina (VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 i VP7), koji grade virion, kao i 6 nestrukturnih proteine (NSP1, NSP2, NSP3,
NSP4, NSPS5, NSP6). Nestrukturni proteini imaju ulogu u razli¢itim virusnim procesima,
ukljucujuéi transport iIRNK do mesta replikacije, kao 1 ulogu u samoj replikaciji genoma,
sastavljanju virusne Cestice i stimulaciji ekspresije virusnih gena. Svaki od 11 genskih segmenata
kodira sintezu po jednog proteina, osim segmenta 11, koji kodira sintezu dva razli¢ita nestrukturna
proteina (NSP5 1 NSP6) (39). Unutrasnji proteinski sloj viriona je formiran od proteina jezgra VP2
(53). Vezani sa unutrasnjom stranom VP2 sloja su dva proteina: virusna RNA-zavisna RNA
polimeraza (VP1) 1 enzim VP3, koji katalizuje procese, koji omogucavaju stabilizaciju i sazrevanje
iRNK sposobne za sintezu proteina (engl. ,,mRNA capping”) (54,55). Zajedno, VP1, VP2, VP3 i
dvolan¢ana RNK (genom) formiraju virionsko jezgro. Jezgro je okruzeno proteinom VP6, koji ¢ini

jedinu komponentu srediSnjeg proteinskog sloja (dvoslojna rotavirusna Cestica - DLP). Spoljasnji



proteinski sloj viriona sastoji se uglavnhom od VP7 glikoproteina. Iz spoljasnjeg sloja $trée Siljci,
napravljeni od proteina VP4. Cepanje VP4 S§ijka od strane tripsinu-sli¢nih proteaza, otkriva
konformacijskim promenama dva polipeptida, VP8* 1 VP5* koji imaju ulogu u adherenciji za ¢eiju
domacina (56). U zarazenom domacinu, intestinalne proteaze, koje su sli¢ne tripsinu, rasturaju VP4,

stimuliSu interakciju virusa sa ¢elijom 1 naknadno prodiranje virusa u osetljive intestinalne

enterocite.
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Slika 1. Struktura rotavirusa (A) Prikaz 11 segmenata dvolancane RNK na poliakrilamid gelu (B) Struktura
rotavirusne troslojne Cestice (TLP) (C) Presecena TLP Cestica sa prikazom unutrasnjih slojeva (D)
Sematski prikaz organizacije genoma, gde su segmenti genoma predstavijeni kao invertovane

konicne spirale oko transkripcionih enzima unutar VP2 sloja (zeleno) (E i F) Model dvoslojne

rotavirusne Cestice (DLP) tokom transkripcije (adaptirano prema referenci 51)

NSP4 je, nakon ispitivanja 1 njegovog dokazivanja u uzorcima tec¢nih stolica
eksperimentalno inficiranih Zivotinja sa dijarejom i njegovog odsustva u stolicama eksperimentalnih
zivotinja bez dijareje, oznacen kao specifi¢an enterotoksin, po prvi put dokazan kod virusa. Tako je
potvrdena njegova uloga u razvoju dijareje kod osoba inficiranih rotavirusom. NSP4, kao prvi

virusni enterotoksin, oslobada se na bazalnom polu inficiranih ¢elija, dovodec¢i do razvoja dijareje
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kod inficirane osobe, mada su promene na enterocitima skoro morfoloski nevidljive. Medutim, u
patogenezi rotavirusnih infekcija potvrdeno je i da crevne resice enterocita imaju poremecaj u
lu¢enju enzima koji razgraduju saharozu, laktozu i druge disaharide, kao i oligosaharide iz hrane,
Sto dovodi do pojave tecnih stolica. Uz gubitak disaharida i smanjenje apsorpcije glukoze i D-
ksiloze, iz organizma se gube bikarbonati i voda, $to dovodi do dehidratacije. Dolazi i do
poremecaja ravnoteze elektrolita (Na*, K*, Ca*"), a NSP4 deluje na ¢elije digestivnog trakta i tako

Sto povecéava sekreciju Cl (52,57).

Tabela 2. Strukturni i nestrukturni proteini rotavirusa

RNK segment ) . -
(gen koji kodira | Protein Lokacija Funkcija
sintezu)
RNK zavisna RNK polimeraza (RdRp),
1 VP1 Jezgro vezuje jednolan¢anu RNK, formira
kompleks sa VP3
2 VP2 Jezaro StimuliSe replikaciju virusne RNK,
g neophodna za aktivnhost RdRp
Guanililtransferaza, vezuje
3 VP3 Jezgro jednolané¢anu RNK, formira kompleks
sa VP1
4 VP4 Spoljasnji sloj Vezivanje za Celiju, P tip
kapsida neutralizacionog Ag, virulencija
5 NSP1 [ Nestrukturni Vezuje 5' kraj virusne RNK
6 VP6 Srednji sloj Antigen specifi¢an za vrstu, neophodan
kapsida za transkripciju
7 NSP3 Nestrukturni Pojacava aktivnost virusne iRNK,
inhibira celularnu sintezu proteina
8 NSP2 Nestrukturni NTPaza, esencijalan za formiranje
viroplazme, vezuje RNK
9 VP7 Spoljasnji sloj . . . .
kapsida G tip neutralizacionog Ag, glikoprotein
Enterotoksin, virulencija, moduliSe
10 NSP4 Veéinom intracelijsku koli¢inu Ca** i RNK
nestrukturni replikaciju, intraéelijski receptor za
DLP tokom replikacije
11 NSP5 Nestrukturni | Vezuje RNK, esencijalan za formiranje
viroplazme, interakcija sa VP2
11 NSP6 Nestrukturni Lokalizovan u viroplazmi, interakcija
sa NSP5
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2.1.2. Replikacija rotavirusa

Rotavirusni replikacioni ciklus obuvata:
1) vezivanje virusa za ¢eliju domacina, posredovano VP4 1 VP7 proteinima,
2) penetraciju i dekapsidaciju,
3) sintezu pozitivnog lanca jednolanc¢ane RNK (iRNK), posredovano VP1, VP3 i VP2,
4) formiranje viroplazme, pakovanje i replikaciju dvolanc¢ane RNK, kao i formiranje dvoslojnih
cestica (DLP),
5) sazrevanje virusne Cestice (stvaranje troslojne Cestice - TLP) i oslobadanje iz ¢elije domacina

(52).

|

Endozom

/ Translacija

VP1/VP3

g
r sz\ J DLP
O _

formiranje DLP / o\_/\_/-o
@ Viroplazma

RNK (r/ ~— Transkripcija

Slika 2. Sema rotavirusnog replikacionog ciklusa (adaptirano prema referenci 58)

Efikasna replikacija zahteva cepanje VP4 proteinskog Siljka spoljaSnjeg kapsida, Sto
omogucava da dode do konformacijske promene (pojave VP8* i VP5*) da bi virus mogao da
reaguje sa celijskim receptorima. Virus ulazi u ¢eliju receptorski-posredovanom endocitozom i
formira vezikulu - endozom. Proteini spoljasnjeg sloja kapsida (VP7 i VP4) dovode do poremecaja
u membrani endozoma, Sto izaziva promenu u koncentraciji kalcijuma. Uklanjanje spoljasnjeg
kapsidnog VP7 sloja, izazvano niskim koli¢inama kalcijuma u endozomu, rezultira oslobadanjem
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transkripciono aktivnih dvoslojnih c¢estica (DLP) u citoplazmu. Dolazi do stvaranja virusne
informacione RNK (iRNK), koja sluzi za translaciju proteina i kao Sablon za replikaciju RNK
genoma. U specijalizovanim strukturama nazvanim viroplazma, kojima su potrebne komponente
lipidnih kapljica za formiranje, dolazi do akumulacije stvorenih proteina i replikacije genoma.
Viroplazma se formira oko ¢elijskog jedra ve¢ dva sata nakon virusne infekcije, a sastoji se od tzv.
,virusnih fabrika”, koje se smatra da su napravljene od dva virusna nestrukturna proteina: NSP5 i
NSP2. U viropazmi se odvija pakovanje genoma u novoformirane dvoslojne cestice (DLP).
Sklapanje troslojnih Cestica (TLP) se odvija u endoplazmatskom retikulumu. Novoformirane DLP
se vezuju za NSP4, koji sluzi kao intracelularni receptor endoplazmatskog retikuluma 1 ulaze u
endoplazmatski retikulum, gde dolazi do pupljenja Cestica. Tokom ovog procesa, zapazaju se
tranzijentne (privremene) Cestice sa omotacem. Formiranjem proteinia VP4 i VP7 spoljasnjeg
kapsida, privremeni omotac se gubi i dolazi do sazrevanja u troslojne Cestice (TLP). Novostvoreni
virioni se oslobadaju kroz lizu ¢elije. U polarizovanim epitelnim celijama, Cestice se osobadaju

neklasi¢nim mehanizmom vezikularnog transporta (39,52,58). Sve ovo je prikazano na slici 2.

2.1.3. Klasifikacija i raznovrsnost rotavirusa

Razlike u antigenskim karakteristikama i genskim sekvencama omogucavaju dalju
klasifikaciju unutar roda na serogrupe (grupe), podgrupe, serotipove i genotipove. Protein srednjeg
sloja kapsida (VP6) odgovoran je za grupnu i subgrupnu specificnost virusa. Kao §to je receno,
postoji 8 grupa u rodu Rotavirus (A-H) (39). U okviru grupe A rotavirusa mogu se razlikovati 4
podgrupe (SGI, SGII, SGI+II, SG nonl-nonll). Podela je prema reaktivnosti na monoklonalna
antitela, specifi¢na za dve podgrupe (59-62). Serotipovi i genotipovi grupe A rotavirusa se odreduju
na osnovu specii¢nosti dva proteina spoljaSnjeg sloja kapsida (VP7 i VP4). Ova dva virusna
proteina, kao antigeni, izazivaju produkciju specifi¢énih neutraliSu¢ih antitela u organizmu
domacina. VP7 antigen odreduje G (glikoprotein) serotipove i genotipove, dok VP4 antigen
odreduje P (proteaza-osetljive) serotipove i genotipove. Upotreba termina serotip i genotip zavisi od
koriS¢ene dijagnosticke metode (seroloSke reakcije sa monoklonalnim antitelima za serotipove, ili
molekularne tehnike za genotipove) (39). Prema dosadasnjim podacima, rotavirusi grupe A ljudi i
zivotinja su podeljeni u 27 G 1 37 P genotipova na osnovu razlika u njihovim VP7 1 VP4 genskim
sekvencama (39,63,64). Kod inficiranih ljudi do sada su potvrdeni 12 G i 15 P genotipova (39,64).

Geni koji kodiraju VP7 i VP4 proteine se nezavisno odvajaju i dovode do velikog broja G-P
kombinacija. Razne studije pokazuju postojanje vise od 70 razli¢itih G-P kombinacija. Medutim,

Sirom sveta oko 74% rotavirusnih infekcija, pracenih dijarejom, imaju genotipske kombinacije
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G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] ili GIP[8] (58,65,66). Pored uobicajenih tipova, veliki broj
epidemioloskih istrazivanja ukazali su na postojanje i mnogih retkih i neuobcajenih tipova kod
ljudi. Smatra se da je evolucija rotavirusa rezultat Cetiri mehanizma: 1) tackaste mutacije
(akumulacijom nastaju genetski driftovi — najées¢e su promene u neutralizuju¢im antigenima), 2)
rekombinacija gena tokom koinfekcije dva razlicita humana virusa u zajednickom domacinu
(antigenski Sift — ¢e$¢i medu Clanovima iste genogrupe, ali je moguca razmena gena i medu
¢lanovima razli¢itih genogrupa), 3) prenoSenje celog Zzivotinjskog virusa ili njegovog genskog
segmenta na ljude (zabeleZeni su slu¢ajevi infekcija kod ljudi, koji su bili u bliskom kontaktu sa
Zivotinjama, izazvani neuobicajenim govedim ili svinjskim tipovima ili tokom koinfekcije u coveku
rekombinacija humanih i Zivotinjskih tipova) i 4) rearanziranje gena u genomu, koji pre svega
kodiraju nestrukturne proteine (delecija, duplikacija, insercija). Svi ovi mehanizmi mogu da se
odvijaju pojedinacno ili u kombinaciji jedni sa drugima, $to dovodi do velike raznovrsnosti

rotavirusa (1,58).

(A)
Rekombinant 1 Rekombinant 2
(B)
Svinja
Prenos medu vrstama Govedo
___________________ >
1
1
: Direktan
I svinja—-c¢ovek prenos
v

VA

o

Slika 3. Mehanizmi evolucije rotavirusa (adaptirano prema referenci 58)
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2.1.4. Otpornost rotavirusa

Rotavirus je veoma otporan u spoljnoj sredini i ne unistava ga postupak dezinfekcije, koji se
koristi za uniStavanje bakterija. Stabilan je na razli¢itim vrednostima pH (od 3 do 11). Dakle,
otporan je i u kiseloj i u alkalnoj sredini. Virus moze da opstane ¢ak 32 dana na niskim
temperaturama (od 4°C do -20°C). Moze da izdrZi 6 ciklusa naizmeninog smrzavanja i otapanja.

Stabilan je do 4 dana na 37°C van Zive éelije, ali se brzo inaktivise na 56°C (26).
2.1.5. Klinicka slika bolesti i epidemioloske karakteristike rotavirusne infekcije

Rotavirus najcesce izaziva infekcije kod odojcadi i male dece. Procenjuje se da broj smrtnih
slucajeva u svetu iznosi 500 hiljada godiSnje. Posle uvodenja vakcine protiv rotavirusa 2006.
godine, opao je broj obolelih i smrtnih slu¢ajeva u SAD-u (67).

Infektivne doze virusa su niske (10 do 100 virusnih partikula), a viruse izlucuju osobe koje
imaju i simptomatski i asimptomatski oblik bolesti. Inkubacija traje od 24h do 72h. Posle
inkubacije, dominantan simptom su vodenaste stolice, praene povrac¢anjem, bolovima u stomaku i
poviSenom teperaturom. Ako je bolest tezeg oblika, moze do¢i do dehidratacije, hipovolemijskog
Soka, pa i smrti, ukoliko se ne nadoknadi izgubljena te¢nost i elektroliti (39,64). Bolest obi¢no traje
3 do 7 dana, ali kod tezih oblika bolesti moze da traje do 14 dana. Otprilike 5 dana pre simptoma
bolesti virus poinje da se izlu¢uje u stolici u velikoj koli¢ini (10* u g stolice) i to traje nekoliko
dana poSto simptomi prestanu. Obi¢no najveca koli€ina virusa se izlucuje treCeg dana bolesti, a
posle sedmog dana pocinje da se smanjuje koli¢ina virusa. Medutim, opisani su slucajevi kod
odojcadi 1 male dece mlade od 5 godina da se virus izluc¢ivao u stolici 1 nekoliko nedelja posle
bolesti. Obicno, §to je bio tezi oblik bolesti, to ¢e i duZe trajati izlu€ivanje virusa u stolici (64,68).
Nedavna istraZivanja su pokazala da se rotavirusne infekcije mogu $iriti izvan creva, §to dovodi do
nastanka antigenemije i viremije (69,70). Klinicki znacaj rotavirusnog ekstraintestinalnog Sirenja
nije sasvim jasan, iako postoji veci broj izvestaja, koji ukazuju na njegovu povezanost sa bolestima
drugih simptomatologija. Najzastupljeniji su izveStaji o rotavirusnoj infekciji, koja utice na
centralni nervni sistem, $to moZe da dovede do nastanka konvulzija, asepticnog meningitisa i
encefalitisa (71,72).

Virus moZe biti unet preko kontaminiranih ruku, pribora, posuda ili kontaminirane hrane 1i
vode. Prenosi se najcesce direktno fekalno-oralnim putem. Inficirani radnici, koji rade sa hranom,
mogu kontaminirati hranu (64). Hrana kojom se obi¢no prenosi virus je ona koja ne zahteva

termicku obradu (salate, voce, predjela). Infekcije mogu da nastanu i1 u decijim kolektivima. U
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podruc¢jima sa umerenom klimom obi¢no su ¢esce infekcije u jesen i zimu, a u tropskim predelima
javljaju se cele godine (64,73-75). Sezonsko javljanje u zemljama sa umerenom klimom verovatno
proizilazi iz nepovoljnih uslova za prenos rotavirusa u letnjim mesecima, kao S§to su vise
temperature (otezavaju prezivljavanje virusa u zivotnoj sredini), visoka relativna vlaznost i reda
pojava brzog Sirenja u porodicama i zajednicama (75).

Najosetljivija na bolest su deca od 3 meseca do 3 godine, kao i prevremeno rodena deca.
Bolest moze da se javlja i kod starijih osoba. Tada su najtezi simptomi kod obolelih sa hroni¢nim
bolestima i kod imunodeficitarnih osoba (67,76).

Prva infekcija rotavirusom, naroCito ako se javi posle tri meseca zivota, po pravilu je
najteza. Moguénost ponovne infekcije istim serotipom objasnjava se kratkotrajnim prisustvom
sekretornih IgA antitela (Cesto je to manje od godinu dana). Ukoliko se infekcija ponovi, najcesce
proti¢e sa blazom simptomatologijom. To se pripisuje ulozi memorijskih T-limfocita. Smatra se da
ovo donekle pomaze nastanku imuniteta (33,67).

Za povoljan tok i ishod bolesti bitno je da se §to pre postavi dijagnoza, kao i da se primene
terapijske mere. To je nadoknada teCnosti, davanje cinka, ali i nastavak dojenja, tj. hranjenja
obolelog deteta. Teoretski je moguca i1 pasivna — veStatka imunizacija, pri ¢emu se oralno daju
specificna antitela. Ova metoda se ipak ne primenjuje rutinski, mada ima navoda da skracuje

trajanje bolesti (33).

2.1.6. Vakcinacija protiv rotavirusa

SZO navodi da primenjene op$te mere zaStite protiv infekcije rotavirusom nemaju uvek
efikasano delovanje, pa se istice da je za primarnu prevenciju znacajna vakcinacija. Preporucuje se
da vakcina protiv rotavirusa bude ukljuena u program imunizacije, posebno u nerazvijenim
zemljama. U naSoj zemlji ova vakcina ne spada u obavezne, a ni u preporuc¢ene vakcine. Naime, od
rotavirusne infekcije, koja nije naro€ito Cesta kod nas, nema umiranja obolelih, a cena vakcine je
vrlo visoka (33).

U S$iroj upotrebi u svetu su dve vrste vakcina protiv rotavirusa. Za pravljenje obe Koriste se
Vero kulture ¢elija. RV5 (RotaTeq) je rekombinantna vakcina, sastavljena od pet humanih i bovinih
sojeva rotavirusa. Bovini sojevi imaju ulogu da vrSe ekspresiju humanih serotipova. Vakcina se
isporucuje u obliku suspenzije u puferskom rastvoru od 2ml, a daje se u tri doze. Druga vakcina
RV1 (Rotarix) sazdrzi atenuisani soj rotavirusa humanog porekla. Sastoji se od liofilizovanog praha
(1ml), ili od ve¢ pripremljenog rastvora (1,5ml). Daje se u dve doze. Vakcine se ne Cuvaju u

zamrzivacu, nego u obi¢nom frizideru. Daju se odmah po vadenju iz frizidera (vakcina RVY), ili u
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roku od 24 sata od rastvaranja (vakcina RV1). Obe vakcine se daju oralno. Primenjuju se dve ili tri
doze, zavisno od uputstva i to pocev od navrSenog drugog meseca zivota. U podru¢jima gde je
visok rizik, vakcina se moze dati i posle Seste nedelje od rodenja. Razmak izmedu doza je 1-2
meseca, Sto nije striktno zacrtano, ali sve mora da bude uklopljeno u naznaene vremenske granice.
Gornja granica za prvu dozu je oko 14 nedelja do 32 nedelje, ili 8 meseci do 24 meseca. Podatak o
gastrointestinalnim tegobama nije razlog da se ne zapocne ili da se ne dovrsi vakcinacija. Efekti
vakcinacije, imunitet posle date vakcine (obi¢no traje jednu do dve sezone), kao i moguca nezeljena
dejstva (koja nisu velika), sve su to faktori koji se jo§ uvek uporeduju sa krajnjim efektom
vakcinacije. Vakcina se ipak preporucuje, posebno u zemljama sa visokom ucestaloS¢u
gastrointestinalnog sindroma kod novorodenc¢adi i male dece (33,67).

Vakcina, koja nije vise u upotrebi, bila je povezana sa intestinalnom invaginacijom kao
komplikacijom, dok je kod danas koriS¢enih vakcina taj rizik sveden na minimum, a efekti
vakcinacije se isticu kao pozitivni (33). Za ostale virusne uzro¢nike gastrointestinalnog sindroma
vakcine za sada jo$ nisu napravljene.

Dijagnoza rotavirusne infekcije moze da se postavlja na osnovu imunoenzimskog testa
(ELISA - engl. Enzyme-linked immunosorbent assay) i testa latex-aglutinacije za dokazivanje
virusnih antigena, ali mnogo osetljivije dijagnosticke metode, za utvrdivanje prisustva virusa u
uzorku, su elektronska i imunoelektronska mikroskopija kao i RT-PCR test (reverzna transkripcija
PCR test). Rotavirus se u uzorcima hrane i vode dokazuje RT-PCR testom, zbog preciznosti i brzog
izvodenja ovog testa (77,78). Moguce je i kultivisanje rotavirusa u nekim primarnim kuturama
¢elija, kao 1 u kontinuiranim linijama ¢elijskih kultura (¢elijama bubrega africkog zelenog majmuna
i kontinuiranim linijama ¢elija bubrega Rhesus majmuna — MA104). Medutim, ovaj postupak se ne
koristi u rutinskom radu za dijagnostiku rotavirusa, posto je postupak umnozavanja na kulturi ¢elija

dugotrajan, sloZen i Cesta je pojava kontaminacije (64,77).
2.2. Norovirus
2.2.1. Morfologija i struktura norovirusa
Spada u porodicu Caliciviridae, rod Norovirus (ranije nazvan Norwalk-like virus). Pored
roda Norovirus, u porodici Caliciviridae postoji jo§ Cetiri roda: Sapovirus, Lagovirus, Nebovirus i

Vesivirus. Pored roda Norovirus, i virusi iz roda Sapovirus (Saporo-like virus), mogu da izazivaju

sli¢na oboljenja kod ljudi, ali znatno rede (79,80).
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Humani norovirus, ranije nazvan Norwalk-like virus, je prvi put identifikovan u uzorcima
stolice prikupljenim tokom epidemije gastroenteritisa u osnovnoj $koli u gradu Norwalk u Ohaju
1968. godine (81). Bolest izazvana ovim virusom opisana je jo§ 1929. godine kao ,,zimska bolest
povracanja*“ zbog sezonskog javjanja i pojave povra¢anja kao dominantnog simptoma kod vecine
obolelih, mada virus tada jos nije bio identifikovan (82).

Norovirus (NoV) predstavlja malu virusnu ¢esticu (veli¢ine 35-40 nm) sa ikozaedarnom
(kubi¢nom) simetrijom. Virus nema drugi omota¢ osim kapsida, zbog ¢ega je otporan u spoljnoj
sredini (30). Pod elektronskim mikroskopom ovaj mali okrugli virus li¢i na ¢aSicu sa 32 udubljenja
na povrsini, po ¢emu je i dobio ime (calyx na grckom znaci ¢aSa). Genom ¢ini pozitivan lanac
jednolan¢ane RNK, veli¢ine oko 7.6 kilobaza (kb). Kraj 5° genomske RNK je kovalentno vezan za
virusno-kodirani protein, poznat kao VPg, dok je 3’ kraj poliadenilovan. Genom se sastoji iz tri
otvorena okvira za ¢itanje (ORF- engl. Open reading frame), sa izuzetkom misijeg norovirusa, koji
ima cetvrti alternativni ORF. ORF1, ORF2 1 ORF3 kodiraju sintezu 8 virusnih proteina. ORF1
kodira sintezu velikog poliproteina, koji se tokom translacije i nakon njenog zavrSetka cepa
dejstvom proteaze (NS6) na Sest zrelih nestrukturnih proteina, ukljucujuci i NS6. Ostali nestrukturni
proteini, koji nastaju su: p48 (NS1/2), p4l (nukleozid trifosfataza-NS3), p22 (NS4), VPg (NS5) i
RNK zavisna RNK polimeraza (NS7 - RdRp - engl. RNA-dependent RNA polymerase). ORF2 i
ORF3 iz subgenomske RNK, stvorene tokom virusne replikacije, kodiraju kapsidne proteine. ORF2
kodira glavni protein kapsida VP1, dok ORF3 kodira mali strukturni protein kapsida VP2.
Subgenomska RNA je identi¢na sa poslednjih 2.4 kilobaza genoma i takode na njenom 5’ kraju

kovalentno je vezan VPg, dok je 3’ kraj poliadenilovan (79,80,83).

Genomska RNK ORF 1 ORF 2 ORF 3
- ViVAVAVAVAV, VAV sVAVAVAV sV VsV s VsVaVAVAVAVAY sV WAL
p48 NTPase p22 VPg Pro Pol VP1 VP2

Slika 4. Organizacija genoma humanog norovirusa (adaptirano prema referenci 80)

Devedeset dimera VP1 proteina rasporedeni su tako da formiraju ikozaedarni virion (slika
5). Ovaj kapsidni protein ima nekoliko domena, ukljuuju¢i domen N okrenut prema unutrasnjosti
kapsida, zatim S domen, koji uéestvuje u formiranju ikozaedarne ljuske, kao i P domen, koji
formira izbo€ine na povrSini viriona. P domen se sastoji iz dva subdomena P1 1 P2. Za
hipervarijabilni region P2 domena se smatra da ima vaznu ulogu u vezivanju za receptore ¢elije, kao
i u imunoloskoj reaktivnosti. Verovatno je odgovoran za interakciju sa antigenima
tkivno/krvnogrupnog sistema ABO, koji uti¢u na osetjivost osobe na norovirusne infekcije. VP2

protein je mali strukturni protein, prisutan u jednoj ili dve kopije po virionu. Pokazuje veliku
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varijabilnost sekvenci kod razli¢itih sojeva. Smatra se da je njegova uloga tokom replikacije u
pakovanju genoma (84).
180 molekula (90 dimera) VP1

v L
i ;, ”.'_--. 2
BT P e P2
# v e
g ¥ .
; p1 C
- S

Slika 5. Struktura kapsida norovirusa (adaptirano prema referenci 85)

Jedna od najvaznijih prepreka u proucavanju norovirusa je nemogucénost njegove kultivacije
u kulturi ¢elija i nedostatak malog Zivotinjskog modela, slicnog ¢oveku po osobinama i reagovanju,
na kome bi se mogao ispitivati humani norovirus. Cestice sliéne virusima (VLP) kod norovirusa su
se pojavile kao surogat sistem za indirektno prouc¢avanje mnogih aspekata norovirusne biologije.
VLP cestice se sastoje od vise kopija norovirusnog kapsidnog proteina (VP1), koje se sastavljaju u
prazne kapside. Ove Cestice strukturno i antigenski oponasaju virus, osim §to ne sadrze RNK, pa
zato nisu infektivne (84). S obzirom na to da se humani norovirusi ne mogu umnozavati u kulturi
¢elija, postoje brojni izazovi za moguce nacine pravljenja vakcine, koja bi sprecila nastanak bolesti.
Dobijanje norovirusnih €estica sli¢nih virusu (VLP) omoguc¢ilo je znacajan napredak u mogucnosti

buduéeg dobijanja vakcine (86).

2.2.2. Replikacija norovirusa

Norovirusni replikacioni ciklus zapoc€inje vezivanjem virusa za ¢eliju, njegovim ulaskom u
¢eliju 1 dekapsidacijom (oslobadanjem od omotaca). Sve to se odvija preko direktne interakcije
virusnih antigena na VP1 sa ¢elijskim receptorima - ugljenim hidratima, glikolipidima i proteinima
na povrsini ciljnih ¢elija (antigenima tkivno/krvnogrupnog sistema domacina). Nakon ulaska virusa
u ¢eliju, u citoplazmi Celije pozitivni lanac jednolanc¢ane virusne RNK se ponasa kao iRNK. Dolazi
do interakcije izmedu VPg na 5 kraju virusnog genoma sa celijskim faktorima, koji zapoc€inju
translaciju i aktivacije ribozoma. ORF1 deo genoma kodira sintezu poliproteina, koji se tokom
translacije i nakon njenog zavrSetka cepa dejstvom proteaze (NS6) na Sest zrelih nestrukturnih

proteina (p48, p4l, p22, VPg, proteazu i RNK zavisnu RNK polimerazu). Novosintetisani virusni
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proteini stvaraju replikacioni kompleks, u kome se odvija umnozavanje RNK. Replikacija gena se
odvija preko intermedijera - negativnog lanca RNK, koji sluzi kao $ablon za sintezu nove genomske
i subgenomske RNK, dejstvom virusne RNK zavisne RNK polimeraze (RdRp). Subgenomska
RNK, koja sadrzi samo ORF2 i ORF3, koristi se za produkciju kapsidnih proteina VP1 i VP2,
UmnoZeni genomi se dalje koriste za translaciju (unutar replikacionog kompleksa,) ili se pakuju u
kapsid (VP1), stvaraju¢i nove virione. Stvoreni virioni, zatim napustaju ¢eliju, a sam mehanizam

izlaska iz ¢elije za sada nije sasvim objasnjen (slika 6) (83,87).

Genomska (+)RNK
ORF1

NTPase ] p22 I VPg [

Po | RdRp |

Celija domacina
1 (2) Ulazak u ¢eliju
" Dekapsidacija i demontiranje
T |
(4) Translacija ® (fReradanie)
(+)RNK
Ribozom VP2
domacina VP1
| p48 | NiPase |[p22|VPg| Pro | RdRp | (6) Replikacija
Pro :
@ Posttr?nslamono (+)RNK
cepanje “————— (JRNK
pas 22 \ l
NTPase VPg RdRp (+)RNK
Pro (-)RNK
Genomska
(7) Formiranje kapsida (+)RNK
\ Subgenomska
VPl (+)RNK

Slika 6. Sematski prikaz Zivotnog ciklusa norovirusa (adaptirano prema referenci 87)
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2.2.3. Klasifikacija i raznovrsnost norovirusa

Na osnovu razlike u sekvenci aminokiselina kapsidnog proteina VP1, mogu se izdvojiti 6
genogrupa norovirusa (GI, GII, GIII, GIV, GV, GVI) i vise od 40 genotipova (80). Najvaznije za
ljude su GI (9 genotipova), GII (18 od 21 genotipa) i GIV (1 od 2 genotipa), koji mogu da inficiraju
ljude. Genogrupa III moze inficirati goveda, genogrupa V glodare, a genogrupa VI pse (slika 7)
(88).

I s

GV: Misiji

Gll: Humani i svinjski

Gll.2 Gll.18 GIL.19
GIL5 GIL6 Gll.11
GIL.10
GlIl.16 GlL.3
Gl Gll.15
Gll.12
Gll.19
GIl.13
GIl.17
GlL.8
GIL9 G 14
GIL.7
Y Gll.20 Gl: Humani
P ==l i £F S \
,/ \ GllI: Govedi
GVI.2 GVIL1 )
N / \
S o ]
GVI: Pseéi - N GliL.3 /
7~
GIV: Humani i lavlji NS vy 2

Slika 7. Genetska klasifikacija norovirusa (adaptirano prema referenci 88)

Velika raznovrsnost genotipova pripisuje se podjednako akumulaciji tackastih mutacija,
nastalih usled greSaka tokom RNK replikacije, kao 1 pojavi rekombinacije izmedu dva srodna
virusa. Uprkos ovoj raznolikosti, poslednjih godina samo je mali broj tipova bio uzro¢nik
epidemija. (85). Najdominantniji norovirusni genotip, koji je veéinom bio uzro¢nik epidemija je
genotip 4 iz genogrupe II (GIL.4). Ispitivanja pokazuju da je ovaj genotip bio uzro¢nik kod oko 60-
90% prijavljenih sluc¢ajeva norovirusnog gastroenteritisa. Istrazivanja koja su se bavila nadzorom
nad norovirusom u razli¢itim zemjama, pokazala su da kod GIL.4 genotipa Cesto dolazi do pojave
novih antigentskih varijanti, Sto ukazuje da imunoloski pritisak populacije utice na evoluciju

norovirusa. Vazno je naglasiti da se pojava i Sirenje novih varijanti ovog specificnog genotipa
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poklapala sa povecanjem broja prijavljenih norovirusnih epidemija. Od 1995. godine, Sest
antigenski razli¢itih varijanti GI1.4 je dovelo do pojava pandemija: SAD 1995/96, Farmington Hills
2002, Hunter 2004, Den Haag 2006b, Nju Orleans 2009 i Sidnej 2012. Razlog zaSto bas varijante
GI1.4 izazivaju velike epidemije, pa i pandemije nije u potpunosti jasan, ali istraZivanja sugeriSu da
bi to moglo biti zbog jedne ili kombinacije vise slede¢ih razloga: zbog vece bioloske adaptivnosti,
zbog moguénosti vezivanja za veliki broj razli€itih celijskih receptora, zbog brze replikacije i
pojave ucestalih mutacija, kao i zbog toga $to izazivaju izlucivanje vece koli¢ine virusa kod
zarazenih pacijenata (85,87,89).

U periodu 2014/2015. godine novi genotip norovirusa GII.17 se pojavio kao glavni uzro¢nik
epidemija gastroenteritisa u Kini i Japanu. Poznato je da norovirusi GII.17 genotipa cirkulisu medu
ljudima oko 37 godina i sporadi¢no su detektovani kao uzrocnici u Africi, Aziji, Evropi, Severnoj i
Juznoj Americi. U zimu 2014. godine genetski sliéni GII.17 virusi u potpunosti su zamenili
prethodno dominantan GIl.4 u pojedinim delovima Azije. Od tada GII.17 genotip je poceo da se
ucestalije javlja i u drugim delovima sveta: u Australiji, Novom Zelandu, Brazilu, Meksiku, SAD-u,
Kanadi, Rusiji, Francuskoj, Holandiji, pa i u zemljama u naSem okruZenju kao $to su Italija,
Rumunija, Madarska 1 Slovenija. Nova GII.17 varijanta norovirusa, nazvana Kawasaki 2014, je
filogenetski razli¢ita od prethodne GII.17 varijante. Moguce je da je ova nova varijanta GII.17

stekla jaci epidemijski kapacitet, odnosno, da ima vecu biolosku adaptivnost (90,91).

2.2.4. Otpornost norovirusa

Norovirus je vrlo otporan na promene temperature tako da moze da izdrzi temperaturu od
60°C tokom 30 minuta, a stabilan je i na niskim temperaturama (-70°C). Otporan je na dejstvo etra,

hlora, deterdzenata, kao i1 na susSenje. Podnosi pH 2,7 do 3 sata (29).

2.2.5. Klinicka slika bolesti i epidemioloSke karakteristike norovirusne infekcije

Smatra se da je 60-85% svih epidemija gastroenteritisa uzrokovano norovirusom, posebno
na teritoriji SAD, Evropskih drZava i Japana (92,93). Za zemlje severne hemisfere, norovirusne
epidemije i1 pojedinacni sluCajevi akutnog gastroenteritisa pokazuju sezonsko pojavljivanje,
uglavnom tokom zimskih meseci (26,93,94).

Norovirus se prenosi direktnim kontaktom (fekalno-oralnim putem), hranom, vodom,
aerosolom kod povracanja, kao i kuhinjskim povrsinama, koje su kontaminirane (85). Koncentracija
dezinfekcionih sredstava, koja se koriste protiv bakterija, nije dovoljna za eliminaciju i inaktivaciju
norovirusa (26).
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Ovaj virus je jedan od najznacajnijih uzrocnika gastroenterokolitisa Sirom sveta. U SAD-u,
gde spada u najceSc¢e uzrocnike dijarealnog sindroma, navedeno je da izaziva 26% hospitalizacija
(radi se o tezim oblicima bolesti) i 11% smrtnih slucajeva, nakon gastroenterokolitisa izazvanih
kontaminiranom hranom (93). Prema podacima Centra za prevenciju i kontrolu bolesti (CDC)
norovirusi su uzrocnici u 58% svih oboljenja izazvanih hranom (salata, voce, termicki neobradena
hrana i Skoljke), kao i zagadenom vodom. To su naj¢es¢i uzroci nastanka infekcija (95).

Infektivne doze virusa su niske (1 do 10 virusnih partikula), a viruse izlucuju i simptomatski
i asimptomatski oboleli. Bolest nastaje najces¢e 24 do 48h, posle konzumiranja zarazene vode i
hrane. Pocinje povracanjem, koje je vrlo izraZzeno. Pored povracanja, koje je eksplozivno, postoji
muka, gréevi i vodenaste stolice, koje nisu krvave. MozZe postojati temperatura, jeza, glavobolja i
bolovi u miSi¢ima. Teza klinicka slika sa dehidratacijom je Cesta kod dece, starih, imunodeficitarnih
1 hroni¢nih bolesnika. Oko 30% inficiranih norovirusom ne moraju da imaju nikakve simptome, ali
izbacuju velik broj virusa u stolici, pa se tako §iri infekcija. Simptomi obi¢no traju oko 2 dana. Kod
tezih bolesnika i imunodeficitarnih osoba bolest traje duze i oporavak je postepen (26).

Hrana moze da se kontaminira prilikom gajenja, zalivanja, dubrenja, zatim kontaminiranom
vodom 1 otpadnim materijalom. Infekcija moze da nastane unoSenjem hrane koja se termicki ne
obraduje, a zagadena je od ljudi koji je spremaju (Cesto u restoranima, hotelima, Skolama,
bolnicama, kampovima, brodovima za krstarenje). Infekcija se prenosi i1 Skoljkama 1 morskim
plodovima, koji se gaje u kontaminiranoj vodi. Zabelezene su pojave epidemija posle elementarnih
nepogoda i poplava (26,80).

Prevalenca genotipova, koji su najées¢i uzrocnici infekceija, razlikuje se u razli¢itim regijama
1 populacijama. Pokazalo se, takode, da se pojedini genotipovi ¢es¢e prenose na odredene nacine.
Tako se genotip GII.4 ¢esée prenosi direktnim kontaktom osobe sa osobom, dok kod nekih drugih
genotipova kao §to su GI.3, GL.6, GL.7, GIL.3, GII.6 1 GII.12 ¢e’¢i je prenos preko kontaminirane
hrane. Genotipovi genogrupe I ¢eS¢e se prenose vodom ili hranom nego Sto je to slucaj kod
genogrupe II. To moze da ukazuje na vecu stabilnost genogrupe I na uticaj faktora spoljasnje
sredine od genogrupe II. Posto norovirus moze da se prilagodi faktorima domacina koji se razlikuju
u zavisnosti od populacije koja je zarazena, kao $to su starost, zdravlje i imunoloski status, razlike u
epidemiologiji genotipova norovirusa u razli¢itim zajednicama mogu verovatno uticati na evoluciju
genotipova (87).

Infekcije ljudi izazvane Zzivotinjskim norovirusima do sada nisu prijavljene, ali postoje
dokazi, koji ukazuju na mogu¢ prenos norovirusa medu razliitim vrstama domacina. Tako su

humani norovirusi otkriveni u stolici svinja, goveda i pasa. Isto tako, serumska antitela protiv
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norovirusa goveda i pasa su otkrivena kod ljudi, i to sa visim titrovima kod veterinara nego u opstoj
populaciji (87).

Ranije se zakljucivalo o bolesti na osnovu klinicke slike (u kojoj dominira povracanje),
trajanja inkubacije i1 trajanja bolesti, kao 1 Cinjenice da nije dokazana bakterijska infekcija (tzv.
»Kaplanovi kriterijumi®) (96). Danas se joS uvek u dijagnostici koristi i serolosko dokazivanje
virusnih antigena (ELISA testom), pri ¢emu je efikasnost ove metode oko 55%. Za dijagnostiku je
bolje koristiti elektronsku mikroskopiju (pri ¢emu u jednom gramu stolice treba da ima bar 10°
virusa da bi on bio identifikovan). ,,Zlatni standard“ u dijagnostici je RT-PCR test (reverzna
transkripcija PCR test), jer se ovim testom moze utvrditi virus, ¢ak i u maloj koli¢ini, a mogu se
razlikovati i genogrupe i genotipovi, Sto ima znacaj u epidemioloskim istrazivanjima nastanka
infekcije (26,97).

Od norovirusa obolevaju svi uzrasti, mada ¢eSce starije osobe, kao i deca starija od 5 godina.
Imunitet, koji ostaje posle prelezane bolesti je kratak i ve¢ za nekoliko meseci moze da nastane
nova infekcija. Takode, zbog velike raznovrsnosti norovirusnih tipova i nedostatka potpunog
unakrsnog imuniteta, ponovljene infekcije norovirusom javljaju se vise puta tokom zivota (85).

Za razliku od rotavirusa, protiv norovirusa ne postoji vakcina u prevenciji nastanka bolesti.
Jedna od najvaznijih prepreka u razvoju norovirusne vakcine je nemogucénost njegove kutivacije u
kulturi ¢elija 1 nedostatak malog Zivotinjskog modela, sli¢nog ¢oveku po osobinama i reagovanju,
na kome bi se mogao ispitivati humani norovirus. Dobijanje norovirusnih Cestica sli¢nih virusu
(VLP) omogucilo je znacajan napredak u dobijanja vakcine protiv norovirusa (86). Kod prvih
napravljenih norovirusnih vakcina zavrSene su faze I i II klinic¢kih ispitivanja. Ove vakcine se
zasnivaju na VLP-ovima genotipa GI.1 ili, u slu¢aju bivalentne vakcine, sadrze VLP-ove i genotipa
GlL.1 i VLP-ove izvedene na osnovu konsenzusa nekoliko GII.4 varijanti. Klinicka ispitivanja
pokazala su pojavu indukcije imunoloSkog odgovora (stvaranje antitela) bez obzira na nacin
davanja vakcine (intramuskularno, oralno ili intranazalno). U klini¢kom ispitivanju sa zdravim
dobrovoljcima, intramuskularna vakcinacija sa bivalentnim VLP-om nije znafajno smanjila
ucestalost bolesti nakon planiranog kontakta sa GII.4 genotipom norovirusa. Medutim, vakcinacija
je uspela da smanji incidenciju i ozbiljnost povracanja i dijareje. Razvoj vakcine protiv norovirusa
je komplikovan visokim stepenom geneti¢ke raznovrsnosti i visokom stopom antigenske evolucije
norovirusa. Ove komplikacije mogu znaciti da ¢e biti neophodno aZurirati vakcinu svakih 2-3
godine, kao §to je slucaj sa vakcinama protiv gripa, osim ako se ne napravi vakcina koja ¢e biti u
stanju da izazove imunoloSki odgovor u vidu Siroko reaktivnih antitela, efikasnih na nove

antigenske varijante (87).
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1.4. Astrovirus

2.3.1. Morfologija i struktura astrovirusa

Spada u porodicu Astroviridae. Appeton i Higgins su 1975. godine, posmatrajuc¢i pod
elektronskim mikroskopom uzorke stolice dece sa dijarejom i povracanjem, zapazili partikule
veicine 28-30 nm (98). Iste godine, Madeley i Cosgrove koriste termin astrovirus da bi opisali male
okrugle viruse sa karakteristicnim oblikom zvezde (astron na grckom znaci zvezda), koje su nasli u

uzorcima stolica hospitalizovane odojcadi sa gastroenteritisom (99).

Slika 8. Humani astrovirusi iz uzorka stolice posmatran

pod elektronskim mikroskopom (adaptirano prema referenci 100)

Veli¢ina virusne Cestice je 27-30 nm. Ikozaedarne (kubicne) je simetrije. Virus nema drugi
omotac, osim kapsida, zbog ¢ega je otporan u spoljnoj sredini (30). Virusni genom ¢ini pozitivan
lanac jednolanc¢ane RNK veli¢ine oko 6.8 kb, koji se sastoji iz tri otvorena okvira za citanje
(ORF1a, ORF1b i ORF2). Vg protein je kovalentno vezan za 5' kraj, dok je 3’ kraj poliadenilovan.
ORF1la i ORF1b kodiraju nestrukturne proteine: nsP1a i nsP1b, koji predstavlja RNK zavisnu RNK
polimerazu. Nestrukturni proteini ucestvuju u transkripciji 1 replikaciji RNK. Tokom ciklusa
replikacije, u inficiranim ¢elijama se stvara pozitivan lanac jednolancane subgenomske RNK na 3’
kraju genomske RNK (ORF2 region), koji kodira strukturne proteine viriona. ORF2 kodira
strukturni protein VP90. Smatra se da je VP90 protein inicijalno sastavni deo nezrelih viriona.
Celijske kaspaze dodatno cepaju ovaj protein na C-terminalnom kraju, pri ¢emu se dobija virusni
kapsidni protein VP70. Konacno, virusne Cestice, koje sadrze VP70, kada se oslobode iz celija,
bivaju proteoliticki obradene tripsinom, radi povecanja infektivnosti (dobijaju se proteini VP34,

VP27/29 i VP25/26) (slika 9) (100). Obrada VP90 do VP70 pomocu kaspaza zahteva da virusi
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napuste Celije. Izgleda da se ovo oslobadanje Cestica sa VP70 u ekstracelularnu sredinu javlja bez

lize ¢elija. Duzina ORFla, ORF1b i ORF2 razlikuje se kod razli¢itih vrsta astrovirusa. Ove

varijacije u duzini uglavnom su posledica insercija i delecija na 3’ kraju ORF1a. Isto tako, regioni

preklapanja razli¢itih ORF-ova, variraju u zavisnosti od vrste astrovirusa. Ribozomalni signal za

pomeranje okvira za Citanje (RFS), bitan za stvaranje RNK zavisne RNK polimeraze, koju kodira

ORF1b, prisutan je upravo u ovom preklapaju¢em regionu. Preklapanje izmedu ORF1b i ORF2

moze da varira u duzini ili da ne postoji, $to je sluc¢aj kod pacijeg astrovirusa (100,101).
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Slika 9. Organizacija genoma i produkcija proteina kod humanih astrovirusa

(adaptirano prema referenci 100)
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2.3.2. Replikacija astrovirusa

Posle vezivanja za jedan ili viSe Celijskih receptora, ulazak virusa u ¢eliju se odvija preko
klatrin-zavisne endocitoze. Ulazak virusa u ¢eliju zavisi i od pada pH i sazrevanja endozoma, gde se
dekapsidacija virusa odvija. Smatra se da VPg protein na 5’ kraju virusnog genoma ima ulogu u
infektivnosti virusa, jer vrSi aktivaciju Celijskih faktora, koji zapocinju translaciju. Dva glavna
nestrukturna poliproteina, nsPla i nsP1lalb, stvaraju se tokom translacije genomske RNK 1 zatim se
cepaju pod dejstvom virusnih 1 ¢elijskih proteaza, §to dovodi do nastanka zrelih nestrukturnih
proteina (nsP), koji su potrebni za replikaciju genoma. Replikacioni kompleksi se sklapaju u bliskoj
saradnji sa intracelularnim membranama. Smatra se da protein nsPla/4 ili jedan od njegovih
prekursora (Sto bi uklju¢ivalo VPg domen) moze reagovati sa RNK zavisnom RNK polimerazom i
doprineti regulaciji sinteze negativnog lanca RNK, koji sluZi kao $ablon za sintezu nove genomske i
subgenomske RNK. Subgenomska RNK, koja se stvara u velikim koli¢inama, Koriste se za
stvaranje kapsidnih proteina. Strukturni VP90 poliprotein se inicijalno sastavlja u nezrele virione u
saradnji sa intracelularnim membranama. Nekoliko celijskih kaspaza dalje cepa ove VP90
poliproteine, kada se oni odvoje od membrana, $to dovodi do nastanka VP70 nezrelih virusnih
kapsida. Oslobadanje cestica VP70 izgleda se odvija bez lize ¢elija, a virioni sazrevaju

ekstracelularno dejstvom tripsina (slika 10) (100,102).
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Slika 10. Sematski prikaz Zivotnog ciklusa astrovirusa (adaptirano prema referenci 102)

2.3.3. Klasifikacija i raznovrsnost astrovirusa

U pocetku, familiju Astroviridae, na osnovu morfologije viriona, ¢inio je samo jedan rod
Astrovirus (103). Medutim, kasnije su utvrdena dva roda i to na osnovu porekla domacina:
Mamastrovirus (astrovirusi razicitih sisara, pa i ¢oveka) i Aviastrovirus (astrovirusi izolovani iz
ptica). Klasifikacija unutar svakog roda na "virusne vrste" ili "genotipove", zasnovana je na vrsti
domacina, ali 1 na genetskim razlikama u kompletnoj sekvenci kapsida . Do 2008. godine smatralo
se da infekcije kod ljudi izazivaju samo tzv. ,klasi¢ni* humani astrovirusi (HAstV), medu kojima je
bilo 8 serotipova (100). Prvi novi astrovirurusi otkriveni su 2008. godine u uzorcima stolice dece iz
Melburna i nazvani su astrovirusi MLB (HAstV-MLB)(104). Do sada je izolovano nekoliko ovih
virusa (MLB1, MLB2, MLB3) iz uzoraka stolice dece iz Australije, Amerike, Indije, Meksika,
Turske, Egipta, Kine i Evrope (104-107). U 2009. godini druga grupa humanih astrovirusa je
otkrivena u uzorcima stolice dece sa dijarejom iz Virdzinije (VA) i iz Nigerije, Pakistana i Nepala

(HMO - skracenica za ljude, kune i ovce, jer su virusi sliéni virusima kod ovih domacina)
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(108,109). Do sada su 4 VA/HMO astrovirusa opisana i to u Nigeriji, Pakistanu, Nepalu, Americi,
Egiptu i Kini, ali oni nisu izolovani u Evropi (100,108-110).
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genogrupa |
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Slika 11. Filogenetsko stablo porodice Astroviridae (adaptirano prema referenci 111)

2.3.4. Klinicka slika bolesti i epidemiolos§ke karakteristike astrovirusne infekcije

Astrovirus izaziva obi¢no sporadi¢ne slucajeve gastroenterokolitisa, najc¢esce kod dece od 2
do 4 godine, iako je bolest dokazana i kod starijih i imunodeficitarnih osoba. Incidenca
astrovirusnih infekcija, koje su najéesce izazvane ,,klasiénim* humanim astrovirusima, krece se od
2 do 9%, kako u razvijenim, tako i u zemljama u razvoju, pri ¢emu je serotip 1 najces¢i uzro¢nik
bolesti (100,112) Infektivna doza je niska, a inkubacija iznosi 10 do 70 sati nakon konzumiranja
kontaminirane hrane ili vode. Virus se prenosi fekalno-oralnim putem, ili preko kontaminirane
hrane i vode. Bolest je obicno blaga, sa simptomima slinim rotavirusnom gastroenterokolitisu
(muka, povraanje, dijareja, abdominalni bol, glavobolja, temperatura, malaksalost). Simptomi
prolaze nakon 2 do 9 dana. U predelima sa umerenom klimom bolest nastaje ceS¢e zimi, a U
tropskim predelima u ki$noj sezoni (26,100).

Generalno gledano, astrovirusne infekcije su ograni¢ene na gastrointestinalni trakt. Najcesce

nastaju simptomatski slucajevi bolesti, koja se javlja pretezno kod mladih osoba. Medutim,
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ektraintestinalne simptomatske i asimptomatske infekcije takode su opisane, kako kod sisara, tako i
kod ptica, $to ukazuje na to da tropizam ovih virusa moze biti $iri nego $to se prvobitno mislilo
(100).

Dijagnoza se postavlja elektronskom i imunoelektronskom mikroskopijom, kao i RT-PCR
testom, dok su seroloski testovi manje osetljivi, kao Sto je receno 1 za dijagnostiku ostalih virusnih

uzrocnika gastroenterokolitisa (26,98).

1.5. Enteri¢ni adenovirusi

2.4.1. Morfologija i struktura adenovirusa

Spadaju u porodicu Adenoviridae, rod Mastadenovirus (humani adenovirusi - HAdV su
podeljeni u 7 grupa od A do G, ukupno 57 tipova). Naziv Adenoviridae potice od gréke reci aden,
Sto znaci zlezda, jer su prvi humani adenovirusi bili izolovani iz adenoidnog tkiva. Naime, Rowe sa
saradnicima 1953. godine pokusao je da izoluje uzro¢nika iz hirurski odstranjenog adenoidnog tkiva
kod dece. Smatrao je da je citopatogeni efekat, koji je uo¢en u uzorcima adenoidnog tkiva, nastao
od nepoznatog mikroorganizma, koga su nazvali ,,uzro¢nik degeneracije adenoida“ (113). Nekoliko
godina kasnije (1956. godine) Citava porodica dobila je naziv prema tkivu iz koga je virus prvi put
izolovan (Adenoviridae) (114).

Veli¢ina virusne Cestice je 70-100 nm. Ikozaedarne (kubi¢ne) su simetrije. Imaju 252
kapsomere, od kojih su 240 heksagonalne i nalaze se na stranicama i ivicama ikozaedara. One
sadrze grupno specificne epitope. Na uglovima se nalazi 12 pentagonalnih kapsomera, od kojih
polaze duga vlakna, duzine 10-30 nm, za koja je vezan hemaglutinin (filamentozno vlakno).
Pentagonalne kapsomere nose dominantne epitope, specifiéne za tip virusa (30,115). Heksoni
sadrze proteine II, VI, VIII 1 IX, koji ucestvuju u stabiizaciji i sastavu virusne Cestice. Proteini
pentona (III i Ila) imaju funkciju penetracije u ¢eliju, a hemaglutinini su odgovorni za vezivanje
virusa za receptore. Postoji najmanje osam proteina koji ¢ine jezgro. Oni zadrzavaju integritet
genoma 1 ucestvuje u enzimskoj aktivnosti (3). Virusni genom cini linearna dvolancana
dezoksiribonukleinska kiselina (DNK). Virion, osim kapsida, nema drugi omota¢, zbog Cega je
otporan u spoljnoj sredini (30). Iako svi adenovirusi imaju sli¢nu morfolosku gradu, organizacija

genoma se razlikuje izmedu virusa razlicitih rodova.
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Slika 12. Strukturni model adenovirusa (adaptirano prema referenci 116)

Genom adenovirusa €ini linearna dvolan¢ana DNK duzine oko 36 kb. Genom se prepisuje sa
oba lanca i u oba smera, ali u razli¢ito vreme. Genom kodira sintezu preko 40 proteina.
Adenovirusni regioni za kodiranje naznaceni su kao rani ili kasni u zavisnosti od toga kada su
izrazeni tj. pre ili posle replikacije DNK. Regioni za rano prepisivanje E1A, E1B, E2, E3 1 E4 su
prvi regioni, koji se prepisuju i kodiraju proteine uklju¢ene u aktiviranje transkripcije drugih
virusnih regiona i menjanje celijske okoline radi promovisanja umnozavanja virusa. E1A proteini
indukuju mitogenu aktivnost u ¢eliji domacina i stimuliSu ekspresiju drugih virusnih gena. E2
proteini posreduju u replikaciji virusne DNK, dok E3 i E4 proteini menjaju imunoloski odgovor
domacina 1 celijsku signalizaciju. Aktivacija glavnog kasnog promotera (MLP), nakon pocetka
umnozavanja virusne DNK, dozvoljava ekspresiju kasnih gena, koji kodiraju prvenstveno virusne
strukturne proteine. Kasni regioni (L1-L5) se prepisuju iz alternativnog transkripta. Postoje i Cetiri
mala produkta, proizvedena u intermedijarnom/kasnom vremenu infekcije, ukljucujuéi strukturni
protein IX (pIX) i IVa2 protein, koji pomaze u pakovanju virusne DNK u nezrele virione. Kasni
proizvodi, VA RNA 1 i Il (virusne ribonukleinske kiseline — engl. virus associated-ribonucleic
acid), inhibiraju aktivaciju interferonskog odgovora, ometaju ¢elijsku mikro-RNK obradu i mogu
uticati na ekspresiju gena domacina. Na oba kraja u genomu nalazi se ponavljaju¢i obrnuti sled
(ITR —engl. inverted terminal repeat) od 100 bp, na koji je kovalentno vezan terminalni protein (TP

—engl. terminal protein), koji je neophodan za pocetak virusne replikacije (117).
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Slika 13. Sematski prikaz genoma adenovirusa (adaptirano prema referenci 118)

2.4.2. Replikacija adenovirusa

Replikativni ciklus adenovirusa podeljen je u dve faze: ranu i kasnu fazu. Rana faza
obuhvata vezivanje virusa za ¢eliju, ulazak virusa u ¢eliju, dekapsidaciju, kao i sve dogadaje do
same sinteze virusne DNK. U ranoj fazi dolazi do pripreme optimalnih uslova za umnozavanje
virusne DNK u ¢eliji domacdina. Virus se vezuje za celiju preko filamentoznog vlakna
(hemaglutinina). Dva receptora za koje se vezuju adenovirusi su CD46 za grupu B i koksaki
adenovirusni receptor (CAR - engl. coxsackievirus adenovirus receptor) za pripadnike ostalih
grupa. Nakon vezivanja virusa za Celiju, deo pentonske baze ulazi u interakciju sa integrinskim
molekulima na povrSini Celije. Ova interakcija inicira aktinsku polimerizaciju, $to je kljucno u
zapocinjanju ulaska virusa u ¢eliju endocitozom. Nizak pH endozoma dovodi do brzog premestanja
virusa iz endozoma u citoplazmu. U citoplazmi dolazi do uklanjanja kapsidnih proteina i, nakon
toga, viruna DNK ulazi u jedro ¢elije kroz mikrotubule. Tokom rane transkripcije prvo se aktiviraju
rani geni (E1-E4). Uloga gena rane faze je da omogucée da celija ude u S fazu, fazu u kojoj se
sintetiSe ¢elijska DNK, zatim da uspostave zastitu inficirane ¢elije od antivirusne odbrane domacina
i da sintetiSu virusne produkte, neophodne za repllikaciju virusne DNK. Nakon S$to se stvori
dovoljna koli¢ina virusnih proteina i replikativnih supstrata, dolazi do kasne faze replikacije.
Stvaranje nove virusne DNK odvija se u jedru ¢elije. Terminalni protein na kraju genoma sluzi kao
prajmer, odnosno, kao pocetno mesto DNK polimerazi tokom repikacije. Nakon umnoZzavanja
virusne DNK prepisuju se kasni geni (L1-L5), koji kodiraju sintezu strukturnih proteina virusa.
Stvorene iIRNK prenose se u citoplazmu, gde se vrsi sinteza virusnih proteina, koji se nakon toga
vracaju u jedro. U jedru dolazi do sklapanja novih virusnih estica. Prvo se stvaraju prazni kapsidi,
od prethodno stvorenih heksona i pentona, a zatim se u kapside umecu virusna DNK 1 proteini
srediSnjeg dela virusa. Na kraju se zreli virioni oslobadaju iz ¢elije lizom celije domacina

(117,119,120).
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Slika 14. Sematski prikaz replikacionog ciklusa adenovirusa (adaptirano prema referenci 120)

2.4.3. Klasifikacija i raznovrsnost adenovirusa

Adenovirusi pripadaju porodici Adenoviridae, koja je podijeljena u 5 rodova, prema
poslednjoj medunarodnoj klasifikaciji virusa (engl. International Committee on Taxonomy of
Viruses 2016 - ICTV). Podela je u zavisnosti od domacina: Mastadenovirus (patogeni za sisare),
Aviadenovirus (patogeni za ptice), Atadenovirus (patogeni za zmije, guStere, patke, prezivare),
Siadenovirus (patogeni za vodozemce) i Ichtadenovirus (patogeni za ribe) (121).

Rod Mastadenovirus obuhvata 57 humanih serotipova, koji su podeljeni u 7 grupa (A-G)
(122). Ovi tipovi se u velikoj meri razlikuju u tropizmu i patogenosti. Mogu da inficiraju humani
respiratorni, urinarni ili gastrointestinalni trakt, kao 1 konjunktivu, $to moze da uzrokuje niz
oboljenja, ukljuéujuci pneumoniju, bronhitis, keratokonjunktivitis, gastroenteritis i cistitis (30,115).

Sa gastroenterokolitisom povezani su tipovi 40 1 41 (iz grupe F), koji se i nazivaju enteri¢ni
adenovirusi. Rede se pominju tipovi 12, 18, 31 (iz grupe A) i tipovi 1,2,5 1 6 (iz grupe C), kao
mogucéi uzroCnici gastrointestinalnih tegoba, ali retko (3,122,123).
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Tabela 3. Klasifikacija humanih adenovirusa prema grupama,

serotipovima i mestima infekcije (adaptirano prema referenci 122)

Grupe Serotipovi Mesta infekcije

Respiratorni, urinarni,

A 12,18, 31 gastrointestinalni trakt

Respiratorni, urinarni,

B 3,7,11,14,16,21,34,35,50,55 gastrointestinalni trakt i oci

Respiratorni, urinarni,

¢ 1,256,57 gastrointestinalni trakt

8,9,10,13,15,17,19,20,22,23,24,

D 372 ,53,82 ,63’5 11’22 2’; 2’4321’53 ,263 i’? ,(451,8, O¢i, gastrointestinalni trakt
49,51,53,54,56

E 4 Oci, respiratorni trakt

F 40,41 Gastrointestinalni trakt

G 52 Gastrointestinalni trakt

2.4.4. Klini¢ka slika bolesti i epidemiolos$ke karakteristike adenovirusne infekcije

Adenovirusi izazivaju uglavnom respiratorne infekcije, uz istovremeno zahvatanje i limfnih
zlezda. Medutim, navedeni enteri¢ni tipovi su uzrocnici u 5 do 20% slucajeva gastroenterokolitisa
najc¢esce kod male dece. Navode se ¢ak kao drugi po ucestalosti uzro¢nici gastroenterokolitisa kod
male dece, odmah iza rotavirusa (115).

Prenose se fekalno-oralnim putem, kao i kontaminiranom hranom i vodom. Moguce je i
respiratorno prenoSenje ovih tipova. Infektivna doza virusa je mala (26). Inkubacija iznosi 8 do 10
dana i bolest je obi¢no blaga. Sli¢ni simptomi nastaju kao i kod drugih virusnih gastroenterokolitisa
(dijareja, muka, povracanje, abdominalni bol). Bolest traje obi¢no 7 do 8 dana. Serotipovi 40 1 41
serogrupe F su najcesce dijagnostikovani (124).

Dijagnoza se postavlja imunoelektronskom mikroskopijom i PCR testom, dok su seroloski
testovi manje osetljivi. Za razliku od drugih tipova adenovirusa, ovi tipovi se ne mogu kultivisati na
kulturama celija (3,26).

Adenovirusi su medu prvim virusima izabrani kao vektori za upotrebu u genskoj terapiji

naslednih boleti i malignih procesa kod ljudi. Prilikom dizajniranja vektora adenovirusa za gensku
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terapiju, virus mora biti ,,razoruzan‘ oSte¢enjem njegovog sistema replikacije. Virus treba da zadrzi
sposobnost prodiranja u ¢eliju i unosenja svoje DNK, a sa druge strane, pacijent ne sme da trpi zbog
infekcije adenovirusom. Ovo se radi brisanjem gena za E1A protein, virusni protein koji se sintetiSe
odmah po nastanku infekcije i koji je neophodan za razmnozavanje virusa. Terapijski geni
zamenjuju region E1. Na taj nacin virus postaje idealan za prenoSenje gena, ali viSe nije u stanju da
se razmnozava. Na ovaj nacin dolazi se do vektora, koji moze posluziti za gensku terapiju (120).

Takode treba navesti da su dosta Cesto opisane i udruzene infekcije ovim virusima,
uzro¢nicima dijarealnog sindroma (rota, noro, astro i enteri¢nim adenovirusima) (125-128).

Veoma je znacajno da se brzo i1 efikasno postavi tacna etioloSka dijagnoza dijarealnog
sindroma, kako bi se na vreme mogle preduzeti adekvatne mere, odgovarajuci tretman obolelog i

prevencija Sirenja virusnog gastrointestinalnog sindroma.

1.6. Virusi od diferencijalno dijagnostickog znacaja

Ve¢ je reCeno da se razni virusi, pored navedenih kao glavnih uzro¢nika virusnog
gastrointestinalnog sindroma, mogu uneti preko usta, dospeti u gastrointestinalni trakt i izazvati
digestivne tegobe. Takav je naprimer Hepatitis A virus (porodica Picornaviridae, rod
Hepatovirus), koji se, medutim, nakon unoSenja preko usta u gastrointestinalni trakt i izazivanja
digestivnih tegoba, $iri krvlju do hepatocita, gde se umnozava prema svome tropizmu. Zatim virus,
putem Zuci, ponovo dolazi u gastrointestinalni trakt. Simptomi su: muka, povracanje, dijareja,
gubitak apetita, malaksalost, bolovi u miSi¢ima, temperatura. Diferencijalno dijagnosticki znacajno
je zapaziti nastanak hepatitisa 1 pojavu zutice (28,29).

Hepatitis E virus (porodicu Hepeviridae, rod Hepevirus), takode moze da se prenosi
fekalno-oralnim putem, alimentarnom i hidricnom transmisijom. Simptomi od strane
gastrointestinalnog trakta su blazi nego kod infekcije hepatitis A virusom. PoSto se infekcija
hepatitis E virusom moZe preneti na sli¢an nacin, kao 1 virusi uzro€nici akutnog gastroenterokolitisa
(fekalno-oralnim putem, hranom koja je nedovoljno kuvana, preko otpadnih materija, koris¢enih za
dubrenje, zagadenom vodom itd.), bitno je iskljuciti i ovaj virus, odnosno, tacno postaviti etioloSku
dijagnozu akutnog virusnog gastroenterokolitisa. RT-PCR test je metod izbora za brzo i tacno
postavljanje dijagnoze. Oba virusa hepatitisa, i A i E, su mali RNK virusi, ¢iji genomi su
jednolan¢ane RNK, koje imaju pozitivan lanac (28,29).

U diferencijalnoj dijagnostici akutnog dijarealnog sindroma treba imati u vidu da sporadi¢ne
gastroenterokolitise, sliéne norovirusnim infekcijama moze da izazove Sapovirus (porodica

Caliciviridae, rod Sapovirus). Infekcije Sapovirusom su retke i javljaju se ¢eS¢e kod dece ispod 5
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godina, nego u drugim starosnim grupama. To je mala virusna Cestica (veli¢ine 35-40 nm),
ikozaedarne (kubicne) simetrije, €iji genom ¢ini pozitivan lanac jednolancane RNK. Virus nema
drugi omotac, zbog Cega je otporan u spoljnoj sredini. Ima 5 genogrupa. Genogrupe I, II, IV i V
izazivaju bolesti kod ljudi 1 klinicki simptomi su blazi.

Infektivna doza virusa je mala. Inkubacija traje 1 do 3 dana. Virus se prenosi fekalno-
oralnim putem. Bolest nastaje nakon konzumiranja kontaminirane hrane ili vode, kao i direktnog
kontakta sa obolelom osobom. Simptomi, koji nastaju su muka, povracanje, dijarea, abdominalni
bol...

Dijagnoza se postavlja imunoelektronskom mikroskopijom i RT-PCR testom, dok su
seroloski testovi manje osetljivi (26).

Coronavirusi (porodica Coronaviridae, genus Coronavirus) uzro¢nici su pretezno infekcija
respiratornog trakta, a vrlo retko mogu da izazovu gastroenteritise i to obi¢no kod dece do 2 godine.
Radi se o virusima helikalne simetrije, veli¢ine 80 do 120 nm, sa genomom u vidu jednolanc¢ane
RNK, koja ima pozitivan lanac. Virus je obavijen omotacem sa dugim peplomerama, koje lice na
cvetne latice. Generalno receno, Coronavirus nema znacajniju ulogu u diferencijalnoj dijagnostici
akutnog gastrointestinalnog sindroma (3,26,28).

Torovirusi (porodica Coronaviridae, genus Torovirus) su prvi put otkriveni u fecesu
obolelih od gastroenteritisa 1984. godine. Ovi virusi, veli¢ine 100 do 140 nm, imaju helikalnu
simetriju 1 genom u vidu jednolanc¢ane RNK u vidu pozitivnog lanca. Povezuju se sa akutnom
dijarejom kod dece (3,12).

Picobirnavirusi (porodica Picobirnaviridae, genus Picobirnavirus) su mali virusi (30 do
40nm) bez drugog omotaca 1 sa ikozaedarnom (kubi¢nom) simetrijom. Genom ¢ini dvolancana
RNK, koja ima dva ili tri segmenta. Prvi put su otkriveni 1988. godine i od tada izolovani su kod
razli¢itih zivotinjskih vrsta. Kod ljudi se navode kao uzro¢nici dijareje kod imunodeficitarnih osoba,
ali su izolovani i kod dece i odraslih imunokompetentnih osoba sa dijarejom (3,12).

U diferencijalnoj dijagnostici kod akunog gastroenterokolitisa pominje se i humani
Bocavirus (porodica Parvoviridae, rod Bocavirus), koji je primarno uzroénik infekcija donjih
delova respiratornog trakta, ali se navodi da moZe da izazove 1 sporadi¢ne slucajeve
gastroenterokolitisa kod dece i odraslih. To je mala virusna cestica (veliCine 18-26 nm),
ikozaedarne (kubi¢ne) simetrije, sa genomom u vidu jednolan¢ane DNK. Virus nema drugi omotac,
zbog Cega je otporan u spoljnoj sredini (26).

Sa sporadi¢nim sluc¢ajevima gastroenterokolitisa kod dece i1 odraslih u Azijskim zemljama i

u Brazilu, povezuje se i Aichi virus (iz porodice Picornaviridae, rod Kobuvirus). To je mala
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virusna ¢estica (veliCine 24-30 nm), ikozaedarne (kubi¢ne) simetrije, sa genomom u vidu pozitivnog
lanca jednolan¢ane RNK. Virus nema drugi omotac, zbog ¢ega je otporan u spoljnoj sredini (12,26).

Medutim, svi nabrojani virusi, navedeni kao uzrocnici koji mogu imati neki znacaj u
diferencijalnoj dijagnostici virusnog gastrointestinalnog sindroma, razlikuju se po mnogim
parametrima od rota, noro, astro i enteri¢nih adenovirusa, glavnih uzro¢nika virusnog dijarealnog
sindroma.

Ve¢ je ranije reCeno da Enterovirusi (porodica Picornaviridae, genus Enterovirus)
izazivaju Citav spektar klinickih manifestacija, a mogu da izazovu 1 gastrointestinalne tegobe,
ukoliko je virus uSao u organizam oralnim putem preko kontaminirane hrane i vode. Infekcija
obi¢no pocinje blagim respiratornim simptomima, pra¢enim ¢esto febrilnim stanjem sa digestivnim
tegobama, da bi, nakon Sirenja virusa u organizmu, nastali simptomi osnovne bolesti, $to je u skladu
sa tropizmom virusa (simptomi meningitisa, miokarditisa, herpangine, osipnih bolesti, pa i decije
paralize kod nevakcinisanih...). Enterovirusi su mali virusi, veli¢ine 24-30 nm, ikozaedarne
simetrije, sa jednolan¢anim RNK genomom u vidu pozitivnog lanca (26,28).

U poslednje vreme postoje navodi da pticiji virus influence A HsNj, iz porodice
Orthomyxoviridae, moze da izazove i gastrointestinalne tegobe. Virus je izolovan iz pile¢eg mesa i
jaja u pojedinim slucajevima gastroenterokolitisa, ali u potpunosti nije dokazana transmisija virusa
uno$enjem kontaminirane hrane (26,28).

Sli¢ni podaci postoje i za SARS Coronavirus, koji spada u viruse izazivate pre svega
respiratornih simptoma. Medutim, u epidemiji, nastaloj u stambenom kompleksu u Hong Kongu,
virus je dokazan kod veceg broja obolelih, koji su imali gastrointestinalne tegobe, pa se zato
prenosenje virusa oralnim putem ne moze iskljuciti (26,28).

Nipah virus, ¢iji je prirodni domacin slepi mis, koji se hrani voéem, opisan je kao uzro¢nik
teSkih oboljenja kod ljudi 1 Zivotinja. Dokumentovane epidemije u Maleziji i BangladeSu,
uzrokovane ovim virusom, nastale su unosenjem kontaminirane hrane. PoSto nema puno podataka o
nacinu prenosenja ovog primarno Zivotinjskog virusa, potrebna su dodatna ispitivanja (26).

Poslednjih godina nekoliko novih virusa je otkriveno u uzorcima stolice osoba sa dijarejom.
To su Saffold virus (otkriven 2008.), Cosavirus (otkriven 2008.) i Klassevirus/salivirus (otkriven
2009.) iz porodice Picornaviridae, zatim Bufavirus (otkriven 2012.) i Tusavirus (otkriven 2014.) iz
porodice Parvoviridae, kao i Recovirus novi ¢lan porodice Caliciviridae otkriven u uzorcima
stolice u BangladeSu. Zbog malog broja istraZzivanja, koja su se bavila ovim virusima i1 nedovoljno
dokaza koji povezuju ove viruse sa nastankom dijarealnog sindroma, znacaj ovih virusa kao

uzro¢nika gastroenterokolitisa je nejasan (12).
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Sve ovo su bile samo Cinjenice i napomene, koje bitno ne uticu na diferencijalnu dijagnozu
uzro¢nika akutnog virusnog gastrointestinalnog sindroma, bar u nasoj sredini, gde su najcesci
uzroCnici rota, noro, astro ili enteri¢ni adenovirusi. Dijagnoza se najpreciznije i najbrze postavlja

molekularnom dijagnostikom (RT-PCR testom za RNK viruse i PCR testom za DNK viruse).

3.0. Postupci i mere pri sporadi¢nom i epidemijskom javljanju bolesti

3.1. Prevencija nastanka virusnog gastrointestinalnog sindroma prema preporukama SZO

Na osnovu svega navedenog, jasno je da su virusni gastroenterokolitisi u celom svetu u
porastu. Svetska zdravstvena organizacija, kao osnov prevencije, preporucuje nekoliko klju¢nih
stvari za bezbedniju ishranu:

1. Odrzavanje higijene (pranje ruku, pranje i dezinfekcija pribora za rad, radnih povrSina,
odrzavanje Cisto¢e prostorija u kojima se radi i eliminacija insekata i raznih zivotinja iz ovih
prostorija)

2. Odvajanje svezeg od kuvanog (sveze meso, zZivina i morski plodovi mogu da sadrze opasne
mikroorganizme, koji se mogu preneti na druge namirnice tokom pripremanja i cuvanja)

3. Temeljno kuvanje (pravilno kuvanje uniStava gotovo sve opasne mikroorganizme, posebno
temperatura iznad 70°C)

4. Cuvanje hrane uz postovanje higijenskih standarda (u &istim, zatvorenim posudama i u
friziderima)

5. Koris¢enje ispravne vode 1 svezih namirnica, kojima nije istekao rok, dobro pranje voca i povréa,
pogotovo ako se jede sveze

6. Zastita polja na kojima se gaji voce i1 povrée od kontaminacije zivotinjskim izmetom

7. Upotreba obradenog otpada za dubrenje zemljiSta

8. Voditi racuna da se za navodnjavanje koristi bezbedna voda, bez moguée kontaminacije

9. Odrzavanje opreme za berbu i skladiStenje na Cistom i suvom (27).

Istovremeno, primenjuju se mere za sprecavanje prenosenja patogena na druge osobe. To su
pre svega higijensko-preventivne mere, kao $to su pranje ruku, posebno pre jela i posle direktnog
kontakta sa obolelim ili sa predmetima obolelih, zatim, izbegavanje direktnog kontakta sa
inficiranim osobama, izbegavanje konzumiranja termicki neobradene hrane, konzumiranje samo
ispravne vode ili pasterizovanih te¢nosti, posebno mleka, sprovodenje strogih higijenskih mera pri
konzumiranju i hrane i vode na putovanjima. Bitno je da se osobe, koje su bile inficirane nekim od

uzro¢nika dijarealnog sindroma, udalje sa posla jo§ neko vreme nakon ozdravljenja, jer je dokazana
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da se ovi virusi i vise nedelja posle bolesti izlucuju u stolici (kliconostvo). Ove osobe mogu da budu
izvor infekcije i da dovedu do Sirenja bolesti, posebno ako u¢estvuju u pripremanju hrane i ne vode
dovoljno racuna o li¢noj higijeni (27).

Putnicima u visoko rizi¢ne regione preporucuje se uzimanje samo flaSirene vode i
izbegavanje konzumiranja rizi¢ne hrane. Visoko rizicna hrana je svaka hrana koja je termicki
neobradena (salata, voée, povrée), hrana koja dugo stoji na sobnoj temperaturi i sveza ili delimi¢no
kuvana riba 1 Skoljke (26,27).

Vakcina, kao metod prevencije nastanka bolesti, postoji samo za rotaviruse, dok za druge
uzrocnike virusnog gastroenterokolitisa vakcina jo$ ne postoji. Primena vakcine protiv rotavirusa
redukovala je u znacajnoj meri incidencu rotavirusnih infekcija u pedijatrijskoj populaciji u SAD. U
laboratorijama se radi i na mogucnosti proizvodnje vakcina protiv drugih uzrocnika dijarealnog
sindroma, mada ovo za sada ide teSko. Naime, vec¢ina virusa uzro¢nika dijarealnog sindroma (osim

rotavirusa), ne mogu se umnozavati u kulturama c¢elija.

3.2. Dijagnostika

Dijagnostika virusnog gastrointestinalnog sindroma treba da bude sprovedena $to brze i to
kori§¢enjem najpreciznijih dijagnostic¢kih tehnika — pre svega upotrebom molekularne dijagnostike
PCR tehnikom. Za postavljanje dijagnoze potrebno je analizirati simptome bolesti, nalaze fizickog
pregleda obolelog, podatke o koriS¢enoj hrani, kontaktu sa obolelim osobama, ukoliko ih ima, kao 1
podatke o eventualnim putovanjima u zemlje sa manjim higijenskim standardima. Prvo je potrebno
da se iskljuci bakterijska infekcija, kao i infekcije drugim mikroorganizmima, a istovremno se rade
testovi virusoloSke dijagnostike.

Virusoloska dijagnostika obuhvata: vizuelizaciju virusa pomocu elektronskog mikroskopa 1
identifikaciju pomocu imunoelektronske mikroskopije, kao 1 detekciju virusnih antigena 1 virusnih
nukleinskih kiselina (virusnog genoma). Kultivisanje ovih virusa je pokuSavano, ali je bilo
neuspesno. Zahtevalo je izbor selektivnih tkivnih kultura, ali bez uspeha. Zato se ovi virusi ne mogu
kultivisati, osim rotavirusa. Seroloska dijagnostika (dokazivanje antivirusnih antitela) nije znacajna
za postavljanje dijagnoze bolesti (78,97,129,130).

1. Elektronska mikroskopija nije u Sirokoj upotrebi za virusolosku dijagnostiku akutnog
gastrointestinalnog sindroma. Primenjuje se u posebnim laboratorijama, koje su dobro opremljene
I Imaju edukovan kadar za ovu dijagnostiku. Elektronski mikroskop, umesto svetlosnih zraka,
koristi snop elektrona, a umesto staklenih sociva, elektromagnetna polja. Ovaj mikroskop daje
uvecanje preko 100 000 puta (savremeni transmisivni elektronski mikroskopi uvecavaju i 400000

puta). Uzorak je najcesce stolica. Pripreme su kratkotrajne i obicno se koristi negativno bojenje.
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Za uspesno dokazivanje virusa elektronskim mikroskopom, virus u uzorku mora biti zastupljen u
koncentraciji od 10° ili vise u 1 ml uzorka. Mora se voditi ratuna da se tadno prepozna virusna
morfologija i da se virusi razlikuju od artefakata, detritusa i delova celije domacina, zbog Cega je
potreban obucen kadar. Glavna prednost ove metode je moguénost da se virus direktno vidi i da
se utvrdi njegova karakteristicna morfologija. Isto tako, istovremeno se u preparatu moze otkriti
ve¢i broj raznih virusnih uzrocnika, ukoliko su prisutni u uzorku. Ovom tehnikom virus se
identifikuje samo do nivoa porodice, ali se ne moze napraviti razlika izmedu pojedinih pripadnika
iste morfoloske grupe. Takode, poSto se radi sa relativno malim koli¢inama uzoraka, postoji
mogucnost da se prisutan virus ne dokaze. Zbog svega navedenog, pregled elektronskim
mikroskopom, koji je vrlo skup, ne Koristi se u rutinskoj virusoloskoj dijagnostici (129-132).

2. Imunoelektronska mikroskopija je osetljivija metoda od elektronske mikroskopije i
omogucava potpunu identifikaciju virusa u uzorku. Zasniva se na mesanju uzorka sa odredenim
virusnim antitelima, pri ¢emu se elektronskim mikroskopom trazi imunoloska reakcija izmedu
dodatih antitela i virusa prisutnog u uzorku. Koriste se poznati monospecifi¢ni antiserumi
visokog titra antitela (monoklonalna antitela). Posto je uzorak moguce testirati sa samo nekoliko
odgovarajuc¢ih antiseruma, uvek se mora imati predpostavka o kom virusu se radi. Zato se ova
metoda ne moze primeniti na viruse sa mnogo specifi¢nih serotipova, koji nemaju zajednicke
antigene (npr. enterovirusi). Imunoelektronska mikroskopija se koristi i u dijagnostici virusa,
koji se ne mogu umnozavati u kulturi ¢elija. Medutim, interpretacija dobijenih rezultata zahteva
iskustvo i razlikovanje spontane agregacije virusa u uzorku od agregacije usled vezivanja sa
antitelima (129,130).

3. Za detekciju virusnih antigena, u cilju direktne dijagnostike, koriste se brojni komercijalni
testovi (imunohromatografski testovi, aglutinacija, ELISA testovi). Ovi testovi se u rutinskoj
dijagnostici naj¢esce primenjuju za brzo postavljanje dijagnoze. Nedostatak im je $to se njima ne
moze otkriti virus kada se nalazi u manjoj koli¢ini u uzorku, a ne moZze ni grupa ni tip virusa, sto
je nekad potrebno u epidemioloSke svrhe. Dobar deo ovih testova pripada brzim testovima, §to je
posebno prihvatljivo za rutinsku dijagnostiku, bez obzira na razli¢itu, ali pre svega manju
specifi¢nost i senzitivnost ovih testova (12,129).

4. Molekularne metode, kojima se utvrduje nukleinska kiselina virusa u uzorku, imaju visoku
senzitivnost 1 specificnost, ali zahtevaju skupu aparaturu 1 iskusno i obuceno osoblje. Reakcija
lan¢ane polimerizacije (PCR test) je metoda koja amplifikuje prisutnu nukleinsku kiselinu i tako
omogucava detekciju virusa u uzorku, ¢ak i kad se nalazi u minimalnim koli¢inama. Za

dokazivanje rota, noro, astro i enteri¢nih adenovirusa ovo je metoda izbora i ponekad jedini nacin
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kojim je moguce brzo postaviti etiolosku dijagnozu. Molekularne metode sve viSe postaju klju¢ne
metode u dijagnostici (77,97,129).

Analiza uzorka PCR testom odvija se u tri faze: faza ekstrakcije - izolacije virusne
nukleinske kiseline iz uzorka, zatim, faza amplifikacije ciljne nukleinske sekvence (PCR u uZzem
smislu) i faza detekcije umnoZene ciljne sekvence. Za RNK viruse faza amplifikacije (PCR u uzem
smislu) zapoc€inje procesom reverzne trankripcije (reverzna transkripcija PCR test — RT-PCR test),
posto RNK ne moze da se koristi kao matrica za PCR, jer Taq polimeraza kao matricu Koristi
iskljucivo jednolancani molekul DNK. Zbog toga, tokom reverzne trankripcije prepisuju se virusna
RNK u komplementarnu DNK, koja zatim sluzi kao matrica za amplifikaciju u PCR reakciji. Nakon
reverzne transkripcije, amplifikacija se odigrava u ciklusima, a svaki ciklus se sastoji iz tri faze:
denaturacija, hibridizacija i elongacija. Jedan ciklus traje nekoliko sekundi ili nekoliko minuta
(zavisno od modifikacije osnovnog testa), a broj DNK lanaca udvostrucuje se posle svakog ciklusa.
Obi¢no se ciklus ponavlja 25 do 45 puta. Ocitavanje rezultata kod PCR testa se moze izvoditi u
kombinaciji sa gel elektorforezom (umnozena ciljna sekvenca se identifikuje na osnovu svoje
veli¢ine), hibridizacijom sa obelezenim probama, ili merenjem fluorescencije u realnom vremenu.
U detekceiji amplifikona kod obi¢nog PCR testa, PCR produkti se prvo prenose na agarozni gel i
podvrgavaju elektroforezi. Posto su negativno naelektrisani, DNK fragmenti se krecu od negativne
ka pozitivnoj elektrodi. Razdvojeni fragmenti boje se etidijum-bromidom, koji fluorescira kada je
vezan za DNK i posmatraju se pod UV svetlom. Kvalitativna detekcija ciljnog DNK fragmenta
poznate duZine vrsi se poredenjem sa standardom (engl. ladder - “merdevine”), koji predstavlja
mesSavinu DNK fragmenata razli¢itih duzina (64,131,132).

Kvantitativna PCR metoda (QPCR - engl. Quantitative polymerase chain reaction)
primenjuje se u cilju kvantifikacije virusnih Cestica u uzorku, $to igra znacajnu ulogu u proceni
terapijskog efekta i prognoze ishoda bolesti (131).

U novije vreme razvijene su i tehnike PCR za detekciju velikog broja uzroc¢nika odjednom,
sa uklju¢ivanjem vise od jednog prajmera, Sto omogucava otkrivanje vise ciljnih genoma (engl.
Multiplex PCR). Tako postoje komercionalni testovi, kojima se istovremeno moze ispitivati
prisustvo razli€itih uzro¢nika gastroenteritisa (virusnih, bakterijskih, parazitarnih) (64).

Kod rotavirusa moze se raditi i genotipizacija gena za VP4 (P genotip) i gena za VP7 (G
genotip) uz pomo¢ RT-PCR, koriste¢i virusnu RNK, izolovanu iz uzoraka stolice. P-genotipizacija
se izvodi tako da se u prvom koraku odvija PCR reakcija, u kojoj se amplifikuje ceo gen za VP4
protein. U drugom koraku PCR reakcija je multipleks i u njoj su ukljuceni prajmeri komplementarni
promenljivim (varijabilnim) regionima u genu za VP4, koji su veoma razli€iti po duzini sekvence i

redosledu nukleotida izmedu razlicitih P tipova na osnovu Cega se i1 vrsi njihova diferencijacija
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(P[4], P[6], P[8], P[9], P[10], i P[11]). Sli¢no tome, G-genotipizacija se izvodi tako da se u prvoj
PCR reakciji amplifikuje ceo gen za VP7 protein. Druga reakcija je multipleks PCR reakcija, koja
ukljucuje prajmere komplementarne sa 5’ varijabilnim regionom u VP7 genu, koji je veoma razlicit
po duzini sekvence i redosledu nukleotida izmedu razli¢itih G tipova (G1, G2, G3, G4 i G9).
RT-PCR test rotavirusnih gena VP4 i VP7 omogucava odredivanje rotavirusnog genotipa pomocu
direktne vizuelizacije dobijenih amplikona razlicite veli¢ine, specifi¢nih za razli¢ite genotipove,
elektroforezom na agaroznom gelu (64).

Real-time PCR ili PCR u realnom vremenu je metoda, koja kombinuje konvencijalnu PCR
amplifikaciju i fluorimetriju. Upotrebom fluorescentne boje (SYBR Green metoda) ili fluorescentno
obelezenih proba (Tag-Man metoda) moguée je odrediti koli¢inu PCR produkata u realnom
vremenu, odnosno, nakon svakog pojedina¢nog ciklusa PCR reakcije. Specificno umnozavanje
DNK sekvence se vr§i PCR testom na uobi€ajeni nacin, ali se posle svakog ciklusa umnoZavanja
vr$i 1 vizualizacija DNK. Intezitet fluorescencije je proporcionalan koli¢ini amplifikona. Tag-Man
metoda se zasniva na upotrebi obelezenih DNK proba (sa Reporter i Quencher fluorescentnim
bojama, vezanim za krajeve probe), koje hibridizuju sa ciljnom DNK. Nakon toga, Taq polimeraza
sintetiSe komplementaran lanac pocevsi od prajmera uklanjajuci vezanu Tag-Man probu, koja joj se
nade na putu. Quencher ima osobinu da smanjuje fluorescenciju koju emituje Reporter dok god se
nalazi u njegovoj neposrednoj blizini, Sto je slucaj kada je proba intaktna. PoSto prilikom
amplifikacije, dolazi do odvajanja Reporter i Quencher boja, Reporter emituje fluorescenciju, koja
se zatim kvantifikuje. Detekcija se zasniva na odredivanju trenutka u kojem se umnozavanje zeljene
sekvence detektuje prvi put. Sto je vecéa koli¢ina ciljne sekvence u uzorku to ée pre doéi do njenog
vidljivog umnoZavanja. Parametar Ct (engl. Threshold cycle) je ciklus u kojem dolazi do povecanja
fluorescencije 1iznad zadatog praga detekcije. Ovo povecanje fluorescencije potice od
eksponencijalne faze umnozavanja PCR produkata. Odredivanje broja kopija ciljne DNK u
nepoznatim uzorcima (kvantifikacija), postize se merenjem Ct vrednosti i njenim poredenjem sa Ct
vrednosti standarda, ¢iji je broj kopija poznat. Posto se metoda izvodi u zatvorenom sistemu,
sprecava se kontaminacija tokom izvodenja reakcije (131).

Analiza dobijenih sekvenci je kona¢na metoda za potvrdivanje detekcije virusa i za
karakterizaciju genotipova, koji su dobijeni RT-PCR testom (za RNK viruse) i PCR testom (za
DNK viruse). PCR produkti odredenih gena virusa, dobijeni na agaroznom gelu, prvo se
preciS¢avaju, a zatim se vrSi njithovo sekvenciranje. Sekvenciranje je odredivanje redosleda
nukleotida u sastavu ispitivanog dela lanca nukleinske kiseline. Za izvodenje metode sekvenciranja
koristi se DNK matrica, enzim DNK polimeraza i dezoksinukleotidi (ANTP) kao gradivne jedinice

za novi lanac. Metoda sekvenciranja podrazumeva kori$¢enje samo jednog para prajmera. Tako se u
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svakoj reakciji o€itava po jedan lanac iz dvolancanog DNK molekula. To znaci da se broj kopija
linearno poveéava i da je potrebna znatna koli¢ina pocetnog genoma da bi reakcija uspela. Za
oCitavanje sekvence neophodno je kapilarno elektroforetsko razdvajanje smese oligonukleotida, koji
su proizvod reakcije sekvenciranja. Danas se koristi automatsko sekvenciranje sa fluorescentnim
bojama, koje se detektuju kamerom u toku elektroforeze. Tako dobijeni podaci o prisustvu i vrsti
fluorescencije se kompjuterski obraduju u graficki prikaz sekvence — elektroferogram. U
elektroferogramu svaki vrh predstavlja jedan nukleotid. Primenom ove metode mogucée je u genomu
virusa odrediti redosled do 500 baza, pa i vise. Od devedesetih godina proSlog veka, najcesce
kori$¢eni metod automatizovanog sekvenciranja DNK-a je sekvenciranje metodom po Sangeru.
Sangerov metod naziva se jo§ 1 dideoksi sekvencioniranje, jer se bazira na prisustvu
dideoksinukleotid trifosfata (ddNTP). Dideoksinukleotid trifosfati se od obi¢nih deoksinukleotid
trifosfata razlikuju po nedostatku 3’ hidroksilne grupe. Svaki od ovih ddNTP-a je obeleZen drugom
fluorescentnom bojom, sa razli¢itim talasnim duZinama emitovane svetlosti prilikom eksitacije.
Dideoksinukleotidi nemaju 3’ hidroksilnu grupu i mogu se ugraditi u rastu¢i DNK lanac,
vezivanjem svoje 5’ trifosfatne grupe za slobodnu 3’ hidroksilnu grupu poslednjeg nukleotida u
lancu. Odsustvo 3’ hidroksilne grupe na ddNTP-u onemogucava formiranje fosfodiesterske veze sa
slede¢im nukleotidom, tako da dolazi do terminacije sinteze DNK. Ovo ima za posledicu stvaranje
velikog broja lanaca DNK razlicite duZine. Metoda se izvodi u Cetiri razli¢ite tube, od kojih svaka
sadrzi odgovaraju¢u koli¢inu jednog od cetiri terminatora (A, T, G, C). Proizvodi reakcije
sekvenciranja se zatim podvrgavaju elektroforezi u automatskom genetskom analizatoru
(sekvencioneru). Lanci DNK se krecu u specijalnom polimeru pod dejstvom struje. Tako se kroz
tanku kapilaru, koja prolazi pored laserskog Citaca, kraci lanci kre¢u brze od dugih lanaca. Laserski
¢itaC¢ detektuje intezitet fluorescencije koju emituju dideoksinukleotidi, smeSteni na kraju lanca.
Kada svi lanci DNK produ kroz kapilaru i detektor ocita sve obeleZene dideoksinukleotide,
kompjuterski program aparata vrsi uporedivanje i obradu podataka, uz izradu hromatograma, na
osnovu koga se odreduje redosled u sekvenci. Na hromatogramu se nalaze razli¢ito obojeni pikovi.
Svaki pik predstavlja odgovaraju¢i nukleotid na odredenom mestu u sekvenci. Kada se dobiju
konsenzus sekvence sekvenciranih gena, one se uporeduju sa postoje¢im sekvencama, dostupnim u
GenBank bazi podataka (NCBI - National Center for Biotechnology Information, Nacional
Institutes) (64,133-135).

U specijalizovanim i ekspertskim laboratorijama moze se uraditi molekularna analiza
genoma dokazanih virusa (sekvenciranje), tako da se odgovaraju¢im prajmerima i aparatom
sekvencerom moze utvrditi mesto ovih uzro¢nika u filogenetskom stablu, kao i eventualne promene

u njihovom genomu (77,97,129). Za filogenetsku analizu izolata razi€itih vrsta virusa neophodno je
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poznavanje sekvenci virusnih genoma. Filogenetskom analizom mogu da se utvrde genetske
sli¢nosti ili razlike izmedu pojedinih virusnih gena ili delova njihovog genoma. To se potize
medusobnim poredenjem sli¢nih sekvenci. Sve analizirane sekvence treba poredati tako da se
ispitivanih sekvenci. Filogenetsko stablo je graficki prikaz evolucionih odnosa izmedu organizama.
Njega sacinjavaju ¢vorovi, povezani granama, koje polaze iz istog korena. Nacin grananja
filogenetskog stabla u celini, oznacava se kao njegova topologija (64,133-135).
5. Seroloska dijagnostika dokazivanjem specificnih antitela nije znaCajna za postavljanje
dijagnoze, nego se samo moze koristiti za ispitivanje imuniteta (potvrdu efikasnosti vakcine) i za

epidemiolosko pracenje (129).

3.3. Terapija

Bolesnicima sa virusnim gastrointestinalnim sindromom daje se simptomatska terapija.
Najznacajniji korak u terapiji pacijenata je rehidratacija. Smanjen volumen tecnosti i1 disbalans
elektrolita su glavni uzroci morbiditeta i mortaliteta kod osoba sa akutnim dijarealnim sindromom,
izazvanim virusima. Bolesnici gube elektrolite u dijarealnoj stolici, a rehidratacija se moze posti¢i
nadoknadom tecnosti, odnosno, primenom rastvora za rehidrataciju, koji sadrze glukozu 1 soli. Kod
vecine bolesnika terapija se moze sprovesti oralnim putem, dok se kod bolesnika sa ispoljenim
teSkim simptomima dehidratacije primenjuju intravenske infuzije izotoni¢nih rastvora (npr. 0.9%
fizioloSki rastvor, 5% glukoza u 0.9% fizioloskom rastvoru ili Ringerovom rastvoru). Rehidratacija
i nadoknada elektrolita najznacajnije je da se brzo primene kod male dece.

Pored ovih terapijskih postupaka, istovremeno se vrSi i odgovarajuc¢a korekcija ishrane,
naprimer u skladu sa nepodnoSenjem laktoze, koja prati akutnu rotavirusnu bolest. Poslednjih
godina velika paznja je usmerena na pracenje efekata primene laktobacila (Lactobacillus), kao
terapijskog agensa u akutnoj virusnoj dijareji. Zapazeno je da laktobacilus poboljSava apsorpciju
natrijuma, hidrataciju i tako ubrzava oporavak bolesnika. Oralna primena Lactobacillus acidophilus
BG2F04 dovodi i do stanja podnosenja laktoze kod obolelih.

Akutni dijarealni sindrom se moze definisati kao pojava viSe od tri tecne ili vodenaste
stolice u toku 24 sata, pri ¢emu je jo$ vazniji sastav, a ne broj stolica. U le¢enju je najznacajnije da
se odmah primene sve mere simptomatske terapije. Na prvom mestu to je odgovarajuca
rehidratacija, jer je jedan od najvecih problema, posebno kod male dece, gubitak vode i elektrolita.
Bitno je da se utvrdi stepen dehidratacije (blaga, umerena ili teSka). Naime, uglavnom usled
dehidratacije, svake godine u svetu od diaree umre vise od 3 miliona dece mlade od 5 godina (136-

138).
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Dijarealni sindrom se ¢eS¢e 1 u tezem obliku javlja kod dece u prve dve godine Zivota, pri
¢emu je incidenca dijareje najveca u uzrastu 6 do 11 meseci. Naime, u tom uzrastu dece uvodi se
dopunska hrana, odoj¢e pocinje da puzi i dodiruje predmete oko sebe, a nivo antitela dobijenih od
majke je potpuno sniZen ili ne postoji. Zato je u ovim slucajevima najznacajnije brzo i adekvatno
reagovanje, pre svega rehidratacija.

Pre pristupanja kompletnom terapijskom postupku, posebno kod odraslih, potrebno je
iskljuciti Cinjenicu da je dijareja mogla nastati zbog odredenih lekova, toksina, alergije,
hemioterapije, radioterapije, znacajno smanjenog unosa hrane kod posta itd., posto takav dijarealni
sindrom nije kontagiozan. Kontagiozni dijarealni sindrom je izazvan infektivnim uzro¢nicima
proliva: bakterijama, parazitima i virusima. Od bakterijskih uzro¢nika to su najcesce: Salmonella,
Shigella, Campylobacter, Clostridium difficile, a od parazitarnih uzro¢nika Entamoeba histolytica,
Giardia intestinalis. Isto tako, Escherichia coli i Vibrio colere mogu da dodatno produkuju toksine,
koji oStecuju epitel creva i tako dovode do pojacane sekrecije vode i elektrolita. Zato je potrebno da
se, u cilju primene svih odgovaraju¢ih mera, iskljuce bakterijski i parazitarni uzrocnici dijarealnog
sindroma, kao i da se brzim i efikasnim dijagnostickim metodama dokaze virusni uzro¢nik bolesti.
Za dijagnostiku virusa danas se kao najbolji smatraju molekularni testovi. Brzo terapijsko
reagovanje je posebno vazno, poSto simptomi nastanu naglo, manifestuju se ucestalim vodenastim
stolicama, obi¢no bez vidljivih tragova krvi, uz moguce prisustvo sluzi. Bolest je pra¢ena mukom,
povracanjem (posebno kod infekcije norovirusom), uz prisutan abdominalni bol 1 obi¢no poviSenu
temperaturu. Potrebno je da se $to pre izvrsi dijagnostika, da bi se Sto ranije, odnosno, prakti¢no
odmah, uvele terapijske mere. PoSto su virusi, uzro¢nici dijarealnog sindroma, lokalizovani u
proksimalnom delu tankog creva, oni oStecuju crevne resice (vili). Zbog toga, dolazi do pojacane
sekrecije i do gubitka digestivnih i apsortivnih funkcija. Zbog svih ovih razloga osnovni terapijski
postupak je rehidratacija (nadoknada vode i elektrolita). Pored toga, mora se preporuciti
istovremena primena pravilne ishrane za vreme dijareje i tatno navesti njen sastav, uz dodatnu
pravilnu hidrataciju. Neophodno je nastaviti adekvatnu ishranu posle prestanka proliva. Bitno je da
se ima u vidu moguéi nedostatak vitamina A, poremecaj metabolizma elektrolita, kao i moguci
nastanak konvulzija kod najtezih sluc¢ajeva obolelih. Isto tako, vazno je znati da je kod pothranjene
dece dijareja mnogo teza, duze traje, tako da je i rizik od smrtnog ishoda ve¢i, ukoliko se brzo ne
reaguje terapijski. Uz rehidrataciju 1 druge potrebne terapijske postupke, zavisno od slucaja, dete
mora dobiti preporucenu redovnu ishranu. To je dojenje, ako dete sisa, a ako ima 6 1 viSe meseci i
ve¢ uzima kaSastu hranu, pored mleka, treba davati i Zitarice, odredeno povrce, pa i proteine, zatim
hranu koja sadrzi kalijum, kao $to su sokovi od svezeg voca. Treba izbegavati hranu, koja sadrzi

vece koli¢ine SeCera, jer moze da pogorSa proliv. Da bi se moglo proceniti koliki je stepen
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dehidratacije kod deteta, mora se dobro oceniti njegovo opste stanje, izmeriti telesna masa u odnosu
na prethodnu, koja je poslednja zabelezena, izmeriti temperaturu, puls, turgor koZze, disanje,
postojanje zedi. Zatim, kod sasvim male dece, procenjuje se izgled ociju, usta i jezika, kao i stanje
fontanele. Sve ovo ¢e opredeliti terapijske mere, rehidrataciju (da li ¢e biti oralna ili intravenska,

odnosno, kombinovana), preporuceni rezim ishrane, kao i razmatranje potrebe bolnickog leCenja

(136-140).

3.4. Sporadicno i epidemijsko javljanje virusnog dijarealnog sindroma

Ve¢ dugo vremena u svetu je poznato da su virusni gastroenteritisi jedna od najcesc¢ih
akutnih infektivnih bolesti u svim regionima. Javljaju se kod osoba svih starosnih grupa, a ¢esto i U
decijem uzrastu. Najces¢i uzrocnici su rotavirusi, norovirusi, pa i astrovirusi i enteri¢ni adenovirusi.
Njihova zajedni¢ka osobina je da su veoma infektivni (za infekciju su dovoljne male koli¢ine
virusa) i vrlo su otporni na razli¢ite fizicke i hemijske faktore, tako da relativno dugo mogu da
ostanu u spoljnoj sredini. Cinjenica je da u pripremljenoj hrani mogu da ostanu prili¢no dugo, bez
vidljivih promena (mirisa, ukusa 1 izgleda ove hrane), poSto se virusi razmnoZavaju samo u Zivim
¢elijama, prema kojima imaju tropizam i jedino se tako umnozavaju. Zato je u hrani tesko primetiti
njihovo prisustvo. Navedeni virusi su c¢esti uzrocnici intrahospitalnih epidemija, epidemija u
de¢ijim kolektivima (vrti¢ima), Skolama, u staratkim domovima, na turistiCkim putovanjima, u
hotelima 1 internatima. Tako tamo nastanu i zatim se Sire epidemije. Preko pojedinih inficiranih
osoba, bolest se moZe preneti i na porodicu, $to takode mozZe da dovede do manjih epidemija.
Bolesnici kod kojih su simptomi relativno blagi, jo§ ¢eS€e prenose 1 Sire infekciju. To vazi 1 za
osobe koje nemaju tegobe, a neko vreme izlucuju virus u stolici (26-29).

Posto bolest kod svih pomenutih virusnih uzro¢nika nastaje naglo, potrebno je brzo i
adekvatno reagovanje zdravstvene sluzbe, kako bi se odmah izvrsila rehidratacija (nadoknada vode
i elektrolita, uz ostale neophodne mere kod svakog obolelog). Isto tako, bitno je da se odmah
pristupi protivepidemijskim postupcima i merama epidemioloske sluzbe, kako bi se sprecio
nastavak epidemije i Sirenje nastale epidemije. Za sve ove mere i postupke neophodna je brzo i
tacno izvrSena laboratorijska dijagnostika i dokazivanje uzro¢nika nastalog dijarealnog sindroma.

Laboratorijska dijagnostika virusnog gastroenterokolitisa jo§ uvek se najcesce vrSila
dokazivanjem virusnih antigena u uzorcima stolice enzimskim imunotestovima i metodom
aglutinacije, jer sve laboratorije nemaju uslove za dijagnostiku elektronskom mikroskopijom,
imunoelektronskom mikroskopijom, ili molekularnim testom real-time PCR metodom, koja se

odlikuje najvecom osetljivosc¢u i specificno$¢u. Danas se navodi da je real-time PCR test najbolja
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metoda u dijagnostici virusnog gastrointestinalnog sindroma. Naime, real-time PCR test omogucava
brzo dobijanje dijagnostickih rezultata, $to je neophodno kod virusnog dijarealnog sindroma, da bi
se odmah preduzele odgovarajuée mere prema obolelima i postupci u cilju sprecavanja
epidemijskog Sirenja bolesti. Pored toga, real-time PCR test omogucava identifikaciju virusa u
uzorku stolice, ¢ak 1 ako u poslatom uzorku ima mali broj virusnih Cestica, Sto se moze desiti kod
osoba koje su u kontinuitetu imale veliki broj te¢nih stolica jednu za drugom. Sve ovo su
nesumnjive dijagnosticke prednosti real-time PCR testa. Dijagnosticki seroloski testovi za
dokazivanje virusnih antigena u uzorcima stolice, odnosno, takozvani ,,brzi testovi daleko su
manje osetljivi. Pomenuti testovi ¢esto daju negativan nalaz, iako se radi o virusnoj dijarealnoj
bolesti. Naime, rezultat ovih ,,brzih testova®“ u mnogome zavisi od uzorka (da li je uzorak uzet u
prvih 48 sati, kako je uzet, kako je transportovan do laboratorije, kako je cuvan pre laboratorijskog
rada). Testovi za dokazivanje antivirusnih antitela nemaju dijagnosticki znacaj kod ovog oboljenja
(129).

Posto u prvobitnom odnosno ranijem dijagnostickom radu nije kori$éen, ili nije redovno
koris¢en real-time PCR test, Cesto je zakljuCak o bolesti postavljan tako, Sto je izvrSena
bakterioloska dijagnostika na uzorku, a pregled na bakterije je bio negativan. Tada je indirektno
zaklju¢eno da se radi o virusnom uzro¢niku dijarealnog sindroma. Kao argument za ovakav
zakljucak navodeno je i1 da su klinicke manifestacije bile karakteristicne. To, medutim, ne moze biti
presudan pokazatelj za dijagnosticki zakljucak, c¢ak ni kada se dodaju epidemioloski podaci, mada
su ovi podaci od veceg znaCaja. Tako su cCesto virusni gastroenterokolitisi prikazivani
isklju¢ivanjem postojanja bakterijskih uzro¢nika iz uzoraka stolice i analizom klinickih, pa i
epidemioloskih podataka, Sto nije siguran pokazatelj uzroka bolesti. Pogotovo, ako se prema sada
vazeéim propisima virusni gastroenterokolitisi prijavljuju kao posebna dijagnoza precizno
navedena, narocito kada se jave epidemijski. Zato je neophodno da se u redovni dijagnosticki rad
uvede kao trenutno najbolji test real-time PCR. Tako se moze ta¢no sagledati i utvrditi znacaj i
uloga virusnih gastroenterokolitisa u zdravstvenoj patologiji VVojvodine.

Mora se imati u vidu da su rotavirusi medu glavnim uzro¢nicima morbiditeta kod dece,
posebno kod odoj¢adi i male dece do 5 godina, gde su mogucée komplikacije bolesti, pa i smrtni
ishod, ukoliko se brzo ne postavi ta¢na dijagnoza i ne primeni adekvatna terapija (pre svega
rehidratacija — nadoknada vode i elektrolita). No, i rotavirusi, kao i norovirusi, javljaju se isto tako u
svim starosnim grupama obolelih od dijarealnog sindroma. Norovirus je nesto ¢e$¢i kod starijih,
odnosno, kod odraslih osoba, ali se javlja i kod dece. Podaci pokazuju da norovirusi najcesce
dovode do epidemija, koje su Ceste i u starackim domovima. Brza i tacna dijagnostika je znacajna,

posto stare osobe mogu cesto imati komplikacije, pa i smrtni ishod bolesti, ukoliko se brzo ne
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pristupi odgovarajuéem tretmanu, $to je moguce nakon postavljene tacne dijagnoze real-time
RT-PCR ili real-time PCR testom. Epidemije su povezane naj¢e$é¢e sa upotrebom kontaminirane
hrane, a infekcija se prenosi i kontaminiranom vodom, kontaktom sa inficiranom osobom, ili sa
kontaminiranim predmetima i povrSinama. Astrovirusne infekcije se nesto rede javljaju i1 najcesce
izazivaju dijarealni sindrom kod dece. Enteri¢ni adenovirusi, isto tako, ¢esce izazivaju infekcije kod
dece, ali su dokazani i kod obolelih odraslih osoba. Izazivaju obi¢no nesto blazu klini¢ku sliku kod
obolelih, pa se oni Cesto ne javljaju lekaru. To je loSe, jer moze da pogoduje Sirenju epidemije u
kolektivu ili porodici (1-3).

U periodu od 1997. do 2004. godine, virusni gastroenterokolitisi, u grupi crevnih zaraznih
bolesti, prema vazeéim propisima, prijavljivani su na osnovu klini¢ke slike kod obolelih, najcesce
bez virusoloske potvrde etioloskog uzro¢nika. Jedino su obicno bili isklju€eni bakterijski uzro¢nici.
Tako, mada je na kraju ovog perioda u Vojvodini rasla incidenca prijavljenih gastroenterokolitisa,
oznacenih kao virusni, ovi podaci nisu bili praceni i registrovanjem i opisivanjem epidemija ovog
oboljenja.

Od 2012. godine napravljen je plan da se uzorci stolice iz cele Vojvodine, kod sumnje na
virusne gastroenterokolitise, kako kod sporadi¢nog, tako i kod epidemijskog javljanja ove bolesti,
Salju Institutu za javno zdravlje Vojvodine Centru za virusologiju, gde je uvedena redovna
dijagnostika real-time PCR testom. Isto tako, od avgusta 2012. godine Institut je zapoc¢eo projektni
zadatak, koji ima za cilj unapredenje epidemioloskog nadzora nad virusnim gastroenteritisima u
Vojvodini.

U ovom naucnom istrazivanju, u okviru doktorske disertacije, planirano je detaljno
analiziranje virusnih gastroenterokolitisa, uz redovnu primenu molekularne dijagnostike (real-time
RT-PCR ili real-time PCR testom). Planirano je i detaljno analiziranje virusnih genoma, da bi se
utvrdila njihova eventualna promenjivost, odnosno, da bi se odredila filogenetska pripadnost. Ovo
istrazivanje treba da uvede redovnu molekularnu dijagnostiku kod sumnje na virusni dijarelni
sindrom, kako kod sporadi¢nog, tako i kod epidemijskog javljanja bolesti. Zatim, da se izvrSe sve
molekularne, klini¢ke, epidemioloske analize 1 da se tako sagleda prava slika o znacaju i ucestalosti
virusnog gastroenterokolitisa u Vojvodini. To bi posluzilo da se napravi tacan protokol rada,
imajudi u vidu incidenciju virusnog gastrointestinalnog sindroma u Vojvodini. Omogucilo bi takode
da se postavi algoritam primene real-time RT-PCR testa (za RNK viruse) i real-time PCR testa (za

DNK viruse) u redovnoj dijagnostici virusnog dijarealnog sindroma.
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4.0. Ciljevi i hipoteze istraZivanja

Ciljevi istrazivanja:

1. Utvrditi incidenciju virusnog gastrointestinalnog sindroma u vojvodanskoj populaciji primenom
najsavremenijih molekularnih metoda, kao i ucestalost sporadi¢nih slucajeva i1 epidemijskog
javljanja ove bolesti.

2. Postaviti algoritam primene real-time PCR testa za dijagnostiku virusnog gastrointestinalnog
sindroma u Vojvodini.

3. Sekvenciranjem analizirati pozitivne uzorke stolice na molekularnom nivou u cilju potvrde
specificnosti real-time PCR testa i izvrSiti genetsku tipizaciju i filogenetsku analizu virusnih izolata

dokazanih u uzorcima obolelih.

Hipoteze istraZivanja:

1. Incidencija virusnog gastrointestinalnog sindroma u Vojvodini bi¢e 30-40%, pri ¢emu ée se 0Vaj
sindrom javljati kod dece do 5 godina ceS¢e sporadicno, dok ¢e kod odraslih biti prisutno i
epidemijsko javljanje.

2. Primenom real-time PCR testa za dokazivanje virusnih uzro¢nika dijarealnog sindroma mogucée je
problem sagledati u celini i postaviti algoritam njegove primene u VVojvodini.

3. Molekularnom analizom pozitivnih uzoraka stolice sekvenciranjem pokaza¢e se da su uzro¢nici
rotavirusnih infekcija iz grupe A i to genotipovi G1P[8], G2P[4], G3P[8] i G4P[8]; uzro¢nici
norovirusnih infekcija iz genogrupe II tip 4; uzro¢nici astrovirusnih infekcija pripadace grupi
klasi¢nih astrovirusa genotipu 1, a uzro¢nici adenovirusnih infekcija pripadace grupi F, tipovima 40

i41.
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5.0. Materijal i metode

5.1. Materijal

5.1.1. Grupa za istraZivanje

Istrazivanje je sprovedeno u periodu od 2012. do kraja decembra 2016. godine na teritoriji
Vojvodine. U petogodisSnjem periodu ispitani su uzorci stolice 1003 osobe, starosti od nekoliko
meseci do preko 90 godina, kod kojih je postavljena sumnja na akutni gastrointestinalni sindrom
virusne etiologije. Uzorci stolice za analizu prikupljani su preko uspostavljene saradnje sa
bolnicama i domovima zdravlja, posebno sa Institutom za zastitu zdravlja dece i omladine u Novom
Sadu 1 Klinikom za infektivne bolesti Klini¢kog centra Vojvodine, uz saradnju i pomo¢
epidemiologa Instituta za javno zdravlje Vojvodine. Da bi u istrazivanje bili uklju¢eni oboleli od
gastrointestinalnog sindroma iz cele Vojvodine, uspostavljena je saradnja i sa okruznim zavodima
za javno zdravlje na teritoriji AP Vojvodine (Zavodom za javno zdravlje Sremska Mitrovica,
Zavodom za javno zdravlje Pancevo, Zavodom za javno zdravlje Zrenjanin, Zavodom za javno
zdravlje Kikinda, Zavodom za javno zdravlje Subotica i Zavodom za javno zdravlje Sombor). Ovo
istrazivanje je bilo uklju¢eno u projektni zadatak Instituta za javno zdravlje Vojvodine pod
naslovom ,,Unapredenje epidemioloskog nadzora na teritoriji AP Vojvodine®, koji je podrazumevao
epidemioloski nadzor nad virusnim gastroenteritisima u Vojvodini. Deo ispitanika uzrasta do 5
godina bio je pregledan u okviru ispitivanja kompanije Glaxo Smith Kline. Svi ispitanici, ukljuceni
u istrazivanje, posto su bili informisani, potpisali su pristanak i popunili anketni upitnik. Istrazivanje
je odobreno od strane Eticke komisije Instituta za javno zdravlje Vojvodine i1 Eti¢ke komisije
Medicinskog fakulteta, Univeziteta u Novom Sadu.

Uzorci stolice pacijenata svih starosnih grupa, kod kojih je postavljena sumnja na akutni
gastrointestinalni sindrom, upuc¢ivani su u Centar za virusologiju Instituta za javno zdravlje
Vojvodine. Kriterijumi za uklju¢ivanje bolesnika u ovo istraZivanje u okviru doktorske disertacije
bili su podaci o trajanju bolesti manje od 10 dana, postojanju akutne dijarealne bolesti u vidu te¢nih
ili polute¢nih stolica — najmanje 3 ili viSe dnevno, uz povracanje i bolove u abdomenu. U ovo
istrazivanje nisu bili ukljuceni oni pacijenti koji ne ispunjavaju kriterijume, navedene kao klinicki
pokazatelji akutnog dijarealnog sindroma. Pacijenti koji su imali simptomatologiju, koja traje
mesecima, pri ¢emu tegobe produ, pa se opet ponavljaju viSe puta, a prisutni su i drugi simptomi,
kao Sto je ispoljavanje koZznih manifestacija, dominantni respiratorni ili neki drugi simptomi..., nisu

bili ukljuceni u ovo istrazivanje.
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Kriterijumi za ukljucivanje bolesnika u ovo istrazivanje u okviru doktorske disertacije:
- Postojanje simptoma akutne dijarealne bolesti
- Simptomi ne traju duze od 10 dana
- Postojanje najmanje 3 ili viSe stolica dnevno (mogu biti pra¢ene abdominalnim bolovima i
povracanjem)
- Stolice su te¢ne, polutecne, a ponekad i kasaste.
U istrazivanje nisu bili ukljuceni bolesnici kada:
- Nema simptoma akutne dijarealne bolesti (kontrola zbog ranijih tegoba)
- Simptomi traju duze od 10 dana (dugotrajne tegobe)
- Postoje abdominalni bolovi sa opstipacijom, ili 1-2 stolice dnevno
- Postoje drugi simptomi (kozne manifestacije, respiratorni simptomi...) koji dominiraju, sa
povremenim gastrointestinalnim tegobama
- Imaju dokazane parazitarne, gljivi¢ne i bakterijske infekcije
- Imaju dijagnostikovane hroni¢ne bolesti gastrointestinalnog trakta, pra¢ene povremeno
dijarealnim sindromom (ulcerozni kolitis, Kronova bolest...)
- Imaju stenoze creva zbog strikture creva, benigne i maligne tumore creva i okolnih organa creva
- Imaju dokazane bolesti pracene imunodeficijencijom (autoimune bolesti, AIDS...)
- Primaju dugotrajnu imunosupresivnu terapiju
- Primaju antibiotsku terapiju duzi vremenski period (promena normalne crevne flore)
- Imaju dijagnostikovanu netoleranciju i alergiju na hranu (alimentarna alergija)
- Imaju dokazana endokrina oboljenja (hipertireoza, hipoparatireoidizam, diabetes mellitus,

Addison-ova bolest).

5.1.2. Uzorak

Uzorci za ispitivanje molekularnim dijagnostickim metodama bili su uzorci stolice osoba,
kod kojih je postavljena sumnja na akutni gastrointestinalni sindrom virusne etiologije. Uzorci
stolice uzimani su do 48 ¢asova posle pojave simptoma bolesti. Sakupljano je 5 mililitara te¢ne ili 5
grama sveze stolice (veliine zrna graska) u posude za feces, koje su bile obelezene imenom i
prezimenom pacijenata, kao i datumom uzorkovanja. Po uzimanju, uzorci stolice su odmah stavljani
na temperaturu 4°c (ru¢ni frizideri sa patronama leda) 1 Sto pre su transportovani do laboratorije
Centra za virusologiju Instituta za javno zdravlje VVojvodine. Pristigli uzorci stolice su do obrade

Guvani na temperaturi -76°C. Ponovljeno odmrzavanje i zamrzavanje uzoraka se izbegavalo.
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5.1.3. Anketni upitnik

Anketni upitnik je ispunjavao lekar ili zdravstveni radnik, koji je pregledao obolelog i
upucivao uzorke stolice na dijagnosti¢ku analizu u Centar za virusologiju Instituta za javno zdravlje
Vojvodine pod sumnjom da se radi o virusnom gastroenterokolitisu. Pacijenti, leCeni ambulantno,
samostalno su donosili uzorke stolice na analizu u Institut za javno zdravlje Vojvodine i u Centru za
virusologiju su im popunjavani anketni upitnici. Anketni upitnik se sastojao iz slede¢ih podataka:

- Podataka o zdravstvenoj ustanovi i lekaru, koji je uputio obolelog, uz kontakt telefon i broj
protokola

- Podataka o pacijentu (ime i prezime, datum rodenja, pol, adresa, kontakt telefon, zanimanje,
kolektiv)

- Podataka o bolesti (datum javljanja tegoba, da li je bilo hospitalizacije, datum hospitalizacije,
pocetak bolesti - naglo ili postepeno, prisutni simptomi —broj stolica dnevno, primese krvi i sluzi,
muka 1 povracanje, poviSena temperatura, abdominalni bolovi i grcevi, glavobolja i bolovi u
miSi¢ima, preznojavanje, malaksalost, jeza, drhtavica, kolaps), kao 1 podataka o duzini trajanja
bolesti

- Epidemioloskih podataka (slicna oboljenja u porodici, kolektivu ili naselju, datum uzimanja

uzorka, radna dijagnoza pod kojom se pacijent upucuje) (Anketni upitnik u prilogu 1).

5.2. Metode

5.2.1. Metode lan¢ane reakcije polimerizacije (PCR)

5.2.1.1. Priprema uzorka

Prvobitno je bilo potrebno obraditi uzorke stolice obolelih, da bi se mogli koristiti za
molekularnu dijagnostiku. Od uzoraka stolice pravljena je 20% suspenzija u fizioloSkom rastvoru.
Nakon toga, ova suspenzija se vorteksovala i potom centrifugirala 5 minuta na 7000-12000 x g.
Dobijeni supernatant se prenosio u novu mikrotubu i koristio kao uzorak za molekularnu

dijagnostiku.
5.2.1.2. Izolacija nukleinskih kiselina
Protokol izolacije virusne RNK (za rota, noro i astrovirus) izvrsen je prema originalnom

uputstvu proizvodaca Kita za extrakciju QlAamp Viral RNA Mini Kit, Qiagen inc., Valencia CA,
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USA. Protokol izolacije virusne DNK (za adenoviruse) izvrSen je prema originalnom uputstvu
proizvodaca kita za extrakciju Ribo virus, Sacace, Italy. U cilju preveniranja kontaminacije,
procedura ekstrakcije nukleinskih kiselina izvrSena je u laminarnoj komori, uz koris¢enje filtera sa
aerosol barijerom i PCR sterilnih tubica. Uzorci su prvo lizirani pod visoko denaturiSu¢im
uslovima, koje obezbeduje Lysis solucija. U primenjenim protokolima, nukleinske kiseline su se
vezivale za membranu spin kolona. Potom se vrSilo ispiranje vezanih nukleinskih kiselina radi
uklanjanja inhibitora amplifikacije. Za eluciju nukleiskih kiselina koris¢en je pufer za eluciju.
Izolovane RNK i DNK na predhodno opisan na¢in, ¢uvane su na -76°C i kori§¢ene u daljim fazama

istrazivanja.
5.2.1.3. Identifikacija virusnih uzro¢nika real-time RT-PCR i real-time PCR testom

Identifikacija  virusnih uzro¢nika izvrSena je upotrebom komercijalnih  kitova
Rotavirus/Norovirus/Astrovirus Real-TM proizvoda¢a Sacace (Sacace Biotechnologies, Italy) i
Adenovirus Elite MGB Kit proizvodaca ELITech Group (ELITech Group Molecular Diagnostics,
Italy). Ovim kitovima za in vitro dijagnostiku bila je moguc¢a amplifikacija ciljane sekvence virusne
nukleinske kiseline i kvalitativna detekcija virusnog uzro¢nika. Osetljivost testa za rotavirus je
1x10° kopija/ml, osetljivost za norovirus je 5x10° kopija/ml, osetljivost za astrovirus je 1x10°
kopija/ml, a osetljivost za adenovirus je 10 kopija/20pl.

Za RNK viruse real-time RT-PCR je zapocinjala procesom reverzne trankripcije (RT), posto
RNK ne moze da se koristi kao matrica za PCR, jer Taq polimeraza kao matricu koristi isklju¢ivo
jednolancani molekul DNK. Zbog toga, tokom reverzne trankripcije prepisivala se virusna RNK u
komplementarnu DNK, koja je zatim sluzila kao matrica za amplifikaciju u real-time PCR reakciji.

Real-time RT-PCR je vrSena u zapremini od 25ul. Reakciona smeSa, koja omogucava
umnozavanje ciljane sekvence svakog od tri ispitivana virusa, dodavana je u zapremini od 15 pl. U
sastav reakcione mesavine ulazile su slede¢e komponente: RT-PCR-mix-1 Rotavirus/Astrovirus
(Norovirus/IC), RT-PCR-mix-2, Hot Start Taq Polymerasa, RT-G-mix-2, M-MLV Revertase.
Ispitivani uzorak, kao i pozitivna i negativna kontrola dodavani su u zapremini od 10 pl. Reverzna
transkripcija je izvodena pod slede¢im uslovima: 30 minuta na 50°C, a zatim inaktivacija RNK
polimeraze i aktivacija DNK polimeraze 15 minuta na 95°C. Proces amplifikacije se izvodio u 45
ciklusa, pod slede¢im uslovima: 10 sekundi na 95 °C, 35 sekundi na 60°C i 10 sekundi na 72°C.
Amplifikacija i detekcija virusne RNK je vrSena u aparatu 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems).

Za adenovirus (koji je DNK virus) real-time PCR reakcija je vrSena u zapremini od 40pl,

koju je Cinilo 20ul reakcione smese (ADV Q-PCR Mix) i 20ul ispitivanog uzorka. U istoj kolicini
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su dodavane i pozitivna i negativna kontrola. Proces amplifikacije se izvodio pod slede¢im
uslovima: 2 minuta na 50°C dekontaminacija, 2 minuta na 94°C pocetna denaturacija, a zatim 45
ciklusa od 10 sekundi na 94 °C, 30 sekundi na 60°C i 20 sekundi na 72°C. Amplifikacija i detekcija
virusne DNK je vrSena u aparatu aparatu 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

5.2.1.4. Odredivanje genogrupe norovirusa i rotavirusa

Za detaljniju analizu identifikovanih virusnih uzro¢nika vrSeno je odredivanje genogrupe
norovirusa upotrebom komercijalnog kita RIDA®GENE Norovirus | & Il (R-Biopharm AG,
Germany) i odredivanje pripadnosti grupi A rotavirusa sa komercijalnim kitom Rotavirus A genesig
(Primerdesign, United Kingdom). Grupa A rotavirusa ¢ini visSe od 90% rotavirusnih infekcija u
svetu.

Real-time RT-PCR reakcija za odredivanje genogrupe norovirusa je vrSena u zapremini od
25ul (20ul Master miksa i 5ul ispitivane norovirusne pozitivne RNK - uzorak, kao i pozitivne i
negativna kontrole). U sastav Master miksa — reakcione meSavine ulazile su slede¢e komponente:
Reaction Mix, Primer-Probe Mix, Enzyme Mix. Reverzna transkripcija je izvodena 10 minuta na
58°C, a zatim je vrena podetna denaturacija 1 minut na 95°C. Proces amplifikacije se izvodio u 45
ciklusa, pod slede¢im uslovima: 15 sekundi na 95 °C i 30 sekundi na 55°C. Amplifikacija i detekcija
genogrupe norovirusa je vrSena u aparatu 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

Kod odredivanja pripadnosti grupi A rotavirusa, real-time RT-PCR reakcija je bila
zapremine 20ul. Reakciona sme$a je dodavana u zapremini od 15 pl. Ispitivana rotavirusna
pozitivna RNK (uzorak), kao i pozitivna i negativna kontrola dodavani su u zapremini od 5ul. U
sastav reakcione mesavine ulazile su slede¢e komponente: oasig™ OneStep qRT-PCR Master Mix,
Rotavirus A Primer/Probe mix i RNAse/DNAse free water. Reverzna transkripcija je izvodena 10
minuta na 42°C, a zatim je vriena aktivacija enzima DNK polimeraze 2 minuta na 95°C. Proces
amplifikacije se izvodio u 50 ciklusa, pod slede¢im uslovima: 10 sekundi na 95 °C i 60 sekundi na
60°C. Amplifikacija i detekcija rotavirusa grupe A je vriena u aparatu 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems).

5.2.2. Metode odredivanja nukleotidnih sekvenci
5.2.2.1. Amplifikacija dela hekson gena kod adenovirusa

Za potrebe sekvenciranja, specifican segment hekson gena adenovirusa, duzine 301 bazni

par (bp), je umnoZen lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR). Za umnozavanje DNK fragmenata,
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koris¢en je AmpliTag Gold 360 Master Mix (Applied Biosystems) uz upotrebu prajmera
(hex1deg/hex2deg), ¢ije su sekvence prikazane u tabeli 4.

Tabela 4. Oligonukleotidna sekvenca hex1deg/hex2deg prajmera

Ciljna Naziv VT
J . Sekvenca prajmera amplikona | Referenca
sekvenca | prajmera )
Hekson hexldeg 5'-GCC SCA RTG GKC WTA CAT GCA CAT C-3’ 301 Allard i sar.,
HAdV hex2deg 5'-CAG CAC SCC ICG RAT GTC AAA-3’ 2001. (141)

Varijabilne nukleotidne pozicije: S=Cili G; R=AiliG; K=Gili T, W=AIli T

PCR reakciona sme$a, ukupne zapremine od 25 pl po reakciji, obuhvatala je sledece
komponente: 12,511 AmliTaq Gold PCR Master Mix-a; 1ul prajmera hexldeg (konc.10 pmol); 1ul
hex2deg prajmera (konc.10 umol), 5,5u1 RNAse/DNAse free vode i 5ul izolovane DNK. Reakcija
cikliénog umnozavanja odabranog fragmenta je radena na PCR aparatu (Eppendorf Master Cycler
Gradient, Hamburg, Germany).

Umnozavanje ciljane sekvence je izvedeno po slede¢em protokolu: (1) inicijalna
denaturacija DNK i aktivacija DNK polimeraze: 9 minuta na 95°C; (2) replikacioni ciklus se
ponavljao 40 puta i sastojao od 3 koraka: 60 sekundi na 95°C, 60 sekundi na 55°C, 70 sekundi na
72°C; (3) zavrs$na ekstenzija (izduZivanje) DNK lanaca: 8 minuta na 72°C i (4) zavrsetak reakcije na
4°C. U cilju kontrole odvijanja procesa amplifikacije, kao i kontrole kontaminacije, uz uzorak je
pripremana pozitivna kontrola i negativna kontrola (NT, eng. no tempate). Produkti PCR reakcije

analizirani su elektroforezom u 2% agaroznom gelu.

5.2.2.2. Amplifikacija delova ORF1b i ORF2 kod astrovirusa

Za potrebe sekvenciranja umnozen je RT-PCR reakcijom veoma stabilan region ORF1b
(RNK polimeraza) astrovirusa duzine 409 bp. Za umnozavanje RNK fragmenata, koris¢en je
SuperScript 11l Platinum One-Step gRT-PCR Kit (Invitrogen) uz upotrebu prajmera
(SF0073/SF0076), ¢ije su sekvence prikazane u tabeli 5. Ovaj region je stabilan kod svih humanih i
animalnih astrovirusa, pa se ovi prajmeri smatraju konsenzus prajmerima i omogucili su

identifikaciju svih astrovirusa.
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Tabela 5. Oligonukleotidna sekvenca SF0073/SF0076 prajmera

Ciljna Naziv Ve
] . Sekvenca prajmera amplikona Referenca
sekvenca | prajmera (bp)
ORF1b SF0073 5"- GATTGGACTCGATTTGATGG - 3’ 409 Finkbeiner i sar.,
AstV SF0076 5'- CTGGCTTAACCCACATTCC - 3’ 2009. (105)

PCR reakciona smes$a, ukupne zapremine od 25ul po reakciji, obuhvatala je sledece
komponente: 0,5ul SuperScript 11 Platinum Taqg Mix; 12,5ul 2x Reaction Mix; 1ul MgSO4 conc.;
0,5ul prajmera SFO073 (konc.10 upmol); 0,5ul prajmera SF0076 (konc.10 pmol), 7,5ul
RNAse/DNAse free vode i 2,5ul izolovane RNK. Reakcija ciklicnog umnoZzavanja odabranog
fragmenta je radena na PCR aparatu (Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany).

Umnozavanje ciljane sekvence je izvedeno po slede¢em protokolu: (1) reverzna
transkripcija: 15 minuta na 50°C, a zatim inaktivacija RNK polimeraze i aktivacija DNK polimeraze
2 minuta na 95°C (2) replikacioni ciklus se ponavljao 40 puta i sastojao od 3 koraka: 30 sekundi na
94°C, 30 sekundi na 53°C, 50 sekundi na 72°C. U cilju kontrole odvijanja procesa amplifikacije,
kao i kontrole kontaminacije, uz uzorak je pripremana pozitivna kontrola i negativna kontrola (NT,

eng. no tempate). Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 2% agaroznom gelu.

Amplifikacija stabilnog 5’ ORF2 kod astrovirusa

Za potrebe sekvenciranja umnozen je RT-PCR reakcijom stabilan 5’ region ORF2 klasi¢nih
astrovirusa duzine 449 bp. Za umnozavanje RNK fragmenata koris¢en je SuperScript 111 Platinum
One-Step gRT-PCR Kit (Invitrogen) uz upotrebu prajmera (Mon269/Mon270), ¢ije su sekvence
prikazane u tabeli 6. Ovi prajmeri omogucavaju identifikaciju samo klasi¢nih astrovirusa, koji Su i

najucestaliji kao uzro¢nici infekcija kod ljudi.

Tabela 6. Oligonukleotidna sekvenca Mon269/Mon270 prajmera

Ciljna Naziv Vel itTeS
J . Sekvenca prajmera amplikona Referenca
sekvenca prajmera (bp)
ORF2 Mon269 5'- CAACTCAGGAAACAGGGTGT -3’ 449 Finkbeiner i sar.,
AstV Mon270 5"- TCAGATGCATTGTCATTGGT - 3’ 2009. (105)

RT-PCR reakciona smesSa, ukupne zapremine od 25ul po reakciji, obuhvatala je sledece

komponente: 0,5ul SuperScript 11 Platinum Taqg Mix; 12,5ul 2x Reaction Mix; 1ul MgSO4 conc.;
0,5ul prajmera Mon269 (konc.10 umol); 0,5ul prajmera Mon270 (konc.10 pmol), 7,5ul
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RNAse/DNAse free vode i 2,5ul izolovane RNK. Reakcija cikliénog umnozavanja odabranog
fragmenta je radena na PCR aparatu (Eppendorf Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany).
Umnozavanje ciljane sekvence je izvedeno po slede¢em protokolu: (1) reverzna
transkripcija: 15 minuta na 50°C, a zatim inaktivacija RNK polimeraze i aktivacija DNK polimeraze
2 minuta na 95°C (2) replikacioni ciklus se ponavljao 40 puta i sastojao od 3 koraka: 30 sekundi na
94°C, 30 sekundi na 51,9°C, 50 sekundi na 72°C. U cilju kontrole odvijanja procesa amplifikacije,
kao i kontrole kontaminacije, uz uzorak je pripremana pozitivna kontrola i negativna kontrola (NT,

eng. no tempate). Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 2% agaroznom gelu.
5.2.2.3. Amplifikacija dela ORF2 kod norovirusa

Za potrebe sekvenciranja umnozen je RT-PCR reakcijom C region (5' kraj) ORF2
norovirusa duzine oko 300 bp. Za umnozavanje RNK fragmenata, koriSé¢en je Qiagen One-Step
RT-PCR Kit (Qiagen inc., Valencia CA, USA) uz upotrebu prajmera specifiénih za genogrupe
(genogrupa I -G1SKF/G1SKR i genogrupa Il — G2SKF/G2SKR), ¢ije su sekvence prikazane u
tabeli 7.

Tabela 7. Oligonukleotidna sekvenca G1SKF/G1SKR prajmera (za genogrupu 1) i G2SKF/G2SKR
prajmera (za genogrupu 1)

Ciljna Naziv : Veli€ina
. Sekvenca prajmera amplikona | Referenca
sekvenca | prajmera (bp)
ORF2 G1SKF 5'- CTGCCCGAATTYGTAAATGA - 3' 399 Kojima i sar.,
NoV Gl G1SKR 5'— CCAACCCARCCATTRTACA -3 2002. (142)
ORF2 G2SKF 5'— CNTGGGAGGGCGATCGCAA - 3 343 Kojima i sar.,

NoV GlI G25KR 5'- CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT - 3' 2002. (142)

Varijabilne nukleotidne pozicije: Y=Cili T; R=AiliG; N=AiliCiliGiliT; H=AiliCiliT

RT-PCR reakciona smeSa, ukupne zapremine od 25ul po reakciji, obuhvatala je sledece
komponente: 5ul Qiagen One-Step RT-PCR buffer; 1ul dNTP; 1ul Qiagen One-Step RT-PCR
Enzyme mix; 0,25ul Forward prajmera (G1SKF ili G2SKF, konc.100 pmol); 0,25ul Reverse
prajmera (G1SKR ili G2SKR, konc.10 pmol); 13,5u1 RNAse/DNAse free vode i 4ul izolovane
RNK. Reakcija ciklicnog umnoZzavanja odabranog fragmenta je radena na PCR aparatu (Eppendorf
Master Cycler Gradient, Hamburg, Germany).

Umnozavanje ciljane sekvence je izvedeno po slede¢em protokolu: (1) reverzna
transkripcija: 30 minuta na 50°C, a zatim inaktivacija RNK polimeraze i aktivacija DNK polimeraze

15 minuta na 95°C (2) replikacioni ciklus se ponavljao 40 puta i sastojao od 3 koraka: 30 sekundi na
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94°C, 1 minut na 52°C, 1 minut na 72°C (3) zavr$na ekstenzija: 10 minuta na 72°C i (4) zavrietak
reakcije na 4°C. U cilju kontrole odvijanja procesa amplifikacije, kao i kontrole kontaminacije, uz
uzorak je pripremana pozitivna kontrola i negativna kontrola (NT, eng. no tempate). Produkti PCR

reakcije analizirani su elektroforezom u 2% agaroznom gelu.
5.2.2.4. Amplifikacija gena 9 (VP7) i gena 4 (VP4) kod rotavirusa

Za potrebe sekvenciranja umnozen je RT-PCR reakcijom gen 9 rotavirusa duzine 1062 bp.
Takode, RT-PCR reakcijom umnoZen je i deo gena 4 rotavirusa duzine 663 bp. Za umnozavanje
RNK fragmenata, kori$¢en je Qiagen One-Step RT-PCR Kit (Qiagen inc., Valencia CA, USA) uz
upotrebu prajmera (Beg9/End9 za gen 9 i VP4F/VP4R za gen 4), Cije su sekvence prikazane u tabeli
8. Gen 9 rotavirusa vrsi kodiranje VP7 proteina na povrSini virusa, na osnovu koga se vrsilo
odredivanje G tipa rotavirusa grupe A (G tipizacija). Gen 4 kodira VP4 protein na povrsini virusa,

na osnovu koga se vrSilo odredivanje P tipa rotavirusa grupe A (P tipizacija).

Tabela 8. Oligonukleotidna sekvenca Beg9/End9 prajmera (za gen 9) i VP4F/VP4R prajmera (za

gen 4)
Ciljna Naziv Velicina
] - Sekvenca prajmera amplikona | Referenca
sekvenca | prajmera (bp)
Gen 9 Begd  5- GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG-3' 1062 WHO,
RV End9 5-GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG-3' 2009. (78)
Gen 4 VP4F S-TATGCTCCAGTNAATTGG-3' 663 WHO,
RV VP4R 5-ATTGCATTTCTTTCCATAATG-3' 2009. (78)

Zbog specificnosti genoma virusa (dvolan¢ana RNK), uzorak izolovane RNK (4ul) se
zajedno sa odgovarajué¢im prajmerima (Beg9/End9 za gen 9 i VP4F/VVP4R za gen 4; koncentracije
100 umol, oba u koli¢ini od po 0,5ul) prvo zagrevao na temperaturi od 94°C 5 minuta, a zatim drzao
na ledu 1 minut (miks 1). Za to vreme pravila se meSavina enzima 1 pufera (miks 2) na sledeci
nacin: dodavalo se 5ul Qiagen One-Step RT-PCR buffer; 1ul dNTP; 1ul Qiagen One-Step RT-PCR
Enzyme mix i 13ul RNAse/DNAse free vode. PCR reakciona smesa ukupne zapremine od 25ul po
reakciji, obuhvatala je slede¢e komponente: 5ul miksa 1 sa uzorkom RNK i 20 pl miksa 2.
Reakcija cikliénog umnozavanja odabranog fragmenta je radena na PCR aparatu (Eppendorf Master
Cycler Gradient, Hamburg, Germany).

Umnozavanje ciljane sekvence je izvedeno po slede¢em protokolu: (1) reverzna
transkripcija: 30 minuta na 50°C, zatim 15 minuta na 95°C vrsila se aktivacija DNK polimeraze (2)

replikacioni ciklus se ponavljao 40 puta i sastojao od 3 koraka: 1 minut na 94°C, 2 minuta na 42°C,
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1 minut na 72°C (3) zavr$na ekstenzija: 10 minuta na 72°C i (4) zavrSetak reakcije na 4°C. U cilju
kontrole odvijanja procesa amplifikacije, kao i kontrole kontaminacije, uz uzorak je pripremana
pozitivna kontrola i negativna kontrola (NT, eng. no tempate). Produkti PCR reakcije analizirani su

elektroforezom u 2% agaroznom gelu.

5.2.2.5. Precis§¢avanje PCR produkata

Nakon dobijanja pozitivnog rezultata na agaroznom gelu (produkata ocekivane veli¢ine), u
cilju sekvenciranja izvrSeno je pre¢is¢avanje PCR produkata upotrebom komercijalnog kompleta
(QIAquick PCR Purification Kits; QIAGEN: P/N 28104) prema uputstvu proizvodaca.

Upotrebom ovog kita, pre¢is¢avanje PCR produkata se odvijalo u ultrafiltracionim spin
kolonama. U prvom koraku vrsila se apsorpcija umnozene DNK za povrSinu silika membrane u
prisustvu pufera (pH<7,5) i visoke koncentracije soli. Tokom faze adsorpcije prajmeri i ostale
necisto¢e (neinkorporirani nukleotidi, agaroza, boje, etidijum bromid, ulja, deterdzenti i soli)
prolazili su kroz kolonu, ne vezujuéi se za silika membranu. Rezidue soli ispirale su se puferom PE,
koji sadrzi etanol. Visak PE pufera uklanjao se centrifugiranjem. Elucija DNK vrsila se EB puferom
(10 mM Tris-Cl, pH 8,5). Kvalitet precis¢enih fragmenata proveravan je na 2% agaroznom gelu.

Koncentracija i ¢isto¢a eluata odredivana je merenjem apsorbance na 260 nm 1280 nm.
5.2.2.6. Sekvenciranje delova genoma ispitivanih virusa

Za potrebe ovog istraZzivanja odredeni broj uzoraka, koji su bili pozitivni na ispitivane viruse
(rotaviruse, noroviruse, astroviruse i adenoviruse), a u cilju potvrde uspesnosti detekcije virusa u
ispitivanim uzorcima, genotipizacije, kao i detaljnije molekularne analize, pripremljeni su za
sekvenciranje po uputstvu laboratorije angazovane za sekvenciranje (Macrogen, Holandija). Uzorci
su sekvencirani u duzini jednog dela genoma (region od interesa) metodom poO Sangeru na
instrumentu ABI 3730XL u laboratoriji Macrogen Europe, Holandija. Za sekvenciranje su

upotrebljeni isti prajmeri, koji su koriSceni i1 za proces amplifikacije.
5.2.3. Bioinformaticka obrada podataka

Dobijanje konsenzus sekvenci

Eksperimentalno dobijene nukleotidne sekvence analizirane su u cilju provere kvaliteta
sekvenciranja. Sekvence su proverene u oba pravca pomocu programa FinchTV (Geospiza, Inc.) i

izvSena je manuelna obrada praznina. Uporedivanje (engl. aligment) dobijenih sekvenci u 5" i 3’
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pravcu izvrSeno je upotrebom on-line programa Clustal Omega. Na taj nacin dobijena je kompletna

(konsenzus) sekvenca, koja je u cilju identifikacije dalje analizirana.

BLAST (Basic Local Aligment Search Tool)

Upotrebom BLAST programa (engl. Basic Local Aligment Search Tool) (143) konsenzus
sekvence su uporedene sa sekvencama odgovarajueg regiona genoma rota, noro, astro i
adenovirusa, dostupnim u ,,GenBank“ bazi podataka (National Center for Biotechnology
Information, Nacional Institutes, NCBI database) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)

Filogenetska analiza je prvo obuhvatala poravnavanje setova sekvenci, sa ciljem da broj
neuparenih mesta u ispitivanim sekvencama bude $to manji, primenom CLUSTAL W algoritma u
okviru MEGA 6.0 (engl. Molecular Evolutionary Genetics Analysis) softverskog paketa. MEGA
program je bioinformaticki alat, koji pored programa za poravnanje sekvenci Clustal W (144),
sadrzi programe za konstruisanje filogenetskih stabala, pretragu baze podataka (PubMed, BLAST),
procenu stope mutacija, testiranje evolutivnih hipoteza i odredivanje genetickih distanci.

Algoritam maksimalne verovatnoc¢e (engl. Maximum likelihood) i algoritam pridruzivanja
taksona (engl. Neighbor joining) u programu MEGA upotrebljeni su za procenu evolutivne
srodnosti sekvenci, odredivanje njihove evolutivne udaljenosti i konstrukciju filogenetskih stabala.
Butstrep analiza (engl. Bootstrap) je uradena u ve¢em broju ponavljanja (1000) u cilju provere
stabilnosti 1 izraunavanja statisticke podrske topologiji stabla. Za odredivanje matrice nukleotidne
udaljenosti koriscen je Kimura dvoparametarski model sa odnosom tranzicija/transverzija od 2.0.

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis).

Baze podataka

U cilju definisanja filogenetskih odnosa izolata ispitivanih virusa (rota, noro, astro i
adenovirusa) iz Srbije u odnosu na izolate ovih virusa iz Evrope 1 ostalih geografskih podrucja u
svetu, u radu su koris¢ene sekvence navedene u NCBI (engl. National Center for Biotechnology
Information) bazi podataka. NCBI predstavlja skup nukleotidnih i proteinskih sekvenci iz nekoliko
izvora, ukljucujuci GenBank, RefSeq (eng. Reference Sequence Database). Sekvence korisé¢ene u
filogenetskoj analizi za potrebe ovog istrazivanja su prikazane u tabeli 9A za adenovirus, tabeli 9B
za astrovirus, tabeli 9C za norovirus i tabeli 9D za rotavirusni gen 4 (VP4) i tabeli 9E za rotavirusni

gen 9 (VP7).
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Tabela 9A. Nukleotidne sekvence koris¢ene u filogenetskoj analizi za adenovirusni gen heksona
preuzete iz GenBank baze podataka

Broj Vrsta Grupa | Serotip | Broj nukleotida Gen|_3ank
accession no.
1 Human adenovirus F 40 34214 bp NC_001454
2 Human adenovirus F 40 238 bp HQ268788
3 Human adenovirus F 40 257 bp KY910941
4 Human adenovirus F 40 255 bp KX570632
5 Human adenovirus F 41 255 bp KX570635
6 Human adenovirus F 41 1235 bp HQO005286
7 Human adenovirus F 41 252 bp DQ504432
8 Human adenovirus F 41 256 bp LT628548
9 Human adenovirus F 41 2778 bp AB330122
10 Human adenovirus C 2 2907 bp KM458625
11 Human adenovirus C 2 259 bp EF205292
12 Human adenovirus C 2 35937 bp AC_000007
13 Human adenovirus C 2 253 bp AY628143
14 Human adenovirus C 2 2907 bp AJ293905
15 Human adenovirus B 7 35214 bp KU361344
16 Human adenovirus B 3 35343 bp NC 011203
17 Human adenovirus D 17 35139 bp HQ910407
18 Human adenovirus D 17 35100 bp AC_000006
19 Human adenovirus A 12 34125 bp NC_ 001460
20 Human adenovirus A 12 34125 bp X73487
21 Human adenovirus E 4 35994 bp NC_ 003266
22 Human adenovirus E 4 35983 bp KX384950
23 Human adenovirus G 52 34250 bp DQ923122
24 Bovine adenovirus / / 4693 bp NC_005889
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Tabela 9B. Nukleotidne sekvence koris¢ene u filogenetskoj analizi za stabilan 5’ region ORF2

klasi¢nih astrovirusa preuzete iz GenBank baze podataka

: : Broj GenBank
Broj Vista Sl S nukleotida | accession no.
1 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 1 6813 bp NC 001943
2 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 1 6816 bp HQ398856
3 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 1 373 bp KC285180
4 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 1 443 bp AY846639
5 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 1 409 bp KM514348
6 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 1 389 bp KX027308
7 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 1 626 bp JQ898572
8 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 1 719 bp KM981712
9 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 6 348 bp DQ917382
10 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 6 2418 bp 746658
11 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 3 2478 bp EF583300
12 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 3 682 bp AB551378
13 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 7 2484 bp Y 08632
14 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 7 348 bp L.38508
15 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 5 5623 bp KF157967
16 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 5 426 bp JQ260761
17 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 5 1154 bp KX932052
18 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 5 621 bp KF420152
19 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 5 366 bp KX913268
20 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 5 6762 bp DQ028633
21 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 2 3233 bp JX087964
22 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 2 1154 bp KX932051
23 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 8 6759 bp AF260508
24 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 8 2434 bp 266541
25 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 4 348 bp AF175259
26 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 4 348 bp EU161566
27 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 4 348 bp AF348793
28 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 4 348 bp DQ157435
29 Human astrovirus | Mamastrovirus 1 4 6723 bp AY720891
30 | Bovine astrovirus | | |nclassified / 6287 bp LC047787
Mamastrovirus
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Tabela 9C. Nukleotidne sekvence koriS¢ene u filogenetskoj analizi za C region (5' kraj) ORF2

norovirusa preuzete iz GenBank baze podataka

: : Broj GenBank
Broj Vista Sl e nukleotida | accession no.
1 Human norovirus Genogrupa | 2 271 bp KU821055
2 Human norovirus Genogrupa | 2 7699 bp FJ515294
3 Human norovirus Genogrupa | 2 315 bp KM462611
4 Human norovirus Genogrupa | 2 7708 bp L07418
5 Human norovirus Genogrupa Il 1 288 bp KP762423
6 Human norovirus Genogrupa Il 1 2193 bp KC597151
7 Human norovirus Genogrupa Il 1 281 bp JX863528
8 Human norovirus Genogrupa Il 1 292 bp KF475929
9 Human norovirus Genogrupa Il 1 282 bp KF870593
10 Human norovirus Genogrupa Il 1 481 bp KU193696
11 Human norovirus Genogrupa Il 1 575 bp KT239610
12 Human norovirus Genogrupa Il 1 7513 bp u07611
13 Human norovirus Genogrupa Il 2 7537 bp AY134748
14 Human norovirus Genogrupa Il 2 338 bp EU007805
15 Human norovirus Genogrupa Il 2 2329 bp AB662898
16 Human norovirus Genogrupa Il 2 7536 bp KY421122
17 Human norovirus Genogrupa Il 2 1067 bp KY817521
18 Human norovirus Genogrupa Il 2 2005 bp KY357462

19 Human norovirus Genogrupa Il 4 7555 bp X86557

20 Human norovirus Genogrupa Il 4 327 bp KP871791
21 Human norovirus Genogrupa Il 4 276 bp EU908204
22 Human norovirus Genogrupa Il 4 2327 bp KJ634714
23 Human norovirus Genogrupa Il 4 7531 bp KF509946
24 Human norovirus Genogrupa Il 4 7513 bp KT202796
25 Human norovirus Genogrupa Il 4 2334 bp EU096506
26 Human norovirus Genogrupa Il 17 1623 bp KT591501
27 Human norovirus Genogrupa Il 17 7397 bp KY392867
28 Human norovirus Genogrupa Il 17 2353 bp KX424647
29 Human norovirus Genogrupa Il 17 3266 bp KT346356
30 Human norovirus Genogrupa Il 17 7559 bp KT780416
31 Human norovirus Genogrupa Il 17 7555 bp LC037415
32 Bovine calicivirus / / 7484 bp NC_ 030793
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Tabela 9D. Nukleotidne sekvence koris¢ene u filogenetskoj analizi za gen 4 (VP4) rotavirusa
preuzete iz GenBank baze podataka

. . Broj GenBank
Broj Ve Sl PRy nukleotida | accession no.
1 Human rotavirus A P[8] 664 bp MF494873
2 Human rotavirus A P[8] 789 bp KF614647
3 Human rotavirus A P[8] 801 bp KF036131
4 Human rotavirus A P[8] 843 bp KJ432862
5 Human rotavirus A P[8] 845 bp EU033988
6 Human rotavirus A P[8] 2354 bp KU870410
7 Human rotavirus A P[8] 2359 bp JN849137
8 Human rotavirus A P[8] 2337 bp FJ747616
9 Human rotavirus A P[8] 2313 bp AB975556
10 Human rotavirus A P[8] 2354 bp KU059791
11 Human rotavirus A P[8] 810 bp JN706174
12 Human rotavirus A P[8] 878 bp KJ454524
13 Human rotavirus A P[8] 2333 bp JF491069
14 Human rotavirus A P[8] 2359 bp KF371777
15 Human rotavirus A P[4] 869 bp KJ940113
16 Human rotavirus A P[4] 664 bp KU174024
17 Human rotavirus A P[4] 901 bp JX307596
18 Human rotavirus A P[4] 808 bp KX545322
19 Human rotavirus A P[4] 849 bp KF202512
20 Human rotavirus A P[4] 663 bp MF494861
21 Human rotavirus A P[4] 2307 bp KJ919709
22 Human rotavirus A P[4] 2359 bp JN849155

23 Human rotavirus A P[8] 2359 bp L34161
24 Human rotavirus A P[4] 2359 bp HQ650119
25 Simian rotavirus A / 2362 bp NC011510
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Tabela 9E. Nukleotidne sekvence u filogenetskoj analizi za gen 9 (VP7) rotavirusa preuzete iz
GenBank baze podataka

. . Broj GenBank
Broj Ve Sl i nukleotida | accession no.
1 Human rotavirus A Gl 1062 bp JX406755
2 Human rotavirus A Gl 882 bp MF494779
3 Human rotavirus A Gl 900 bp JX273716
4 Human rotavirus A Gl 827 bp AB546868
5 Human rotavirus A Gl 1011 bp JX027828
6 Human rotavirus A Gl 948 bp AB975460
7 Human rotavirus A Gl 912 bp KX758605
8 Human rotavirus A Gl 948 bp KT948654
9 Human rotavirus A Gl 1062 bp LC066655
10 Human rotavirus A Gl 1062 bp FJ348350
11 Human rotavirus A G2 1062 bp HQ650124
12 Human rotavirus A G2 1017 bp MF168276
13 Human rotavirus A G2 981 bp HQ425266
14 Human rotavirus A G2 943 bp KJ919920
15 Human rotavirus A G2 850 bp KF414556
16 Human rotavirus A G2 1062 bp AF401754
17 Human rotavirus A G2 1062 bp JQ343219
18 Human rotavirus A G2 978 bp JN849156
19 Human rotavirus A G2 1062 bp DQ904516
20 Human rotavirus A G3 981 bp FJ998278
21 Human rotavirus A G3 1062 bp KU550297
22 Human rotavirus A G3 1062 bp KU870415
23 Human rotavirus A G3 885 bp MF494838
24 Human rotavirus A G3 1062 bp KJ639028
25 Human rotavirus A G3 1002 bp KY000546
26 Human rotavirus A G3 1062 bp KU059782
27 Human rotavirus A G9 981 bp FJ361209
28 Human rotavirus A G9 840 bp KU532195
29 Human rotavirus A G9 885 bp KF648937
30 Human rotavirus A G9 996 bp AB848997
31 Human rotavirus A G9 1023 bp KT919508
32 Human rotavirus B / 814 bp NC 021542
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5.3. Odredivanje tezine klinicke slike kod obolelih

Vesikari skala (prvi put opisana od strane Vesikari i Ruuska 1987. god., a Lewis publikovao
modifikovanu verziju 2011. god.) ima za cilj da odredi tezinu klinicke slike kod obolelih od
virusnog gastrointestinalnog sindroma. Analiziraju¢i podatke, uzete iz navoda o klini¢koj slici kod
svakog obolelog (anketni upitnik i istorija bolesti), grupisani su oboleli od virusnog
gastroenterokolitisa u kategorije:

1. bolesnici sa blagom klinickom slikom (koji su posle analize i sabiranja svih klinickih
parametara, predvidenih Vesikari skalom, imali ukupan broj bodova manje od 7)

2. bolesnici sa srednje teSkom klini¢kom slikom (sa ukupnim brojem bodova 7 do 10)

3. bolesnici sa teskom klinickom slikom (sa ukupnim brojem bodova 11 ili ve¢im).

Bodovi se racunaju tako, Sto se sabira maksimalni broj stolica dnevno, trajanje dijareje u
danima, maksimalan broj povracanja dnevno, trajanje povracanja u danima, temperatura (rektalna
ili aksilarna), dehidratacija (da 1li je ima i kolika je), kao i leCenje (da li je samo izvrSena
rehidratacija, ili ima i hospitalizacije obolelog) (tabela 10A). 1z tabele se vidi koliko bodova nosi
svaki od prisutnih klini¢kih simptoma. Ove vrednosti se na kraju sabiraju i daju ukupan broj
bodova. To opredeljuje odredivanje u Vesikari skali da 1i je kod obolelog blaga klinicka slika
(manje od 7 bodova), srednje teska klinic¢ka slika (7 do 10 bodova), ili teska klinicka slika (11 ili
vise bodova) (145).

Tabela 10A. Vesikari skala za odredivanje teZine klini¢ke slike (parametri i bodovi)

SKALA
PARAMETAR 1 2 3
Maksimalan broj
stolica dnevno 1-3 4-5 26
Trajanje dijareje u
danima 1-4 5 26
Makglmglan broj 1 -4 > 5
povracanja dnevno
Trajanje povracanja u 1 2 >3
danima
Temperatura 37,1-38,4°C/ 38,5-38,9°C/ 0 0
(rektalna/aksilarna) 36,6-37,9°C 38-38.4°C 239°C/=385°C
Dehidratacija / 1-5% >6
Lecenje Rehidratacija Hospitalizacija /
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Tabela 10B.Vesikari skala za odredivanje teZine klini¢ke slike (grupisanje u kategorije)

KATEGORIJE
. . Srednje teska y . . Maksimalan broj
Blaga klinicka slika inicka slika Teska klinicka slika bodova
<7 7-10 >11 20

5.4. Statisti¢ka analiza

Svi utvrdeni podaci, dobijeni nakon dijagnostickog testiranja celokupnog uzorka real-time
RT-PCR i real-time PCR testom, bili su analizirani, statisticki obradeni, tabelarno i graficki
prikazani u odnosu na vrstu virusnog uzro¢nika, koji je dokazan kao izaziva¢ bolesti, zatim, prema
uzrastu tj. starosti obolelih osoba, kao i prema godinama trajanja ovog istraZivanja.

Za statisticku obradu podataka koris¢en je programski paket Statistical Package for Social
Sciences - SPSS 21. Numericka obeleZja su prikazana putem srednjih vrednosti (aritmeticka
sredina) i mera varijabiliteta (opseg vrednosti, standardna devijacija), a atributivna obelezja
koriStenjem frekvencija 1 procenata. Komparacija vrednosti numerickih obeleZja izmedu dve grupe
vrSena je primenom Studentovog T-testa, dok je za poredenje vrednosti izmedu tri ili viSe grupa
podataka primenjena jednosmerna analiza varijanse (ANOVA). Testiranje razlike frekvencija
atributivnih obelezja vrSeno je primenom y2 testa. Ispitivanje povezanosti dva obelezja vrSeno je
primenom Pearsonovog koeficijenta korelacije. Statisticki znacajnim se smatraju vrednosti nivoa
znacajnosti p<0.05. Rezultati su prikazani tabelarno 1 graficki.

Pored brojcane, procentualne, tabelarne i statistiCke obrade ucestalosti svih klini¢kih
parametara kod obolelih od virusnog gastrointestinalnog sindroma i to pojedina¢no kod obolelih sa
utvrdenom infekcijom rota, noro, astro ili entericnim adenovirusima, kao i kod bolesnika u svim
starosnim grupama, analiza tezine klinicke slike kod svakog obolelog uradena je i na osnovu

parametara datih u Vesikari skali.
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6.0. Rezultati

6.1. Rezultati prikazani prema godinama trajanja istraZivanja, vrsti virusnih

uzroénika i starosti obolelih

U petogodiSnjem periodu (2012-2016. god.) real-time RT-PCR i real-time PCR
molekularnim testovima pregledani su uzorci stolice 1003 osobe, starosti od mesec dana do preko
90 godina. Radena je dijagnostika virusa, koji su najces¢i uzro¢nici akutnog gastroenterokolitisa:
rotavirusa, norovirusa, astrovirusa, kao i entericnih adenovirusa. Sve pregledane osobe imale su
simptome akutnog dijarealnog sindroma. Pored pregleda uzoraka stolice molekularnim testom,
analizirani su 1 podaci o simptomima bolesti, trajanju bolesti, hospitalizaciji, kao i sporadi¢nom i
epidemijskom javljanju bolesti.

Na ukupnom uzorku od 1003 pregledane osobe, akutna infekcija izazvana rota, noro, astro,
kao i entericnim adenovirusima dokazana je kod ukupno 709 osoba svih starosnih grupa, odonosno
u 70,69% slucajeva.

U ovom petogodisnjem periodu od 709 bolesnika sa dokazanom akutnom infekcijom, njih
677 je bilo pozitivno na jedan virus (rota, noro, astro ili adenovirus), a 32 osobe su bile pozitivne na
dva virusa (3,19%).

Na slikama 15, 16, 17 1 18 prikazane su amplifikacione krive, dobijene prilikom izvodenja
real-time RT-PCR testa u dijagnostici rota, noro i astrovirusa, kao i real-time PCR testa u
dijagnostici adenovirusa. U daljem tekstu termin real-time PCR test odnosice se i na real-time RT-
PCR test (kod RNK virusa), kao i na real-time PCR test (kod DNK virusa).
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Slika 15. Detekcija rotavirusa u uzorcima stolice metodom real-time RT-PCR
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Slika 16. Detekcija norovirusa u uzorcima stolice metodom real-time RT-PCR
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Slika 18. Detekcija adenovirusa u uzorcima stolice metodom real-time PCR

U tabeli 11 prikazani su rezultati pregleda 100 osoba u 2012. godini. Dobijeni rezultati su
grupisani u odnosu na broj dokazanih akutnih infekcija odredenim virusom i u odnosu na starost
pregledanih osoba. Tako je u 2012. godini na rota, noro, astro i adenoviruse, na uzorku od 100
pregledanih osoba razliCite starosti, pozitivnih na ova cCetiri virusa bilo ukupno 68% (68/100). U
2012. godini kod 5 obolelih (5,0%), uzrasta do 5 godina, 6 do 14 godina i 15 do 19 godina dokazana
je udruzena infekcija sa 2 virusa. Radilo se o rota i norovirusima kod svih 5 obolelih.

U tabeli 12, gde su prikazani rezultati pregleda 179 osoba u 2013. godini, ukupan broj
pozitivnih na rota, noro, astro i entericne adenoviruse je bio 98 od 179 pregledanih — 54,75%. U

2013. godini nisu u uzorcima stolice dokazane udruzene infekcije sa dva virusa.
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Tabela 11. Ucestalost akutnih infekcija izazvanih rota, noro, astro i entericnim adenovirusima

u 2012. godini
X UKUPNO
STAROST | ROTA | NORO | ASTRO VIF?US A | ADENO
NEGATIVNI | POZITIVNI
05 qod 27172 11772 172 2072 6/72 25172 47172
9 (37.5%) | (15.28%) | (1.39%) | (2.78%) | (8.33%) | (34.72%) (65.28%)
115 4/15 3/15 2015 4/15 1/15 14/15
6-14god | (6.67%) | (26.67%) | (20.0%) | (13.33%) | (26.67%) |  (6.67%) (93.33%)
16 16 476 206
15-19 god / (16.67%) / (16.67%) / (66.67%) (33.33%)
213 173 213
20-29 god / ©6.67%) | / / (33.33%) (66.67%)
213 13 273
30-49 god / (66.67%) / / / (33.33%) (66.67%)
71 171
230 god |10 005 / / / / / (100.0%)
UKUPNG | 29/100 | 207100 | 4/100 | 5/100 | 10/100 32/100 68/100
(29.0%) | (200%) | 4.0%) | (5.0%) | (10.0%) (32.0%) (68.0%)

broj pozitivnih/broj ispitanih
% pozitivnih
* udruzene infekcije sa dva virusa

Tabela 12. Ucestalost akutnih infekcija izazvanih rota, noro, astro i enteri¢nim adenovirusima

u 2013. godini
UKUPNO
*
STAROST | ROTA | NORO | ASTRO |, 2 . | ADENO
NEGATIVNI | POZITIVNI
v5ood | 2401 | 151 | 2/01 / 10/91 20/91 51/91
90d | 26.370) | (16.48%) | (2.20%) (10.99%) |  (43.96%) (56.04%)
c14o0q | 62 121 / / 2121 10721 11721
g (28.57%) | (4.76%) (19.05%) |  (47.62%) (52.38%)
118 5/18 318 o/18 018
15-190d | 5 5e0s) | (27.78%) | ! ! (16.67%) |  (50.0%) (50.0%)
115 4115 15 9/15 6/15
2029900 | (5 670) | (26.67%) | ! / (6.67%) (60.0%) (40.0%)
4/15 15 2015 8/15 7115
30-4990d | o6 6706) | (667%) | ! ! (13.33%) |  (53.33%) (46.67%)
219 | 12119 5/19 14119
250 g0d | 10 53%) | (63.16%) | ! / ! (26.32%) (73.68%)
UKUPNG | 38/L79 | 38179 | 27179 / 200179 81/179 981179
(21.23%) | (21.23%) | (1.12%) (AL17%) | (45.25%) (54.75%)

broj pozitivnih/broj ispitanih
% pozitivnih
* udruzene infekcije sa dva virusa
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U tabeli 13 vidi se da je u 2014. godini, na uzorku od 197 pregledanih osoba sa
gastrointestinalnim sindromom, broj akutnih infekcija rota, noro, astro i enteri¢nim adenovirusima,
bio 128 (64,97%). U 2014. godini nisu u uzorcima stolice dokazane udruzene infekcije sa dva

virusa.

Tabela 13. Ucdestalost akutnih infekcija izazvanih rota, noro, astro i enteri¢nim
adenovirusima u 2014. godini
X UKUPNO
STAROST | ROTA | NORO |ASTRO | ., .2 ADENO
VIRUSA
NEGATIVNI | POZITIVNI
05aod | 3B/A16 | 147116 | 4/116 / 36/116 24/116 92/116
g (32.76%) | (12.07%) | (3.45%) (31.03%) | (20.69%) (79.31%)
514 od 5/16 3/16 / / 3/16 5/16 11/16
g (31.25%) | (18.75%) (18.75%) |  (31.25%) (68.75%)
4/16 2116 10/16 6/16
15-19.g0d | o5 006y | (12.5%) / / / (62.5%) (37.5%)
114 5/14 8/14 6/14
20-29.90d | 7 140) | (35.71%) / / / (57.14%) (42.86%)
6/18 1/18 11/18 7/18
30-49 god / (33.33%) / / (5.56%) | (61.11%) (38.89%)
6/17 11/17 6/17
250 god / @35.20%) | ! / / (6471%) | (35.29%)
UKUPNG | 487197 | 36/197 | 47197 / 40/197 69/197 128/197
(24.37%) | (18.27%) | (2.03%) (20.30%) | (35.03%) (64.97%)

broj pozitivnih/broj ispitanih

% pozitivnih

* udruzene infekcije sa dva virusa

Tabela 14 prikazuje rezultate pregleda 285 osoba sa dijarealnim sindromom u 2015. godini.
Dokazano je 243 (85,26%) akutno obolelih od rota, noro, astro ili enteri¢nih adenovirusa. U 2015.
godini kod 15 pregledanih osoba (5,26%) u uzorcima stolice dokazana su dva virusa i to ¢esé¢e kod
dece.

U tabeli 15 prikazani su rezultati pregleda 242 obolele osobe u 2016. godini. Ukupan broj
pozitivnih na rota, noro, astro i entericne adenoviruse bio je 172 (71,07%) u odnosu na 242
pregledane osobe. U 2016. godini u uzorcima stolice 2 virusa (udruzena infekcija) su utvrdena kod
12 pregledanih osoba (4,96%). Pozitivnih na dva virusa bilo je u sasvim malom broju u svim

starosnim grupama.
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Tabela 14. Ucdestalost akutnih infekcija izazvanih rota, noro, astro enteri¢nim
adenovirusima u 2015. godini
X UKUPNO
STAROST | ROTA | NORO | ASTRO vwfus . | ApENO
NEGATIVNI | POZITIVNI
05 o0q | 69736 | 26713 | 5/136 8/136 | 19/136 97136 1277136
9 (50.74%) | (19.12%) | (3.68%) | (5.88%) | (13.97%) | (6.62%) (93.38%)
14/45 13/45 5/45 3145 7145 3/45 42145
6-1490d | 31 1106) | (28.80%) | (11.11%) | (6.67%) | (15.56%) | (6.67%) (93.33%)
4711 6/11 11 10/11
15-19.god | 35 3606) | (54.55%) / / / (9.09%) (90.91%)
9/26 10/26 5126 2126 24126
20-29.90d | (34 620) | (38.469%) / Il 1023wy | (7.60%) (92.31%)
8/30 6/30 2730 4730 10/30 20/30
30-4990d | o6 6706) | (20.0%) / (6.67%) | (13.33%) | (33.33%) | (66.67%)
12/37 4137 137 2137 137 17737 20/37
=30g0d 135 4306) | (1081%) | (270%) | (5.41%) | (270%) | (45.95%) | (54.05%)
UKUPNG | 116/285 | 65285 | 11/285 | 15/285 | 36/285 421285 2431285
(40.70%) | (22.81%) | (3.86%) | (5.26%) | (12.63%) | (14.74%) | (85.26%)
broj pozitivnih/broj ispitanih
% pozitivnih
* udruzene infekcije sa dva virusa
Tabela 15. Ucestalost akutnih infekcija izazvanih rota, noro, astro entericnim
adenovirusima u 2016. godini
UKUPNO
*
STAROST | ROTA | NORO | ASTRO vwfus | ADENO
NEGATIVNI | POZITIVNI
05 o 33/76 3776 / 1776 11/76 28176 48776
9 (43.42%) | (3.95%) (132%) | (14.47%) |  (36.84%) (63.16%)
10/48 14/48 | 2/48 2148 7148 13/48 35/48
6-1490d | 208306) | (20179%) | (417%) | (4.17%) | (1458%) | (27.08%) (72.92%)
113 2113 2113 313 5/13 8/13
15-1990d | 7 6006) | (15.38%) | | | (15.38%) | (23.08%) | (38.46%) | (61.54%)
4/35 18/35 235 3135 835 27135
20-29900 | (19 4306y | (51.43%) | (5.71%) | (857%) | (22.86%) (77.14%)
4732 16/32 3132 2132 7132 25/32
30-4990d | 15 50) | (50.0%) / (9.38%) | (6.25%) | (21.88%) | (78.12%)
6/38 19/38 2138 2138 9/38 20/38
230 g0d 1 15 7906) | (50.0%) / (5.26%) | (5.26%) | (23.68%) (76.32%)
58/242 | 720242 | 2242 | 12242 | 281242 70242 1721242
UKUPNO 1 03 9706) | (29.75%) | (0.83%) | (4.96%) | (1157%) | (28.93%) | (71.07%)

broj pozitivnih/broj ispitanih
% pozitivnih
* udruzene infekcije sa dva virusa

72




Tabela 16 prikazuje rezultate pregleda uzoraka stolice real-time PCR testom u
petogodiSnjem periodu na ukupnom uzorku 1003 obolele osobe. Vidi se da je u petogodisSnjem

periodu akutna infekcija izazvana rota, noro, astro i entericnim adenovirusima dokazana u 709

bolesnika (70,69%).

Tabela 16. Ucdestalost akutnih infekcija izazvanih rota, noro, astro i enteri¢nim
adenovirusama u petogodisnjem periodu (2012-2016. god.)

) UKUPNO
STAROST | ROTA | NORO |ASTRO |, F§US o | ADENO
NEGATIVNI | POZITIVNI
05god | 190491 | 6O/91 | 1241 | 1yAd1 | G2/l 126/491 365/491
(38.90%) | (14.05%) | (2.44%) | (2.24%) | (16.70%) |  (25.66%) (74.34%)
614god | G045 | 35/145 | 107145 | 7145 | 257145 32/145 113/145
(24.83%) | (24.14%) | (6.90%) | (4.83%) | (17.24%) | (22.07%) (77.93%)
1519g0d |, 10/6A 16/64 / 3/64 6/64 29/64 35/64
(15.63%) | (25.0%) (4.69%) | (0.38%) | (4531%) (54.69%)
2029 g0d | 15193 30/93 / 2193 9193 28/93 65/93
(16.13%) | (41.94%) (2.15%) | (9.68%) | (30.11%) (69.89%)
3049900 |, 16198 31/98 / 5/98 9198 37/98 61/98
(16.33%) | (31.63%) (5.10%) | (0.18%) | (37.76%) (62.24%)
omd | 22 | 4Utl> | U2 | 412 | 312 42112 70112
3 (18.75%) | (36.61%) | (0.89%) | (3.57%) | (2.68%) |  (37.5%) (62.5%)
UKUPNG | 28971003 | 231/1003 | 23/1003 | 32/1003 | 134/1003 | 19471003 70071003
(28.81%) | (23.03%) | (2.29%) | (3.19%) | (13.36%) | (29.31%) (70.69%)

broj pozitivnih/broj ispitanih

% pozitivnih

* udruzene infekcije sa dva virusa

Rezultatima pregleda real-time PCR testom, prikazanim za svaku godinu ispitivanja, kao i

analiziranjem celokupnog uzorka (tabela 16), utvrdeno je da su infekcije virusima koji su bili
predmet istrazivanja bile prisutne u znacajnom procentu u svim starosnim grupama i to svake
godine ovog istrazivanja. Najvise infekcija bilo je kod male dece (uzrasta do 5 godina) i Skolske
dece (uzrasta 6 do 14 godina), ali 1 kod osoba starih 50 i viSe godina, kao i u svim ostalim starosnim
grupama. Vidi se da je najvise infekcija ovim virusnim uzro¢nicima gastroenterokolitisa bilo 2015.
godine (85,26%, tabela 14). U 2016. godini procenat obolelih osoba od virusnog
gastroenterokolitisa bio je 71,07%, u 2012. godini 68,0%, procenat pozitivnih 2013. godine bio je
54,75%, a 2014. godine 64,97%. Prema tome, statisticki znacajno najviSe virusnih uzrocnika
dijarealnog sindroma je dokazano 2015. godine u odnosu na ostale godine istraZivanja, kada se
analizira celokupni uzorak (1003 pregledane osobe u periodu od 5 godina), pri ¢emu je kod 709

obolelih dokazan neki od virusnih uzro¢nika (y°=54,638; p=0,000, grafikon 1).
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Grafikon 1. Procenat dokazanih virusnih infekcija kod pojave akutnog dijarealnog sindroma

prema godinama istraZivanja

U tabeli 16 gde su prikazani rezultati pregleda 1003 bolesnika sa znacima akutnog
dijarealnog sindroma razlicite starosti, rotavirusna infekcija je dokazana kod 289 obolelih (28,81%).
Norovirusna infekcija je utvrdena kod 231 osobe sa akutnim dijarealnim sindromom (23,03%), a
astrovirusna infekcija je dokazana kod 23 obolele osobe (2,29%). Akutne infekcije enteri¢nim
adenovirusima kod obolelih od akutnog dijarealnog sindroma dokazane su kod 134 osobe (13,36%).
Udruzena infekcija sa dva virusa nadena je u uzorcima stolice kod 32 pregledane osobe (3,19%).
Cinjenica da su virusne infekcije izazvane rota, noro, astro, kao i entericnim adenovirusima
dokazane real-time PCR testom u 70,69% obolelih od akutnog dijarealnog sindroma i to u svim
starosnim grupama pregledanih osoba, potvrduje znacaj i neophodnost sprovodenja ove
dijagnostike u redovnom radu.

Rotavirusna infekcija, utvrdena u 28,81% pregledanih na ukupnom uzorku, bila je dokazana
2012. godine u 29,0% ispitanih osoba, 2013. godine u 21,23%, 2014. godine u 24,37%, 2015.
godine u 40,70%, a 2016. godine u 23,97% obolelih. Statisticki zna€ajno viSe pacijenata zarazenih
rotavirusom bilo je 2015. godine, u odnosu na ostale godine ispitivanja, ako se analizira ceo uzorak
(pozitivni na rotavirus u odnosu na ostale — pozitivne na druge viruse i negativne) (y?=41,134,
p=0,000). Isto tako, kada se analiziraju samo uzorci stolice, koji su bili pozitivni na virusne
uzro¢nike (uzorci 709 obolelih), statisticki znacajno vise pacijenata zarazenih rotavirusom u odnosu

na obolele zarazene nekim drugim virusom bilo je 2015. godine, nego ostalih godina istrazivanja

74



(x?=14,298, p=0,006; grafikon 2). U pozitivne na rotavirus ubrojani su i oboleli kod kojih su
dokazane udruZene infekcije sa dva virusa od kojih je jedan bio rotavirus. Takvih bolesnika je bilo u
5 u 2012. godini, 14 u 2015. godini i 10 u 2016. godini. U 2013. i 2014. godini nije bilo udruzenih

infekcija.

61.2% 62.5% 60.5%
53.5%

2012 2013 2014 2015 2016

M Drugi virusni uzrocnici W Rotavirus

Grafikon 2. Procenat dokazanih rotavirusnih infekcija prema godinama istraZivanja u
odnosu na sve druge dokazane virusne uzrocnike

U tabeli 16 vidi se da je akutna infekcija norovirusom na ukupnom uzorku pregledanih
osoba (1003 obolelih) dokazana u 23,03% slucajeva. NajviSe norovirusnih infekcija bilo je 2016.
godine (29,75%). Visok procenat ovih infekcija dokazan je i 2015. godine (22,81%), 2013. godine
(21,23%), 2012. godine (20,0%) i 2014. godine (18,27%).

Procenat pozitivnih na norovirus u svakoj godini ovog ispitivanja bio je dosta ujednacen, a
2016. godine taj procenat dokazanih infekcija norovirusom bio je najve¢i, mada to nije bilo
statisticki znacajno vece u odnosu na druge godine istrazivanja. Statisticki znafajno manje
norovirusnih infekcija bilo je 2014. godine u odnosu na ostale godine ovog istrazivanja, ako se
analizira ceo uzorak (pozitivni na norovirus u odnosu na ostale — pozitivne na druge viruse i
negativne) (y°=17,249; p=0,002). U pozitivne na norovirus ubrojani su i oboleli kod kojih su
dokazane udruzene infekcije sa dva virusa od kojih je jedan bio norovirus. Takvih bolesnika je bilo
u 2012. godini 5, u 2015. godini 13, au 2016. godini 11. U 2013. i 2014. godini nije bilo udruzenih
infekcija. Takode, kada se analiziraju samo uzorci stolice, koji su bili pozitivni na virusne uzro¢nike

(uzorci 709 obolelih), 2014. godine bilo je statisticki znacajno manje norovirusnih infekcija u
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odnosu na infekcije drugim virusima tokom ostalih godina ovog istrazivanja (x°=16,340; p=0,003,

grafikon 3).
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Grafikon 3. Procenat dokazanih norovirusnih infekcija prema godinama istraZivanja u
odnosu na sve druge dokazane virusne uzrocnike

Astrovirusna infekcija je dokazana kod znatno manjeg broja obolelih u odnosu na infekcije
rota i norovirusima. Na ukupnom uzorku dokazana je u 23 osobe (2,29% pregledanih). Ovaj virus je
potvrden kao uzro¢nik gastroenterokolitisa samo kod dece i to starosti 6 do 14 godina (u 6,90%) i
dece uzrasta do 5 godina (u 2,44%) na ukupnom uzorku 1003 pregledane osobe, obolele od
dijarealnog sindroma. NajviSe ovih infekcija dokazano je 2015. godine kod dece stare 6 do 14
godina u 11,11% slucajeva. Na celokupnom uzorku samo jedna osoba stara 50 godina imala je
dijagnostikovanu astrovirusnu infekciju. U ostalim starosnim grupama nije bilo obolelih od
astrovirusa. Zbog relativno malog broja pozitivnih, nije mogla da se uradi validna statisticka
analiza. Na grafikonu 4 prikazan je procenat astrovirusnih infekcija prema godinama istrazivanja u
odnosu na obolele, pozitivne na druge virusne uzro¢nike (uzorci 709 obolelih). U pozitivne na
astrovirus ubrojani su i oboleli kod kojih su dokazane udruzene infekcije sa dva virusa, od kojih je

jedan bio astrovirus. Takvih bolesnika bilo je dvoje u 2015. godini i dvoje u 2016. godini.

76



98.0% 97.7%
ji 94.1% 3 96.0%

94.7%
50%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% Ry 2.0% 3.1% 2y 2.3%

2012 2013 2014 2015 2016
B Drugivirusniuzrocnici W Astrovirus

Grafikon 4. Procenat dokazanih astrovirusnih infekcija prema godinama istraZivanja u

odnosu na sve druge dokazane virusne uzrocnike

Dva virusa u uzorcima stolice dokazana su kod 32 bolesnika (3,19%) na ukupnom uzorku
od 1003 obolele osobe sa dijarealnim sindromom. Pri tome, u 2013. i 2014. godini nisu u uzorcima
stolice dokazane udruzene infekcije sa dva virusa. Po dva virusa su bila dokazana uglavnom u
slu¢ajevima upucivanja na dijagnosti¢ki pregled zbog epidemioloskih indikacija (konstatovane
bolesti u kolektivu ili porodici). Zbog relativno malog broja pozitivnih, nije mogla da se uradi
validna statisticka analiza.

U tabeli 16 vidi se da je na uzorku od 1003 pregledane osobe sa dijarealnim sindromom,
akutna infekcija enteri¢nim adenovirusima dokazana u 134 bolesnika (13,36%). Obolelih je bilo u
svim starosnim grupama, najmanje kod osoba starih 50 i viSe od 50 godina (u 2,68%), a najvise kod
obolele dece, uzrasta 6 do 14 godina (u 17,24%) i dece uzrasta do 5 godina (u 16,70%).

Procenat pozitivnih na entericne adenoviruse po godinama ovog istraZzivanja bio je
ujednacen. U 2012. godini utvrdeno je 10% adeno-pozitivnih bolesnika sa dijarealnim sindromom,
u 2013. godini 11,17%, u 2015. godini 12,63%, u 2016. godini 11,57%, dok je najvise adeno-
pozitivnih bilo 2014. godine 20,30%. Infekcije enteri¢énim adenovirusima bile su najceSc¢e kod dece
stare 6 do 14 godina i uzrasta do 5 godina, a 2013. i posebno 2016. godine i kod dece stare 15 do 19
godina (23,08% u 2016. godini). Statisticki znacajno vise pacijenata zarazenih adenovirusom bilo je
2014. godine u odnosu na ostale godine ispitivanja, ako se analizira ceo uzorak (pozitivni na
adenovirus u odnosu na ostale — pozitivne na druge viruse i negativne) (y?=10,191; p=0,037). Isto
tako, statisticki znacajno vise obolelih od adenovirusa u odnosu na obolele od drugih virusa tokom
ovog istrazivanja bilo je 2014. godine (y°=16,049; p=0,003, grafikon 5). U pozitivne na adenovirus
ubrojani su i oboleli kod kojih su dokazane udruZene infekcije sa dva virusa od kojih je jedan bio
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adenovirus. Takvih bolesnika je bilo u 2015. godini 1 i u 2016. godini 1. U 2012., 2013. i 2014.

godini nije bilo udruzenih infekcija sa adenovirusom.

o0 85.3%
— 84.8% 83.1%

2012 2013 2014 2015 2016

B Drugi virusni uzrocnici W Adenovirus

Grafikon 5. Procenat dokazanih adenovirusnih infekcija prema godinama istrazivanja u
odnosu na sve druge dokazane virusne uzrocnike

Da bi se detaljnije moglo analizirati prisustvo virusa, koji su bili predmet ovog istraZivanja,
prema godinama u kojima je istrazivanje radeno (2012-2016. god.), kao i prema starosnim grupama
obolelih, prikazane su tabela 17 za rotaviruse, tabela 18 za noroviruse, tabela 19 za astroviruse,
tabela 20 za adenoviruse 1 tabela 21 za istovremeno dokazana dva virusa u uzorku stolice (udruZene
infekcije).

U tabeli 17, koja prikazuje ucestalost rotavirusnih infekcija po godinama u kojima je vrSeno
istrazivanje, kao i u odnosu na starost obolelih, vidi se da je zna¢ajan procenat rotavirusnih infekcija
utvrden svake godine tokom trajanja ovog istrazivanja (najvise 2015. godine). U svakoj godini
istrazivanja rotavirusnih infekcija, znacajno najvise obolelih bilo je kod dece uzrasta do 5 godina.
Isto tako, na ukupnom petogodiSnjem uzorku, rotavirusna infekcija je statisticki znacajno najcesce
utvrdena kod dece uzrasta do 5 godina u 38,90% (x2=41,737; p=0,000). Kod dece uzrasta 6 do 14
godina procenat rota-pozitivnih bio je isto visok (24,83%) u odnosu na ostale starosne grupe
obolelih. Prema tome, kod dece uzrasta do 5 godina i 6 do 14 godina infekcije rotavirusom bile su
znacajno ¢eS¢e utvrdene u odnosu na ostale starosne grupe, kada se ima u vidu celokupni uzorak.
Rotavirusne infekcije su utvrdene u svim starosnim grupama, odnosno, i kod osoba starih vise od 15
godina (15 do 19 godina u 15,63%, zatim 20 do 29 godina u 16,13%, kod odraslih starih 30 do 49
godina u 16,33% 1 kod starih 50 1 preko 50 godina u 18,75%). Kod bolesnika starih 50 1 vise od 50
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godina procenat pozitivnih na rotavirus (18,75%) nesto je ve¢i nego kod ostalih odraslih bolesnika,
ali ta razlika nije statisticki znacajna. Tinejdzeri, stari 15 do 19 godina, imali su rotavirusne
infekcije u najveéem broju 2015. godine (36,36% slucajeva). Godine 2015. i u svim ostalim
starosnim grupama odraslih osoba procenat pozitivnih na rotaviruse bio je veci nego u drugim
godinama ovog istrazivanja (kod starih 20 do 29 godina — 34,62%, 30 do 49 godina — 26,67%, 50 i
vise godina - 32,43%). To vazi i za obolelu decu (kod dece do 5 godina — 50,74% i 6 do 14 godina —
31,11%).

Tabela 17. Ucestalost rotavirusnih infekcija po godinama ispitivanja

UKUPNO
STAROST | 2012 2013 2014 2015 2016 | 0120019)
05 0od 27772 | 24/91 | 38/116 | 69/136 | 33/76 1917491
g (37.5%) | (26.37%) | (32.76%) | (50.74%) | (43.42%) |  (38.90%)
514 oo 115 6/21 5/16 14785 | 10/48 36/145
g (6.67%) | (28.57%) | (31.25%) | (31.11%) | (20.83%) | (24.83%)
1519 qod / 118 4116 411 13 10/64
g (5.56%) | (25.0%) | (36.36%) | (7.69%) | (15.63%)
115 114 9126 4135 15/93
20-29 god / (6.67%) | (7.14%) | (34.62%) | (11.43%) |  (16.13%)
4115 8/30 4132 16198
30-49 god / (26.67%) / (26.67%) | (125%) | (16.33%)
<0 oot 1 2019 / 12137 6/38 21112
230¢ (100.0%) | (10.53%) (32.43%) | (15.79%) |  (18.75%)
UKUPNG | 297100 | 38/179 | 48/197 | 116285 | 58/242 | 289/L003
(20.0%) | (21.23%) | (24.37%) | (40.70%) | (23.97%) | (28.81%)

broj pozitivnih/broj ispitanih
% pozitivnih
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Tabela 18. U¢estalost norovirusnih infekcija po godinama ispitivanja

UKUPNO
STAROST 2012 2013 2014 2015 2016 | (5012.2016)
0.5 god 1172 15/91 14/116 26/136 3/76 69/491
(15.28%) | (16.48%) | (12.07%) | (19.12%) | (3.95%) (14.05%)
614 god 4/15 1/21 3/16 13/45 14/48 35/145
(26.67%) | (4.76%) | (18.75%) | (28.89%) | (29.17%) | (24.14%)
1519 god 1/6 5/18 2/16 6/11 2/13 16/64
(16.67%) | (27.78%) | (12.5%) | (54.55%) | (15.38%) (25.0%)
2029 god 2/3 4115 5/14 10/26 18/35 39/93
(66.67%) | (26.67%) | (35.71%) | (38.46%) | (51.43%) | (41.94%)
3049 god 2/3 1/15 6/18 6/30 16/32 31/98
(66.67%) | (6.67%) | (33.33%) | (20.0%) (50.0%) (31.63%)
50 god / 12/19 6/17 437 19/38 41112
= (63.16%) | (35.29%) | (10.81%) | (50.0%) (36.61%)
UKUPNO 20/100 38/179 36/197 65/285 721242 231/1003
(20.0%) | (21.23%) | (18.27%) | (22.81%) | (29.75%) | (23.03%)

broj pozitivnih/broj ispitanih
% pozitivnih

U tabeli 18, koja prikazuje broj i procenat pozitivnih osoba na norovirus prema godinama
istrazivanja 1 prema starosti obolelih, vidi se da je na uzorku od 1003 pregledana bolesnika u
petogodis$njem periodu bila 231 osoba pozitivna na norovirus (23,03%). Procenat pozitivnih na
norovirus u svakoj godini ovog ispitivanja bio je dosta ujednacen (2012. godine — 20,0%, 2013.
godine — 21,23%, 2014. godine — 18,27%, 2015. godine — 22,81%), a 2016. godine procenat
dokazanih infekcija norovirusom bio je neSto vecéi — 29,75%, ali to nije bilo statisti¢ki znacajno.
Infekcije norovirusom tokom petogodiSnjeg istrazivanja bile su najrede kod dece do 5 godina —
dokazane su u 14,05%. Kod dece uzrasta 6 do 14 godina norovirusna infekcija je utvrdena u
24,14%, a kod tinejdzera starih 15 do 19 godina u 25,0% obolelih sa znacima akutne dijarealne
bolesti. Kod osoba starijih od 20 godina, norovirus je u uzorcima stolice dokazan u statisticki
znadajno veéem procentu nego kod dece i tinejdzera (*=60,445; p=0,000). Kod obolelih starih 20
do 29 godina procenat pozitivnih na norovirus bio je 41,94%, kod odraslih osoba starih 30 do 49
godina — 31,63%, a kod bolesnika starih 50 i vise godina — 36,61%. Najvise norovirusnih infekcija
kod osoba starih 50 i viSe godina bilo je 2013. godina (63,16%) i 2016. godine (50,0%), dok je
tokom 2014. godine utvrdeno 35,29% obolelih, a 2015. godine 10,81%. Norovirusne infekcije kod
najstarijih obolelih osoba nisu dijagnostikovane 2012. godine. Godine 2016. utvrdeno je vise
pozitivnih na norovirus kod bolesnika starih 20 do 29 godina (51,43%) i starih 30 do 49 godina
(50,0%). Vise norovirusnih infekcija bilo je kod nesto mladih osoba u 2012. godini, a najvise kod

bolesnika starosti 20 do 29 godina (66,67%) i 30 do 49 godina (66,67%). Ove razlike nisu
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statisticke znacCajne, ali ukazuju na znacajnu ulogu norovirusa u nastanku dijarealnog sindroma,

posebno kod odraslih i kod starih osoba (starih 50 i vise godina).

Tabela 19. Ucestalost astrovirusnih infekcija po godinama ispitivanja

UKUPNO
STAROST 2012 2013 2014 2015 O
5 cod 172 2191 4116 | 5/136 / 121491

9 (1.39%) | (220%) | (3.45%) | (3.68%) (2.44%)

3/15 5/45 2148 10/145

6-14 god (20.0%) / / (11.11%) | (417%) |  (6.90%)
15-19 god / / / / / /
20-29 god / / / / / /
30-49 god / / / / / /

1/37 1112

250 god / / / (2.70%) / (0.89%)

UG 400 | 279 | 4197 | 11285 | 2242 23/1003

4.0%) | (112%) | (2.03%) | (3.86%) | (0.83%) |  (2.29%)

broj pozitivnih/broj ispitanih
% pozitivnih

U tabeli 19, gde je prikazana ucestalost astrovirusnih infekcija prema godinama istrazivanja
i prema starosti obolelih osoba, vidi se da je infekcija astrovirusom dokazana kod 23 bolesnika od
1003 pregledane osobe (samo u 2,29%). Malo viSe obolelih bilo je 2015. godine (3,86%) u odnosu
na ostale godine. Akutne infekcije astrovirusom dokazane samo kod dece i to uzrasta do 5 godina u
2,44% (kod 12 dece) i kod dece stare 6 do 14 godina u 6,90% (kod 10 obolelih). Osim jednog
bolesnika, starog 50 godina, u ostalim starosnim grupama (15 do 19 godina, 20 do 29 godina i 30 do
49 godina) nije dokazan nijedan slucaj akutne astrovirusne infekcije. Kod cetvoro obolelih
dokazane su udruzene infekcije sa dva virusa od kojih je jedan bio astrovirus (dvoje u 2015. 1 dvoje

u 2016. godini).
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Tabela 20. Ucestalost adenovirusnih infekcija po godinama ispitivanja

UKUPNO
STAROST | 2012 2013 2014 2015 2016
(2012-2016.)
05 oo 6172 1091 | 36/116 | 19/136 | 11/76 82/491
9 (8.33%) | (10.99%) | (31.03%) | (13.97%) | (14.47%) |  (16.70%)
614 cod 4115 4121 316 7145 7/48 25/145
g (26.67%) | (19.05%) | (18.75%) | (15.56%) | (14.58%) | (17.24%)
318 313 6/64
15-19 god / (16.67%) / / (23.08%) | (9.38%)
115 5/26 3135 9193
20-29 god ! (6.67%) / (19.23%) | (8.57%) |  (9.68%)
215 118 4130 232 9/98
30-49 god / (13.33%) | (5.56%) | (13.33%) | (6.25%) |  (9.18%)
137 2138 3112
250 god / / / 2.70%) | (5.26%) (2.68%)
UKUPNG | 107100 | 20778 | 407197 | 36/285 | 28/242 |  134/1003
(10.0%) | (11.17%) | (20.30%) | (12.63%) | (11.57%) | (13.36%)

broj pozitivnih/broj ispitanih

% pozitivnih

U tabeli 20 prikazani su rezultati pregleda na enteri¢ne adenoviruse prema godinama 0vog
istrazivanja 1 prema starosti pregledanih osoba. U petogodiSnjem periodu enteri¢ni adenovirusi
dokazani su kod 134 obolele osobe (13,36%). Statisticki znac¢ajno najvise obolelih od enteri¢nih
adenovirusa bilo je 2014. godine (20,30%, »2=10,191; p=0,037), dok je u ostalim godinama bio
prili¢no ujednacen procenat obolelih. Obolelih je bilo uglavnom u svim starosnim grupama kod
pregledanih osoba sa dijarealnim sindromom. Ako se analizira celokupan uzorak od 1003 obolele
osobe, najvise obolelih od enteri¢nih adenovirusa bilo je kod dece stare 6 do 14 godina (u 17,24%) i
kod dece do 5 godina (u 16,70%). Dakle, statisti¢ki znacajno najceS¢e su entericni adenovirusi
dokazani kod dece (uzrasta do 5 godina i 6 do 14 godina zajedno, y?=22,018; p=0,001). Najmanje
ih je bilo kod osoba starih 50 1 vise od 50 godina kod 2,68%.
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Tabela 21. Ucestalost udruZenih infekcija (2 uzro¢nika u istom uzorku) po godinama

ispitivanja
UKUPNO
STAROST 2012 2015 2016 (2012-2016.)

0-5 aod 2[72 8/136 1/76 11/491

g (2.78%) (5.88%) (1.32%) (2.24%)

2/15 3/45 2/48 7/145

6-14 god (13.33%) (6.67%) (4.17%) (4.83%)
1/6 2/13 3/64

1519g0d |16 6796) / (15.38%) (4.69%)
2/35 2/93

20-29 god / / (5.71%) (2.15%)
2/30 3/32 5/98

30-49 god / (6.67%) (9.38%) (5.10%)
2/37 2/38 4/112

>50 god / (5.41%) (5.26%) (3.57%)

5/100 15/285 12/242 32/1003

UKUPNO (5.0%) (5.26%) (4.96%) (3.19%)

broj pozitivnih/broj ispitanih
% pozitivnih

U tabeli 21 prikazan je broj i procenat pozitivnih osoba na dva virusa, dokazana u uzorcima
stolice. Podaci su grupisani u odnosu na godine ovog istrazivanja i u odnosu na starost pregledanih
osoba sa znacima akutnog gastroenterokolitisa. Na ukupnom uzorku 1003 pregledane osobe sa
dijarealnim sindromom kod 32 bolesnika (3,19%) utvrdeno je u stolici prisustvo 2 virusa (udruZena
infekcija). Godine 2013. i 2014. ni u jednom uzorku stolice nisu dokazana 2 virusa. U 2012. godini
su u pet uzoraka stolice (5,0%) bila dokazana po 2 virusa i to rota i norovirusi u svih pet obolelih.
Radilo se o dvoje dece uzrasta do 5 godina, dvoje dece stare 6 do 14 godina i jedne obolele osobe
stare 15 do 19 godina. Godine 2015. bilo je najviSe udruZenih infekcija. Dokazane su u stolici kod
15 bolesnika (5,26%). Od ovih 15 bolesnika, njih 12 su imali u uzorcima stolice rota i noroviruse,
jedna osoba je imala rota i adenoviruse, jedan bolesnik noro i astroviruse i jedna obolela osoba rota
I astroviruse u stolici. Pri tome, 8 bolesnika su bila deca uzrasta do 5 godina, troje obolele dece je
bilo staro 6 do 14 godina, a po dva bolesnika su bila iz starosne grupe 30 do 49 godina i 50 i vise od
50 godina. U 2016. godini 12 osoba je bilo sa dokazana 2 virusa u stolici (4,96%). Njih 9 je imalo
dokazane rota i noroviruse u uzorku stolice, dva bolesnika su imala noro i astroviruse u
pregledanom uzorku, a jedna osoba je imala rota i adenoviruse u stolici. Dva virusa u stolici
dokazana su kod jednog deteta starog do 5 godina, dvoje dece stare 6 do 14 godina, dva tinejdzera
stara 15 do 19 godina, zatim kod dva bolesnika stara 20 do 29 godina, kod tri osobe stare 30 do 49

godina i kod dva bolesnika stara 50 1 viSe godina. Na tabeli 21 vidi se da je procenat bolesnika sa
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dva virusa, potvrdena u uzorku stolice, bio ujednacen po godinama ovog istrazivanja, odnosno, u
godinama u kojima su dokazane udruzene infekcije (2012. godine 5,0%, 2015. godine 5,26% i
2016. godine 4,96%). Nije bilo znacajnih razlika ni u odnosu na starosne grupe osoba kod kojih su

dokazana dva virusa u stolici.

6.2. Ucestalost javljanja dijarealnog sindroma tokom godine (po mesecima)

U tabelama 22A i 22B prikazano je po mesecima u godini javljanje akutnih infekcija
izazvanih virusima koji su bili predmet ovog istrazivanja (rota, noro, astro i adeno) i to na
celokupnom uzorku. Rotavirusna infekcija je bila najceS¢e utvrdena zimi i u rano proleée (u
decembru, februaru, martu i aprilu). Norovirusna infekcija je najéesce dijagnostikovana u avgustu,
septembru, oktobru, novembru, januaru i martu. Astrovirusna infekcija se najceSce javljala u
oktobru, novembru, januaru, februaru i martu, a adenovirusna infekcija u novembru, decembru,
februaru, martu i aprilu. UdruzZena infekcija sa dva virusa najcesce je dijagnostikovana u oktobru,
novembru, decembru, februaru i martu (tabela 22A). lako su se navedene virusne infekcije ¢eSée
javljale u odredenim mesecima, bile su prisutne tokom ¢itave godine (tabele 22A 1 22B).

Kada se u tabeli 22B analizira javljanje svih ovih virusnih infekcija zajedno na ukupnom
uzorku i to po mesecima u godini, vidi se da su rota, noro, astro i adenovirusne infekcije bile
najc¢esce krajem jeseni, zimi 1 u rano prolece (oktobar, novembar, decembar, januar, februar i mart).
Potvrdeno je ¢eS¢e javljanje ovih virusnih infekcija u hladnom — zimskom periodu godine, Sto je
poznato za regione sa umerenom klimom. Medutim, infekcije rota, noro, astro i adenovirusom

utvrdene su 1 tokom citave godine.
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Tabela 22A. Ucestalost virusnih infekcija po mesecima u godini i prema uzrocniku koji je dokazan (od 2012. do 2016.)

MESEC I I Il v \Y Vi Vil VI IX X Xl Xl

22/289 39/289 49/289 30/289 24/289 14/289 9/289 11/289 22/289 22/289 19/289 28/289

ROTA | 7 619%) | (13.49%) | (16.96%) | (10.38) | (8.30%) | (4,84%) | (3.11%) | (3.81) | (7.61%) | (7.61%) | (657%) | (9,69%)
\ORG | 307231 | 11231 | 23231 | 5M231 | 120231 | 7/23L | 16231 | 260231 | 22/231 | 26231 | 33(231 | 20/231
(12,99%) | (476%) | (9.96%) | (2.16%) | (519%) | (3.03%) | (6.93%) | (11.26%) | (9,52%) | (11.26%) | (14,29%) | (8.66%)
AsTRO | 323 5123 3123 / / / / / 123 5123 5/23 123
(13.04) | (174) | (13.04) @35) | (174 | (u74) | (@35)
ADENG | 12134 | 137134 | 16134 | 1334 | 11734 | G134 | 4734 | 634 | 7/134 | 1U134 | 16/134 | 17/134

(8,96) 9,700 | (11,94) | (9,70) (8,21) (5,97) (2,99) (4,48) (5,22) 8,21) | (11,94) | (12,69)

2 1/32 5/32 5/32 2/32 2/32 1/32 1/32 2/32 1/32 5/32 3/32 4132
VIRUSA | (3,13%) | (1563) | (1563) | (6,25) 6,25) | (3,13%) | (3,13%) | (6,25 | (3,13%) | (15,63) | (9,38) | (12,5)

60
B
r
o 50
j /\
P 40
r
: / \
——ROTA
g
1 30 /\ y ‘
—&—NORO
; ASTRO
. A —<— ADENO
n —#—2 VIRUSA
i
h
10
o]

I 1] 1l v v Vi Vil Vil X X XlI Xl
MESECI

Grafikon 6. Uc¢estalost virusnih infekcija po mesecima u godini i prema uzrocniku (od 2012. do 2016.)
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Tabela 22B. Ucestalost svih dokazanih virusnih infekcija (rota, noro, astro i adenovirusa) po mesecima u godini (od 2012. do 2016.)

MESEC | 1 Il v V VI VI VI IX X Xl X1l
68/709 73/709 96/709 50/709 49/709 30/709 30/709 45/709 53/709 69/709 76/709 70/709
(9,59%) | (10,30%) | (13,54%) | (7,05) | (6,91%) | (4,23%) | (4,23%) | (6,35) | (7,48%) | (9,73%) | (10,72%) | (9,87%)

broj akutnih/broj ispitanih

% akutnih
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Grafikon 7. Ucestalost svih dokazanih virusnih infekcija po mesecima u godini na celom uzorku (od 2012. do 2016.)
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6.3. Klinicki pokazatelji kod obolelih

Analiziranjem klini¢kih pokazatelja kod obolelih, utvrdeno je da je nagli pocetak bolesti
postojao kod najveceg broja ovih virusnih uzrocnika (tabela 23). Nagli pocetak oboljenja utvrden je
kod 86,56% bolesnika (586/677) bez ukljucivanja obolelih kod kojih su dokazana dva virusa u
uzorku stolice. Bolesnici sa dva virusa, utvrdena u uzorcima, imali su jo§ CeS¢e nagli pocetak
dijarealnog sindroma (u 90,63% osoba). Kod dokazanih rotavirusnih infekcija, nagli pocetak je
utvrden kod 88,93% obolelih (tabela 24). Kod obolelih od norovirusa, nagli pocetak je bio kod
83,12% (tabela 25), a kod astrovirusnih infekcija nagli pocetak bolesti utvrden je kod 86,96% osoba
(tabela 26). Na tabeli 27, na kojoj su prikazani klinicki pokazatelji za infekcije entericnim
adenovirusom vidi se da je i kod ovih bolesnika pocetak bolesti nastao naglo kod vecine obolelih
(kod 87,31%). Jedino kod osoba starih 50 i vise godina sa dokazanom adenovirusnom infekcijom,
nagli pocetak bolesti bio je nesto rede utvrden — u 66,67%. Na tabeli 24 za rotaviruse, tabeli 25 za
noroviruse, tabeli 26 za astroviruse, vidi se da je nagli pocetak bolesti bio posebno Cest kod dece
(uzrasta do 5 godina i 6 do 14 godina), ali i kod tinejdzera (starih 15 do 19 godina) i sasvim mladih
odraslih osoba (od 20 do 29 godina). Ovo vaZi za sve obradene viruse. Sto su oboleli bili stariji
(stariji od 30 godina, a posebno stariji od 50 godina), bolest je isto tako pocinjala naglo, ali kod
manjeg procenta pregledanih osoba.

Oboleli od rotavirusa bili su hospitalizovani u 86,51% slucajeva, oboleli od norovirusa u
69,70%, a oboleli od astrovirusa u 78,26% slucajeva. Kod obolelih od infekcije entericnim
adenovirusom bilo je hospitalizovano 76,12% osoba. Hospitalizovano je 26 bolesnika sa utvrdena 2
virusa (81,25%). Visok procenat hospitalizovanih bio je posebno kod dece do 5 godina (kod
rotavirusne infekcije u 96,86%, kod norovirusne infekcije u 91,30%, kod astrovirusne infekcije u
83,33%, a kod adenovirusne infekcije u 85,37%). To pokazuje da je kod njih bila teza
simptomatologija bolesti. U ve¢em procentu su hospitalizovana i deca uzrasta 6 do 14 godina i
tinejdzeri stari 15 do 19 godina u odnosu na starije osobe. Odrasle osobe, obolele od ovih virusnih

uzro¢nika, bile su rede hospitalizovane od dece (tabele 24-27).
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Tabela 23. Prikaz klini¢kih pokazatelja na celokupnom uzorku sa dokazanom virusnom infekcijom

s | P | st | LR | rompe | B0 || ool | Wk | B | G B | N | T | s
porodica) (5-7) Krv Sluz ¢anje /gréevi | miSi¢ima | drhtavica | kolaps dana dana

ROTA 257/289 | 250/289 67/289 282/289 | 98/289 | 4/289 52/289 | 169/289 98/289 14/289 41/289 45/289 121/289 168/289
88,93% 86,51% 23,18% 97,58% | 33,91% | 1,38% | 17,99% | 58,48% 33,91% 4,84% 14,19% 15,57% 41,87% 58,13%

192/231 | 161/231 100/231 215/231 | 82/231 5/231 51/231 184/231 | 107/231 24/231 59/231 66/231 115/231 116/231

NORO 83,12% 69,70% 43,29% 93,07% | 35,50% | 2,16% | 22,08% | 79,65% 46,32% 10,39% 25,54% 28,57% 49,78% 50,22%
ASTRO 20/23 18/23 3/23 22123 10/23 1/23 4/23 11/23 9/23 2/23 3/23 2/23 12/23 11/23
86,96% 78,26% 13,04% 95,65% | 43,48% | 4,35% | 17,39% | 47,83% 39,13% 8,70% 13,04% 8,70% 52,17% 47,83%

ADENO 117/134 | 102/134 22/134 120/134 | 41/134 1/134 9/134 63/134 44/134 3/134 18/134 19/134 67/134 67/134
87,31% 76,12% 16,42% 89,55% | 30,60% | 0,75% | 6,72% 47,01% 32,84% 2,24% 13,43% 14,18% 50,0% 50,0%

DVA 29/32 26/32 14/32 31/32 14/32 1/32 4/32 16/32 14,32 2132 5/32 4/32 14/32 18/32
VIRUSA | 90,63% | 81,25% 43,75% 96,88% | 43,75% | 3,13% | 12,5% 50,0% 43,75% 6,25% 15,63% 12,5% 43,75% 56,25%
615/709 | 557/709 206/709 670/709 | 245/709 | 12/709 | 120/709 | 443/709 | 272/709 45/709 126/709 136/709 329/709 380/709

Ukupno 86,74% 78,56% 29,06% 94,50% | 34,56% | 1,69% | 16,93% | 62,48% 38,36% 6,35% 17,77% 19,18% 46,40% 53,60%

broj pozitivnih na odredeni klinicki pokazatelj/broj pozitivnih na odredeni virus
% pozitivnih na odredeni klini¢ki pokazatelj
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Tabela 24. Prikaz klini¢kih pokazatelja kod rotavirusnih infekcija prema starosti obolelih

y ... | Epidemija i Broj U stolici Muka/ Bolu | Glavobo- | Prezno- | Malak- | Trajanje | Trajanje
Starost Pr?gelt?)k Ti(;;?:litz (kolektiv, 1}2%?: stolica povra- | stomak | lja/bolu | javanje/ | salost/ do4 preko 4
g J porodica) (5-7) Krv Sluz ¢anje | u/gréevi | miSi¢ima | drhtavica | kolaps dana dana
172/191 | 185/191 | 25/191 | 189/191 | 58/191 | 0/191 | 30/191 | 100/191 | 58/191 0/191 11/191 10/191 | 77/191 | 114/191
0-5 god 90,05% | 96,86% | 13,09% | 98,95% | 30,37% / 15,71% | 52,36% | 30,37% / 5,76% 524% | 40,31% | 59,69%
614 34/36 32/36 8/36 35/36 12/36 0/36 7136 23/36 13/36 0/36 6/36 7/36 15/36 21/36
god 94,44% | 88,89% | 22,22% | 97,22% | 33,33% / 19,44% | 63,89% | 36,11% / 16,67% | 19,44% | 41,67% | 58,33%
15-19 9/10 8/10 3/10 9/10 3/10 0/10 2/10 7110 4/10 1/10 3/10 4/10 5/10 5/10
god 90,0% 80,0% 30,0% 90,0% | 30,0% / 20,0% | 70,0% | 40,0% 10,0% 30,0% 40,0% 50,0% 50,0%
20-29 14/15 7/15 7/15 14/15 7115 0/15 3/15 11/15 6/15 3/15 5/15 7/15 7/15 8/15
god 93,33% | 46,67% | 46,67% | 93,33% | 46,67% / 20,0% | 73,33% | 40,0% 20,0% 33,33% | 46,67% | 46,67% | 53,33%
30-49 12/16 7116 10/16 15/16 7116 1/16 4/16 12/16 7116 4/16 7/16 7/16 7/16 9/16
god 75,0% | 43,75% 62,5% 93,75% | 43,75% | 6,25% | 25,0% | 75,0% | 43,75% | 25,0% 43,75% | 43,75% | 43,75% | 56,25%
16/21 11/21 14/21 20/21 11/21 3/21 6/21 16/21 10/21 6/21 9/21 10/21 10/21 11/21
>50 god
s 76,19% | 52,38% | 66,67% | 95,24% | 52,38% | 14,29% | 28,57% | 76,19% | 47,62% | 28,57% | 42,86% | 47,62% | 47,62% | 52,38%
Uk 257/289 | 250/289 | 67/289 | 282/289 | 98/289 | 4/289 | 52/289 | 169/289 | 98/289 14/289 41/289 45/289 | 121/289 | 168/289
upno
P 88,93% | 86,51% | 23,18% | 97,58% | 33,91% | 1,38% | 17,99% | 58,48% | 33,91% | 4,84% 14,19% | 15,57% | 41,87% | 58,13%

broj pozitivnih na odredeni klinicki pokazatelj/broj pozitivnih na odredeni virus
% pozitivnih na odredeni klini¢ki pokazatelj
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Tabela 25. Prikaz klini¢kih pokazatelja kod norovirusnih infekcija prema starosti obolelih

y ... | Epidemija i Broj U stolici Muka/ Bolu | Glavobo- | Prezno- | Malak- | Trajanje | Trajanje
Starost Pr?gelt?)k Ti(;;?:litz (kolektiv, 1}2%?2 stolica povra- | stomak | lja/bolu | javanje/ | salost/ do4 preko 4
g J porodica) (5-7) Krv Sluz ¢anje | w/gréevi | miSi¢ima | drhtavica | kolaps dana dana
60/69 63/69 10/69 65/69 26/69 0/69 11/69 50/69 24/69 0/69 4/69 3/69 36/69 33/69
0-5 god 86,96% | 91,30% | 14,49% | 94,20% | 37,68% / 15,94% | 72,46% | 34,78% / 5,80% 4,35% | 52,17% | 47,83%
6-14 30/35 31/35 15/35 34/35 13/35 0/35 7/35 26/35 13/35 0/35 6/35 7/35 17/35 18/35
god 85,71% | 88,57% | 42,86% | 97,14% | 37,14% / 20,0% | 74,29% | 37,14% / 17,14% | 20,0% | 48,57% | 51,43%
15-19 14/16 13/16 8/16 15/16 6/16 0/16 4/16 13/16 8/16 1/16 4/16 6/16 8/16 8/16
god 87,5% | 81,25% 50,0% 93,75% | 37,5% / 25,0% | 81,25% | 50,0% 6,25% 25,0% 37,5% 50,0% 50,0%
20-29 33/39 19/39 20/39 36/39 12/39 0/39 10/39 32/39 20/39 6/39 12/39 17/39 19/39 20/39
god 84,62% | 48,72% | 51,28% | 92,31% | 30,77% / 25,64% | 82,05% | 51,28% | 15,38% | 30,77% | 43,59% | 48,72% | 51,28%
30-49 24/31 15/31 17/31 28/31 10/31 2/31 8/31 27/31 18/31 6/31 14/31 14/31 15/31 16/31
god 77,42% | 48,39% | 54,84% | 90,32% | 32,26% | 6,45% | 25,81% | 87,10% | 58,06% | 19,35% | 45,16% | 4516% | 48,39% | 51,61%
~50 31/41 | 20/41 30/41 37/41 | 15/41 | 3/41 | 11/41 | 36/41 | 24/41 11/41 19/41 19/41 20141 | 21/41
god 75,61% | 48,78% | 73,17% | 90,24% | 36,59% | 7,32% | 26,83% | 87,80% | 58,54% | 26,83% | 46,34% | 46,34% | 48,78% | 51,22%
192/231 | 161/231 | 100/231 | 215/231 | 82/231 | 5/231 | 51/231 | 184/231 | 107/231 | 24/231 59/231 66/231 | 115/231 | 116/231
Ukupno
83,12% | 69,70% | 43,29% | 93,07% | 35,50% | 2,16% | 22,08% | 79,65% | 46,32% | 10,39% | 25,54% | 28,57% | 49,78% | 50,22%

broj pozitivnih na odredeni klinicki pokazatelj/broj pozitivnih na odredeni virus
% pozitivnih na odredeni klini¢ki pokazatelj
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Tabela 26. Prikaz klini¢kih pokazatelja kod astrovirusnih infekcija prema starosti obolelih

. .. | Epidemija ) Broj U stolici Muka/ Bolu | Glavobo- | Prezno- | Malak- | Trajanje | Trajanje
Starost Pr?;eltgk Tigzglitz (kolektiv, Trzr,::ﬁg stolica povra- | stomak | lja/bolu | javanje/ | salost/ do 4 preko 4
g ! porodica) (5-7) Krv Sluz ¢anje | u/gréevi | miSi¢ima | drhtavica | kolaps dana dana
11/12 10/12 1/12 12/12 5/12 0/12 2/12 6/12 4/12 0/12 0/12 0/12 6/12 6/12
0-5 god 91,67% | 83,33% 8,33% | 100,0% | 41,67% / 16,67% | 50,0% | 33,33% / / / 50,0% 50,0%
6-14 8/10 7110 1/10 9/10 4/10 0/10 1/10 4/10 4/10 1/10 2/10 1/10 6/10 4/10
god 80,0% 70,0% 10,0% 90,0% | 40,0% / 10,0% 40,0% 40,0% 10,0% 20,0% 10,0% 60,0% 40,0%
15-19
god / / / / / / / / / / / / / /
2029 1 / / / / / / / / / / / / /
god
3049 1 / / / / / / / / / / / / /
god
>50 11 11 1n n 1 n 17 1n 17 17 1 1 0/1 11
god 100, 0% | 100, 0% | 100,0% | 100, 0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100, 0% | 100,0% | 100,0% 100,0% | 100,0% / 100,0%
Uk 20/23 18/23 3/23 22/23 10/23 1/23 4/23 11/23 9/23 2/23 3/23 2/23 12/23 11/23
upno
P 86,96% | 78,26% | 13,04% | 95,65% | 43,48% | 4,35% | 17,39% | 47,83% | 39,13% | 8,70% 13,04% | 8,70% | 52,17% | 47,83%

broj pozitivnih na odredeni klini¢ki pokazatelj/broj pozitivnih na odredeni virus
% pozitivnih na odredeni klini¢ki pokazatelj
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Tabela 27. Prikaz klini¢kih pokazatelja kod infekcija izazvanih enteri¢nim adenovirusima prema starosti obolelih

. .. | Epidemija ) Broj U stolici Muka/ Bolu | Glavobo- | Prezno- | Malak- | Trajanje | Trajanje
Starost Pr?;eltgk Tigzglitg (kolektiv, Trzr,::ﬁg stolica povra- | stomak | lja/bolu | javanje/ | salost/ do 4 preko 4
g ! porodica) (5-7) Krv Sluz ¢anje | u/gréevi | miSi¢ima | drhtavica | kolaps dana dana
72/82 70/82 12/82 74/82 23/82 0/82 1/82 36/82 24/82 0/82 5/82 5/82 41/82 41/82
0-5 god 87,80% | 85,37% | 14,63% | 90, 24% | 28,05% / 1,22% | 43,90% | 29,27% / 6,10% 6,10% 50,0% 50,0%
6-14 22/25 19/25 4/25 23/25 7125 0/25 1/25 13/25 8/25 0/25 2/25 3/25 13/25 12/25
god 88,0% 76,0% 16,0% 92,0% | 28,0% / 4,0% 52,0% | 32,0% / 8,0% 12,0% 52,0% 48,0%
15-19 5/6 4/6 1/6 5/6 2/6 0/6 1/6 3/6 2/6 0/6 2/6 2/6 3/6 3/6
god 83,33% | 66,67% | 16,67% | 83,33% | 33,33% / 16,67% | 50,0% | 33,33% / 33,33% | 33,33% | 50,0% 50,0%
20-29 8/9 5/9 2/9 8/9 4/9 0/9 2/9 4/9 4/9 1/9 4/9 4/9 5/9 4/9
god 88,89% | 55,56% | 22,22% | 88,89% | 44,44% / 22,22% | 44,44% | 44,44% | 11,11% | 44,44% | 44,44% | 5556% | 44,44%
30-49 8/9 3/9 2/9 8/9 3/9 0/9 2/9 5/9 4/9 1/9 4/9 4/9 4/9 5/9
god 88,89% | 33,33% | 22,22% | 88,89% | 33,33% / 22,22% | 55,56% | 44,44% | 11,11% | 44,44% | 44,44% | 44,44% | 55,56%
2/3 1/3 1/3 2/3 2/3 1/3 2/3 2/3 2/3 1/3 1/3 1/3 1/3 2/3
>50 god
= 80 66, 67% | 33,33% | 33,33% | 66,67% | 66,67% | 33,33% | 66,67% | 66,67% | 66,67% | 33,33% | 33,33% | 33,33% | 33,33% | 66,67%
Uk 117/134 | 102/134 | 22/134 | 120/134 | 41/134 | 1/134 9/134 | 63/134 | 44/134 3/134 18/134 19/134 | 67/134 | 67/134
upno
P 87,31% | 76,12% | 16,42% | 89,55% | 30,60% | 0,75% | 6,72% | 47,01% | 32,84% | 2,24% 13,43% | 14,18% | 50,0% 50,0%

broj pozitivnih na odredeni klinicki pokazatelj/broj pozitivnih na odredeni virus
% pozitivnih na odredeni klinicki pokazatelj
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Epidemije su utvrdene u 29,06% osoba na celom uzorku (206/709). Kod obolelih od
rotavirusa taj procenat je 23,18%, kod obolelih od norovirusa 43,29%, kod obolelih od astrovirusa
13,04% i 16,42% kod osoba sa adenovirusnom infekcijom. UdruZzene infekcije tokom epidemija
utvrdene su kod 14 obolelih (43,75%). Epidemije i bolesti u kolektivu ili porodici bile su statisticki
zna¢ajno najéeiée dokazane kod obolelih starijih od 50 godina (}°=12,857; p=0,000). Utvrdene su
¢esto 1 kod mladih odraslih osoba, starih 20 do 29 godina 1 30 do 49 godina. Rede su dokazane i kod
tinejdZzera uzrasta 15 do 19 godina, a najrede kod dece. Dokazane bolesti u kolektivu ili porodici,
odnosno, epidemije bile su konstatovane statisticki znac¢ajno ¢esce kod obolelih od norovirusa u
odnosu na rota i adenovirus (y>=120,125; p=0,000).

U tabeli 23, koja pokazuje klinicke pokazatelje na ukupnom uzorku obolelih osoba sa
dokazanom infekcijom rota, noro, astro i adenovirusima, povisenu temperaturu je imalo 94,50%
obolelih (97,58% sa rotavirusnom infekcijom, 93,07% sa norovirusnom infekcijom, 95,65% sa
astrovirusnom infekcijom i 89,55% sa adenovirusnom infekcijom). Bolesnici sa dokazana 2 virusa
imali su temperaturu u 96,88% (tabela 23). Kod obolelih sa udruzenom infekcijom temperaturu 38-
39°C imalo je 20 osoba (64,52%), a temperaturu veéu od 39°C imale su 4 osobe (12,90%). Na tabeli
24 vidi se da su skoro sva deca stara do 5 godina i 6 do 14 godina, kod koje je utvrden rotavirus,
imala temperaturu (deca do 5 godina u 98,95%, a deca stara 6 do 14 godina u 97,22%). Od 289 rota
pozitivnih osoba, temperaturu je imalo 282 bolesnika (97,58%), a od 282 obolele osobe koje su
imale temperaturu, njih 210 (74,47%) imali su temperaturu 38-39°C, a 8 osoba (2,84%) imali su
temperaturu veéu od 39°C.

Od 231 bolesnika sa norovirusnom infekcijom, njih 215 (93,07%) imalo je temperaturu
(tabela 25). Temperaturu 38-39°C utvrdena je kod 161 osoba (74,88%), a 4 osobe su imale
temperaturu veéu od 39°C (1,86%).

Od 23 bolesnika sa dijagnostikovanom astrovirusnom infekcijom, njih 22 (95,65%) je imalo
temperaturu (tabela 26). Temperaturu 38-39°C imalo je 14 osoba (63,64%), a preko 39°C samo
jedna osoba (4,55%).

Kod 134 osobe sa dokazanom infekcijom enteri¢nim adenovirusom, njih 120 (89,55%) imali
su povisenu temperaturu (tabela 27). Temperaturu 38-39°C imale su 82 osobe (68,33%), a
temperaturu preko 39°C imale su dve osobe (1,67%).

Na osnovu navedenih podataka, moze se utvrditi da je statisticki znac¢ajno viSe pacijenata sa
rotavirusnom infekcijom imalo povisenu temperaturu u odnosu na one kod kojih su utvrdeni drugi

virusni uzrocnici (x2=9,208; p=0,002, tabela 28 i grafikon 8).
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Tabela 28. Ucestalost febrilnosti kao simptoma kod rotavirusnih infekcija u odnosu na druge

virusne uzroc¢nike

Rotavirus
ne da Ukupno
N % N % N %
ne 74 18,9% 34 10,7% | 108  152%
Povis
ovisena da 317 811% | 284  893% | 601  84.8%
temperatura

Ukupno | 391  100,0% | 318  100,0% | 709  100,0%

100%
80%
60%
40%

0%
nisu imali povisenu temperaturu  imali su poviSenu temperaturu

M Ostali virusni uzrocnici  H Rotavirus

Grafikon 8. Procenat febrilnosti kao simptoma kod rotavirusnih infekcija u odnosu na druge

virusne uzroénike

U tabeli 24 vidi se da je kod obolelih od rotavirusa naj¢esce bilo 5 do 7 stolica dnevno (kod
98 bolesnika —u 33,91%). Vise od 7 stolica utvrdeno je kod 94 bolesnika — 32,53%.

Bolesnici sa norovirusnom infekcijom imali su najces¢e 5 do 7 stolica dnevno (kod 82
bolesnika - 35,50%, tabela 25). Vise od 7 stolica dnevno utvrdeno je kod 71 bolesnika (30,74%).

Bolesnici sa astrovirusnom infekcijom imali su naj¢esc¢e 5 do 7 stolica dnevno i to 10 osoba
(43,48%, tabela 26). Vise od 7 stolica imala su 4 bolesnika (17,39%).

Na uzorku 134 bolesnika, koji su bili pozitivni na enteri¢ni adenovirus, 5 do 7 stolica imala

je 41 osoba (30,60%, tabela 27). Vise od 7 stolica bilo je kod 40 bolesnika (29,85%).
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Vecina pregledanih sa dokazana dva virusa u stolici imala je 5 do 7 stolica (14 bolesnika —
43,75%). Vise od 7 stolica utvrdeno je kod 8 osoba (25,0%).

Nisu postojale statisticki znacajne razlike u broju dijarealnih stolica, ako se posmatraju
oboleli svih starosnih grupa, koji su bili pozitivni na neki od ispitivanih virusa. Ovo vazi i za
bolesnike kod kojih su dokazana dva virusa u uzorku stolice. Nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike u broju dijarealnih stolica analizom broja stolica kod obolelih od rotavirusa (najcesceg
uzroc¢nika dijareje) u odnosu na ostale virusne uzro¢nike studentovim T testom na ukupnom uzorku
(T test, t=1,089; p=0,277). Studentovim T testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u broju
dijarealnih stolica ni kod dece do 14 godina sa rotavirusnom infekcijom u odnosu na druge virusne
uzroc¢nike (T test, t=1,185; p=0,237, tabela 29).

Tabela 29. Broj dijarealnih stolica kod dece do 14 godina obolele od rotavirusa u odnosu na

druge virusne uzro¢nike

N Prosek SD Minimum Maximum

Drugi uzro¢nik 233 554 3,154 3 20
Rota virus 227 590 3,477 3 20
ukupno 460 5,72 3,319 3 20

Krv je bila utvrdena u stolici vrlo retko (kod 1,38% osobe sa rotavirusnom infekcijom, kod
2,16% bolesnika sa norovirusnom infekcijom, kod 0,75% obolelih sa adenovirusnom infekcijom i
kod po jedne osobe sa astrovirusnom infekcijom i uruZenom infekcijom).

Sluzi je bilo u dijarealnoj stolici kod 17,99% obolelih od rotavirusa, u 22,08% osoba sa
dokazanom norovirusnom infekcijom, kod 17,39% bolesnika sa dokazanim astrovirusom, kod
6,72% obolelih od entericnih adenovirusa i kod 12,5% osoba sa utvrdena 2 virusa u stolici.

Broj stolica 1 opste karakteristike dijarealnih uzoraka stolice nisu pokazivale bitne razlike u
odnosu na vrstu virusnog uzro¢nika. Jedino je krvi u stolici bilo kod starijih osoba. Sluzi u stolici je
bilo najrede kod obolelih od enteri¢nih adenovirusa, a najvise kod obolelih od norovirusa, iako to
nema veceg dijagnostickog znacaja (tabela 23).

Muka i povracanje bili su prateé¢i simptomi kod 58,48 obolelih od rotavirusa, kod 79,65%
bolesnika sa norovirusnom infekcijom, kod 47,83% osoba sa utvrdenom astrovirusnom infekcijom,
kod 47,01% obolelih od adenovirusa 1 kod 50,0% osoba sa udruzenim infekcijama (tabela 23).

Najcesce su muka i povracanje bili prate¢i simptomi kod infekcije norovirusom i ¢es¢i su se javljali

95



kod tinejdzera i1 odraslih osoba, nego kod dece (tabela 25). Kod bolesnika sa norovirusnom
infekcijom najcesce su se muka i povracanje javljali kod osoba starih 30 do 49 godina (kod 87,10%
ispitanika) i kod obolelih starih 50 i vise godina (kod 87,80%). Muka i povraéenje su kod
rotavirusnih infekcija bili ¢es$¢i kod tinejdzera i odraslih osoba, nego kod dece, isto kao kod
norovirusne infekcije (tabela 24). Statisticki znac¢ajno ¢eS¢e su muka i povracanje bili prisutni kao
prate¢i simptomi kod infekcije norovirusom u odnosu na ostale uzroénike (3?=71,340; p=0,000;

tabela 30 i grafikon 9).

Tabela 30. Ucestalost muke i povracanja kao simptoma kod norovirusnih infekcija u odnosu

na druge virusne uzro¢nike

Norovirus
ne da Ukupno
N % N % N %
ne 159 35,4% 18 6,9% 177 25,0%
Mucnina/povracanje  da 290 64,6% 242 93,1% 532 75,0%
Ukupno 449 100,0% 260 100,0% 709 100,0%

100%

80%

60%

40%

20%

0%
nisu imali muéninu/povraéanje imali su muéninu/povracéanje

W Ostali virusni uzro¢nici  ® Noro virus

Grafikon 9. Procenat muke i povracanja kao simptoma kod norovirusnih infekcija u odnosu
na druge virusne uzrocnike
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Bolove u stomaku — gréeve najc¢esée su imali oboleli od norovirusne infekcije (46,32%). Ovi
simptomi bili su ¢es¢i kod starijih osoba, posebno kod starih 30 do 49 godina (u 58,06%) i starih 50
1 viSe godina (u 58,54%, tabela 25). Kod obolelih od rotavirusa, gréeve je imalo 33,91% obolelih,
nesto Cesce starije osobe (tabela 24). Kod infekcija astrovirusom bolovi u stomaku postojali su kod
39,13% obolelih (tabela 26). Na tabeli 27 vidi se da su osobe sa adenovirusnom infekcijom imale
gréeve u stomaku u 32,84%, a bolesnici kod kojih su dokazana 2 virusa u uzorcima stolice imali su
bolove u stomaku u 43,75% (tabela 23).

Glavobolju 1 bolove u misi¢ima imao je znatno manji broj obolelih. Kod norovirusne
infekcije 10,39% bolesnika imalo je ove tegobe i to uglavhom osobe starije od 20 godina (tabela
25). Kod rotavirusne infekcije glavobolja 1 bolovi u miSi¢ima utvrdeni su kod 4,84% obolelih,
uglavnom kod osoba starijih od 20 godina (tabela 24). Bolesnici sa astrovirusnom infekcijom nisu
imali glavobolju i bol u miSi¢ima kao prate¢i simptom bolesti (tabela 26). Kod bolesnika sa
dokazana 2 virusa, glavobolja i bolovi u miSi¢ima postojali su kod 6,25%, a kod obolelih od
enteri¢nih adenovirusa ovi simptomi postojali su kod 2,24% obolelih (tabela 27).

Preznojavanje i drhtavicu najce$¢e su imali oboleli od norovirusa (u 25,54% bolesnika,
tabela 25). Kod obolelih od rotavirusnog gastroenterokolitisa preznojavanje i drhtavicu imalo
14,19% pregledanih osoba (tabela 24), kod astrovirusne infekcije ove simptome imalo je 13,04%
obolelih (tabela 26), a kod obolelih od enteri¢nih adenovirusa, preznojavanje i drhtavica postojali su
kod 13,43% (tabela 27). Bolesnici sa dokazana dva virusa imali su preznojavanje i drhtavicu u
15,63% slucajeva.

Malaksalost 1 kolaps su najc¢esc¢e bili utvrdeni kod obolelih od norovirusa u 28,57% osoba,
dok je taj procenat kod rota pozitivnih bolesnika bio 15,57%, kod astrovirusne infekcije 8,70%, a
kod infekcije adenovirusima 14,18%. Kod osoba sa dokazana dva virusa malaksalost i kolaps su
utvrdeni u 12,5% bolesnika (tabela 23).

Kod infekcije rotavirusom bolest je trajala do Cetiri dana kod 41,87% obolelih, a viSe od
Cetiri dana kod 58,13% osoba sa dijarealnim sindromom. Kod norovirusne infekcije bolest je trajala
do cetiri dana kod 49,78%, a viSe od cetiri dana kod 50,22% bolesnika. Kod obolelih od
astrovirusne infekcije bolest je trajala do Cetiri dana kod 52,17% inficiranih osoba, a vise od cCetiri
dana kod 47,83% bolesnika, a kod obolelih sa dokazanom adenovirusnom infekcijom, bolest je
trajala do cetiri dana kod 50,0% bolesnika, a trajanje duze od Cetiri dana utvrdeno je isto tako kod
50,0% obolelih osoba (tabela 23).

Kod bolesnika kod kojih su dokazana dva virusa u uzorku stolice bolest je trajala do 4 dana
kod 43,75% slucajeva, a viSe od 4 dana kod 56,25% obolelih. Osim nesto duzeg trajanja bolesti kod
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ovih obolelih osoba, kod njih je bila nesto cesca 1 hospitalizacija (u 81,25%), a teza je bila 1 klinicka
slika, nego kod osoba kod kojih je dokazan jedan virus u stolici (tabela 23).

Kod ukupnog broja obolelih od rotavirusa, bolest je trajala statisticki znacajno duze (vise od
Setiri dana) u odnosu na obolele od drugih pregledanih virusa (y?=8,501; p=0,004, tabela 31 i
grafikon 10).

Tabela 31. Trajanje bolesti kod rotavirusnih infekcija u odnosu na druge virusne uzro¢nike

Rotavirus
ne da Ukupno
N % N % N %
o do 4 dana 186 47,7% 117 36,8% 303 42,8%
Trajanje Lo
bolesti 4 i vise dana 204 52,3% 201 63,2% 406 57,2%
Ukupno 390 100,0% 318 100,0% 709 100,0%

100%
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0%

do 4 dana 4 ivise dana

M Ostali virusni uzro¢nici  ® Rotavirus

Grafikon 10. Trajanje bolesti kod rotavirusnih infekcija u odnosu na druge virusne uzro¢nike

U tabeli 32 analizirana je ucestalost rotavirusnih infekcija prema starosnim grupama
obolelih u odnosu na ostale virusne uzro¢nike, pri ¢emu je analiziran celokupni uzorak (1003
pregledane osobe). Pored 289 rota pozitivnih koji su imali samo rotavirus u uzorku, dodato je i 29
obolelih osoba, koje su imale udruZene infekcije, od kojih je jedan bio rotavirus. Tako je rota

pozitivnih bilo 318. Ovi podaci pokazuju da je statisticki veoma znacajno vise pacijenata zarazenih
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rotavirusom bilo kod dece uzrasta do 5 godina u odnosu na ostale starosne grupe obolelih
(x?=41,737; p=0,000, tabela 32 i grafikon 11).

Tabela 32. Ucestalost rotavirusnih infekcija prema starosnim grupama u odnosu na ostale
ispitivane viruse

STAROSNE GRUPE

0-5 6-14 15-19 20-29 30-49 >50 Ukupno

N % N % N % N % N % N % N %

ne 290 59,1%| 103 71,0% | 51 797% | 76 81,7% 78  79,6% 87 T77,7% | 685 68,3%
ROTA da 201 409% | 42 290% | 13 203% | 17 183% 20 20,4% 25 223% | 318 31,7%

UKUPNO 491 1000% | 145 1000% | 64  1000% | 93  1000% | 98 100,0% | 112 100,0% | 1003 100,0%
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MW Ostali virusni uzro¢nici ™ Rotavirus

Grafikon 11. Procenat rotavirusnih infekcija prema starosnim grupama u odnosu na ostale

ispitivane viruse

U tabeli 33, na celokupnom uzorku od 1003 pregledane osobe, analizirana je ucestalost
norovirusnih infekcija prema starosnim grupama obolelih u odnosu na ostale virusne uzrocnike.
Pored 231 noro pozitivne osobe, koje su imale samo norovirus u uzorku, dodato je i 29 obolelih

osoba koje su imale udruzene infekcije, od kojih je jedan bio norovirus. Tako je noro pozitivnih bilo
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260. Dobijeni podaci pokazuju da je statisticki veoma znaCajno viSe pacijenata zarazenih
norovirusom bilo u dobnim grupama preko 20 godina (x?=60,445; p=0,000, tabela 33 i grafikon
12).

Tabela 33. Ucestalost norovirusnih infekcija prema starosnim grupama u odnosu na ostale
ispitivane viruse

UZRAST

0-5 6-14 15-19 20-29 30-49 >50 Ukupno

N % N % N % N % N % N % N %

ne 413 84,1% 104 71,7% 45 70,3% 52 559% 62 63,3% 67 59,8% 743 74,1%
NORO da 78 15,9% 41 28,3% 19 29,7% 41 441% 36 36,7% 45 40,2% 260 25,9%
Ukupno 491 100,0% 145 100,0% 64 100,0% 93 100,0% 98 100,0% 112 100,0% 1003 100,0%
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Grafikon 12. Procenat norovirusnih infekcija prema starosnim grupama u odnosu na ostale
ispitivane viruse

U tabeli 34, na celokupnom uzorku od 1003 pregledane osobe, analizirana je ucestalost
infekcija izazvanih enteriénim adenovirusima prema starosnim grupama obolelih u odnosu na ostale
virusne uzro¢nike. Pored 134 adeno pozitivnih osoba, koje su imale samo adenovirus u uzorku,
dodata su i 2 bolesnika, koja su imala udruzene infekcije, od kojih je jedan bio adenovirus. Tako je

adeno pozitivnih bilo 136. Dobijeni podaci pokazuju da je statistiCki veoma znaCajno vise
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pacijenata zarazenih adenovirusom bilo u uzrastu mladem od 14 godina (deca mlada od 5 godina i
stara 6 do 14 godina zajedno) u odnosu na ostale starosne grupe (y?=22,018; p=0,001, tabela 34 i
grafikon 13).

Tabela 34. Ucestalost adenovirusnih infekcija prema starosnim grupama u odnosu na ostale

ispitivane viruse

UZRAST
0-5 6-14 15-19 20-29 30-49 >50 Ukupno
N % N % N % N % N % N % N %
ne 407 82,9% 120 82,8% 58 90,6% 84 90,3% 89 90,8% 109 97,3% 867 86,4%
ADENO da 84 17,1% 25 172% 6 94% 9 97% 9 92% 3 2,71% 136 13,6%
Ukupno 491 100,0% | 145 100,0% 64 100,0% 93 100,0% 98 1000% | 112 1000% | 1003 100,0%
100%
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Grafikon 13. Procenat adenovirusnih infekcija prema starosnim grupama u odnosu
na ostale ispitivane viruse
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6.4. Procena tezine klinicke slike prema Vesikari skali

Na osnovu Vesikari skale, koja sluzi za utvrdivanje tezine klinicke slike obolelih od
virusnog gastroenterokolitisa, svi pregledani pacijenti su grupisani u tri kategorije: blagu, srednje
tesku 1 teSku klini¢ku sliku. Posto je u nekim starosnim grupama bolesnika sa blagom klinickom
slikom bilo u vrlo malom broju (¢ak pojedina¢no), da bi se mogla izvrSiti validna statisti¢ka analiza,
bolesnici sa blagom i srednje teSkom klinickom slikom grupisani su zajedno i uporedeni su sa
obolelima koji su imali teSku klini¢ku sliku. Tako je utvrdeno da je statisticki znacajno vise
pacijenata sa teSkom klinickom slikom bilo u starosnoj grupi mladih od 5 godina u odnosu na ostale

starosne grupe (x°=28,611; p=0,000, tabela 35).

Tabela 35. Prikaz teZine KkliniCke slike pacijenata sa dokazanim akutnim virusnim
gastroenterokolitisom prema starosnim grupama

STAROSNE GRUPE
0-5 6-14 15-19 20-29 30-49 50 i viSe Ukupno
N % N % N % N % N % N % N %

Blagai 165 4520 73 64,6% 22 629% 38 585% 43 705% 46  657% 387 54,6%
Klini¢ka srednje teska
slika  Teska 200 548% 40 354% 13 371% 27 415% 18 205% 24  343% 322 454%
Ukupno 365 1000% 113 1000% 35 1000% 65 1000% 61 1000% 70 100,0% 709 100,0%

Posmatrajuci tezinu klinic¢ke slike kod svih obolelih, dobijamo da postoji statisticki znacajna
korelacija starosti i tezine klinicke slike (r=-0,141; p=0,000). Korelacija je neznatna, $to znaci da sa

povecanjem godina, bila je blaza klinic¢ka slika (grafikon 14).
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Grafikon 14. Korelacija izmedu starosti obolelih sa dokazanim virusnim
gastroenterokolitisom i teZine klini¢ke slike

StatistiCki znacajno viSe pacijenata sa rotavirusnom infekcijom imalo je tezu klinicku sliku u

odnosu na one obolele od drugih ispitivanih virusa (x’=16,247; p=0,000, tabela 36 i grafikon 15).

Tabela 36. TezZina klinicke slike kod obolelih od rotavirusa u odnosu na obolele od drugih

ispitivanih virusa

Rotavirus
ne da Ukupno
N % N % N %
Blaga i srednje 240 61,4% 147 46,2% 387 54,6%
teska
Klini¢ka slika

Teska 151 38,6% 171 53,8% 322 45,4%
Ukupno 391 100,0% 318 100,0% 709 100,0%
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Grafikon 15. Tezina klinicke slike kod obolelih od rotavirusne infekcije u odnosu

na obolele od drugih virusnih infekcija
Kod obolelih od norovirusne infekcije nema statisticki znacajne razlike u tezini klinicke

slike u odnosu na obolele od drugih ispitivanih virusnih uzro¢nika (x?=1,229; p=0,268, tabela 37).

Tabela 37. Tezina klini¢ke slike kod obolelih od norovirusa u odnosu na obolele od drugih
ispitivanih virusa

Norovirus
ne da Ukupno
N % N % N %
Blaga i srednje 238 53,0% 149 57,3% 387 54.6%
teSka
Klini¢ka slika

Teska 211 47,0% 111 42,7% 322 45 4%
Ukupno 449 100,0% 260 100,0% 709 100,0%
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Kod obolelih od astrovirusne infekcije, isto tako, nema statisticki znacajne razlike u tezini

klinicke slike u odnosu na obolele od drugih ispitivanih virusnih uzroc¢nika (x2:0,085; p=0,771,

tabela 38).

Tabela 38. Tezina klinicke slike kod obolelih od astrovirusa u odnosu na obolele od drugih

ispitivanih virusa

Astrovirus
ne da Ukupno
N % N % N %
igﬂa I srednje 373 54,7% 14 51,9% 387 54,6%
Klinflaslika g, 300 453% 13 481% 322 454%
Ukupno 682  100,0% 27 1000% 709 100,0%

Statisticki znacajno viSe pacijenata sa adenovirusnom infekcijom imali su blagu i srednje

teSku klinicku sliku u odnosu na obolele od drugih ispitivanih virusnih uzrocnika (x2:6,955;

p=0,008, tabela 39 i grafikon 16).

Tabela 39. Tezina klinicke slike kod obolelih od adenovirusa u odnosu na obolele od drugih

ispitivanih virusa

Adenovirus
ne da Ukupno
N % N % N %
tBe'gigaa | srednje 299 522% 88 64,7% 387  54,6%
Klinicka slika 1o 0 274 47,8% 48 353% 322 454%
Ukupno 573 1000% 136  1000% 709  100,0%
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Grafikon 16. Tezina klinicke slike kod obolelih od adenovirusne infekcije u odnosu na obolele

od drugih virusnih infekcija

Statisticki znacajno vise pacijenata sa udruzenim infekcijama imali su tezu klini¢ku sliku u
odnosu na obolele sa dokazanim jednim virusnim uzro¢nikom (3?=5,521; p=0,019, tabela 40 i

grafikon 17).

Tabela 40. TezZina klinicke slike kod obolelih sa udruZenim infekcijama u odnosu na obolele sa

jednim dokazanim virusom

Udruzene infekcije

ne da Ukupno
N % N % N %
tBeg?(%a I srednje 376 55,5% 11 34,4% 387 54,6%
Klinicka slika 1. o 301 445% 21 656% 322 454%
Ukupno 677  1000% 32  1000% 709  100,0%
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Grafikon 17. TezZina klini¢ke slike kod obolelih sa udruZenom infekcijom u odnosu na obolele

sa jednim dokazanim virusom

6.5. Podaci o potvrdenim epidemijama virusnih gastroenterokolitisa i sporadi¢nom

javljanju bolesti u petogodiSnjem periodu u Vojvodini

Pregledani uzorci 1003 obolele osobe u petogodisnjem periodu sadrzali su i uzorke stolica
bolesnika, koji su bili upuéeni na pregled tokom pojave epidemija u kolektivima ili u porodicama,
kao 1 uzorke stolice kod sporadi¢nih slucajeva bolesti.

U petogodisnjem periodu na teritoriji Vojvodine kod 22 epidemije u kolektivima i kod 9
porodi¢nih epidemija real-time PCR metodom dokazani su virusi kao uzrocnici. Epidemije su bile
utvrdene u GerontoloSkim centrima, predskolskim 1 Skolskim ustanovama, internatima, bolnicama,
domu za lica sa osteenim vidom, zatim kod radnika na gradilistima, medu ¢lanovima filmske ekipe
iu preduzeéima.

U tabeli 41 prikazani su podaci o potvrdenim epidemijama virusnih gastroenteritisa tokom

ovog istrazivanja.
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Tabela 41. Epidemije izazvane virusima u petogodi$njem periodu na teritoriji Vojvodine

Godina epidemije Mesto epidemije Broj obolelih Dokazan virus Nadin Sirenja
2012. Gerontoloski centar u Novom Sadu 26 Norovirus kontaktom
2012. Teritorija Baca 17 Rotavirus, norovirus kontaktom
2012. Porodic¢na epidemija u Zrenjaninu 5 Norovirus kontaktom
2013. Skola u Beoginu i Suseku 10 Rotavirus kontaktom
2013 Internat u Totovom selu 24 Norovirus kontaktom
2013. Opsta bolnica u Kikindi 16 Norovirus kontaktom
2013. Porodi¢na epidemija u Novom Sadu 3 Norovirus kontaktom
2013. Gerontoloski centar u Futogu 17 Norovirus kontaktom
2014. GAK u Novom Sadu 5 Adenovirus kontaktom
2014, Dom Brankovo kolo u Novom Sadu 42 Rotavirus, norovirus hranom
2014, Teritorija Beo¢ina 71 Rotavirus, norovirus kontaktom
2014. Porodi¢na epidemija u Novom Sadu 10 Norovirus kontaktom
2014. Gerontoloski centar u Novom Sadu 43 Norovirus kontaktom
2015. Gerontoloski centar u Rumi 53 Rotavirus, norovirus kontaktom
2015. Porodi¢na epidemija u Macvanskoj Mitrovici 21 Rotavirus hranom
2015. Porodi¢na epidemija u Sremskoj Mitrovici 5 Norovirus hranom i kontaktom
2015. Porodi¢na epidemija u Novom Sadu 5 Norovirus hranom
2015. Pred$kolska ustanova u Novom Sadu 15 Norovirus kontaktom
2015. Filmska ekipa u Beceju 14 Norovirus hranom
2015. Porodi¢na epidemija u Kisacu 6 Norovirus kontaktom
2015. Porodi¢na epidemija u Kisacu 3 Norovirus kontaktom
2016. Dom za lica sa oSte¢enim vidom u Pancevu 23 Norovirus kontaktom
2016. Bolnica za rehabilitaciju u Melencima 24 Norovirus kontaktom
2016. Gerontoloski centar u Futogu 75 Norovirus kontaktom
2016. Epidemija u preduzeéu u Sremskoj Mitrovici 19 Norovirus hranom
2016. Porodi¢na epidemija u Novom Sadu 3 Norovirus kontaktom
2016. Epidemija na gradilistu u Novom Sadu 10 Norovirus hranom
2016. Produzeni boravak za decu u Sremskoj Kamenici 11 Norovirus, adenovirus kontaktom
2016. Centar za policijsku obuku u Sremskoj Kamenici 120 Norovirus, adenovirus hranom i kontaktom
2016. Osnovna $kola u Bac¢u 45 Rotavirus, norovirus kontaktom
2016. Dom za stare osobe u Molu 67 Adenovirus kontaktom
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Tabela 42. Epidemijsko i sporadi¢no javljanje virusnih gastroenterokolitisa prema uzro¢niku i starosnim grupama

ROTAVIRUS NOROVIRUS ASTROVIRUS ADENOVIRUS 2 VIRUSA UKUPNO
Starost Epide_mij— Sporadi- Epide_mij— Sporadi- Epide_mij— Sporadi- Epide_mij— Sporadi- Epide_mij— Sporadi- Epide_mij— Sporadi-
ski ¢no ski ¢no ski ¢no sKi ¢no ski ¢no ski ¢no

25191 | 166/191 10/69 50/69 112 1112 | 12/82 70/82 2/11 o/11 | 50/365 | 315/365

0-500d | 13099 | 8691% | 1449% | 8551% | 833% | 9167% | 14,63% | 8537% | 1818% | 81,82% | 13.70% | 86,30%
614 8/36 28/36 15/35 20/35 1/10 9/10 4125 21125 217 517 30/113 | 83/113

god | 2222% | 77,78% | 42.86% | 57,04% | 100% | 90,0% | 16,0% 84,0% | 2857% | 71,43% | 26,55% | 73,45%
15-19 3/10 7/10 8/16 8/16 / / 1/6 5/6 13 213 13/35 | 22035

god 30,0% | 70,0% 50,0% 50,0% 16,67% | 8333% | 33.33% | 66,67% | S/ 14% | 62:86%
2029 | 7115 8/15 20/39 19/39 / / 2/9 719 1/2 1/2 30/65 | 35/65

god | 4667% | 5333% | 51,28% | 48,72% 2222% | 77,78% 50,0% | 50,00 | 46:15% | 53.85%
30.49 | 10/16 6/16 17/31 14/31 / ) 2/9 719 415 1/5 33/6l | 28/61

god | 625% | 37,5% | 5484% | 4516% 22220% | 77,78% | 800% | 200% | °H10% | 45.90%
14/21 7721 30/41 11781 171 173 213 4/4 50/70 | 20/70

20god | o 67% | 3333% | 7347% | 26,83% | 100,0% / 3333% | 66,67% | 100,0% / 71,43% | 28,57%

koo 67/280 | 222/280 | 100/231 | 131231 | 3123 2023 | 22/134 | 112/134 14/32 | 18/32 | 206/709 | 503/709

2318% | 76,82% | 4329% | 56,71% | 13,04% | 86,96% | 1642% | 8358% | 43,75% | 56,25% | 29,06% | 70,94%

broj pozitivnih/broj ispitanih

% pozitivnih

109




U tabeli 42 vidi se da je obolevanje u sklopu epidemijske pojave dijarealnog sindroma
utvrdeno kod 206 bolesnika (29,06%) od 709 obolelih sa dokazanim nekim od Cetiri virusa,
uzro¢nika dijarealnog sindroma u petogodiSnjem periodu. Virusni gastroenterokolitis kao
sporadi¢na infekcija dokazan je kod 503 bolesnika (70,94%). Prikazana je za svaki od virusa

ucestalost epidemijskog i sporadi¢nog javljanja bolesti prema starosnim grupama obolelih.

250
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0

Rotavirus Norovirus Astrovirus Adenovirus Udruzene

infekcije

B Sporadi¢no M Epidemijsko

Grafikon 18. Ucestalost epidemijskog i sporadi¢nog javljanja virusnog gastroenterokolitisa

prema uzroc¢niku

Tabela 43. Prikaz epidemijskog javljanja virusnih gastroenterokolitisa prema uzro¢niku

N %
ROTA 67 34,9
NORO 100 52,1
ASTRO 3 1,6
ADENO 22 11,5
UKUPNO 192 100,0

Obradeni rezultati, prikazani u tabeli 43 1 grafikonu 18, pokazuju da je norovirus statisti¢ki
znacajno najceS¢e bio uzrocnik epidemija na pregledanom uzorku u petogodiSnjem periodu

(x2=120,125; p=0,000). U ove rezultate nisu uvrsteni oboleli u epidemijama, gde su kao uzrocnici
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utvrdena 2 virusa. Medutim, i u ovoj kategoriji udruzenih infekcija, norovirus je bio prisutan u
svakom uzorku stolice.

Statisticki znacajno ¢eSc¢e su sporadicne infekcije bile utvrdene kod dece mlade od 5 godina
u odnosu na epidemijsko javljanje bolesti (x°=131,965; p=0,000). Ovaj podatak je utvrden
analiziranjem svih dobnih grupa bolesnika zajedno (broj sporadi¢nog javljanja bolesti kod dece
mlade od 5 godina u odnosu na ukupan broj sporadi¢nih infekcija — 315/503 —62,6%).

Kada posmatramo svaku dobnu grupu pojedinac¢no, kod dece uzrasta do 5 godina, ali i kod
dece stare 6 do 14 godina statisticki znacajno CeS¢e je bilo sporadi¢no javljanje bolesti od
epidemijskog. U najstarijoj grupi obolelih, starih 50 i viSe godina, statisticki znacajno je bilo CeSce
epidemijsko javljanje bolesti. U ostalim starosnim grupama obolelih nije bilo statisti¢ki znacajnih

razlika u ucestalosti sporadi¢nog i epidemijskog javljanja oboljenja (tabela 44).

Tabela 44 Epidemijsko i sporadi¢no javljanje virusnih gastroenterokolitisa prema starosnim

grupama obolelih

sporadi¢no epidemijski Ukupno X p
N % N % N %
0-5 315 86,30% 50 13,70% 365 100,0% 192,397 0,000
6-14 83 73,45% 30 26,55% 113 100,09 24,858 0,000
15-19 22 62,86% 13 37,14% 35 100,0% 2,314 0,128
Starosne
20-29 35 53,85% 30 46,15% 65 100,0% 0,385 0,535
grupe
30-49 28 45,90% 33 54,10% 61 100,0% 0,410 0,522
>50 20 28,57% 50 71,43% 70 100,090 12,857 0,000
Ukupno 503 70,94% 206 29,06% 709 100,0%

Nakon uradenih analiza kod ukupnog broja obolelih sa dokazanom infekcijom rota, noro,
astro 1 enteri¢nim adenovirusima, analizom varijansi (ANOVA) dokazana je statisticki znacajna
razlika u starosti obolelih od razli¢itih virusa (ANOVA; F=6,086; p=0,000). Bonferroni post hoc
testom utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u uzrastu kod obolelih od noro i rotavirusa

(p=0,000), noro i astrovirusa (p=0,001), noro i adenovirusa (p=0,000). Poredenjem starosti obolelih
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od rota i norovirusa, noro 1 astrovirusa, kao i noro i adenovirusa utvrdeno je da su prosecno

najstariji oboleli od virusnog dijarealnog sindroma bili sa norovirusnom infekcijom.

Tabela 45. Analiza starosti obolelih sa dokazanim virusnim infekcijama

95% Interval poverenja

N Prosek SD donja gornja Minimum Maximum
granica granica
ROTA 289 10,94 18,342 8,82 13,06 1 86
NORO 231 25,32 25,745 21,99 28,66 1 93
ASTRO 23 7,39 13,238 1,67 13,12 1 66
ADENO 134 9,68 14,482 7,20 12,15 1 84
DVA VIRUSA 32 20,16 23,396 11,72 28,59 1 81
Ukupno 709 15,69 21,690 14,09 17,29 1 93
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Grafikon 19. Prikaz starosti obolelih sa dokazanim virusnim infekcijama

112



6.6. Rezultati odredivanja genogrupa norovirusa i rotavirusa

Detaljnijom analizom dokazanih norovirusa kod bolesnika iz Vojvodine utvrdenih u ovom
istrazivanju, dokazano je da samo jedan uzorak pripada genogrupa I (GI), dok ostali pripadaju
genogrupi Il (GII). Na slici 19 su prikazani neki od rezultata detekcije norovirusa GII metodom
real-time RT-PCR, dok se na slici 20 vidi detekcija real-time RT-PCR testom jedinog uzorka

norovirusa Gl.
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Slika 19. Detekcija Norovirusa Gll u uzorcima stolice metodom real-time RT-PCR
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Slika 20. Detekcija Norovirusa Gl u uzorcima stolice metodom real-time RT-PCR
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Zbog detaljnije analize dokazanih rotavirusa kod bolesnika iz Vojvodine radeno je
utvrdivanje pripadnosti grupi A, jer je vise od 90% rotavirusnih infekcija u svetu izazvano
rotavirusima iz grupe A. Svi uzorci pripadali su grupi A rotavirusa. Na slici 21 prikazani su neki od

rezultata detekcije grupe A rotavirusa metodom real-time RT-PCR.
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Slika 21. Detekcija Rotavirusa grupe A u uzorcima stolice metodom real-time RT-PCR

6.7. Rezultati analize PCR produkata

Analiza PCR produkata za adenovirus (gena za hekson), za astrovirus (stabilan region
ORF1b - RNK polimeraza i 5° kraj ORF2 regiona), za norovirus (C region - 5’ kraj ORF2) i za
rotavirus (gena 9 1 4) izvrSena je na osnovu rezultata gel elektroforeze. VeliCina dobijenih PCR
produkata odredena je poredenjem sa DNK standardom (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific), koji sadrzi smesu DNK fragmenata razlicite duzine. Izolati u kojima je utvrdeno

prisustvo PCR produkata odgovarajuce duzine kori$¢eni su u daljem postupku sekvenciranja.
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100

Slika 22. Gel elektroforeza za gen heksona adenovirusa.
(M) marker 100 bp (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific), NC (Negativna kontrola), reprezentativni uzorci: 1-8

Slika 23. Gel elektroforeza za region ORF1b (RNK polimeraza).
(M) marker 100 bp (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific), NC (Negativna kontrola), reprezentativni uzorci: 1-8
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Slika 24. Gel elektroforeza za 5’ kraj ORF2 regiona astrovirusa.
(M) marker 100 bp (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific), NC (Negativna kontrola), reprezentativni uzorci: 1-8

e 4 D 6

100

Slika 25. Gel elektroforeza za C region (5’kraj ORF2) genogrupe Il norovirusa.
(M) marker 100 bp (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific), NC (Negativna kontrola), reprezentativni uzorci: 1-8
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Slika 26. Gel elektroforeza za C region (5’kraj ORF2) genogrupe | norovirusa.
(M) marker 100 bp (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific), NC (Negativna kontrola), reprezentativni uzorak: 1

100

Slika 27. Gel elektroforeza za gen 4 rotavirusa.
(M) marker 100 bp (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific), NC (Negativna kontrola), reprezentativni uzorci: 1-8
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Slika 28. Gel elektroforeza za gen 9 rotavirusa.
(M) marker 100 bp (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific), NC (Negativna kontrola), reprezentativni uzorci: 1-8
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6.8. Rezultati sekvenciranja i filogenetske analize

Rezultati sekvenciranja dobijeni su u vidu hromatograma i datoteka u FASTA formatu sa

razli¢ito obojenim pikovima, gde svaki predstavlja odgovarajuc¢i nukleotid na odredenom mestu u
sekvenci (slika 29).

B FinchTV - 1 hex2deg Rat

File Edit View Finch Help

2 8 @ 1 wd

‘ O | G | &) | ) [esr [-] Geospia

Go to Base No. 7 Find Sequence; | ‘ A E G E
PR O T I N NN RN I O N O N
CGCTGCGACCTGTCTGTGGTTACATCGTGGGTGGGAGCCACGG T
110 120 130 140 150
Vertical
Scale
ll—l-l—l~|-|—|~ll-l—|»|l—l»l—l-|—|—|—|»|—|—|»|—|—I—4l—|-ll-l—|—l—|~|-|—|-|~|-lll-|»|-|—|—|»|-|~
GGGGTTTCTGAACTTGTTCCCCAGGCTG AAGTAGGTATCGGTGGCACGGG
160 170 180 180 200

A NN AN Y

CGAACTGCACCAGGCCCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCTGCCCGGCGA
210 220 230 240 250

LT B o S T r—

TGTGCATGTAAGCCCACTGCGGCA ACGGCCCCCCGGCCATGCTTCGGCGC
4 260 270.ﬁ 280 290 300

Horizontal Scale - - D

Slika 29. Hromatogram na osnovu analize reverse sekvence adenovirusnog hekson gena (FinchTV)

Radi dobijanja kompletne (konsenzus) sekvence, izvrSeno je medusobno uporedivanje
dobijenih sekvenci u 5’ i 3’ pravcu. Upotrebom BLAST programa (engl. Basic Local Alignment
Search Tool) konsenzus sekvenca je uporedena sa sekvencama odgovarajuc¢eg regiona genoma
ispitivanih virusa, dostupnih u NCBI GenBank bazi podataka
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Identifikacija je izvrSena poredenjem sa poznatim

sekvencama na osnovu vise od 95% sli¢nosti.

National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology information

®
BLAST > blastn suite Home
Standard Nucleotide BLAST

blastn | blastp blastx tblastn thlastx |

BLASTN programs search leotid using a leotid

query. more...

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
>NoV/uzoraké/NS/SRB o ) -

From

CTCCCGGGAGGGCCATCGCARATCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGRAGATGGCGTCGRARTG ]i
ACGCCGCTCCATCTAATGATGETGCTGCTGGTCTCGTACCAGRAGGECARCARCGAGACCCTT To
CCCCTAGARCCAGTTGCGGGCGCAGCTATAGCCGCACCCCTCACTGGCCARRATRAACA bd
TAATTGACCCCTGGATTAGAACRAATTTTGTGCAAGCACCARATGGAGAGTTCACAGTGT

Or, uplaad tile No file selected. ©

Job Title NoV/uzorak6/NS/SRB
Enter a descriptive title for your BLAST search &

[Z] Align two or more sequences &

Slika 30. Identifikacija dobijenih sekvenci BLAST programom

RID OEFITYESO14 (Expires on 11-13 01:06 am)

Query ID Icl|Query_30331 Database Name nr
Description NoV/uzorak6/NS/SRB Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.7.1+ p Citation
Query Length 348

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 M s0-80 Il so-200 H >=200
1 60 120 180 240 300
Range 1: 4998 to 5223 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
603 bits(326) le-168 326/326(100%) 0/326(0%) Plus/Plus
Query & GGGAGGGCGATCGCAARTCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGAAGATGGCGTCGARTGACGCC 65

EREEEEEE R e e bbb bbb bbb bbbl
Sbjct 4998 GGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTITGTGAATGARGATGGCGTCGRATGACGCC 5057

Query 66 GCTCCATCTAATGATGGTIGCTGCTGGTCTCGTACCAGAGGGCAACRACGAGACCCTICCC 125
FEREEREEEEE bbb bbb bbb e bbb bbb bbb il
Sbjct 5058 GCTCCATCTAATGATGGTGCTIGCIGGICTCGTACCAGAGGGCAACAACGAGACCCTICCC 5117

Query 126  CTAGARCCAGTTGCGGGCGCAGCTATAGCCGCACCCGTCACTGGCCRARATARCATAATT 185
LERLEREEEE et e e b b bbb bbb bbb el
Sbjct 5118 CTAGARCCAGTIGCGGGCGCAGCTATAGCCGCACCCGTCACTGGCCARRATARCATARTT 5177

Query 186  GACCCCTGGATTAGRACARATTITGTGCRAGCACCAARTGGAGAGTTCACAGTGICACCC 245
ANy
Sbjct 5178 GACCCCTGGATTAGARCARATTTTGIGCARGCACCARATGGAGAGTTCACAGIGICACCC 5237

Query 246  AGRAACTCTCCIGGAGAAATTTTATTARACTTAGAGTTGGGCCCTGATTTGARACCCTTAT 305
ERLERCEE R e e b e e b e e e bbb e e e e el

Sbjct 5238 AGARACTCTCCTGGAGARATTTTATTAARCTTAGAGTTGGGCCCTGATITGAACCCTITAT 5297

Query 306 TTGGCTCATTTGTCAAGGATGTACAA 331

LEDLERLEELEL it
Sbjct 5298 TIGGCTCATTIGTCAAGGATGTACAR 5323

Slika 31. Uporedivanje dobijene sekvence sa sekvencama u NCBI GenBank bazi podataka
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U cilju molekularne karakterizacije ispitivanih virusa (adeno, astro, noro i rotavirusa), koji
cirkuli$u na podruc¢ju AP Vojvodine, u filogenetsku analizu su bile uklju¢ene sekvence izolata ovih
virusa iz Evrope i1 ostalih geografskih podru¢ja, kao i referentni sojevi ispitivanih virusa.
Nukleotidne sekvence, dobijene u ovom radu, prikazane su u prilogu 2. Sekvence ispitivanih virusa

deponovace se u NCBI GenBank bazu podataka.

6.8.1. Rezultati sekvenciranja dela hekson gena kod adenovirusa

Za potrebe istrazivanja u toku ove doktorske disertacije izabrano je 5 reprezentativnih
uzoraka, koji su bili pozitivni na humane adenoviruse real-time PCR testom. U cilju potvrde
tacnosti detekcije virusa u ispitivanim uzorcima real-time PCR testom, genotipizacije, kao i
detaljnije molekularne analize, ovi uzorci su sekvencirani u laboratoriji Macrogen u Holandiji. U
tabeli 46 prikazani su podaci o bolesnicima sa reprezentativnim uzorcima, pozitivnim na

adenovirus.

Tabela 46. Najvazniji podaci o bolesnicima sa reprezentativnim uzorcima,
pozitivnim na adenovirus

Br. Glavni simptomi/ | Hospitalizacija | Epidem./sporad. | Serotip/
Starost/pol v. . TR
uzorka duZzina bolesti /ambulantno javljanje grupa
1. 2g./zensko Dijareja/ 4 dana Ambulantno Sporadi¢no 40/F
2. 1g./musko Dryarej g,gg:}/;acanj e/ Hospitalizacija Sporadi¢no 2/C
. Dijareja,povracanje, T .
3. 3g./zensko temp./10 dana Hospitalizacija Sporadi¢no 41/F
<1 mesec/ Dijareja,temp./ T o
4. sensko 3 dana Hospitalizacija Epidemijsko 41/F
5. <lg./zensko Dyjarej g,gg;;acanj e/ Hospitalizacija Sporadi¢no 2/C

Amplifikovani deo genoma hekson gena za adenoviruse je duzine 301 bp. Na osnovu
izvrSene molekularne tipizacije 1 filogenetske analize, utvrdeno je da sekvence dva izolata HAdV iz
uzoraka stolice obolelih (izolati oznaceni brojevima 3 i 4 na tabeli 46), pripadaju HAdV tipu 41. Na
osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Tak (GenBank accession no. AB330122) potvrdeno je da
nukleotidne sekvence uzoraka 3 i 4 iz ovog istrazivanja pripadaju grupi F i tipu 41. Sekvence
uzoraka 3 14 HAdV pokazale su 100% slicnost sa sekvencom HAdV 41 izolovanom iz reke Dunav
u Novom Sadu (GenBank accession no. KX570635), sekvencom HAdV 41 izolovanom iz stolice
dece u Brazilu (GenBank accession no. MF156873) i sekvencom HAdV 41 izolovanom u Finskoj
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(GenBank accession no. LT628548), kao 1 99% slicnost sa sekvencom HadV izolovanom iz stolice
dece u Indiji (GenBank accession no. HQ005286). Sekvenca HAdV uzorka 1 iz stolice obolelog
deteta utvrdeno je da pripada HAdV tipu 40 na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom HAdV F
(GenBank accession no. NC _001454). Takode, sekvenca uzorka 1 HAdV pokazala je 100% sli¢nost
sa sekvencom HAdV 40 izolovanom iz jezera Pali¢ u Vojvodini (GenBank accession no.
KX570632), sekvencom HAdV 40 izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Indiji (GenBank
accession no. HQ268788) i sekvencom HAdV 40 izolovanom iz stolice dece u Brazilu (GenBank
accession no. KY910941). Sekvence dva izolata HAdV iz uzoraka stolice obolelih, oznacene
brojevima 2 1 5, pripadaju HAdV tipu 2. Na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom HAdV C
(GenBank accession no. AC_000007) potvrdeno je da sekvence uzoraka 2 i 5 iz ovog istrazivanja
pripadaju grupi C i tipu 2. Isto tako, sekvence uzoraka 2 i 5 HAdV pokazale su 100% sli¢nost sa
sekvencom HAdV 2 izolovanom u SAD-u (GenBank accession no. AY628143), kao i 99% sli¢nost
sa sekvencom HAdV 2 izolovanom u Spaniji (GenBank accession no. EF205292), sekvencom
HAdV 2 izolovanom u Nemackoj (GenBank accession no. AJ293905) i sekvencom HAdV 2
izolovanom u Kini (GenBank accession no. KM458625). Dobijene HAdV sekvence u ovom
istrazivanju su uporedene i sa sekvencama referentnih sojeva drugih grupa humanih adenovirusa
(HAdV A, HAdAV B, HAdV C, HAdV D, HAdV E i HAdV G). Poredenjem dobijenih sekvenci sa
24 sekvence HAAV iz GenBank baze podataka (izolati najsli¢niji u BLAST-u, kao i sekvence
referentnih izolata) formirano je filogenetsko stablo (slika 32). Referentni izolat za govedi

adenovirus (GenBank accession no. NC_005889) korisc¢en je kao outgroup.
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Slika 32. Molekularna filogenetska analiza dokazanih HAdV

Grupa F

Grupa G
Grupa B

Grupa C

Grupa A

Grupa D

Grupa E

Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum
Likelihood baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vrednoséu od 1000 ponavljanja;

B nukleotidne sekvence HAdV iz Srbije, Mreferentni izolati; ® Bovine adenovirus koji je koris¢en

kao outgroup.
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6.8.2. Rezultati sekvenciranja dela ORF2 kod astrovirusa

Za potrebe sekvenciranja umnozen je PCR reakcijom veoma stabilan region ORF1b (RNK
polimeraza) astrovirusa, duzine 409 bp. Ovaj region je stabilan kod svih humanih i animalnih
astrovirusa, pa se prajmeri SFO073 i SFO074 smatraju konsenzus prajmerima i omogucili su potvrdu
identifikacije svih astrovirusa, izvrSene real-time RT-PCR testom. Takode, za detaljniju
diferencijaciju, kao i za potrebe sekvenciranja umnozen je PCR reakcijom stabilan 5’ region ORF2,
duzine 449 bp kod klasi¢nih astrovirusa, koji su i najucestaliji kao uzroc¢nici infekcija kod ljudi.
Posto su kod svih astro pozitivnih obolelih osoba u ovom istrazivanju dokazani samo klasi¢ni
astrovirusi, odluc¢eno je da se na sekvenciranje u Macrogen u Holandiji posalju samo sekvence 5’
regiona ORF2, koje se koriste za razlikovanje i identifikaciju klasi¢nih astrovirusa kod ljudi.

Za potrebe istrazivanja u toku ove doktorske disertacije izabrano je 5 reprezentativnih
uzoraka, koji su bili pozitivni na humane astroviruse real-time RT-PCR testom. U cilju potvrde
tacnosti detekcije virusa u ispitivanim uzorcima real-time RT-PCR testom, genotipizacije, kao i
detaljnije molekularne analize, ovi uzorci su sekvencirani u laboratoriji Macrogen u Holandiji. U

tabeli 47 prikazani su podaci o bolesnicima sa reprezentativnim uzorcima, pozitivnim na astrovirus..

Tabela 47. Najvazniji podaci o bolesnicima sa reprezentativnim uzorcima,
pozitivnim na astrovirus

Br. Glavni simptomi/ | Hospitalizacija | Epidem./sporad. | Grupa/
Starost/pol v . ST )

uzorka duzina bolesti /ambulantno javljanje genotip
y Dijareja, abdom. e N klasi¢ni/

1. 8g./musko aréevi/ 5 dana Hospitalizacija Epidemijsko 1
y Dijareja/ . klasi¢ni/

2. 2g./musko 5 dana Ambulantno Sporadi¢no 4
. Dijareja,povracanje, . . klasicni/

3. 6g./musko temp./3 dana Hospitalizacija Sporadi¢no 5
. Dijareja,povracanje, T . klasiéni/

4. 8g./zensko temp./ 7 dana Hospitalizacija Sporadi¢no 5
y Dijareja,temp/ T . klasi¢ni/

5. 2g./Zensko 3 dana Hospitalizacija Sporadi¢no 1

Amplifikovani stabilan 5’ region ORF2 je duzine 449 bp kod klasi¢nih astrovirusa. ORF2
region kodira strukturni protein kapsida astrovirusa. Na osnovu izvrSene molekularne tipizacije i
filogenetske analize, utvrdeno je da sekvence dva izolata HAstV iz uzoraka stolice obolele dece
(izolati oznaceni brojevima 1 i 5 na tabeli 47), pripadaju grupi klasi¢nih HAstV tipa 1. Na osnovu
slicnosti sa referentnim izolatom HAstV 1 (GenBank accession no. NC 001943), potvrdeno je da
nukleotidne sekvence uzoraka 1 1 5 iz ovog istrazivanja pripadaju grupi klasicnih HAstV 1 tipu 1.

Sekvenca uzorka 1 HAstV pokazala je 100% sli¢nost sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u Italiji
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(GenBank accession no. KX027308), 99% sli€nost sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u Urugvaju
(GenBank accession no. KM514348), kao i 97% sli¢nost sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u Kini
(GenBank accession no. KM981712) i sekvencom HAstV 1 izolovanom kod dece sa
gastroenteritisom u Tajlandu (GenBank accession no. JQ898572). Sekvenca uzorka 5 HAstV
pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u Urugvaju (GenBank accession no.
KM514348), sekvencom HAstV 1 izolovanom u Rusiji (GenBank accession no. KC285180), 98%
slicnost sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u Kini (GenBank accession no. KM981712), kao 1 97%
slicnost sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Madarskoj (GenBank
accession no. HQ398856) i sekvencom HAstV 1 izolovanom u Brazilu (GenBank accession no.
AY846639). Sekvenca HAstV uzorka 2 iz stolice obolelog deteta utvrdeno je da pripada grupi
klasi¢nih HAstV i tipu 4 na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Dresden (GenBank accession
no. AY720891). Sekvenca uzorka 2 HAstV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom HAstV 4
izolovanom u Spaniji (GenBank accession no. AF348793), sekvencom HAstV 4 izolovanom u
Rusiji (GenBank accession no. EU161566), sekvencom HAstV 4 izolovanom u Kolumbiji
(GenBank accession no. DQ157435) i sekvencom HAstV 4 izolovanom u Australiji (GenBank
accession no. AF175259). Na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Goiania (GenBank
accession no. DQ028633) potvrdeno je da sekvence uzoraka 3 i1 4 iz ovog istrazivanja pripadaju
klasicnom HAstV 1 tipu 5. Sekvenca uzorka 3 HAstV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom
HAstV 5 izolovanom kod dece u Brazilu (GenBank accession no. JQ260761), sekvencom HAstV 5
izolovanom u SAD-u (GenBank accession no. KX932052), sekvencom HAstV 5 izolovanom u
Bangladesu (GenBank accession no. KF420152), sekvencom HAstV 5 izolovanom kod
hospitalizovane dece u Libiji (GenBank accession no. KX913268), kao 1 98% sli¢nost sa
sekvencom HAstV 5 izolovanom kod starijih osoba u Madarskoj (GenBank accession no.
KF157967). Sekvenca uzorka 4 HAstV pokazala je 100% slicnost sa sekvencom HAstV 5
izolovanom kod dece u Brazilu (GenBank accession no. JQ260761), sekvencom HAstV 5
izolovanom kod hospitalizovane dece u Libiji (GenBank accession no. KX913268), kao i 99%
sli¢nost sa sekvencom HAstV 5 izolovanom kod starijih osoba u Madarskoj (GenBank accession
no. KF157967), sekvencom HAstV 5 izolovanom u SAD-u (GenBank accession no. KX932052) i
sekvencom HAstV 5 izolovanom u Bangladesu (GenBank accession no. KF420152). Dobijene
HAstV sekvence u ovom istrazivanju su uporedene sa 30 sekvenci HAstV iz GenBank baze
filogenetsko stablo (slika 33). Referentni izolat za govedi astrovirus (GenBank accession no.

LC047787) koris¢en je kao outgroup.
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W KF420152 HAstV 5/Bangladesh

M KX913268 HAstV 5/Lebanon

W KX932052 HAstV 5/USA

W DQ028633 HAstV 5 isolate Goiania
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91

g7 r M AF260508 HAstV 8/Mexico =
M 766541 HAstV 8/UK
B AF175259 HAstV 4/Australia =
M HAstV uzorak 2/NS/SRB
B AY720891 HAstV 4 strain Dresden
B EU161566 HAstV 4/Russia
221 M AF348793 HAstV 4/Spain
B DQ157435 HAstV 4/Columbia
W DQ917382 HastV 6/Brazil
W 746658 HastV 6/UK
W AY846639 HastV 1/Brazil =
B NC_001943 HastV 1 (Ref)
W KM981712 HastV 1/China
B HAstV uzorak 5/NS/SRB
29| ' M@ KC285180 HAstV 1/Russia
M HQ398856 HAstV 1/Hungary
50 +— M JQB898572 HastV 1/Thailand
W KM514348 HAstV 1/Uruguay
45| | M@ HAstV uzorak 1/NS/SRB
81 M KX027308 HAstV 1/ltalia —
8 HastV 3/India

38

Slika 33. Molekularna filog

enetska analiza dokazanih HAstV
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Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum
Likelihood baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vrednoséu od 1000 ponavljanja;
M nukleotidne sekvence HAstV iz Srbije, M referentni izolati; ® Bovine astrovirus koji je koris¢en
kao outgroup.



6.8.3. Rezultati sekvenciranja dela ORF2 kod norovirusa

Od 231 pozitivne osobe na norovirus utvrdene u istrazivanju tokom ove doktorske
disertacije, kod samo jedne osobe dokazana je genogrupa I, a kod ostalih je utvrdena genogrupa II
norovirusa. Izabrano je 10 reprezentativnih uzoraka, koji su bili pozitivni na humane noroviruse
real-time RT-PCR testom. U cilju potvrde ta¢nosti detekcije virusa u ispitivanim uzorcima real-time
RT-PCR testom, genotipizacije, kao i detaljnije molekularne analize, ovi uzorci su sekvencirani u
laboratoriji Macrogen u Holandiji. U tabeli 48 prikazani su podaci o bolesnicima sa

reprezentativnim uzorcima, pozitivnim na norovirus.

Tabela 48. Najvazniji podaci o bolesnicima sa reprezentativnim uzorcima,
pozitivnim na norovirus

Br. Starost/ Glavni simptomi/ Hospitalizacija | Epidem./sporad. | Grupa/
uzorka pol duZina bolesti /ambulantno javljanje genotip
1. 5g./musko Dljareja,’ab'dom.grceVI, Ambulantno Sporadi¢no Gl/2
povracanje/ 5 dana
58g./ Dijareja,povracéanje, T o
2. sensko temp./3 dana Hospitalizacija Epidemijsko Gll/2
779./ Dijareja,povracéanje, T o
3. mugko temp./5 dana Hospitalizacija Epidemijsko Gll/17
4. 169'/ Dijareja,povracanje/ Ambulantno Epidemijsko Gll/1
musko 3 dana
19g./ Dijareja,povracanje, e .
5. sensko temp./3 dana Hospitalizacija Sporadi¢no Gll/1
28g./ Dijareja,povracanje, o o
6. sensko temp./3 dana Hospitalizacija Epidemijsko Gll/17
169./ Dijareja,povracanje, e .
7. mugko temp./3 dana Hospitalizacija Sporadi¢no Gll/2
. Dijareja,povracanje, T .
8. 2g./musko temp./4 dana Hospitalizacija Sporadi¢no Gll/2
12q./ Dijareja,povracanje, e .
9. mugko temp./3 dana Hospitalizacija Sporadi¢no Gll/4A
< Dijareja,povracanje, e . ..
10. 1g./musko temp./7 dana Hospitalizacija Epidemijsko Gll/2

Amplifikovani C region (5' kraj) ORF2 dela genoma norovirusa je duzine oko 300 bp (329
bp kod Gl i 343 bp kod GII). ORF2 region kodira glavni protein kapsida VP1 kod norovirusa. Na
osnovu izvrSene molekularne tipizacije 1 filogenetske analize, utvrdeno je da sekvenca izolata NoV
1z uzorka stolice obolelog deteta, oznacenog brojem 1, pripada NoV GI 1 tipu 2. Na osnovu sli¢nosti
sa referentnim izolatom Southampton virus (GenBank accession no. L07418.1), potvrdeno je da
nukleotidna sekvenca uzorka 1 iz ovog istrazivanja pripada genogrupi I NoV i tipu 2. Sekvenca

uzorka 1 NoV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GI.2 izolovanom kod odraslih osoba sa
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gastroenteritisom u Kini (GenBank accession no. KM462611), sekvencom NoV GI.2 izolovanom
kod obolele dece u Grckoj (GenBank accession no. KU821055), kao 1 97% sli¢nost sa sekvencom
NoV GI.2 u Belgiji (GenBank accession no. FJ515294).

Na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Hawaii virus (GenBank accession no. U07611)
potvrdeno je da sekvence uzoraka 4 1 5 iz ovog istrazivanja pripadaju genogrupi II NoV i tipu 1.
Sekvenca uzorka 4 NoV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.1 izolovanom kod osoba
sa gastroenteritisom u Bugarskoj (GenBank accession no. KP762423), sekvencom NoV Gll.1
izolovanom u Belgiji (GenBank accession no. JX863528), sekvencom NoV Gll.1 izolovanom u
Italiji (GenBank accession no. KF475929), sekvencom NoV GlI.1 izolovanom u Spaniji (GenBank
accession no. KF870593), kao i 97% sli¢nost sa sekvencom NoV GIIL1 izolovanom u epidemiji
gastroenteritisa u Nemackoj (GenBank accession no. KC597151). Sekvenca uzorka 5 NoV
pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.1 izolovanom u Brazilu (GenBank accession no.
KUI193696), kao 1 98% slicnost sa sekvencom NoV GIL.1 izolovanom kod osoba sa
gastroenteritisom u Bugarskoj (GenBank accession no. KP762423), sekvencom NoV Gll.1
izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Nemackoj (GenBank accession no. KC597151),
sekvencom NoV GlI.1 izolovanom u Australiji (GenBank accession no. KT239610) i sekvencom
NoV GllI.1 izolovanom u Italiji (GenBank accession no. KF475929).

Na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Snow Mountain virus (GenBank accession no.
AY134748) potvrdeno je da sekvence uzoraka 2, 7, 8 1 10 iz ovog istrazivanja pripadaju genogrupi
IT NoV 1 tipu 2. Sekvenca uzorka 2 NoV pokazala je 99% slicnost sa sekvencom NoV GII.2
izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Svedskoj (GenBank accession no. EU007805),
sekvencom NoV GII.2 izolovanom u Japanu (GenBank accession no. AB662898), kao i 97%
slicnost sa sekvencom NoV GIIL.2 izolovanom kod obolelih od gastroenteritisa u Nemackoj
(GenBank accession no. KY357462) i sekvencom NoV GlI.2 izolovanom u Kini (GenBank
accession no. KY421122). Sekvenca uzorka 7 NoV pokazala je 99% slicnost sa sekvencom NoV
GIL2 izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Svedskoj (GenBank accession no. EU007805),
sekvencom NoV GII.2 izolovanom u Japanu (GenBank accession no. AB662898), kao i 98%
sli¢nost sa sekvencom NoV GIL.2 izolovanom u Kini (GenBank accession no. KY421122) i
sekvencom NoV GII.2 izolovanom kod obolelih od gastroenteritisa u Nemackoj (GenBank
accession no. KY357462). Sekvenca uzorka 8 NoV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV
GI1.2 izolovanom kod obolelih od gastroenteritisa u Japanu (GenBank accession no. AB662898),
kao 1 98% slicnost sa sekvencom NoV GIIL.2 izolovanom kod obolelih od gastroenteritisa u
Nemackoj (GenBank accession no. KY357462), sekvencom NoV GII.2 izolovanom u epidemiji

gastroenteritisa u Svedskoj (GenBank accession no. EU007805) i sekvencom NoV GlI.2
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izolovanom u Kini (GenBank accession no. KY421122). Sekvenca uzorka 10 NoV pokazala je
100% sli¢nost sa sekvencom NoV GIL2 izolovanom u Francuskoj (GenBank accession no.
KY817521), sekvencom NoV GIL2 izolovanom u obolelih od gastroenteritisa u Nemackoj
(GenBank accession no. KY357462), kao 1 99% slicnost sa sekvencom NoV GIL.2 izolovanom u
Kini (GenBank accession no. KY421122) i 98% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.2 izolovanom u
Japanu (GenBank accession no. AB662898).

Na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Lordsdale virus (GenBank accession no.
X86557) potvrdeno je da sekvenca uzorka 9 iz ovog istrazivanja pripada genogrupi II NoV i tipu 4.
Sekvenca uzorka 9 NoV pokazala je 99% slicnost sa sekvencom NoV GII.4 varijanta Sidnej 2012
izolovanom u Kini (GenBank accession no. KT202796), 98% sli¢nost sa sekvencom NoV GIL4
izolovanom kod dece sa gastroenteritisom u Rusiji (GenBank accession no. KJ634714), sekvencom
NoV GIlL.4 izolovanom u Grékoj (GenBank accession no. KP871791), sekvencom NoV Gll.4
izolovanom u Kanadi (GenBank accession no. KF509946), 97% sli¢nost sa sekvencom NoV GIL.4
izolovanom u Bugarskoj (GenBank accession no. EU908204) kao i 95% sli¢nost sa sekvencom
NoV GII.4 izolovanom u Madarskoj (GenBank accession no. EU096506).

Na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom NoV GII.17 Kawasaki (GenBank accession no.
LC037415) potvrdeno je da sekvence uzoraka 3 i 6 iz ovog istrazivanja pripadaju genogrupi Il NoV
1 tipu 17. Sekvenca uzorka 3 NoV pokazala je 99% slicnost sa sekvencom NoV GII.17 izolovanom
u Sloveniji (GenBank accession no. KT591501), sekvencom NoV GII.17 izolovanom u u Brazilu
(GenBank accession no. KY392867), sekvencom NoV GII1.17 izolovanom u Holandiji (GenBank
accession no. KX424647), sekvencom NoV GII.17 izolovanom u Kini (GenBank accession no.
KT780416) i sekvencom NoV GII.17 izolovanom u Iltaliji (GenBank accession no. KT346356).
Sekvenca uzorka 6 NoV pokazala je 100% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.17 izolovanom u
Sloveniji (GenBank accession no. KT591501), sekvencom NoV GII.17 izolovanom u Brazilu
(GenBank accession no. KY392867), sekvencom NoV GII.17 izolovanom u Holandiji (GenBank
accession no. KX424647), sekvencom NoV GII.17 izolovanom u ltaliji (GenBank accession no.
KT346356) i sekvencom NoV GI1.17 izolovanom u Kini (GenBank accession no. KT780416).
Dobijene NoV sekvence u ovom istrazivanju su uporedene sa 32 sekvence NoV iz GenBank baze
podataka (izolati najslicniji u BLAST-u, kao i sekvence referentnih izolata) i formirano je
filogenetsko stablo (slika 34). Referentni izolat za govedi norovirus (GenBank accession no.

NC_030793.1) koris¢en je kao outgroup.
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B NoV/uzorak10/NS/SRB

52| m KY357462 NoV GIl.2/Germany
741 W KY817521 NoV Gll.2/France
2| m KY421122 NoV Gll2/China
57| I AB662898 NoV Gll.2/Japan NoV GlI.2
B NoV/uzorak7/NS/SRB

& B NoV/uzorak8/NS/SRB
34 || M EU07805 NoV Gll 2/Sweden

14 W AY134748 Snow Mountain virus (Ref)
19 M NoV/uzorak2/NS/SRB ]
W EU096506 NoV Gll.4/Hungary

W X86557 Lordsdale virus (Ref)

W KP871791 NoV Gll.4/Greece
23| | m EU908204 NoV Gll.4/Bulgaria
33 52 | M NoV/uzorak9/NS/SRB
W KJ634714 NoV Gll. 4/Russia
W KF509946 NoV Gll.4/Canada
W KT202796 NoV Gll.4 Sydney 2012/China |
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NoV Gll .4

W U07611 Hawaii virus (Ref)
M NoV/uzorak5/NS/SRB

78] |- M KC597151 NoV Gl 1/Germany

79| @ NoV/uzorak4/NS/SRB
59 4o KP762423 NoV Gl 1/Buigaria

W KF475929 NoV GIl.1/ltaly NoV Gll.1
M JX863528 NoV Gll.1/Belgium
W KF870593 NoV GII.1/Spain
M KT239610 NoV Gll.1/Australia
W KU193696 NoV Gll.1/Brazil
B LC037415 NoV GII.17 Kawasaki 308
M NoV/uzorak3/NS/SRB
- || ™ KT780416 NoV GIl.17/China

W KT346356 NoV GIl.17/ltaly NoV GII.17
W KX424647 NoV GII.17/Netherlands
W KY392867 NoV GII.17/Brazil
W KT591501 NoV GIL.17/Slovenia
B NoV/uzorak6/NS/SRB _

M FJ515294 NoV Gl.2/Belgium

B L07418 Southampton virus (Ref)
97| M NoV/uzorak1/NS/SRB NoV Gl 2

W KU821055 NoV GI.2/Greece

W KM462611 NoV Gl.2/China
@ NC_030793 Bovine calicivirus strain Kirklareli

—
0.05

Slika 34. Molekularna filogenetska analiza dokazanih NoV

Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum
Likelihood baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vrednoséu od 1000 ponavljanja;

M nukleotidne sekvence NoV iz Srbije, Mreferentni izolati; ® Bovine calicivirus, koji je koris¢en

kao outgroup.
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6.8.4. Rezultati sekvenciranja gena 4 (VP4) i gena 9 (VP7) kod rotavirusa

Vise od 90% rotavirusnih infekcija u svetu izazvano je rotavirusima iz grupe A (RVA).
Zbog detaljnije analize dokazanih rotavirusa kod bolesnika iz Vojvodine, radeno je dokazivanje
pripadnosti grupi A. Kod svih uzoraka utvrdeno je da pripadaju grupi A rotavirusa. Za potrebe
istrazivanja, izabrano je 10 reprezentativnih uzoraka, koji su bili pozitivni na humane rotaviruse
real-time RT-PCR testom. U cilju potvrde ta¢nosti detekcije virusa u ispitivanim uzorcima real-time
RT-PCR testom, genotipizacije, kao i detaljnije molekularne analize, ovi uzorci su sekvencirani u
laboratoriji

Macrogen u Holandiji. U tabeli 49 prikazani su podaci o bolesnicima sa

reprezentativnim uzorcima, pozitivnim na rotavirus.

Tabela 49. Najvazniji podaci o bolesnicima sa reprezentativnhim uzorcima,
pozitivnim na rotavirus

Br. Starost/ Glavni simptomi/ Hospitalizacija | Epidem./sporad. | Grupa/
uzorka pol duzina bolesti /ambulantno javljanje genotip
1. 3g./musko | Dijareja, temp./ 5dana | Hospitalizacija Sporadi¢no A/G3P8
29./ Dijareja, abdom.grcevi, T .
2. sensko temp./3 dana Hospitalizacija Sporadi¢no A/G1P8
3. V86g./ Dijareja,povracanje/ Hospitalizacija Epidemijsko A/G1P8
zensko 5 dana
4, V4Og./ Dljareja’, ab@om.grcew, Hospitalizacija Sporadi¢no AIG2P4
Zensko povracanje /3 dana
5. V56g'/ Dyjare & ab@om.grcew, Hospitalizacija Sporadi¢no A/G3P8
Zensko povracanje /4 dana
6. 49;/ DlJare,Ja’.abdom'grceVI’ Hospitalizacija Sporadi¢no A/G1P8
musko povracanje temp./5 dana
7. y 29./ Dijareja /4 dana Ambulantno Sporadi¢no AIG2P4
zensko
8. V33g./ Dljare,J a,'abdom.grcew, Hospitalizacija Sporadi¢no A/GIP8
zensko povracanje temp./4 dana
1g./ Dijareja,povracanje, e o
9. sensko temp./6 dana Hospitalizacija Sporadi¢no AIG2P4
4q./ Dijareja,povracanje, e o
10. sensko temp./5 dana Hospitalizacija Sporadi¢no A/G1P8

Amplifikovani deo gena 4 rotavirusa je duZine 663 bp. Gen 4 kodira VP4 protein na povrSini
virusa, na osnovu koga se vrSilo odredivanje P tipa rotavirusa grupe A (P tipizacija). Na osnovu
izvrSene molekularne tipizacije i filogenetske analize, utvrdeno je da sekvence izolata RVA iz
uzoraka stolice obolelih osoba, oznacCene brojem 1, 2, 3, 5, 6, 8 1 10, pripadaju grupi A rotavirusa i

tipu P[8], §to je potvrdeno i na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Wa (GenBank accession
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no. L34161). Sekvence uzoraka 2 i 10 RVA pokazale su 100% sli¢nost sa sekvencom RVA P[§]
izolovanom u Turskoj (GenBank accession no. MF494873), sekvencom RVA P[8] izolovanom u
Italiji (GenBank accession no. KF614647), sekvencom RVA P[8] izolovanom u Rusiji (GenBank
accession no. KF036131), kao 1 99% slicnost sa sekvencom RVA P[8] izolovanom u Sloveniji
(GenBank accession no. KJ432862), sekvencom RVA P[8] izolovanom u Belgiji (GenBank
accession no. JN849137) i sekvencom RVA P[8] izolovanom u Nemackoj (GenBank accession no.
FJ747616). Sekvence uzoraka 1, 3 i 5 RVA pokazale su 99% slicnost sa sekvencom RVA P[8]
izolovanom u Spaniji (GenBank accession no. KU550285), sekvencom RVA P[8] izolovanom u
Japanu (GenBank accession no. AB975556), sekvencom RVA P[8] izolovanom u Madarskoj
(GenBank accession no. KU870410), sekvencom RVA P[8] izolovanom u Australiji (GenBank
accession no. KU059791) i sekvencom RVA P[8] izolovanom na Tajlandu (GenBank accession no.
JN706174). Sekvenca uzorka 6 RVA pokazala je 99% slicnost sa sekvencom RV A P[8] izolovanom
u Rusiji (GenBank accession no. KF036131), sekvencom RVA P[8] izolovanom u Italiji (GenBank
accession no. KF614647), sekvencom RVA P[8] izolovanom u Turskoj (GenBank accession no.
MF494873), sekvencom RVA P[8] izolovanom u Nemackoj (GenBank accession no. FJ747616) i
sekvencom RVA P[8] izolovanom u Belgiji (GenBank accession no. JN849137). Sekvenca uzorka
8 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA P[8] izolovanom u Brazilu (GenBank
accession no. KJ454524), sekvencom RVA P[8] izolovanom u SAD-u (GenBank accession no.
JF491069), sekvencom RVA P[8] izolovanom u Kini (GenBank accession no. KF371777), kao i
98% sli¢nost sa sekvencom RVA P[8] izolovanom u Spaniji (GenBank accession no. KU550285) i
sekvencom RV A P[8] izolovanom u Madarskoj (GenBank accession no. KU870410).

Isto tako, na osnovu izvrSene molekularne tipizacije i filogenetske analize, utvrdeno je da
sekvence izolata RVA iz uzoraka stolice obolelih osoba, oznacenih brojem 4,7 i 9, pripadaju grupi
A rotavirusa i tipu P[4], Sto je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom DS-1
(GenBank accession no. HQ650119). Sekvenca uzorka 4 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa
sekvencom RVA P[4] izolovanom u Brazilu (GenBank accession no. KJ940113), sekvencom RVA
P[4] izolovanom u Kini (GenBank accession no. KU174024), sekvencom RVA P[4] izolovanom u
Indiji (GenBank accession no. JX307596) i sekvencom RVA P[4] izolovanom u Rusiji (GenBank
accession no. KX545322). Sekvence uzoraka 7 i 9 RVA pokazale su 99% sli¢nost sa sekvencom
RVA P[4] izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Italiji (GenBank accession no. KF202512),
sekvencom RVA P[4] izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Turskoj (GenBank accession no.
MF494861), sekvencom RVA P[4] izolovanom u Madarskoj (GenBank accession no. KJ919709) i
sekvencom RVA P[4] izolovanom u Belgiji (GenBank accession no. JN849155). Dobijene

sekvence RVA u ovom istrazivanju su uporedene sa 25 sekvenci RVA iz GenBank baze podataka
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(izolati najsli¢niji u BLAST-u, kao i sekvence referentnih izolata) i formirano je filogenetsko stablo
(slika 35). Referentni izolat za majmunski rotavirus (GenBank accession no. NC_011510) koris¢en
je kao outgroup.

Amplifikovani gen 9 rotavirusa je duzine 1062 bp. Gen 9 kodira VP7 protein na povrSini
virusa, na osnovu koga se vrsilo odredivanje G tipa rotavirusa grupe A (G tipizacija). Na osnovu
izvrSene molekularne tipizacije i filogenetske analize, utvrdeno je da sekvence izolata RVA iz
uzoraka stolice obolelih osoba, oznacenih brojem 2, 3, 6 1 10, pripadaju grupi A rotavirusa i tipu
G1, sto je 1 potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Wa (GenBank accession no.
JX406755). Sekvence uzoraka 2 i1 6 RVA pokazale su 99% sli¢nost sa sekvencom RVA Gl
izolovanom u Turskoj (GenBank accession no. MF494779), sekvencom RVA G1 izolovanom u
Pakistanu (GenBank accession no. JX273716), sekvencom RVA G1 izolovanom kod dece sa
gastroenteritisom u Indiji (GenBank accession no. AB546868) i sekvencom RVA G1 izolovanom u
SAD-u (GenBank accession no. JX027828). Sekvenca uzorka 3 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa
sekvencom RVA G1 izolovanom u Japanu (GenBank accession no. AB975460), sekvencom RVA
G1 izolovanom u Rusiji (GenBank accession no. KX758605), kao i 98% sli¢nost sa sekvencom
RVA G1 izolovanom u Argentini (GenBank accession no. KT948654) i sekvencom RVA G1
izolovanom na Tajlandu (GenBank accession no. LC066655). Sekvenca uzorka 10 RVA pokazala
je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA G1 izolovanom u Turskoj (GenBank accession no. MF494779),
sekvencom RVA G1 izolovanom kod dece sa gastroenteritisom u Indiji (GenBank accession no.
AB546868), kao 1 98% sli¢nost sa sekvencom RVA G1 izolovanom na Kubi (GenBank accession
no. FJ348350).

Na osnovu izvrSene molekularne tipizacije 1 filogenetske analize, utvrdeno je da sekvence
izolata RVA 1z uzoraka stolice obolelih osoba, oznacenih brojem 4, 7 1 9, pripadaju grupi A
rotavirusa i tipu G2, $to je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom DS-1 (GenBank
accession no. HQ650124.1). Sekvenca uzorka 4 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA
G2 izolovanom u SAD-u (GenBank accession no. MF168276), sekvencom RVA G2 izolovanom u
Juznoj Koreji (GenBank accession no. HQ425266), kao i 98% sli¢nost sa sekvencom RVA G2
izolovanom u Madarskoj (GenBank accession no. KJ919920), sekvencom RVA G2 izolovanom
kod dece sa gastroenteritisom u Italiji (GenBank accession no. KF414556) i sekvencom RVA G2
izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Japanu (GenBank accession no. AF401754). Sekvence
uzoraka 7 1 9 RVA pokazale su 99% sli¢nost sa sekvencom RVA G2 izolovanom u Madarskoj
(GenBank accession no. KJ919920), sekvencom RVA G2 izolovanom u Rusiji (GenBank accession
no. JQ343219), sekvencom RVA G2 izolovanom u Belgiji (GenBank accession no. JN849156) i

sekvencom RVA G2 izolovanom u Kini (GenBank accession no. DQ904516).
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Na osnovu izvrsene molekularne tipizacije i filogenetske analize, utvrdeno je da sekvence
izolata RV A iz uzoraka stolice obolelih osoba, oznacene brojem 1 i 5, pripadaju grupi A rotavirusa i
tipu G3, Sto je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom RV3 (GenBank accession
no. FJ998278). Sekvenca uzorka 1 RVA pokazala je 99% slicnost sa sekvencom RVA G3
izolovanom u Spaniji (GenBank accession no. KU550297), sekvencom RVA G3 izolovanom u
Madarskoj (GenBank accession no. KU870415), sekvencom RVA G3 izolovanom u Turskoj
(GenBank accession no. MF494838) i sekvencom RVA G3 izolovanom u Japanu (GenBank
accession no. KJ639028). Sekvenca uzorka 5 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA
G3 izolovanom u Nemackoj (GenBank accession no. KY000546), sekvencom RVA G3 izolovanom
u Madarskoj (GenBank accession no. KU870415), sekvencom RVA G3 izolovanom u Australiji
(GenBank accession no. KU059782) i sekvencom RVA G3 izolovanom u Spaniji (GenBank
accession no. KU550297).

Na osnovu izvrSene molekularne tipizacije i filogenetske analize, utvrdeno je da sekvenca
izolata RVA iz uzorka stolice obolelih osoba, ozna¢enog brojem 8, pripada grupi A rotavirusa i tipu
(9, sto je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom 116E (GenBank accession no.
FJ361209). Sekvenca uzorka 8 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA G9 izolovanom
u Kini (GenBank accession no. KU532195), kao i 98% sli¢nost sa sekvencom RVA G9 izolovanom
u Rusiji (GenBank accession no. KF648937), sekvencom RVA G9 izolovanom u Japanu (GenBank
accession no. AB848997) i sekvencom RVA G9 izolovanom u SAD-u (GenBank accession no.
KT919508). Dobijene sekvence RVA u ovom istrazivanju su uporedene sa 32 sekvence RVA iz
GenBank baze podataka (izolati najslicniji u BLAST-u, kao i sekvence referentnih izolata) i
formirano je filogenetsko stablo (slika 36). Referentni izolat Bang373 za humani rotavirus grupe B
(GenBank accession no. NC_021542) kori$c¢en je kao outgroup.
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Slika 35. Molekularna filogenetska analiza gena 4 dokazanih RVA

# NC_011510 Simian rotavirus (SA11)

RVA P8

RVA P4

Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum

Likelihood baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vrednos¢u od 1000 ponavljanja;

B nukleotidne sekvence RVA iz Srbije, Mreferentni izolati; ® Simian rotavirus, koji je koris¢en

kao outgroup.
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Slika 36. Molekularna filogenetska analiza gena 9 dokazanih RVA

Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum

Likelihood baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vrednoséu od 1000 ponavljanja;

B nukleotidne sekvence RVA iz Srbije, Mreferentni izolati; ® Human rotavirus grupe B, koji je

koris¢en kao outgroup.
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6.9. Algoritam primene real-time PCR testa u dijagnostici virusnog gastrointestinalnog

sindroma

Jedan od vaznih ciljeva ove doktorske disertacije bio je postavljanje algoritma primene
real-time PCR testa u rutinskom dijagnostickom radu na identifikaciji naj¢es¢ih uzro¢nika virusnog
dijarealnog sindroma u Vojvodini. Algoritam treba da omoguci ta¢nu i brzu dijagnostiku virusnog
uzrocnika bolesti. Brza i ta¢na dijagnostika je vrlo znacajna za efikasno sprovodenje terapijskih i
protivepidemijskih mera. Kada se bolest javi sporadi¢no, sa tipicnim klinickim karakteristikama
dijarealnog sindroma, preporuka je da se u dijagnostici primeni molekularni real-time PCR test, da
bi se $to brze i ta¢nije postavila dijagnoza virusnih uzro¢nika. Vazno je i da se spreci Sirenje bolesti
1 nastanak epidemije. U slucaju da postoji epidemija sa ve¢im brojem obolelih, preporuka je da se
uraditi ,,brzi test za dokazivanje virusnog antigena. Ukoliko je ,,brzi test” pozitivan, izdaje se
rezultat, a ukoliko je rezultat negativan, zbog znatno manje osetljivosti ,,brzog testa, potrebno je
uzorak pregledati i molekularnom dijagnostikom - real-time PCR testom. Ako je i real-time PCR
test negativan, izdaje se rezultat, a ukoliko je pozitivan izdaje se rezultat i primenjuju se sve
protivepidemijske i terapijske mere.

Posebno kod epidemijskog javljanja bolesti, ali i kod sporadi¢ne pojave infekcije, moze se
raditi 1 detaljnija molekularna analiza (utvrdivanje genogrupa i genotipova), kao i analiza delova
genoma dokazanih virusa sekvenciranjem. Ova analiza moZe da utvrdi dodatne podatke 0 virusu,
kao §to je postojanje mutacija u genomu. Cak i male promene u genomu mogu da utiéu na
virulentnost virusa i njegove epidemioloske karakteristike. To moZe da ima klinicki 1 epidemioloski
znacaj zbog brZeg Sirenja virusa u populaciji, nastanka vec¢ih epidemija i teZe klinicke slike kod

obolelih.
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Slika 37. Algoritam primene PCR testa u dijagnostici adenovirusa
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Slika 38. Algoritam primene RT-PCR testa u dijagnostici astrovirusa
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Slika 39. Algoritam primene RT-PCR testa u dijagnostici norovirusa
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Slika 40. Algoritam primene RT-PCR testa u dijagnostici rotavirusa
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7.0. Diskusija

U petogodisnjem periodu (2012-2016.), koliko je trajalo ovo ispitivanje, real-time PCR
testom pregledane su 1003 obolele osobe sa prisutnim klinickim pokazateljima gastrointestinalnog
sindroma, starosti od mesec dana do preko 90 godina. Obolele osobe pregledane su na rota, noro,
astro 1 na entericne adenoviruse, navedene u literaturi kao naj¢es¢i uzrocnici dijarealnog sindroma.
Pregledom na 4 virusa utvrdeno je 709 obolelih (70,69%). Dobijeni rezultati omogucili su
sagledavanje incidence virusnog gastrointestinalnog sindroma.

Preporuka je da real-time PCR test bude metoda izbora u buducoj dijagnostici uzro¢nika
virusnog gastrointestinalnog sindroma, jer omogucava brzo dobijanje dijagnostic¢kih rezultata, §to je
neophodno, kako za odgovarajuéi tretman obolelih, koji je potrebno da bude brz i adekvatan, tako i
za preduzimanje preventivnih mera da se infekcija ne proSiri u epidemiju. Kako je virusni
gastrointestinalni sindrom bolest koja po pravilu nastaje naglo i posto brzo dovodi do gubitka vode i
elektrolita, bitno je da se Sto pre pristupi tretmanu obolelih i spre¢avanju komplikacija, kao i
epidemioloS8kim merama da se zaustavi dalje Sirenje infekcije. PoSto je broj te¢nih dijarealnih
stolica velik (kod obolelih od svih ovih virusa najées$ée je bilo 5-7 stolica dnevno), jedna od
mogucénosti je da u uzorcima te¢nih stolica nema uvek veci broj virusnih partikula. Real-time PCR
test ima prednosti §to, u odnosu na druge testove, moZze da dokaZe virus ¢ak 1 ako je prisutan u
sasvim malom broju u uzorku dijarealne stolice (129,146).

U ovom radu je potvrdeno da se real-time PCR testom moze postaviti taéna etioloSka
dijagnoza 1 kod obolelih sa blagom klinickom slikom, kod kojih virus moze da bude prisutan u vrlo
malom broju u uzorku stolice, zbog kasno uzetog uzorka. Ovi oboleli se vrlo Cesto ni ne javljaju
lekaru. Ba$ zbog toga Sire infekciju 1 dovode do nastanka ili Sirenja epidemije. Zato ih je potrebno
otkriti i obavezno poslati na dijagnosticki pregled, a potom primeniti potrebne mere. Oboleli sa
blagom klinickom slikom obi¢no budu negativni ,brzim testovima®“. Neadekvatno cuvanje i
transport uzoraka stolice do laboratorije moze, isto tako, da dovede do smanjenja broja virusnih
partikula u uzorku i da se zato dobiju lazno negativni rezultati ,,brzim testovima®. Ovaj problem se
moze prevaziéi upotrebom real-time PCR testa (129,146).

Rezultati istrazivanja pokazuju da je u petogodiSnjem periodu kod 1003 pregledana
bolesnika razli¢ite starosti na rota, noro, astro i enteri¢ne adenoviruse, akutna infekcija nekim od
ova Cetiri virusa dokazana real-time PCR testom kod 709 obolelih (70,69%). Medu njima, 677 je
bilo pozitivno na jedan virus (rota, noro, astro ili adenovirus), a 32 bolesnika imala su dokazana dva

virusa u stolici (udruzenu infekciju). Ovaj podatak nesumnjivo pokazuje znacaj virusnog
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gastrointestinalnog sindroma u Vojvodini 1 neophodnost redovnog sprovodenja molekularne
dijagnostike kod svih osoba sa znacima akutnog dijarealnog sindroma.

Na ukupnom uzorku najéesce je dokazana rotavirusna infekcija — kod 28,81% pregledanih,
zatim, norovirusna infekcija — kod 23,03%, astrovirusna infekcija — kod 2,29% obolelih, infekcija
enteri¢nim adenovirusima - kod 13,36% osoba sa dijarealnim sindromom, a dva virusa u stolici
dokazana su kod 3,19% ispitanih bolesnika. Sli¢ni podaci o ucestalosti navedenih virusa prikazani
su u dvogodis$njem istrazivanju sprovedenom u 8 gradova Rusije (147).

Rotavirusna infekcija je tokom ovog istrazivanja bila statisticki znacajno najces¢e utvrdena
2015. godine (kod 40,70% obolelih osoba). U ostalim godinama rotavirusna infekcija bila je
dokazana u manje vise ujednacenom procentu bolesnika: 2012. godine u nesto veéem procentu -
kod 29,0%, 2013. godine kod 21,23%, 2014. godine kod 24,37%, a 2016. godine kod 23,97%
obolelih. To ukazuje na stalno javljanje rotavirusnih infekcija u nasoj sredini. U literaturi se navodi,
u mnogim publikovanim radovima, da je rotavirus naj¢eS¢e uzro¢nik dijarealnog sindroma i to
posebno kod male dece i dece predskolskog i Skolskog uzrasta. To je dokazano i tokom ovog
istrazivanja i to svake godine rada na dijagnostici virusne dijarealne bolesti. Rotavirusna infekcija je
statisti¢ki znacajno najc¢eS¢e dokazana kod dece do 5 godina (u 38,90% na celokupnom uzorku), §to
se, isto tako, slaZe sa navodima u mnogim publikacijama. U trogodis$njoj studiji, koja je sprovedena
u Spaniji, gde su analizirani uzorci stolice 352 hospitalizovana deteta mlada od 5 godina, rotavirus
je bio najées¢i uzrocnik bolesti — ¢ak u 45,7% obolelih (148). Sli¢ni rezultati dobijeni su i u
istrazivanju sprovedenom u Italiji. Kod dece mlade od 5 godina, rotavirusna infekcija je dokazana
kod 34,9% pregledanih bolesnika RT-PCR testom (149). U dvogodi$njem istrazivanju sprovedenom
u 8 gradova Rusije pregledani su hospitalizovani bolesnici sa gastrointestinalnim sindromom
razli¢ite starosti. Rotavirusna infekcija je najcesca bila kod dece do 5 godina u 43,6% 1 kod dece
uzrasta 5 do 14 godina u 20,4%. Norovirusna infekcija je bila prisutna u 12,5% kod dece mlade od
5 godina 1 u 14,3% kod dece stare 5 do 14 godina. Astrovirusi, kao uzroc¢nici dijareje, utvrdeni su
kod dece mlade od 5 godina u 1,1%, a kod dece od 5 do 14 godina u 2,0%. Adenovirusna infekcija
je dokazana kod dece do 5 godina u 3,5%,a kod dece od 5 do 14 godina u 5,3% (147). Kod odraslih
bolesnika procenat dokazanih ovih virusnih uzro¢nika dijarealnog sindroma bio je manji, nego Sto
je utvrden tokom istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije. Nizi procenat dokazanih uzro¢nika
kod odraslih osoba u Rusiji moze se objasniti tako, $to su u ovu studiju bili ukljuceni samo
hospitalizovani bolesnici, a poznato je da dosta Cesto odrasle osobe ne budu hospitalizovane ili se
ne jave lekaru, pa samim tim ne budu registrovani, a mogu da Sire infekciju i doprinesu nastanku
epidemija. Medutim, tokom istrazivanja u okviru ove disertacije, znaCajan procenat pozitivnih

osoba na rotavirus bio je 1 u svim starosnim grupama, kao 1 u svakoj godini istraZivanja, pa cak 1
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kod osoba starih 50 i vise godina (18,75%). Rotavirusne infekcije kod odraslih ¢esto mogu biti
povezane sa nastankom epidemija u porodicama, gde se infekcija prenosi sa obolele dece na
roditelje, zatim, bolest moze da nastane i na putovanjima u regione gde su ove infekcije ¢esce, kao i
u kolektivima ili ustanovama, gde ove osobe borave i rade. Najteza klinicka slika sa mogucim
komplikacijama, osim kod male dece, moze da nastane 1 kod hroni¢nih bolesnika 1
imunodeficitarnih osoba (76).

Norovirusna infekcija je potvrdena u manje vise ujednacenom procentu obolelih osoba
svake godine trajanja ovog istrazivanja. Tokom 2012. godine noro pozitivnih osoba bilo je 20,0%,
2013. godine 21,23%, 2014. godine najmanje — 18.27%, 2015. godine 22,81%, a 2016. godine
utvrdeno je najvise obolelih od norovirusa tokom ovog ispitivanja — 29,75% slucajeva. U radovima,
koji govore o norovirusnim infekcijama u raznim sredinama, prikazan je znacaj ovih virusa, kao
uzro¢nika dijarealnog sindroma, pogotovo kod odraslih osoba (150,151). Rezultati ovog istraZivanja
slazu se sa podacima iz literature. Statisticki znacajno najviSe obolelih od norovirusa bilo je
utvrdeno kod odraslih bolesnika, kod svih starijih od 20 godina. Tako je procenat obolelih kod
najstarijih osoba, starih 50 i viSe godina bio 36,61%, kod osoba starih 30 do 49 godina 31,63% i
osoba starih 20 do 29 godina 41,94%. Sli¢ni podaci dobijeni su i u istraZivanjima, publikovanim u
razli¢itim zemljama. Prema dvogodi$njoj studiji, sprovedenoj u Berlinu, gde su pregledane
hospitalizovane osobe starije od 18 godina, norovirus je dokazan u 23% obolelih i bio je najcesce
dokazan virusni uzro¢nik gastroenterokolitisa (152).

Tokom petogodiSnjeg istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije, norovirusne infekcije
bile su dokazane svake godine trajanja istrazivanja i to u svim starosnim grupama obolelih (kod
dece do 5 godina u 14,05%, kod dece uzrasta 6 do 14 godina u 24,14%, a kod dece stare 15 do 19
godina u 25,0%). Ovi podaci se slaZu sa rezultatima publikovanim nakon trogodi$njeg istrazivanja u
Svedskoj, gde su RT-PCR testom utvrdene norovirusne infekcije u svim starosnim grupama
obolelih i u svakoj godini istrazivanja (kod odraslih norovirusna infekcija je dokazana u 23%, 26% i
30% prema godinama istrazivanja, dok je kod dece, uzrasta do 15 godina, bila prisutna u 18%, 11%
i 15% prema godinama istrazivanja) (153). Procenat zastupljenosti norovirusnih infekcija varira u
razli¢itim istrazivanjima, jer na rezultate utiCu starost ispitivane populacije, kao i osetljivost
dijagnosticke metode, koja je koriS¢ena u istrazivanju. Tokom ovog petogodiSnjeg istrazivanja kod
odraslih su infekcije ¢eSc¢e bile u okviru epidemija. Statisticki znacajno najceSce je epidemijsko
javljanje bolesti dokazano kod osoba starijih od 50 godina. Kod dece uzrasta do 14 godina bile su
statisticki znacajno ceS¢e dokazane sporadi¢ne infekcije. Norovirus je dokazan kao statisticki
zna€ajno najces¢i uzrocnik epidemija. Sve ove Cinjenice su verovatno doprinele ve¢em broju

norovirusnih infekcija kod odraslih osoba.
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Tokom ovog istrazivanja astrovirusna infekcija je bila utvrdena u znatno manjem procentu
(2,29% na ukupnom uzorku). Bila je dokazana samo kod dece uzrasta do 5 godina (kod 12 dece —
2,44%) i kod dece stare 6 do 14 godina (kod 10 obolelih — 6,90%), dok je samo jedna obolela osoba
bila stara 50 godina (u 2015. godini kada je bilo i neSto vise astrovirusnih infekcija — 3,86%).
Ucestalost astrovirusnih infekcija 1 njihovo javljanje pretezno kod dece slaze se sa navodima iz
literature. U Sestogodisnjem istrazivanju sprovedenom u Grckoj, kod dece sa gastrointestinalnim
tegobama, astrovirus je bio uzro¢nik bolesti u 2,35% (154). Studija sprovedena u Indiji utvrdila je
astrovirusnu infekciju u 2,4% pregledanih (155), dok je kod hospitalizovane dece u Italiji utvrdeno
7% astro pozitivnih sa dijarealnim sindromom (156).

Adenovirusna infekcija, tokom ovog istrazivanja, dokazana je u 13,36% slucajeva na
ukupnom uzorku. Statisticki znacajno najce$ce je bila utvrdena 2014. godine — kod 20,30%
obolelih. U ostalim godinama ovog istraZivanja, procenat pozitivnih bolesnika na entericne
adenoviruse bio je ujednacen: 2012. godine 10,0%, 2013. godine 11,17%, 2015. godine 12,63% i
2016. godine 11,57%. Dobijeni podaci su uglavnom u skladu sa navodima iz literature, ali procenat
pozitivnih ipak varira u razli¢itim studijama. U ¢etvorogodis$njoj studiji, sprovedenoj u Madarskoj
kod dece sa dijarealnim sindromom, adenovirusna infekcija je dokazana kod 8,1% pregledanih.
Procenat adeno pozitivnih je varirao tokom trajanja ispitivanja i kretao se od 11,7% do 5,7% (157).
Dijagnosti¢ka studija, sprovedena u Albaniji utvrdila je adenovirusnu infekciju kod 23,2%
pregledane dece sa gastroenterokolitisima (158). Ovi podaci ukazuju na potrebu da se kod obolelih
od dijarealnog sindroma vrsi pregled i na enteri¢ne adenoviruse i to pogotovo kod dece, uzrasta do
14 godina, gde su adenovirusne infekcije, tokom ovog istraZivanja, bile statisti¢ki znac¢ajno najcesce
(kod dece do 5 godina dokazane su kod 16,70%, a kod dece stare 6 do 14 godina kod 17,24% na
celom uzorku). Medutim, adenovirusne infekcije su bile utvrdene i kod odraslih bolesnika (najrede
kod obolelih starih 50 1 viSe godina — u 2,68% na celokupnom uzorku). Tokom ovog istraZivanja,
enteri¢ni adenovirusi bili su tre¢i po uestalosti kao uzro¢nici virusnog gastrointestinalnog sindroma
u Vojvodini.

Dokazane infekcije sa dva virusa (u 3,19% na ukupnom uzorku) jedino nisu bile utvrdene
2013. i 2014. godine. Obi¢no su po dva virusa bila dokazana u malom broju kod osoba svih
starosnih grupa, upucenih na dijagnosticki pregled zbog epidemioloskih indikacija ili konstatovanih
bolesti u kolektivu ili porodici. Sli¢ni procenti udruzenih infekcija dobijeni su tokom istrazivanja u
Francuskoj (3,3%) i Iranu (3,5%) (159,160).

Svi ovi podaci ukazuju na potrebu da se kod obolelih sa znacima akutnog dijarealnog
sindroma odmah pristupi dokazivanju virusnih uzro¢nika (pre svega rota, noro, astro i enteri¢nih

adenovirusa), koriS¢enjem real-time PCR testa. Ovu dijagnostiku neophodno je raditi u svim
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starosnim grupama obolelih, ali naro¢ito kod dece (do 5 godina i uzrasta 6 do 14 godina), kod koje
su rota, noro, astro i enteri¢ni adenovirusi bili vrlo Cesti. Norovirusi, dokazani, u svim starosnim
grupama obolelih, potrebno je da se obavezno dijagnostikuju real-time RT-PCR testom kod svih
osoba sa dijarealnim sindromom. Narocito je bitno da se ova dijagnostika uradi kod odraslih
bolesnika, gde se ove infekcije ceSce javljaju 1 kod obolelih starth 50 1 viSe godina, gde
komplikacije bolesti mogu da budu najteze, a ponekad i fatalne. Ovo pravilo takode vazi i kod male
dece, uzrasta do 5 godina, gde posledice akutnog dijarealnog sindroma, najCeSée izazvanog
rotavirusima, mogu da budu veoma opasne (2,3,67,76).

Ucestalost virusnog gastrointestinalnog sindroma, uzrokovanog rota, noro, astro i
adenovirusima pokazuje da su ove virusne infekcije bile dokazivane tokom cele godine, ali da je
najvise virusnog dijarealnog sindroma bilo u kasnu jesen, tokom zime i u rano prolec¢e. Ovo vazi za
bolesti uzrokovane svim navedenim virusima, koji su bili predmet istrazivanja. Najvise dokazanih
virusnih gastroenteritisa bilo je u oktobru, novembru, decembru, januaru, februaru i martu, $to je
utvrdeno analiziranjem petogodiSnjeg perioda ovog istrazivanja. Navedeni podaci su u skladu sa
citatima iz literature, gde se istie da su ove infekcije u geografskim oblastima sa umerenom
klimom naj¢es¢e u zimskom periodu, dok se u tropskim predelima javljaju podjednako cesto tokom
cele godine (2,26,74,94,115). Treba istaci i podatak da, za razliku od virusnih dijarealnih sindroma,
bakterijski gastroenteritisi se ¢eSée javljaju leti, odnosno, u toplom periodu godine (115).

Detaljno su analizirani 1 uporedivani klinicki pokazatelji, prisutni u anketama popunjenim za
svakog od ispitanika, kao i podaci u njihovim istorijama bolesti. Zaklju¢eno je, nakon detaljne
analize, da klini¢ki pokazatelji ipak ne mogu da posluZze za tanu i1 preciznu diferencijalnu
dijagnostiku o kom se virusnom uzroc¢niku radi. Zato je nephodno da se Sto pre postavi etioloska
dijagnoza bolesti, §to omogucava pregled real-time PCR testom. To je vrlo bitno da bi se §to ranije
primenio adekvatan terapijski tretman obolelih 1 da bi se sprecile komplikacije, pa 1 mogu¢i fatalni
ishod bolesti kod nekih bolesnika. Ovo se prvenstveno odnosi na malu decu i odojéad, kao i na stare
osobe, hroni¢ne 1 imunodeficitarne bolesnike. Jo§ je znacajnije da se, nakon brzo postavljene tacne
dijagnoze, primene sve nephodne epidemioloSke mere kako bi se sprecilo dalje Sirenje infekcije 1
nastanak epidemije (161).

Nagli pocetak bolesti utvrden je u vrlo visokom procentu kod obolelih osoba sa dokazanim
bilo kojim od virusa, koji su bili predmet ovog istrazivanja (kod 86,74% bolesnika na uzorku
pozitivnih na neki od virusa). U svim dijarealnim sindromima, bez obzira koji od virusa je bio
uzro¢nik, nagli pocetak bolesti utvrden je najesS¢e kod male dece (uzrasta do 5 godina), kod dece
stare 6 do 14 godina i tinejdZera starih 15 do 19 godina, ali i kod mladih odraslih osoba, starih 20 do
29 godina. Kod bolesnika starijih od 30 godina i starijih od 50 godina, bolest je takode pocinjala
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naglo, ali kod neSto manjeg procenta obolelih. Moguce je da su starije osobe imale i dodatne
simptome neke svoje primarne bolesti, ako su je imale, pa nisu odmah konstatovale znake
dijarealnog sindroma. Prema tome, nagli pocetak bolesti ipak ne moze da bude od diferencijalno
dijagnostickog znacaja da bi se na osnovu tog podatka procenilo da li je virus i1 koji je virus
uzro¢nik bolesti. Nagli pocetak bolesti kod osoba sa dijarealnim sindromom prvenstveno se istice
zbog neophodnosti da se odmah primeni adekvatan tretman obolelih. Ovaj klinicki pokazatelj,
prema navodima u literaturi, nema diferencijalno dijagnosticki znacaj (2,3,115).

Temperatura i broj stolica dnevno vise su bili pokazatelji teZine klinicke slike kod obolelog,
nego Sto su imali diferencijalno dijagnosticki znacaj da se ta¢no pretpostavi o kom virusnom
uzrocniku se radi. Medutim, statistickom obradom celokupnog uzorka, utvrdeno je da je statisticki
znacajno visSe bolesnika sa rotavirusnom infekcijom imalo povisenu temperaturu u odnosu na
obolele od drugih virusa, koji su bili predmet istrazivanja. Ovakvi podaci dobijeni su i tokom
istrazivanja virusnog dijarealnog sindroma u Nemackoj, Litvaniji, Tajvanu i Rumuniji (162-165).
Tokom ovog istrazivanja utvrdeno je da ne postoje statisticki znacajne razlike u broju dijarealnih
stolica kod obolelih od razli¢itih virusnih uzro¢nika, kao ni u izgledu i sastavu ovih uzoraka. Nije
postojala statisticki znacajna razlika ni u broju dijarealnih stolica kod dece uzrasta do 14 godina
obolelih od rotavirusne infekcije (najéeSée u ovom uzrastu) u odnosu na obolelu decu od drugih
virusa. Krv u stolici bila je dokazana vrlo retko (u 1,69% na uzorku pozitivnih osoba na neki od
virusa) 1 to ¢eSc¢e kod starijih odraslih osoba, a naj¢es¢e kod obolelih starih 50 1 viSe godina. Sluz je
u dijarealnoj stolici dokazana neSto ¢eS¢e (u 16,93% na uzorku pozitivnih bolesnika na neki od
virusa) 1 to ¢eS¢e kod starijih osoba, a naj¢es¢e kod obolelih starih 50 i viSe godina. U literaturi se
navodi da je u dijarealnoj stolici bila ¢eS¢e dokazana krv i sluz, kada uzro¢nici nisu bili virusi (162).

Hospitalizacija obolelih je kod svih infekcija, izazvanih dokazanim virusnim uzro¢nicima,
bila najéesc¢a kod male dece, uzrasta do 5 godina (kod 92,66%), zatim 6 do 14 godina (kod 83,96%)
1 tinejdZera starih 15 do 19 godina (kod 78,13%). Dobijeni podaci se slazu sa navodima u literaturi
(2,36). Tokom ovog istrazivanja, utvrdene epidemije i obolevanja u kolektivu ili porodici, kod svih
ispitivanih virusa bili su najceS¢e potvrdeni kod odraslih osoba. To su bili samo pokazatelji
epidemioloskih ¢injenica i saznanja, ali nisu imali presudan diferencijalno dijagnosticki znacaj.
Radilo se pre svega o tezini bolesti, klinickoj slici kod obolelih osoba i o epidemioloskim
pokazateljima. U literaturi svi ovi podaci se navode kao bitne Cinjenice 1 kao pokazatelji teZine
bolesti, ali bez veceg diferencijalno dijagnostickog znacaja. Najveci znacaj ovi podaci imaju da bi
se sprecio nastanak epidemija.

Muka i povracanje, prisutni kod osoba sa dijarealnim sindromom, izazvanim virusnim

uzro¢nicima koji su bili predmet ovog istrazivanja, ipak su bili statisti¢ki znacajno ¢eS¢e dokazani
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kod norovirusne infekcije. Iste podatke navode i istrazivaci koji su ispitivali klini¢ku sliku virusnog
dijarealnog sindroma u Nemackoj, Litvaniji i Tajvanu (162-164). Kod obolelih od norovirusa, uz
muku i povracanje, nesto ¢es¢i su bili 1 bolovi u stomaku (gréevi). Minimalno ¢esc¢e se javljala i
glavobolja, bolovi u misi¢ima, malaksalost, jeza 1 drhtavica. Medutim, svi ovi simptomi, mada
nesto rede, utvrdeni su i kod rota, astro i adenovirusnih infekcija. Mada su muka i povracanje, kao 1
bolovi u stomaku, bili simptomi statisticki znac¢ajno ¢es¢i kod infekcije norovirusom, ni prisustvo
ovih klini¢kih manifestacija bolesti nije dovoljno za ta¢nu diferencijalnu dijagnozu i sigurnu
procenu o kom se virusnom uzro¢niku dijarealnog sindroma radi kod obolelih. Zato, mada su
klinicke manifestacije akutnog dijarealnog sindroma navedene u literaturi kao bitni 1 znacajni
parametri, one viSe imaju klini¢ki znac¢aj i govore o tezini bolesti, nego $to se mogu koristiti u
ta¢noj diferencijalnoj dijagnozi o kom se virusnom uzro¢niku radi kod obolelih. Sve navedeno
potvrduje nephodnost da se §to pre postavi tacna etioloska dijagnoza oboljenja. Real-time PCR test
to omogucava brzo i efikasno, ¢ak 1 u dijarealnim uzorcima u kojima moze da bude znatno manji
broj virusnih Cestica zbog velikog broja te¢nih stolica (129,146).

Trajanje bolesti bilo je bez vecih razlika u odnosu na vrstu virusa, uzro¢nika dijarealnog
sindroma, ako se podaci o trajanju bolesti analiziraju prema starosti obolelih. Uglavnom je to
zavisilo od tezine klinicke slike, tretmana obolelih (odmah ili malo kasnije) i od ostalih
zdravstvenih karakteristika doti¢nog bolesnika.

Ipak, statistickom obradom celokupnog uzorka utvrdeno je, osim Cinjenice da je statisticki
znacajno vise pacijenata koji su imali infekciju rotavirusom imalo poviSenu temperaturu u odnosu
na obolele od ostalih virusnih uzro¢nika, da je isto tako, statisti¢ki znac¢ajno kod obolelih od
rotavirusne infekcije bolest trajala duze (4 1 viSe dana) u odnosu na bolesnike sa gastrointestinalnim
sindromom izazvanim drugim virusima. Ovi podaci se slazu sa rezultatima dobijenim u studijama u
Nemackoj, Francuskoj, Litvaniji i Tajvanu (36,162-164).Verovatno je jedan od razloga i ¢injenica
da su rotavirusne infekcije znac¢ajno najceS¢e dokazane kod male dece (uzrasta do 5 godina).
Naime, mala deca su imala viSu temperaturu, bila su ¢e$¢e hospitalizovana i bolest im je trajala
duze.

Statisticka obrada celokupnog uzorka pokazala je da je statisti¢ki znacajno viSe pacijenata
zarazenih rotavirusom bilo kod dece mlade od 5 godina u odnosu na ostale starosne grupe
pregledanih osoba sa virusnim gastrointestinalnim sindromom, dok je statisticki znacajno vise
pacijenata zarazenih norovirusom bilo kod bolesnika starijih od 20 godina. Statisti¢ki znac¢ajno vise
pacijenata zarazenih adenovirusom bilo je kod dece uzrasta do 5 godina i 6 do 14 godina. Oboleli

od astrovirusa bila su deca do 5 godina i 6 do 14 godina.
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Analiziranjem svakog obolelog od virusnog dijarealnog sindroma, koriS¢enjem Vesikari
skale, dobijeni su znacajni podaci na celokupnom uzorku. Vesikari skala, na osnovu prisutnih
tegoba kod obolelog i ostalih znacajnih podataka o bolesti, omogucava grupisanje pacijenata u tri
kategorije: bolesnike sa blagom, srednje teSkom i teSkom boles¢u (145). Posto su samo pojedinacni
slu¢ajevi obolelih na celokupnom uzorku imali definisanu blagu klini¢ku sliku bolesti, spojene su
grupe obolelih sa blagom i srednje teSkom klinickom slikom 1 uporedivani su u odnosu na bolesnike
sa teSkom klinickom slikom. Nakon izvrSene analize, koris¢enjem Vesikari skale, dobijeni su
podaci da je statisticki znacajno vise pacijenata sa teSkom klinickom slikom bilo kod dece uzrasta
do 5 godina u odnosu na obolele iz ostalih starosnih grupa na celokupnom uzorku. Isto tako,
statisticki znacajno vise pacijenata sa rotavirusnom infekcijom imalo je tezu klinicku sliku u odnosu
na bolesnike obolele od drugih virusa. Moguce je da je to bilo i zbog ¢injenice da je znacajno vise
pacijenata zaraZenih rotavirusom bilo kod dece uzrasta do 5 godina. Podatak da su obolele osobe sa
rotavirusnom infekcijom imale tezu klinicku sliku bolesti dobili su i istrazivac¢i u Francuskoj,
Rumuniji i Nemackoj, analiziraju¢i istovremeno uzorke i klini¢ku sliku obolelih od razli¢itih
virusnih uzro¢nika (36,162,165).

Primenom Vesikari skale nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u teZini klinicke slike kod
obolelih od norovirusa i kod obolelih od astrovirusa. Medutim, statisticki znac¢ajno vise pacijenata
sa adenovirusnom infekcijom imalo je blagu i srednje tesku klinicku sliku bolesti. Statisticki
znacajno vise pacijenata sa udruzenom infekcijom (sa prisutna dva virusa u uzorcima stolice) imalo
je tezu klini¢ku sliku. Bolesnici sa udruZzenom infekcijom imali su tezu klinicku sliku i u
istrazivanjima u Spaniji i Italiji (166,167).

Analizom celokupnog uzorka, utvrdeno je da postoji 1 statisticki znacajna korelacija izmedu
starosti obolelih 1 teZine kliniCke slike. Na ovom pregledanom uzorku navedena korelacija je bila
neznatna, $to znaci da je sa povecanjem godina obolelih, klini¢ka slika bolesti bila nesto blaza.

Grupisanje tezine klini¢ke slike po Vesikari skali pokazalo se kao znacajno. To je dalo
mnogo preciznije podatke o klinickim pokazateljima 1 o teZini klini¢ke slike kod obolelih, kako
prema virusnim uzroc¢nicima gastrointestinalnog sindroma, koji su bili utvrdeni, tako i prema
starosti obolelih.

Svi ovi podaci nesumnjivo doprinose sagledavanju znacaja virusnog gastrointestinalnog
sindroma u vojvodanskoj populaciji 1 postavljanju algoritma primene najsavremenijih molekularnih
metoda (real-time PCR testa) u redovnoj dijagnostici dijarealnog sindroma, kako kod sporadi¢nih
sluc¢ajeva bolesti, da bi se spreCio nastanak epidemija, tako i kod epidemijskog javljanja

gastroenterokolitisa. Ovo su bili i ciljevi prikazanog petogodiSnjeg istrazivanja, koji su ispunjeni.
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Primenom real-time PCR testa, kao jedne od najsavremenijih molekularnih metoda za
dijagnostiku  virusnih  gastrointestinalnih ~ sindroma, utvrdena je incidencija virusnih
gastroenterokolitisa u Vojvodini. Ona, na uzorku od 1003 pregledane osobe u petogodisnjem
periodu i nakon sprovedene dijagnostike na Cetiri virusna uzro¢nika, iznosi 70,69%. Ovo je
znacajno veci procenat od procenta 30-40% koliko je navedeno u hipotezi prilikom prijave ovog
istrazivanja. Procenat 30-40% bio je napisan na osnovu podataka koji su prikazani u publikacijama
iz okolnih regiona, gde su, istina tek 2011. godine, zapocele svestranije dijagnosticke mere, uz
zakonskim propisima obavezno prijavljivanje virusnih enterokolitisa, bar tokom epidemijskog
javljanja (6,154,168). Ranije su Cesto virusni dijarealni sindromi utvrdivani tako, $to je prvobitno
bio isklju¢en moguci bakterijski uzro¢nik dijareje. Zatim se navodilo da je u pitanju virusna
etiologija, jer su klini¢ki simptomi oznaceni kao bitni pokazatelji ovog zakljucka, a da se pri tome
¢esto nije konac¢no ni postavila tacna etioloska dijagnoza laboratorijskim testovima.

U petogodi$njem periodu, tokom ovog istraZivanja, dokazani su virusni uzro¢nici kod 22
epidemije u kolektivima i kod jo$ 9 porodi¢nih epidemija. Obolevanje u sklopu epidemijske pojave
bolesti (prema podacima navedenim u anketama, koje su bile ispunjene za svakog obolelog i
istorijama bolesti), utvrdeno je kod 206 bolesnika (29,06%). Sporadi¢na pojava gastroenterokolitisa
virusne etiologije utvrdena je kod 503 obolele osobe (70,94%). Analizirani rezultati pokazali su da
je norovirus statisticki znacajno najcesc¢e bio uzro¢nik epidemija na pregledanom celom uzorku.
Statisticki znacajno ceS¢e su sporadi¢ne infekcije bile utvrdene kod dece mlade od 5 godina, u
odnosu na epidemijsko javljanje bolesti. Kod dece mlade od 5 godina, bolest se javljala sporadi¢no
kod 86,30%. Isto tako, kod dece uzrasta 6 do 14 godina, statisticki znacajno CeSce su bile
sporadi¢ne infekcije (kod 73,45%) u odnosu na epidemijsko javljanje bolesti. Epidemijski nastale
infekcije bile su statistiCki znacajno najces¢e kod najstarijih bolesnika, starih 50 1 viSe godina (kod
71,43% obolelih). U ostalim starosnim grupama osoba sa dijarealnim sindromom, nisu postojale
statisticki znacajne razlike u ucestalosti sporadi¢nog i epidemijskog javljanja bolesti. Ovi podaci su
dobijeni kada se analizira svaka starosna grupa pojedina¢no. Dobijeni rezultati o sporadi¢nom i
epidemijskom javljanju virusnog dijarealnog sindroma, prema starosti obolelih, prili€no variraju u
razli¢itim istrazivanjima, pre svega zavisno od karakteristika ispitivane populacije, geografskog
regiona i socioekonomskih uslova.

Sve navedeno daje potpunu i celovitu sliku o zna¢aju virusnog gastrointestinalnog sindroma
u Vojvodini. Utvrdeno je da je najCe$¢i uzrocnik infekcija bio rotavirus, pogotovo kod dece.
Najces¢i uzrocnik bolesti kod odraslih osoba bio je norovirus, koji je 1 najéesce izazivao epidemije.
Tre¢i po ucestalosti uzro¢nik dijareje bio je adenovirus (najéesée kod dece), dok se astrovirusna

infekcija javljala samo sporadi¢no. Podaci dobijeni ovim istrazivanjem pomogli su postavljanju
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algoritma primene real-time PCR testa u rutinskom dijagnosti¢kom radu na identifikaciji najces¢ih
uzrocnika virusnog dijarealnog sindroma u Vojvodini (rota, noro, astro i adenovirus), Sto je bio
jedan od vaznih ciljeva ove doktorske disertacije. Algoritam treba da omoguéi taénu i brzu
dijagnostiku virusnog uzro¢nika bolesti, Sto je vrlo znacajno za efikasno sprovodenje terapijskih 1

protivepidemijskih mera.

Molekularna tipizacija i filogenetska analiza detektovanih adenovirusa

Adenovirusi spadaju u znacajne uzroc¢nike virusnog gastroenteritisa Sirom sveta. Po nekim
istrazivanjima, posle rotavirusa, adenovirusi predstavljaju drugog najznacajnijeg uzrocnika
gastroenteritisa kod male dece. U ovom istrazivanju adenovirusi su bili treé¢i po ucestalosti kao
uzroCnici virusnog gastroenteritisa u Vojvodini. Sa gastroenterokolitisom su najces¢e povezani
tipovi 40 1 41 (iz grupe F), koji se 1 nazivaju enteri¢ni adenovirusi. Oni se smatraju odgovornim za 1
do 20% slucajeva dijarealne bolesti Sirom sveta, kako kod ambulantno lecene dece, tako i1 kod
hospitalizovane dece (169-171). Medutim, poslednjih godina sve viSe se navodi znacaj i
neentericnih adenovirusa u nastanku dijarealnog sindroma, §to potvrduju istrazivanja vrSena u
razli¢itim delovima sveta (172-174). Pominju se tipovi 12, 18, 31 (iz grupe A) i tipovi 1, 2,51 6 (iz
grupe C), kao moguéi, uzro¢nici gastrointestinalnih tegoba, ali rede (3,122,123).

Za potrebe istrazivanja u toku ove doktorske disertacije izabrano je 5 reprezentativnih
uzoraka, koji su bili pozitivni na humane adenoviruse real-time PCR testom. Ovim uzorcima je
sekvenciran deo genoma hekson gena. Reprezentativni uzorci su dobijeni od dece od 1 meseca do 3
godine starosti, jer se kod dece adenovirusna infekcija i najcesée javljala (kako u ovom istrazivanju,
tako 1 po podacima iz literature). Ova deca su imala karakteristiénu klinicku sliku virusnog
gastroenterokolitisa. Uglavnom su le¢ena bolnicki, iako je jedno dete le¢eno ambulantno (uzorak 1).
Kod svih reprezentativnih uzoraka radilo se o sporadi¢nom javljanju infekcije, osim kod uzorka 4,
koji je uzet od deteta tokom epidemije izazvane adenovirusom. Molekularnom tipizacijom i
filogenetskom analizom je utvrdeno da sekvence tri uzorka pripadaju grupi F HAdV, pri ¢emu dva
uzorka (uzorak 3 i 4) pripadaju tipu 41, a jedan (uzorak 1) pripada tipu 40. Preostala dva uzorka
(uzorak 2 i 5) pripadaju grupi C HAdV i tipu 2.

Dve sekvence HAdV iz uzoraka stolice obolele dece u ovom istrazivanju (uzorak 3 i 4)
pripadaju HAdV tipu 41, $to je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Tak.
Sekvence uzoraka 3 i 4 pokazale su 100% sli¢nosti sa sekvencom HAdV 41 izolovanom iz reke
Dunav u Novom Sadu (175). Prisustvo virusa, koji se izluuju stolicom ljudi i zivotinja, u

povrsinskim i otpadnim vodama predstavlja rizik za javno zdravlje stanovniStva. Navodi se da je
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dokazano da postoji povezanost izmedu virusa prisutnih u zZivotnoj sredini i virusa izolovanih iz
klini¢kih uzoraka u datoj godini i u odredenim oblastima, odnosno, geografskim podru¢jima. To
znaci da su tipovi virusa, koji su se javljali u kanalizacionoj vodi, odgovarali tipovima virusa koji su
izolovani u klinickim uzorcima obolelih osoba tokom ispitivane godine (176,177). Poklapanje
sekvence HAdV iz uzoraka vode reke Dunav i uzoraka obolele dece u ovom istrazivanju potvrduje
navedenu tvrdnju. Isto tako, sekvence uzoraka 3 i 4 tokom ovog istrazivanja pokazale su 100%
slicnosti sa sekvencom HAdV 41 izolovanom iz stolice dece u Brazilu, sekvencom HAdV 41
izolovanom u Finskoj, kao 1 99% sli¢nost sa sekvencom HadV izolovanom iz stolice dece u Indiji
(178,179).

Adenovirusi izazivaju obi¢no sporadi¢ne infekcije, ali mogu biti uzrocnici i epidemija
gastroenteritisa medu decom i odraslim osobama, posebno u ustanovama kao $to su zabavista, skole
1 bolnice. Narocito znacajni kao uzrocnici epidemija gastroenteritisa su entericni adenovirusi (tipovi
40 1 41). Tokom ovog istrazivanja adenovirusi su bili 1 uzro¢nici epidemije gastroenteritisa, a
uzorak 4 je uzet od obolelog deteta tokom epidemije. Epidemija se Sirila kontaktnim putem, §to je i
najcesci nacin prenosenja ovih virusa.

Sekvenca HAdAV uzorka 1 iz stolice obolelog deteta utvrdeno je da pripada HAdV tipu 40,
Sto je potvrdeno 1 na na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom HAdV F. Sekvenca uzorka 1
HAdV pokazala je 100% sli¢nost sa sekvencom HAdV 40 izolovanom iz Palicko jezera u
Vojvodini, sekvencom HAdV 40 izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Indiji i sekvencom
HAdV 40 izolovanom iz stolice dece u Brazilu (175,178).

Humani adenovirusi tipovi 40 i 41 obi¢no su podjednako Cesto zastupljeni u svetu u
uzorcima obolelih. Medutim, u novijim istraZivanjima, prime¢eno je smanjenje zastupljenosti
HAdV tipa 40 u odnosu na tip 41. Smatra se da je HAd tip 41 postao dominantan genotip kao
uzro¢nik bolesti kod pacijenata sa gastroenteritisom zbog pojave antigenskog drifta, Sto mu
omogucava da izbegne delovanje ranije steCenog imuniteta kod obolelih i da dovede do povecanog
broja infekcija kod osetljivih pojedinaca u populaciji (169,171). U ovom istrazivanju, zbog malog
broja izabranih uzoraka za sekvenciranje, ne moze se potvrditi prisustvo ove pojave, ali je Cinjenica
da su utvrdena dva HAdV tipa 41 i jedan HAdV tip 40 .

Znacaj neenteri¢nih adenovirusa (drugih grupa adenovirusa osim F) u nastanku dijarealnog
sindroma potvrduju istrazivanja vrSena u razli¢itim delovima sveta. U sedmogodiSnjem istrazivanju
o ucestalosti adenovirusa, izvrSenom u Brazilu kod hospitalizovane dece sa gastroenteritisom,
utvrdeno je da su HAdV iz grupe F bili najes¢e uzrocnici bolesti i to u 65% obolelih. Medutim,
visok procenat adenovirusa kao uzro¢nika bolesti bio je i medu drugim grupama HAdV: grupa A

(12%), grupe C i D po 5%, a javljale su se i udruzene infekcije sa dva razli¢ita tipa HAdV (173).
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Isto tako, u trogodiSnjem istrazivanju sprovedenom u Kanadi utvrdena je visoka zastupljenost
neenteri¢nih adenovirusa u uzorcima stolice obolelih: HAdV 31 (18%), HAdV 2 (11%), HAdV 1
(5%), HAdV 7 (4%), HAdV 5 (2%) i HAdV 3 (1%) (180). Sli¢ni rezultati dobijeni su i u
dvogodisnjem istrazivanju ucestalosti adenovirusnih gastroenteritisa kod dece u Albaniji. Naime,
kao uzro¢nici bolesti bili su najzastupljeniji HAdV 1z grupe F (42%), ali u velikom procentu bili su
zastupljeni i tipovi HAdV iz drugih grupa: grupa C (39%), grupa B (15%) i grupa A (3%) (172).

Tokom istrazivanja u okviru ove doktorske teze neentericni adenovirusi utvrdeni su kao
uzrocnici gatroenteritisa. Sekvence dva izolata HAdV iz uzoraka stolice obolelih, oznacenih
brojevima 2 i 5 pripadali su HAdV tipu 2, $to je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim
izolatom HAdV C. Sekvence uzoraka 2 i 5 HAdV pokazale su 100% sli¢nost sa seckvencom HAdV
2, izolovanom u SAD-u, kao i 99% sli¢nost sa sekvencom HAdV 2 izolovanom u Spaniji,
Nemackoj i Kini (181,182).

Detektovane sekvence, dobijene u ovom istrazivanju, veoma su sli¢ne ili ¢ak iste sa
virusnim sojevima izolovanim u razli¢itim, pa ¢ak i udaljenim zemaljama. Verovatno je to zbog
Siroke rasprostranjenosti odredenih sojeva adenovirusa. Adenovirusi, kao i drugi virusi, uzro¢nici
gastroenteritisa, veoma su otporni u spoljnoj sredini. Oni dobro podnose visoke i niske temperature,
vece promene pH vrednosti, susenje, dejstvo dezinfekcionih sredstava i drugih hemijskih supstanci,
$to im omogucava duzi opstanak u spoljnoj sredini. Prenose se direktnim kontaktom, a moguce je
prenoSenje 1 putem kontaminirane vode 1 hrane (26-29). Sve viSe putovanja po svetu, kao i
povecana trgovinska razmena medu zemljama, mogu da dovodu do vece moguénosti nastanka
epidemija konzumiranjem hrane, kontaminirane virusima, uzro¢nicima gastroenteritisa. Ovakve
epidemije mogu da se proSire 1 na medunarodni nivo. To omogucava brzo Sirenje virusnih sojeva u
razli¢itim zemljama. Takode, adenovirus je relativno stabilan virus sa dvolancanom DNK, kod koga
znatno sporije dolazi do promena u genomu. Jo§ jedan od razloga veoma velike slicnosti utvrdenih
izolata tokom ovog istraZivanja sa izolatima iz udaljenih zemalja je i1 ¢injenica da su analizirane
sekvence veoma stabilnih delova genoma. Isto tako, postoji mali broj prijavljenih izolata
adenovirusa iz okolnih zemalja. To vazi, kako za izolate uzete iz klini¢kih uzoraka, tako 1 za izolate

1z uzoraka zivotne sredine.
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Molekularna tipizacija i filogenetska analiza detektovanih astrovirusa

Humani astrovirusi, narocito klasi¢ni HAstV, smatraju se uzro¢nicima gastroenteritisa, koji
pretezno izazivaju bolest kod dece Sirom sveta, iako su infekcije kod starijih i
imunokompromitovanih osoba takode prijavljene. Pored toga, astrovirusni gastroenteritis moze se
javiti i kod imunokompetentnih odraslih osoba (100,183,184). Klasi¢éni HAstV kao uzroc¢nici
javljaju se Sirom sveta 1 povezuju se sa 2 do 9% slucajeva akutne, nebakterijske dijareje kod dece,
iako je procenat astrovirusnih infekcija u nekim istrazivanjima bio vec¢i — 26% kod dece sa
dijarejom u Meksiku (100, 185).

Za potrebe istrazivanja u toku ove doktorske disertacije izabrano je 5 reprezentativnih
uzoraka, koji su bili pozitivni na humane astroviruse real-time RT-PCR testom. Ovim uzorcima je
sekvenciran stabilan 5’ region ORF2. Reprezentativni uzorci su dobijeni od dece uzrasta 2 do 8
godina. Ova deca su imala karakteristi¢nu klini¢ku sliku virusnog gastroenterokolitisa. Kod svih
reprezentativnih uzoraka radilo se o sporadi¢nom javljanju infekcije, osim kod uzorka 1, koji je uzet
od deteta tokom epidemije izazvane norovirusom, pa je pored norovirusa, izolovan u stolici i
astrovirus. Molekularnom tipizacijom i filogenetskom analizom je utvrdeno da sekvence svih
uzoraka pripadaju grupi klasi¢nih HAStV, pri ¢emu dva uzorka (uzorak 1 i 5) pripadaju tipu 1,
druga dva uzorka (uzorak 3 i 4) pripada tipu 5, a preostali uzorak (uzorak 2) pripada tipu 4.

Dve sekvence HAstV iz uzoraka stolice 1 i 5 pripadaju grupi klasi¢nih HAstV tipu 1, $to je i
potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom HAstV 1. Sekvenca uzorka 1 pokazala je
100% sli¢nosti sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u Italiji, 99% sli¢nost sa sekvencom HAstV 1
izolovanom u Urugvaju, kao i 97% sli¢nost sa sekvencom HASstV 1 izolovanom u Kini i Tajlandu
(186-189). Sekvenca uzorka 5 HAstV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom HAstV 1 izolovanom
u Urugvaju i1 Rusiji, 98% sli¢nost sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u Kini, kao i 97% sli¢nost sa
sekvencom HAstV 1 izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Madarskoj i sekvencom HAstV 1
izolovanom u Brazilu (187,188,190,191).

Sekvenca HAstV uzorka 2 iz stolice obolelog deteta tokom ovog istrazivanja utvrdeno je da
pripada grupi klasiénih HAstV 1 tipu 4, na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Dresden.
Sekvenca uzorka 2 HAstV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom HAstV 4 izolovanom u Spaniji,
Rusiji, Kolumbiji i Australiji (192-194).

Na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Goiania, potvrdeno je da sekvence uzoraka 3 i 4
iz ovog istrazivanja pripadaju klasicnom HAstV i tipu 5. Sekvenca uzorka 3 HAstV pokazala je
99% sli¢nost sa sekvencom HAstV 5 izolovanom kod dece u Brazilu, sekvencom HastV 5
izolovanom u SAD-u, Bangladesu i Libiji, kao i 98% sli¢nost sa sekvencom HAastV 5 izolovanom

kod starijih osoba u Madarskoj (195-198). Sekvenca uzorka 4 HAstV pokazala je 100% sli¢nost sa
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sekvencom HAstV 5 izolovanom kod dece u Brazilu, sekvencom HAstV 5 izolovanom kod
hospitalizovane dece u Libiji, kao i 99% sli¢nost sa sekvencom HAstV 5 izolovanom kod starijih
osoba u Madarskoj i sekvencom HAstV 5 izolovanom u SAD-u i Bangladesu (195-198).

Kada se govori o prevalenci klasi¢nih HAstV, moZze se primetiti da u vecini istrazivanja,
sprovedenih u razli¢itim delovima sveta, HAstV tip 1 je bio naj¢esce izolovani tip (192,199-201). |
u istrazivanju u okviru ove doktorske teze dobijeni su sli¢ni rezultati, jer je HAstV tip 1 bio utvrden
u dva uzorka obolele dece, ali isto toliko je bio prisutan i HAstV tip 5, koji je takode dokazan u
uzorcima dva obolela deteta. U jednom uzorku utvrden je HAstV tip 4. Zbog malog broja izabranih
uzoraka za sekvenciranje, teSko je izvuci tacan zakljucak o ucestalosti pojedinih tipova HAstV, ali
je ¢injenica da je HAstV tip 1 Cesto prisutan i u nasoj sredini.

Ucestalost ostalih tipova unutar grupe klasiénih HAstV razlikuje se u razli¢itim
istrazivanjima, kao i u razli¢itim delovima sveta. Smatra se da na ucestalost javljanja klasi¢nih
HAstV moze uticati 1 nedostatak unakrsnog tipskog imuniteta medu HAstV, s obzirom da ista deca
na odredenom podrucju, u kratkom vremenskom intervalu, mogu da dobiju jednu za drugom
infekciju, izazvanu razli¢itim tipovima ovih virusa (100,192). Takva pojava je primeéena u
trogodi$njoj studiji sprovedenoj u Spaniji, u kojoj je vise od 50% uzoraka sa infekcijom izazvanom
HAstV tipovima 1 i 3 bilo dokazano kod dece mlade od 2 godine, dok su u uzorcima veéine dece
starije od 3 godine pronadeni HAstV tipovi 4 1 8. Ovaj naveden statisticki znacajno razli¢it obrazac
javljanja tipova HAstV prema starosti, ukazuje na to da imunoloska zaStita od najéescih tipova,
steCena ranije u Zivotu, ne pruza nikakvu odbranu od novih tipova ili varijanti HAstV, sa kojima
dete dolazi u kontakt nakon toga (192).

U jednom od izabranih uzoraka za sekvenciranje (uzorak 1) utvrdena je udruzena infekcija
izazvana astrovirusom 1 norovirusom. Pojava udruzenih infekcija astrovirusa sa nekim drugim
virusnim uzro¢nicima nije neuobi¢ajena i opisana je u nekoliko raziCitih istrazivanja. Udruzene
infekcije astrovirusa sa rotavirusom javljale su se u rasponu od 0,4 do 1,6% tokom istrazivanja
sprovedenih u Francuskoj, Indiji 1 Tajlandu. Opisane su udruzene infekcije i sa norovirusom u
Japanu (202-205).

Ono $to je interesantno je podatak da jedan od izabranih uzoraka za sekvenciranje (uzorak 1)
ima sekvencu, koja je pokazala 100% sli¢nosti sa sekvencom HAstV 1 izolovanom u skoljkama u
juznom delu Italije tokom istrazivanja o rasprostranjenosti virusa, koji se prenose hranom (186).
Ova pojava nije neobicna, jer, iako se astrovirusi naj¢eS¢e prenose direktnim kontaktom, odnosno
fekalno-oralnim putem, Cest je prenos infekcije i preko kontamnirane vode i hrane. Virusi najcesce
kontaminiraju voce, povrée, kao i hranu koja se jede sveza, bez prethodne termicke obrade ili kratko

termicki obradena, kao Sto su Skoljke i drugi morski plodovi.
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Molekularna tipizacija i filogenetska analiza detektovanih norovirusa

Norovirus je jedan od najznacajnijih uzro¢nika gastroenterokolitisa Sirom sveta. Najcesc¢i je
uzro¢nik dijareje kod odraslih i1 drugi po znacaju uzro¢nik dijareje kod dece mlade od 5 godina,
posle rotavirusa, koji je naj¢esci uzroc¢nik kod dece. U ovom istrazivanju norovirus je bio drugi po
ucestalosti uzro¢nik dijarealnog sindroma, dok se najcesce javljao kod obolelih osoba starijih od 20
godina. Smatra se da je 60-85% svih epidemija gastroenteritisa uzrokovano norovirusom, posebno
na teritoriji SAD, Evropskih drzava i Japana (92,93). Navedeno je da norovirus u SAD-u, gde spada
u najéesce uzrocnike dijarealnog sindroma, izaziva 26% hospitalizacija (radi se o tezim oblicima
bolesti) i 11% smrtnih slu¢ajeva, nakon gastroenterokolitisa izazvanih kontaminiranom hranom.
Prema podacima Centra za prevenciju i kontrolu bolesti (CDC) norovirusi su uzrocnici u 58% svih
oboljenja izazvanih hranom (salata, voce, termicki neobradena hrana i $koljke), kao i zagadenom
vodom (95).

Za potrebe istrazivanja u toku ove doktorske disertacije izabrano je 10 reprezentativnih
uzoraka, koji su bili pozitivni na humane noroviruse real-time RT-PCR testom. Ovim uzorcima je
sekvenciran C region (5' kraj) ORF2 norovirusa. ORF2 region kodira glavni protein kapsida VP1
kod norovirusa. Reprezentativni uzorci su dobijeni od obolelih osoba razlicite starosti (od 1 do 77
godina). Obolele osobe su imale karakteristi¢énu klinicku sliku virusnog gastroenterokolitisa, sa
prisutnom dijarejom, mukom 1 povra¢anjem, kao karakteristicnim simptomima norovirusne
infekcije. Uglavnom su oboleli leceni bolnic¢ki, iako su dva bolesnika le¢ena ambulantno (uzorak 1 i
4). Kod jedne polovine reprezentativnih uzoraka radilo se o sporadi¢nom javljanju infekcije, dok je
druga polovina uzoraka uzeta tokom razlicitih epidemija, izazvanih norovirusom. Molekularnom
tipizacijom i filogenetskom analizom je utvrdeno da sekvenca jednog uzorka pripada genogrupi |
NoV i genotipu 2 (uzorak 1), a da sekvence devet uzoraka pripadaju genogrupi Il NoV, pri ¢emu
dva uzorka (uzorak 4 1 5) pripadaju genotipu 1, Cetiri uzorka (uzorak 2, 7, 8 i 10) pripadaju genotipu
2, jedan uzorak (uzorak 9) pripada genotipu 4 i dva uzorka (uzorak 3 i 6) pripadaju genotipu 17.

Sekvenca NoV iz uzorka stolice obolelog deteta u ovom istrazivanju (uzorak 1) pripada
NoV genogrupi | i tipu 2 (Gl.2). To je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom
Southampton virus. Sekvenca uzorka 1 NoV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GI.2
izolovanom kod odraslih osoba sa gastroenteritisom u Kini, sekvencom NoV GI.2 izolovanom kod
obolele dece u Grékoj, kao 1 97% sli¢nost sa sekvencom NoV GI.2 u Belgiji (206).

Sekvence uzoraka 4 i 5 iz ovog istrazivanja pripadaju genogrupi II NoV i tipu 1 (GIL.1). To
je 1 potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Hawaii virus. Sekvenca uzorka 4 NoV
pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.1 izolovanom u Bugarskoj, Belgiji, Italiji i Spaniji,

kao 1 97% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.1 izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Nemackoj
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(207-209). Sekvenca uzorka 5 NoV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.1 izolovanom
u Brazilu, kao i 98% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.1 izolovanom u Bugarskoj, Nemackoj,
Australiji i Italiji (209-211).

Sekvence uzoraka 2, 7, 8 1 10 iz ovog istrazivanja pripadaju genogrupi II NoV 1 tipu 2
(GIIL.2). To je i1 potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Snow Mountain virus.
Sekvenca uzorka 2 NoV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.2 izolovanom u epidemiji
gastroenteritisa u Svedskoj, sekvencom NoV GIL2 izolovanom u Japanu, kao i 97% sli¢nost sa
sekvencom NoV GII.2 izolovanom u Nemackoj i Kini (212-214). Sekvenca uzorka 7 NoV pokazala
je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.2 izolovanom u Svedskoj i Japanu, kao i 98% sli¢nost sa
sekvencom NoV GII.2 izolovanom u Kini i Nemackoj (212-215). Sekvenca uzorka 8 NoV pokazala
je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.2 izolovanom u Japanu, kao i 98% sli¢nost sa sekvencom
NoV GII.2 izolovanom u Nemackoj, Svedskoj i Kini (212-215). Sekvenca uzorka 10 NoV pokazala
je 100% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.2 izolovanom u Francuskoj i Nemackoj, kao 1 99%
slicnost sa sekvencom NoV GIL.2 izolovanom u Kini i 98% sli¢nost sa sekvencom NoV GlI.2
izolovanom u Japanu (213-216).

Sekvenca uzorka 9 iz ovog istrazivanja pripada genogrupi II NoV i tipu 4 (GIL.4). To je 1
potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom Lordsdale virus. Sekvenca uzorka 9 NoV
pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV Gl1.4 varijanta Sidnej 2012, izolovanom u Kini, 98%
sli¢nost sa sekvencom NoV GII.4 izolovanom kod dece sa gastroenteritisom u Rusiji, sekvencom
NoV GIIL4 izolovanom u Gr¢koj 1 Kanadi, 97% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.4 izolovanom u
Bugarskoj, kao i 95% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.4 izolovanom u Madarskoj (217-220).

Sekvence uzoraka 3 1 6 iz ovog istrazivanja pripadaju genogrupi II NoV 1 tipu 17 (GIIL.17).
To je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatom NoV GII.17 Kawasaki. Sekvenca
uzorka 3 NoV pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom NoV GII.17 izolovanom u Sloveniji, Brazilu,
Holandiji, Kini 1 Italiji (91,221,222). Sekvenca uzorka 6 NoV pokazala je 100% sli¢nost sa
sekvencom NoV GII.17 izolovanom u Sloveniji, Brazilu, Holandiji, Italiji i Kini (91,221,222).

Norovirus je vodeéi uzroénik epidemija gastroenteritisa Sirom sveta. Smatra se da je 60-85%
svih epidemija gastroenteritisa uzrokovano norovirusom, posebno na teritoriji SAD, Evropskih
drzava i1 Japana. Navodi se da je kod preko 90% nebakterijskih epidemija utvrdeni uzro¢nik bio
norovirus (92,93,186). U istrazivanju tokom ove doktorske teze dobijeni su slicni rezultati.U
petogodi$njem periodu na teritoriji Vojvodine od 31 epidemije sa dokazanim virusnim uzro¢nicima
norovirus je bio jedini uzro¢nik u 20 epidemija, a u jo§ 7 je dokazan kao jedan od dva utvrdena
virusa (zajedno sa rota ili adenovirusom).

Norovirus se moze prenositi na razli¢ite na¢ine: direktnim kontaktom (fekalno-oralnim
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putem), hranom, vodom, aerosolom kod povracanja, kao i kuhinjskim povrSinama, koje su
kontaminirane (85). Smatra se da je direktni kontakt najvazniji na¢in prenoSenja norovirusa, kako
prilikom sporadi¢nog javljanja bolesti, tako i tokom epidemija (85,223,224). U ovom istrazivanju
od 27 epidemija u kojima je norovirus dokazan kao uzro¢nik bolesti, infekcija se Sirila kontaktnim
putem u 20 epidemija. Kontaminirana hrana je, isto tako, Cesto uzrok nastanka norovirusnih
epidemija. Hrana moze da se kontaminira prilikom gajenja, zalivanja, dubrenja, zatim
kontaminiranom vodom i otpadnim materijalom. Infekcija moze da nastane unosenjem hrane koja
se termicki ne obraduje, a zagadena je od ljudi koji je spremaju (Cesto u restoranima, hotelima,
Skolama, bolnicama, kampovima, brodovima za krstarenje). Infekcija se prenosi i Skoljkama 1
morskim plodovima, koji se gaje u kontaminiranoj vodi (26,80). U istrazivanju u okviru ove
doktorske teze, kontaminirana hrana je bila prisutna kao uzrok nastanka 5 epidemija sa dokazanim
norovirusom. U svetu se ¢esto opisuju i hidricne epidemije izazvane norovirusima, ali ipak to je redi
nacin nastanka bolesti (223). U ovom istrazivanju, kontaminirana voda nije bila uzrok nastanka
nijedne epidemije. Medutim, zbog visoke infektivnosti norovirusa (10 virusnih partikula je dovoljno
da izazove bolest), kratke inkubacije i potencijalno dugog perioda infektivnosti (velika koli¢ina
virusa se izluCuje pre pocetka simptoma bolesti i nekoliko nedelja posle prestanka bolesti), kao i
zbog velike otpornosti norovirusa u spoljasnjoj sredini, ¢esto tokom epidemija postoji i viSe nacina
Sirenja infekcije (223,224). Tako, u dva sluCaja nastanka epidemija tokom ovog istrazivanja,
utvrdeno je da je prenoSenje infekcije bilo 1 putem kontaminirane hrane i1 kontaktnim putem.
Razlikuju se 6 genogrupa norovirusa (GI, GII, GIII, GIV, GV, GVI) i vise od 40 genotipova
(80). Najvaznije za ljude su genogrupa I, genogrupa Il i genogrupa IV, koje mogu da inficiraju ljude
(88). Prevalenca genotipova, koji su naj¢esci uzro€nici infekcija, razlikuje se u razli¢itim regijama i
populacijama. Pokazalo se, takode, da se pojedini genotipovi ¢eS¢e prenose na odredene nacine.
Tako se GII.4 genotip ¢eS¢e prenosi direktnim kontaktom osobe sa osobom, dok je kod nekih
drugih genotipova €e$¢i prenos preko kontaminirane hrane. Genotipovi genogrupe I ceSce se
prenose vodom ili hranom, nego $to je to slucaj kod genogrupe II. To moze da ukazuje na vecu
stabilnost genogrupe I na uticaje faktora spoljasnje sredine od genogrupe II (87). U istrazivanju, u
kojem se ispitivala duzina trajanja infektivnosti humanog norovirusa u vodi, 13 dobrovoljaca je u
razli¢itim vremenskim intervalima unosilo podzemnu vodu, prethodno kontaminiranu sa
norovirusom. Pokazalo se da je NoV GI, koji se nalazio u podzemnim vodama, zadrzao infektivnost
i nakon dva meseca. RNK NoV GI, koja se nalazila u podzemnim vodama, i dalje se mogla
detektovati RT-PCR testom i nakon 588 dana (224,225). To ukazuje na narocito veliku otpornost
norovirusa genogrupe I u spoljasnjoj sredini, a posebno u vodi. Posto norovirus moze, isto tako, da

se prilagodi faktorima domacina, koji se razlikuju u zavisnosti od populacije koja je zaraZzena, kao
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Sto su starost, zdravlje i imunoloski status, razlike u epidemiologiji genotipova norovirusa u
razli¢itim zajednicama mogu verovatno uticati i na evoluciju genotipova (87).

Uprkos velikoj raznolikosti norovirusa, poslednjih 20 godina samo je mali broj tipova bio
uzro¢nik epidemija (85). Najdominantniji norovirusni genotip, koji je vecinom bio uzro¢nik
epidemija, je genotip 4 iz genogrupe II (GII.4). Ispitivanja pokazuju da je ovaj genotip bio uzro¢nik
kod oko 60-90% prijavljenih slu¢ajeva norovirusnog gastroenteritisa. Istrazivanja koja su se bavila
nadzorom nad norovirusom u razli¢itim zemjama, pokazala su da kod GII.4 genotipa Cesto dolazi
do pojave novih antigentskih varijanti. To ukazuje da imunoloski pritisak populacije verovatno
uti¢e na evoluciju norovirusa. Vazno je naglasiti da se pojava i Sirenje novih varijanti ovog
specifiénog genotipa poklapala sa povecanjem broja prijavljenih norovirusnih epidemija. Razlog
zaSto ba$ varijante GII.4 izazivaju velike epidemije, pa i pandemije nije u potpunosti jasan.
Istrazivanja sugeriSu da bi to moglo biti zbog jednog ili kombinacije viSe sledecih razloga: zbog
vece bioloske adaptivnosti, zbog moguénosti vezivanja za veliki broj razlicitih ¢elijskih receptora,
zbog brze replikacije i pojave ucestalih mutacija, kao i zbog toga Sto postoji izlu€ivanje vece
koli¢ine virusa kod zarazenih pacijenata (85,87,89).

Medutim, u periodu 2014/2015. godine novi genotip norovirusa GII.17 se pojavio kao
glavni uzro¢nik epidemija gastroenteritisa u Kini i Japanu. Od kad se pojavio, NoV GII.17 je u
potpunosti zamenio prethodno dominantan Gll.4 u pojedinim delovima Azije. Poznato je, medutim,
da norovirusi GI1.17 genotipa cirkuliSu medu ljudima oko 37 godina. Prvi NoV GII.17 genotip je
dokazan jo§ 1978. godine i od tada GII.17 genotip je sporadi¢no detektovan u Africi, Aziji, Evropi,
Severnoj i1 Juznoj Americi. U zimu 2014/2015. godine genetski slicni GII.17 virusi utvrdeni su kao
uzrocnici 24 od 29 prijavljenih epidemija gastroenteritisa u Skolama, zabaviStima 1 fabrikama u
Kini. Od tada GII.17 genotip je poceo da se ucestalije javlja i u drugim delovima sveta: u Australiji,
Novom Zelandu, Brazilu, Meksiku, SAD-u, Kanadi, Rusiji, Francuskoj, Holandiji, pa i u zemljama
u nasem okruzenju kao $to su Italija, Rumunija, Madarska i Slovenija (90,91,221,226-228). Nova
GII.17 varijanta norovirusa, nazvana Kawasaki 2014, je filogenetski razlicita od prethodne GII.17
varijante, koja je cirkuisala u 2013. i 2014. godini. Smatra se da je moguce da je ova nova varijanta
GII.17 stekla jaci epidemijski kapacitet, odnosno, da ima vecu bioloSku adaptivnost, jer moze da se
vezuje za veliki broj razli¢itih Celijskih receptora, da se brze replikuje i da je sklona pojavi Cestih
mutacija, Sto joj omogucava izbegavanje imunoloske odbrane domacina. Ovo su sve osobine
opisane i kod GII1.4 genotipa norovirusa, koji je u poslednjih dvadesetak godina bio odgovoran za
nastanak 60-90% norovirusnih epidemija. Veliki broj obolelih od novog GII.17 norovirusa se
objasnjava i time, §to je njegovo prisustvo u populaciji do 2014. godine bilo retko, tako da ne

postoji kod veceg broja ljudi u populaciji zastitni imunitet (90,91,222).
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Ono S§to je interesantno u ovom istrazivanju je Cinjenica da je od deset izabranih
reprezentativnih uzoraka, samo u jednom dokazan NoV GII.4 i to kod deteta sa sporadicnim
javjanjem bolesti, dok je NoV GII.17 dokazan u dva uzorka, uzeta tokom dve razli¢ite epidemije,
koje su bile u 2016. godini. Ovaj podatak svakako ne moze da znaci da je u Srbiji NoV GII.17
zamenio NoV GII.4, kao $to neki autori smatraju da se deSava u nekim delovima sveta. Naime, od
231 noro pozitivne osobe, utvrdene u ovom istrazivanju, samo je kod deset uzoraka izvrSena
detaljnija molekularna analiza sekvenciranjem. Ipak, ovaj podatak govori o prisutnosti NoV GI1.17
1 u nasoj sredini.

Kao uzroc¢nici epidemija, pored utvrdenog u dva uzorka NoV GII.17 genotipa, koji su uzeti
tokom dve razlicite epidemije, dokazani su, kao uzrocnici u dve epidemije i NoV GlI.2, a u jednoj
epidemiji NoV GII.1.

Kada se gledaju rezultati sekvenciranja svih reprezentativnih uzoraka, kako onih koji su
uzeti od obolelih tokom epidemija, tako i onih koji su uzeti od obolelih kod sporadi¢nog javljanja
bolesti, moze se primetiti da je najzastupljeniji bio genotip 2 genogrupe II norovirusa kod 4 obolele
osobe. Povecano javljanje NoV GIIL.2 zabelezeno je u jo$ nekim zemljama sveta. Tako se u Japanu,
tokom sezone 2009/2010. godine, jako povecao broj epidemija izazvanih NoV GII.2 genotipom.
Najzastupljeniji genotip te sezone u Japanu bio je GII.2 (44.6%), a posle njega Gll.4 (39.2%).
Vec¢inom je NoV GIIL.2 genotip bio uzro¢nik epidemija kod dece 1 prenosio se direktnim kontaktom.
Filogenetskom analizom dela gena, koji kodira sintezu RNK zavisne RNK polimeraze (ORF1) i
dela genoma, koji kodira sintezu kapsidnog proteina VP1 norovirusa (ORF2), utvrdeno je da medu
ovim GII.2 norovirusima, koji su uzrokovali povecani broj epidemija u Japanu, postoje dva genetski
razli¢ita tipa. Jedan je GIL.2p2 tip, kod koga od istog genotipa norovirusa poti¢u geni i za RNK
zavisnu RNK polimerazu i za kapsid virusa. Drugi je GII.2 himera virus (Gl1.2p16), odnosno,
hibridni virus, koji sadrzi gene za RNK zavisnu RNK polimerazu (RdRp) od GIl.16 genotipa, a
gene za kapsidni protein od GII.2 genotipa norovirusa. To sugerise da je doSlo do rekombinacije
izmedu ova dva genotipa norovirusa na spoju ORF1 i ORF2 u genomu. Epidemioloski podaci su
pokazali da su se epidemije izazvane GII.2 genotipom razlikovale od epidemija izazvanih Gll.4
genotipom 1 to prema starosti obolelih, nacinu Sirenja virusa i mestu nastanka infekcija. Poredenjem
sekvenci aminokiselina kapsidnog proteina na osnovu kompletnih kapsidnih gena izmedu GIL.2p2 i
GIIL.2p16, utvrdeno je da je kod GII.2p16 tipova doslo do supstitucije i samim tim da imaju Cetire
zamene aminokiselina u P2 domenu. P2 domen kapsidnog proteina ima vaznu ulogu u vezivanju za
receptore Celije domacina, kao i u imunoloskoj reaktivnosti domacina (213). Hibridni GII.2
norovirus (GII.2p16) otkriven je i u Francuskoj i Nemackoj u sezoni 2016/2017, gde je dovodio do

povecanog broja epidemija (215,216). VrSena ispitivanja zastupljenosti norovirusa, pokazala su da
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Cesto razliciti genotipovi NoV kruze u populaciji tokom istog perioda, $to stvara uslove za javljanje
rekombinacija medu genotipovima. Ova studija je otkrila da su GIL2 sojevi u ljudskim
populacijama pokazali drasti¢nu rekombinaciju i postepenu akumulaciju mutacija, §to ukazuje na to
da se i svi drugi norovirusi, osim GI1.4 NoV, neprekidno menjaju u populaciji (213).

Uzorcima, koji su bili pozitivni na humane noroviruse real-time RT-PCR testom tokom
ovog istrazivanja, sekvenciran je C region (5' kraj) ORF2. Zbog toga $to nije sekvencirn ORF1 kod
uzorka 2, 7, 8 i 10, koji pripadaju NoV GII.2 genotipu, ne moze da se sa sigurnosc¢u utvrdi da li je i
kod ovih norovirusa iz Srbije doSlo do rekombinacije. Jedino se moze re¢i za uzorak 10, Cija
sekvenca 5' kraja ORF2 je pokazala 100% sli¢nost sa sekvencom ovog dela genoma NoV GlI.2,
izolovanom u Francuskoj, Nemackoj, Kini, Japanu i Australiji (215,216), pri ¢emu su svi ovi izolati
rekombinantni virusi GII.2p16, pa se moze posumnjati da je i ovaj uzorak 10 isto rekombinantan
virus. Medutim, ni za ovaj uzorak 10 ne moze se sa sigurnoscu to potvriti.

Zbog sve cesce pojave rekombinacija kod norovirusa, u poslednje vreme se preporucuje da
se sekvenciraju i regije gena za sintezu kapsidnog proteina i regije gena za sintezu RNK zavisne
RNK polimeraze. Naime, nekada genotipizacija, bazirana samo na kapsidnoj regiji, nije dosledna,
zbog rekombinacije NoV, narocito jer je mesto rekombinacije obi¢no u samoj blizini spoja ORF1 i
ORF2. Takode, predlozeno je da se za noroviruse uvede dvostruka nomenklatura, koja koristi
sekvence ORF1 (RdRp) 1 ORF2 (VP1), jer bi se na taj nacin mogli prepoznati rekombinantni virusi,

$to je veoma znacajno u epidemioloskom nadzoru nad norovirusima (229).

Molekularna tipizacija i filogenetska analiza detektovanih rotavirusa

Rotavirus je najznacajniji uzro¢nik gastroenterokolitisa kod odoj¢adi i male dece Sirom
sveta. Procenjuje se da broj smrtnih sluc¢ajeva u svetu zbog rotavirusne infekcije iznosi 500 hiljada
godisnje. Tokom ovog istrazivanja rotavirusi su bili najée$ce zastupljeni uzroc¢nici gastroenteritisa.
Posle uvodenja vakcine protiv rotavirusa 2006. godine, opao je broj obolelih 1 smrtnih sluc¢ajeva u
SAD-u (67).Vise od 90% rotavirusnih infekcija u svetu je izazvano virusima iz grupe A (39).

Za potrebe istrazivanja u toku ove doktorske disertacije izabrano je 10 reprezentativnih
uzoraka, koji su bili pozitivni na humane rotaviruse real-time RT-PCR testom. Svi reprezentativni
uzorci pripadali su grupi A rotavirusa. Zbog dvostruke nomenklature, koja postoji kod rotavirusa,
ovim uzorcima sekvencirani su gen 9 i deo gena 4. Gen 9 kodira VP7 protein na povrsini virusa, na
osnovu koga se vrsi odredivanje G tipa rotavirusa grupe A (G tipizacija). Gen 4 kodira VP4 protein
na povrsini virusa, na osnovu koga se vr$i odredivanje P tipa rotavirusa grupe A (P tipizacija).
Reprezentativni uzorci su dobijeni od obolelih osoba starosti od 1 do 86 godina. Obolele osobe su

imale karakteristicnu klinicku sliku virusnog gastroenterokolitisa, sa prisutnom dijarejom,
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povracanjem 1 poviSenom temperaturom, kao karakteristicnim simptomima rotavirusne infekcije.
Uglavnom su oboleli leeni bolnicki, iako je jedno dete leCeno ambulantno (uzorak 7). Kod svih
reprezentativnih uzoraka radilo se o sporadicnom javljanju infekcije, osim kod uzorka 3, koji je uzet
od obolele osobe tokom epidemije izazvane rotavirusom. Molekularnom tipizacijom i
filogenetskom analizom je utvrdeno da sekvence svih uzoraka pripadaju grupi A rotavirusa, pri
¢emu Cetiri uzorka (uzorak 2, 3, 6 i 10) pripadaju genotipu G1P[8], tri uzorka (uzorak 4, 7 i 9)
pripadaju genotipu G2P[4], dva uzorka (uzorak 1 i 5) pripadaju genotipu G3P[8], a preostali uzorak
(uzorak 8) pripada genotipu G9P[8].

Sekvence gena 9 izolata RVA iz uzoraka stolice obolelih osoba, oznacenih brojem 2, 3, 6 i
10, pripadaju grupi A rotavirusa i tipu G1. To je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim
izolatom Wa. Sekvence uzoraka 2 i 6 RVA pokazale su 99% sli¢nost sa sekvencom RVA Gl
izolovanom u Turskoj, Pakistanu, Indiji i SAD-u (230,231). Sekvenca uzorka 3 RVA pokazala je
99% sli¢nost sa sekvencom RVA Gl izolovanom u Japanu i1 Rusiji, kao 1 98% slicnost sa
sekvencom RVA G1 izolovanom u Argentini i Tajlandu (232,233). Sekvenca uzorka 10 RVA
pokazala je 99% slicnost sa sekvencom RVA G1 izolovanom u Turskoj i Indiji, kao i 98% sli¢nost
sa sekvencom RVA G1 izolovanom na Kubi (230,234).

Sekvence gena 9 izolata RVA iz uzoraka stolice obolelih osoba, oznacenih brojem 4, 71 9,
pripadaju grupi A rotavirusa 1 tipu G2. To je 1 potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim
izolatom DS-1. Sekvenca uzorka 4 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA G2
izolovanom u SAD-u i Juznoj Koreji, kao i 98% sli¢nost sa sekvencom RVA G2 izolovanom u
Madarskoj, Italiji 1 Japanu (235-238). Sekvence uzoraka 7 1 9 RVA pokazale su 99% sli¢nost sa
sekvencom RVA G2 izolovanom u Madarskoj, Rusiji, Belgiji i Kini (236,239-241).

Sekvence gena 9 izolata RVA iz uzoraka stolice obolelih osoba, oznacenih brojem 1 1 5,
pripadaju grupi A rotavirusa i tipu G3. To je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim
izolatom RV3. Sekvenca uzorka 1 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA G3
izolovanom u Spaniji, Madarskoj, Turskoj i Japanu (230,242-244). Sekvenca uzorka 5 RVA
pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA G3 izolovanom u Nemackoj, Madarskoj, Australiji 1
Spaniji (242,243,245,246).

Sekvenca gena 9 izolata RVA iz uzorka stolice obolele osobe, oznacenog brojem 8, pripada
grupi A rotavirusa 1 tipu G9. To je 1 potvrdeno na osnovu slicnosti sa referentnim izolatom 116E.
Sekvenca uzorka 8 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA G9 izolovanom u Kini, kao i
98% sli¢nost sa sekvencom RVA G9 izolovanom u Rusiji, Japanu i SAD-u (247,248).

Sekvence gena 4 izolata RVA iz uzoraka stolice obolelih osoba, oznacenih brojem 1, 2, 3, 5,

6, 8 i 10, pripadaju grupi A rotavirusa i tipu P[8]. To je potvrdeno i na osnovu sli¢nosti sa
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referentnim izolatom Wa. Sekvence uzoraka 2 1 10 RVA pokazale su 100% sli¢nost sa sekvencom
RVA P[8] izolovanom u Turskoj, Italiji i Rusiji, kao i 99% sli¢nost sa sekvencom RVA P[§]
izolovanom u Sloveniji, Belgiji i Nemackoj (230,240,249-251). Sekvence uzoraka 1, 3 i 5 RVA
pokazale su 99% sli¢nost sa sekvencom RVA P[8] izolovanom u Spaniji, Japanu, Madarskoj,
Australiji 1 Tajlandu (232,242,243,246,252). Sekvenca uzorka 6 RVA pokazala je 99% slicnost sa
sekvencom RVA P[8] izolovanom u Rusiji, Italiji, Turskoj, Nemackoj i Belgiji (230,240,249,251).
Sekvenca uzorka 8 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA P[8] izolovanom u Brazilu,
SAD-u i Kini, kao i 98% sli¢nost sa sekvencom RVA P[8] izolovanom u Spaniji i Madarskoj
(242,243,253-255).

Sekvence gena 4 izolata RVA iz uzoraka stolice obolelih osoba, oznacenih brojem 4,7 i 9,
pripadaju grupi A rotavirusa i tipu P[4]. To je i potvrdeno na osnovu sli¢nosti sa referentnim
izolatom DS-1. Sekvenca uzorka 4 RVA pokazala je 99% sli¢nost sa sekvencom RVA P[4]
izolovanom u Brazilu, Kini, Indiji i Rusiji (256-258). Sekvence uzoraka 7 i 9 RVA pokazale su
99% sli¢nost sa sekvencom RVA P[4] izolovanom u epidemiji gastroenteritisa u Italiji, Turskoj,
Madarskoj i Belgiji (230,236,240,259).

I pored velike genske i antigenske raznovrstnosti rotavirusa, poslednje tri decenije Sirom
sveta bolesti kod ljudi je izazivao samo mali broj genotipova rotavirusa: G1P[8], G2P[4], G3P]8],
G4P[8]. Nedavno se povecala ucestalost i tipova G9P[8] i G12P[8]. Pomenuti tipovi rotavirusa
uzrokuju 80-90% svih rotavirusnih infekcija u Severnoj Americi, Evropi i Australiji (52,260,261).
Za razliku od pomenutih delova sveta, u zemljama Afrike, Azije i Juzne Amerike, preovladuju neki
drugi genotipovi kao §to su G5, G6 i G8 (262-264).

U okviru istrazivanja tokom ove doktorske disertacije, medu izabranih 10 reprezentativnih
uzoraka pozitivnih na rotavirus, najzastupljeniji genotip rotavirusa bio je G1P[8] (u 4 uzorka), zatim
G2P[4] (u 3 uzorka), zatim G3P[8] (u 2 uzorka) i na kraju G9P[8] (u jednom uzorku). lako se radi o
malom broju uzoraka, na osnovu kojih se ne mogu izvoditi potpuni zakljucci, sli¢ni rezultati
dobijeni su i u istrazivanju sprovedenom u zemljama centralne i jugoistoéne Evrope. Naime,
sakupljani su uzorci stolica dece sa teskim oblicima gastroenteritisa u dvogodiSnjem periodu u
Ceskoj, Sloveniji, Hrvatskoj, Albaniji i Bugarskoj, a zatim je kod uzoraka pozitivnih na rotavirus
radena genotipizacija. Tipovi rotavirusa G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] i G9P[8] bili su uzrocnici
bolesti u 82.6% u Bugarskoj, 77.7% u Ceskoj i 71.2% u Sloveniji, dok su u Hrvatskoj dokazani u
59.9% 1 u Albaniji kod 50.0% obolelih. Dakle, ovi tipovi rotavirusa bili su zastupljeni u nesto nizem
procentu u Hrvatskoj i Albaniji (265).

Postoji velika raznovrsnost ,divljih* tipova rotavirusa, koji cirkuliSu Sirom sveta.

Dominantni tipovi, koji uzrokuju teske oblike bolesti, menjaju se iz godine u godinu i u razli¢itim
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zemljama. Ovakva raznovrsnost rotavirusa nastaje preko nekoliko mehanizama: (1) akumulacijom
taCkastih mutacija (genetski drift), koje mogu dovesti do antigenskih promena virusa (2)
rekombinacijom, koja dovodi do pojave virusa sa novim genetskim i antigenskim karakteristikama,
Sto moze nastati kao rezultat razmene delova genoma izmedu 2 humana tipa, ili humanog i
zivotinjskog tipa (3) direktnim prenoSenjem zivotinjskog virusa na ¢oveka i (4) rearanziranjem gena
u genomu, koji pre svega kodiraju nestrukturne proteine (1,52,266). Primarna rotavirusna infekcija
kod male dece ne pruza imunitet od reinfekcije, ali Stiti od razvoja klinicki teskih oblika bolesti
tokom reinfekcije rotavirusom. Ova pojava je iskoriS¢ena kao osnova za primenu oralnih vakcina
protiv rotavirusa. Rotavirusne vakcine, RotaTeq i Rotarix, pruzaju odlicnu zastitu od nastanka
teskog rotavirusnog gastroenteritisa. Rotarix, monovaentna vakcina, sadrzi atenuisani soj rotavirusa
humanog porekla G1P[8]. RotaTeq, pentavalentna vakcina, sastoji se od 5 sojeva humanih i
govedih rekombinantnih virusa, od kojih svaki nosi gen humanog rotavirusa, koji kodira VP7
protein G1, G2, G3 ili G4 tipa ili gen humanog rotavirusa za VP4 protein P[8] tipa. Rotavirusne
vakcine pruzaju specificnu zastitu od nastanka teSkih oblika bolesti, uzrokovanih sa 5
najzastupljenijih tipova rotavirusa (G1, G2, G3, G4 i G9) (266). Medutim, tokom proteklih deset
godina dolazi do ¢eSc¢eg javljanja retkih ili neuobic¢ajenih G (VP7) genotipova, koji izazivaju teske
oblike bolesti kod dece. Tokom nadzora nad rotavirusnim infekcijama u Australiji, Brazilu,
Madarskoj, Indiji, Nigeriji, Tajlandu i SAD-u identifikovani su genotipovi G5, G6, G8, G10 i G12
kao uzrocnici teskih gastroenteritisa kod dece. lako su ovi genotipovi u manjem procentu
zastupljeni na globalnom nivou, u nekim regijama Indije, Afrike i Brazila, oni se javljaju u mnogo
vecem procentu i mogu predstavljati problem (266-270). Dakle, raznovrsnost genotipova rotavirusa
moze imati znac¢ajan uticaj na razvoj vakcine i njenu uspeSnu implementaciju. Narocito ako tipovi
rotavirusa, za koje vakcine ne pruzaju zaStitu, postanu uobicajeni, odnosno znacajni uzroc¢nici
bolesti, bilo na globalnom, ili na regionalnom nivou. Moze se desiti da usled vakcinacije dode do
povecanja imunoloskog pritiska na ,,divlje” ili neuobicajene tipove rotavirusa, koji cirkuliSu u
populaciji (na koje vakcina ne deluje), menjajuéi na taj nafin ravnotezu medu rotavirusima, S$to
dovodi do njihove evolucije. Isto tako, nekoliko rotavirusnih genotipova, za koje se veruje da su
zivotinjskog porekla, detektovani su u malom broju kod dece sa akutnim gastroenteritisom.
Genotipovi G6, G8 1 GI10 su glavni genotipovi govedih rotavirusa, a svi su sporadi¢no
identifikovani kod dece u vecini regiona sveta. Genotipovi svinje G5 1 G11, takode, su sporadi¢no
izolovani kod dece sa akutnim gastroenteritisom. Sposobnost rotavirusa da se rekombinuje moze
dovesti do nastanka atipi¢nih ili novih rotavirusa, kod kojih je jedan ili viSe gena razmenjeno

izmedu humanih i animalnih virusa, ili putem prenoSenja virusa medu vrstama, odnosno prenosa
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zivotinjskih rotavirusa na ljude. Opasnost od ove pojave narocCito postoji u zemljama u razvoju, gde
deca Cesto postaju zarazena sa viSe tipova rotavirusa istovremeno (266).

Zbog velike varijabilnosti rotavirusa i sposobnosti rekombinacije u razli¢itim delovima
genoma, binarni sistem diferencijacije ima nedostatak. Naime, na osnovu binarnog sistema
diferencijacije uzimaju se u obzir samo G i P tipovi rotavirusa, pri ¢emu se ignoriSu svi ostali
virusni geni, koji kodiraju strukturne i nestrukturne proteine. PosSto binarni sistem ne pruza
informacije potrebne za potpunu procenu genetske raznovrsnosti i evolucione dinamike rotavirusa,
ne moze se zakljuciti ni o odnosima razli¢itih cirkuliSuéih tipova rotavirusa, koji, ako se nadu u istoj
¢eliji, mogu da dovedu do rekombinacije u razli¢itim delovima genoma, a ne samo u genima koji su
odgovorni za sintezu VP4 i VP7 proteina. Ove rekombinacije virusa igraju klju¢nu ulogu u
raznovrsnosti rotavirusa u prirodi. Zbog toga je ,,Radna grupa za rotavirusnu sistematizaciju® dala
predlog za stvaranje novog sistema diferencijacije, zasnovanog na analizi sekvenci svih gena
(segmenata) u genomu. Na osnovu sekvence svakog segmenta u genomu virusa, moze se vrsiti
podela na genotipove. Tako segmenti genoma za VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-
NSP3-NSP4-NSP5/6  odreduju tipove Gx-P[X]-IX-RX-Mx-AX-NX-Tx-Ex-Hx  (x=broj koji
predstavlja odredeni tip). Ovaj sistem za diferencijaciju medu rotavirusima, koji se zasniva na
dokazivanju svih segmenata virusnog genoma, omogucava da se na oSnovu promena koje nastaju u
genomu virusa, bolje prepoznaju geni, koji imaju uticaj na ograni¢avanje umnozavanja virusa u
mogucim vrstama domacina, koji uticu na replikaciju 1 virulenciju rotavirusa, a na taj nacin sluze 1
za proucavanje rotavirusne epidemiologije i evolucije (271,272).

Bitna ¢injenica je da su svi virusi, uzrocnici gastrointestinalnog sindroma, veoma otporni u
spoljnoj sredini. Zato mogu da duze ostanu infektivni. Ne izazivaju vidljive promene u izgledu
hrane u kojoj su prisutni. Isto tako, dovoljna je mala koli¢ina virusa za nastanak infekcije i njeno
Sirenje u epidemiju. Sve to potvrduje znacaj virusnog gastrointestinalnog sindroma i to u svim
starosnim grupama obolelih. Uz najnovije podatke, dobijene preciznim molekularnim analizama
virusnih genoma (sekvenciranjem), utvrdeno je da se sve ¢eSce javljaju promene kod ovih virusa:
mutacije, rekombinacije, antigenski driftovi itd. To ima za posledicu €injenicu da se joS viSe
smanjuje mogucnost stvaranja imuniteta u populaciji. Prema tome, virusni gastrointestinalni
sindrom 1 dalje ostaje znacajan problem u svetu. Vakcina za sada postoji samo za rotavirus.
Priprema vakcine protiv norovirusa je u toku i to je znacajno, jer su norovirusi najces¢i uzrocnici
epidemija. Svi ovi podaci potvrduju da je neophodno napraviti tacan program, koji ¢e da obezbedi
brzu i preciznu dijagnostiku. ,Zlatni standard“ za dokazivanje ovih virusa je molekularna
dijagnostika, odnosno, real-time PCR test. Odmah nakon postavljene dijagnoze, potrebno je izvrsiti

brzu nadoknadu vode i elektrolita, uz primenu ostalih mera simptomatske terapije. To je naro€ito
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bitno da se brzo sprovede kod male dece, starih, hroni¢ni bolesnika i imunodeficitarnih osoba, a

istovremeno je neopodno brzo preduzimanje svih protivepidemijskih postupaka.
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8.0. Zakljucci

1. U petogodisnjem periodu na teritoriji Vojvodine real-time PCR metodom na uzorku od 1003
bolesnika sa simptomima akutnog gastroenterokolitisa, infekcija rota, noro, astro i adenovirusima
dokazana je kod 709 obolelih (70,69%).

2. Rotavirusna infekcija je utvrdena kod 28,81% obolelih, norovirusna infekcija kod 23,03%,
astrovirusna infekcija kod 2,29% pregledanih bolesnika, a adenovirusna infekcija kod 13,36%
obolelih. Udruzena infekcija sa dva virusa u uzorcima stolice utvrdena je kod 3,19% bolesnika.

Statisticki znacajno najvise ovih infekcija dokazano je 2015. godine.

3. Statisticki znacajno najviSe pacijenata zarazenih rotavirusom bilo je kod dece uzrasta do 5

godina (38,90%), ali Ceste su bile i kod dece stare 6 do 14 godina (24,83%).

4. Norovirusne infekcije dijagnostikovane su statisticki znacajno ¢eS¢e kod odraslih osoba starijih

od 20 godina (36,63%).

5. Astrovirusne infekcije su dijagnostikovane samo kod dece uzrasta do 5 godina (u 2,44%) i 6 do
14 godina (6,90%).

6. Adenovirusne infekcije su statisticki znacajno najée$¢e dokazane kod dece starosti 6 do 14
godina (kod 17,24%) i kod dece uzrasta do 5 godina (16,70%).

7. Analizom podataka dobijenih Vesikari metodom, dokazano je da je statisticki znacajno viSe

pacijenata sa teSkom klini¢kom slikom bilo kod dece uzrasta do 5 godina.

8. Oboleli od rotavirusne infekcije imali su statisticki znacajno tezu klinicku sliku, sa statisticki
znacajno ¢eSc¢e utvrdenom poviSenom temperaturom i bolest je statisticki znacajno duZze trajala kod

ovih bolesnika.

9. Muka i povracanje su utvrdeni statisticki znacajno ¢e$¢e kod bolesnika sa norovirusnom

infekcijom u odnosu na osobe obolele od drugih virusnih uzro¢nika dijarealnog sindroma.

10. Norovirus je statisti¢ki znacajno najcesce bio uzro¢nik epidemija (kod 43,29% pregledanih
osoba). Epidemijsko javljanje bolesti bilo je statisticki znacajno najceS¢e kod najstarijih bolesnika,

starih 50 1 viSe godina (kod 71,43% obolelih).
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11. Sporadi¢ne infekcije statisticki znacajno najcesce su se javljale kod dece do 5 godina (kod

86,30%), a bile su statisticki znacajno ¢esce i kod dece uzrasta 6 do 14 godina (kod 73,45%).

12. Filogenetska analiza nukleotidnih sekvenci detektovanih adenovirusa, pokazala je pripadnost

grupi F i tipovima 40 i 41, kao i grupi C tipu 2.

13. Sekvencirani i molekularno tipizirani izolati astrovirusa pripadaju grupi klasi¢nih astrovirusa i

tipovima l,41i5.

14. lzolati norovirusa, koji su sekvencirani i molekularno tipizirani, pripadaju genogrupi I tipu 2, i

genogrupi Il tipovima 1, 2,4 i 17.

15. Filogenetskom analizom nukleotidnih sekvenci izolata rotavirusa utvrdena je pripadnost grupi
A i tipovima G1P[8], G2P[4], G3P[8] i GI9PI8].

16. Dve sekvence adenovirusa tipa 41 iz uzoraka stolice obolele dece u ovom istrazivanju (od kojih
je jedan uzorak uzet tokom epidemije) pokazale su 100% poklapanje sa sekvencom adenovirusa
izolovanom iz reke Dunav u Novom Sadu, a sekvenca adenovirusa tipa 40 iz uzorka stolice
obolelog deteta pokazala je 100% poklapanje sa sekvencom adenovirusa izolovanim iz Pali¢ckog

jezera.

17. PredloZeni algoritam za dijagnostiku virusnih uzro¢nika gastrointestinalnog sindroma
preporucuje da se ,,brzi testovi koriste u sluaju da postoji epidemija. Svaki negativan nalaz
zahteva proveru molekularnom dijagnostikom. U sporadicnim slucajevima metod izbora je
molekularna dijagnostika. Detaljna analiza genoma virusa ima epidemioloski i klini¢ki znacaj

(utvrdivanje pocetka infekcije, nacina Sirenja itd.)
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Prilog 1
INSTITUT ZA JAVNO ZDRAVLJE VOJVODINE

Novi Sad, Futoska 121

UPITNIK ZA LABORATORIJSKO ISPITIVANJE VIRUSNIH GASTROENTERITISA

Zdravstvena ustanova:
Ime i prezime lekara:
Kontakt telefon:

Broj protokola:

Podaci o pacijentu

Ime i prezime:

Datum rodenja: Pol: M1 Z1J

Mesto i adresa stalnog boravka:

Kontakt telefon: Zanimanje:

Radna organizacija:

Kolektiv: [1 NE [] DA (upisati koji):

Podaci o bolesti:

Datum javljanja tegoba:

Bolest pocela: naglo [/ postepeno [

Prisutni simptomi i znaci: proliv (broj stolica u 24" ), u stolici primese krvi i sluzi, povra¢anje, povisena telesna temperatura (kolika ), glavobolja,
mucénina, abdominalni gréevi, bolovi u stomaku, bolovi u mi$i¢ima, preznojavanje, malaksalost, jeza, drhtavica, kolaps

Duzina trajanja bolesti

Ostalo/drugo

Sli¢na oboljenja u: porodici kolektivu [ naselju 0J

Datum uzimanja bolesni¢kog materijala:

Vrsta bolesnickog materijala: feces

Klinic¢ka dijagnoza:

Klinicka definicija sluc¢aja norovirusne infekcije:

Svaka osoba iz populacije pod rizikom (vrti¢, $kola, hotel, bolnica, socijalna ustanova) sa slede¢im klini¢kim simptomima:

Tri ili vise retkih stolica u toku 24" (najée$ce je kratkotrajan i slabijeg intenziteta nego kod gastroenteritisa druge etiologije) i/ ili
Dve ili viSe epizoda povra¢anja u toku 24" (moze da bude iznenadno i profuzno, §to rezultuje kontaminacijom okoline)

RS
<
RS
o

Klinicka definicija slucaja rotavirusne infekcije:

Svaka osoba iz populacije pod povecanim rizikom (deca do 5 godina) sa slede¢im klinickim simptomima:

K3

< Dijareja
< Mug¢nina, bol u trbuhu, povracanje, gréevi

Klini¢ka definicija slucaja astrovirusne infekcije:

Svaka osoba iz populacije sa slede¢im klini¢kim simptomima:

< Dijareja
%+ Povracanje, bol u trbuhu, povisena temperatura

°,

Lekar: Datum:

190




HMHCTHUTYT 3A JABHO 3/IPABJE BOJBOJIMHE
LHEHTAP 3A BUPYCOJIOTHJY
Hosu Can, ®yromka 121

NH®OPMAIIUJA 3A HCIIUTAHUKA

ITomroBanmu,

IMoszuBamo Bac ma y3mere yuenthe y ucnuTHBamy HH(MEKIMja W3a3BaHUX BHPYCUMa Y3POYHHIIMMA aKyTHHX
racTpoeHTEpHTa KOJ Jelie, kKoje cpoBoau Llenrap 3a Bupycosnorujy MHcTHTyTa 32 jaBHO 31paBibe BojBoauHe.

OBo ucnuTHBame U 1o0ujeHn nopany ouhe kopuuihenn camo y HaydHe cBpXe, JIMYHU nojany Hehe Hurne Outn
00jaBJbUBAaHM, AMCKPEIMja je 3arapaHToBaHa. TecTHpame je OeCIUIaTHO 3a WMCIUTAHUKE. 3a y3uMame ymiemha y
HCTIUTHBaKY He J00Hja ce MaTepHjaiHa HaJOKHAa.

HcrpaxuBame je 100poBoJbHO. Bu omtydyjere na nu na yamere ydemhe y HCTpaXuBamby WM HE 0€3 HKaKBHX
HoCJiequIa. YKOIHMKO ce OMIyYuTe Ja JaTe MOJAATKEe M CarllaCHH CTe Jia Ce CTONHMLA Baruer nerera TecTHpa Ha BHpYyce
Y3pOYHHKE aKYTHUX raCTPOCHTEPHTA, MOIMMO Bac 1a CBOjHM MOTMHCOM MOTBPIUTE CBOjY CalJIACHOCT.

3a cBa JonarHa MUTama M MHPOpMaIuje cTojuMo Bam Ha pacronaramy.

Ja, e eieeriieeeeieeeieeeee.. CAM TIPOUYMTao/Ma  wHGpOpManWjy o OyayheM WCIHTHBARY.
Hpenoqeﬂo MU je 1a MOTY Jia IPEKHHEM HUCITUTHBAbE YKOJIHMKO TO XKeJIUM, 1a he mogam OUTH TajHu U KopHInheHH caMmo
y CTpy4He 1 HayuHe cBpxe. [Ipucrajem Ha HaBelleHa HCITUTUBAba Oe3 MaTepHjatHe HaJOKHAJE.

Wcnuranuk

(moTmnc)
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Prilog 2

Izolat

Sekvenca dela virusnog genoma

Grupa/tip

HAdV uzorak
1-SRB

TGCCGCAGTGGGCTTACATGCACATCGCCGGGCAGGACGCCTCGGAGTACCTGAGCCCGGGCC
TGGTGCAGTTCGCCCGTGCCACCGATACCTACTTCAGCCTGGGGAACAAGTTCAGAAACCCCAC
CGTGGCTCCCACCCACGATGTAACCACAGACAGGTCGCAGCGACTGACGCTGCGCTTCGTGCCC
GTCGACCGCGAGGAAACCGCCTACTCTTACAAAGTGCGCTTTACGCTGGCCGTGGGCGACAAC
CGGGTTTTGGACATGGCCAGCACCTACTTTGACATCCGCGGCGTGCTG

F/40

HAdV uzorak
2-SRB

TGCCGCAGTGGGTTTACATGCACATCTCGGGCCAGGACGCCTCGGAGTACCTGAGCCCCGGGCT
GGTGCAGTTTGCCCGCGCCACCGAGACGTACTTCAGCCTGAATAACAAGTTTAGAAACCCCACG
GTGGCACCTACGCACGACGTAACCACAGACCGGTCCCAGCGTTTGACGCTGCGGTTCATCCCTG
TGGACCGCGAGGATACCGCGTACTCGTACAAAGCGCGGTTCACCCTGGCTGTGGGTGACAACC
GTGTGCTTGATATGGCTTCCACGTACTTTGACATCCGCCGGGCGTGCTGAGT

Cl2

HAdV uzorak
3-SRB

TGCCGCAGTTGGTTTACATGCACATCGCCGGGCAGGACGCCTCGGAGTATCTGAGTCCGGGCCT
GGTGCAGTTTGCCCGCGCCACCGATACGTACTTCAGCCTGGGGAACAAGTTCAGAAACCCCACT
GTGGCTCCGACCCACGATGTAACCACAGACAGGTCACAGCGACTGACGCTGCGATTCGTGCCA
GTCGACCGCGAGGACACCGCTTATTCTTACAAAGTGCGCTTTACGCTGGCCGTGGGCGACAACC
GGGTGTTGGACATGGCCAGCACCTACTTTGACATCGCGGGCGTGCTGAC

F/41

HAdV uzorak
4-SRB

TGCCGCAGTGGGTTACATGCACATCGCCGGGCAGGACGCCTCGGAGTATCTGAGTCCGGGCCT
GGTGCAGTTTGCCCGCGCCACCGATACGTACTTCAGCCTGGGGAACAAGTTCAGAAACCCCACT
GTGGCTCCGACCCACGATGTAACCACAGACAGGTCACAGCGACTGACGCTGCGATTCGTGCCA
GTCGACCGCGAGGACACCGCTTATTCTTACAAAGTGCGCTTTACGCTGGCCGTGGGCGACAACC
GGGTGTTGGACATGGCCAGCACCTACTTTGACATCGCGGGCGTGCTGA

F/41

HAdV uzorak
5-SRB

GGGGCCGCAGTAGTTTACATGCACATCTCGGGCCAGGACGCCTCGGAGTACCTGAGCCCCGGG
CTGGTGCAGTTTGCCCGCGCCACCGAGACGTACTTCAGCCTGAATAACAAGTTTAGAAACCCCA
CGGTGGCACCTACGCACGACGTAACCACAGACCGGTCCCAGCGTTTGACGCTGCGGTTCATCCC
TGTGGACCGCGAGGATACCGCGTACTCGTACAAAGCGCGGTTCACCCTGGCTGTGGGTGACAA
CCGTGTGCTTGATATGGCTTCCACGTACTTTGACATCGCGGGCGTGCTGAG

Cl2

HAstV uzorak
1-SRB

TCAAATTTCGGGGAACAGGTGTCACAGGACCAAAACCTGCAATTTGTCAGAGAGCAACAGAAC
CCTTGGGACAGTCGGGTCAAACACCAGTGGCACCACTGAGATTGAGGCGTGTATTCTCCTCAAC
CCTGTCCTCGTTAAGGACGCTACTGGAAGCACTCAGTTTGGCCCTGTGCAGGCGCTAGGTGCAC
AATACTCCATGTGGAAGTTAAAGTATCTGAATGTCAAATTGACCTCTATGGTTGGTGCATCTGC
CGTTAATGGTACTGTTCTCAGGGTTTCACTTAACCCCACATCTACACCATCTTCCACTAGTTGGT
CAGGATTAGGCGCACGTAAACATCTTGATGTTACGGTTGGTAAGAATGCAACATTTAAATTGAA
GCCTTCTGACCTTGGTGGACCTAGGGATGGATGGTGGCTTACTAACACCAATGAATGGGCCCAC
CTTAAA

klasi¢ni/1

HAstV uzorak
2-SRB

TCAACTCCAGGGAACAGGGTGTCACAGGACCAAAACCTGCAATTTGCCAAACAGCCACCGCAA
CACTTGGAACAATTGGATCAAATACCACAGGAGCAACAGAAATTGAGGCGTGCATCCTCCTTA
ATCCAGTTTTGGTTAAGGACGCTACTGGGAGTACTCAGTTTGGCCCAGTGCAGGCGCTAGGAGC
GCAGTATTCAATGTGGAAGCTTAAATACCTCAATGTTAGACTAACATCTATGGTGGGTGCCTCA
GCAGTCAATGGCACCGTAGTGAGGATATCACTTAACCCGACTTCCACTCCTTCCTCTACTAGTT
GGTCTGGGCTTGGAGCGCGCAAACATCTAGATGTTACTGTTGGCAAAAATGCAGTTTTTAAGTT
AAAGCCTTCTGGCTTGGGTGGGGCCCTCGGAAGATGGGTTTGGGTGGGTTTTTAACAAACCCAC
CCCAATGACATTTGTGCCCCATTCCTTGGAAAG

klasi¢ni/4

HAstV uzorak
3-SRB

TCAACTCCCGGGGAACAGGGTGTCACAGGACCAAAACCAGCAATATGTCAACGAGCAACAGCA
ACGCTCGGAACCGTCGGATCCAATACAAGTGGAACAACCGAGATTGAGGCGTGTATTCTCCTC
AATCCGGTACTTGTTAAGGATGCTACAGGGAGTACTCAATTTGGACCAGTGCAGGCGCTAGGG
GCGCAGTATTCAATGTGGAAGCTTAAATATCTTAATGTAAAGCTTACTTCCATGGTTGGATCCTC
TGCAGTCAATGGTACTGTAGTGAGAGTATCTTTGAATCCAACGTCTACACCTTCTTCCACTAGCT
GGTCTGGCTTGGGAGCTCGAAAACATCTTGACGTGACAGTTGGTAAGAATGCTGTGTTCAAGTT
GAAACCAGCTGACCTGGGTGGCCCTAGAGATGGTTGGTGGTTAACAAACACCAATGCATGGCC
CTTCTGAATG

klasi¢éni/5

HAstV uzorak
4-SRB

TCAACTCCCCGGGGAACAGGGTGTCACAGGACCAAAACCAGCAATATGTCAACGAGCAACAGC
AACGCTCGGAACTGTCGGATCCAATACAAGTGGAACAACCGAGATTGAGGCGTGTATTCTCCTC
AATCCGGTACTTGTTAAGGATGCTACAGGGAGTACTCAATTTGGACCAGTGCAGGCGCTAGGG
GCGCAGTATTCAATGTGGAAGCTTAAATATCTTAATGTAAAGCTTACTTCCATGGTTGGATCCTC
TGCAGTCAATGGTACTGTAGTGAGAGTATCTGGGAAATTCCCCCTTTCCCCTTGGGCCCCAAGG
GTTTCCCA

klasi¢ni/5

HAstV uzorak
5-SRB

TCCACTCCCGGGGAACGGGGTCACAGGACCAAAACCTGCAATTTGTCAGAGAGCAACAGCAAC
CCTTGGGACAGTCGGGTCAAACACCAGTGGCACCACTGAGATTGAGGCGTGTATTCTCCTCAAC
CCTGTCCTCGTTAAGGACGCTACTGGAAGCACTCAGTTTGGCCCTGTGCAGGCGCTAGGTGCAC
AGTACTCCATGTGGAAGTTAAAGTATTTGAATGTCAAATTGACCTCTATGGTTGGTGCATCTGC
CGTTAATGGTACTGTTCTCAGGGTTTCACTTAACCCCACATCTACGCCATCTTCCACTAGTTGGT
CAGGATTAGGCGCACGTAAACATCTTGATGTTACGGTTGGTAAGAATGCAACATTTAAATTGAA
GCCTTCTGACCTTGGTGGACCTAGGGATGGATGGTGGCTTACTAACACCATGCTTGGGGCCTTC
TATA

klasi¢ni/1
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NoV uzorak
1-SRB

TCTGCCCGAAATTGTAAATGATGATGGCGTCTAAGGACGCCTCTCAAAGCGCTGATGGCGCAA
GCGGCGCAGGTCAACTGGTGCCGGAGGTTAATACAGCTGACCCCTTACCCATGGAACCTGTGG
CTGGGCCAACAACAGCCGTAGCCACTGCTGGGCAAGTTAATATGATTGATCCCTGGATTGTTAA
TAATTTTGTCCAGTCACCTCAAGGTGAGTTCACAATCTCTCCTAACAATACCCCCGGTGATATTT
TGTTTGATTTACAATTAGGTCCACATCTAAACCCTTTCTTGTCACATTTGTCCCAAATGTACAAT
GGCTGGGTTGG

Gl/2

NoV uzorak
2-SRB

CGCAATCTTGCTCCCAGTCTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCGCTCCATCTACTGAT
GGTGCAGCCGGCCTCGTGCCAGAAAGTAACAATGAGGTCATGGCTCTTGAACCCGTGGCTGGT
GCCGCCTTGGCAGCCCCAGTCACCGGTCAAACAAATATTATAGACCCTTGGATTAGAGCAAATT
TTGTCCAGGCCCCCAATGGTGAATTTACAGTTTCTCCCCGTAATGCCCCTGGTGAAGTGTTATTG
AATCTAGAGTTGGGTCCAGAATTAAATCCTTATCTGGCACATTTAGCAAGAATGTACAACGGGC
AGGATCTGG

Gll/2

NoV uzorak
3-SRB

TCGCGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGAAGATGGCGTAGAATGACGC
CGCTCCATCTAATGATGGTGCTGCTGGTCTCGTACCAGAGGGCAACAACGAGACCCTTCCCCTA
GAACCAGTTGCGGGCGCAGCTATAGCCGCACCCGTCACTGGCCAAAATAACATAATTGACCCC
TGGATTAGAACAAATTTTGTGCAAGCACCAAATGGAGAGTTCACAGTGTCACCCAGAAACTCTC
CTGGAGAAATTTTATTAAACTTAGAGTTGGGCCCTGATTTGAACCCTTATTTGGCTCATTTGTCA
AGGATGTACAACGGAAGTGCCCGGCGGA

Gll/17

NoV uzorak
4-SRB

TCTTCCTGGGAGCGTCGTCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGAC
GCCGCTCCATCTAATGATGGTGCAGCCGGTCTCGTACCAGAGGTCAACAACGAGACGATGGCA
CTTGAGCCGGTGGCTGGGGCTTCCATAGCTGCCCCTCTAACCGGCCAAAATAATGTGATAGACC
CCTGGATTAGAATGAATTTTGTCCAAGCTCCAAATGGTGAATTTACAGTGTCCCCCCGCAATTC
CCCAGGTGAAGTGTTGTTAAATTTGGAATTAGGCCCTGAATTAAATCCATTCTTGGCACATCTTT
CAAGAATGTACAACGGCAAAGGCCGGCGGA

Gll/1

NoV uzorak
5-SRB

TCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCGCTCCATCTAATGA
TGGTGCAGCCGGTCTCGTACCAGAGGTCAACAACGAGACGATGGCACTTGAGCCGGTGGCTGG
GGCTTCTATAGCTGCCCCTCTAACCGGCCAAAATAATGTGATAGACCCCTGGATTAGAATGAAT
TTTGTCCAAGCTCCAAATGGGGAGTTTACAGTGTCCCCCCGTAATTCCCCAGGTGAAGTGTTGT

TAAATTTGGAATTAGGCCCTGAATTAAATCCATTCTTGGCACACCTTTCAAGAATGTACAACGG
ACAAGGCCGGCGGG

Gll/1

NoV uzorak
6-SRB

CTCCCGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGACGC
CGCTCCATCTAATGATGGTGCTGCTGGTCTCGTACCAGAGGGCAACAACGAGACCCTTCCCCTA
GAACCAGTTGCGGGCGCAGCTATAGCCGCACCCGTCACTGGCCAAAATAACATAATTGACCCC
TGGATTAGAACAAATTTTGTGCAAGCACCAAATGGAGAGTTCACAGTGTCACCCAGAAACTCTC
CTGGAGAAATTTTATTAAACTTAGAGTTGGGCCCTGATTTGAACCCTTATTTGGCTCATTTGTCA
AGGATGTACAACGAAATGGCCTGGCGGG

Gll/17

NoV uzorak
7-SRB

GGGAGGGCGGATCGCAATCTTGCTCCCAGTCTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCGC
TCCATCTACTGATGGTGCAGCCGGCCTCGTGCCAGAAAGTAACAATGAGGTCATGGCTCTTGAA
CCCGTGGCTGGTGCCGCCTTGGCAGCCCCAGTCACCGGTCAAACAAATATTATAGACCCTTGGA
TTAGAGCAAATTTTGTCCAGGCCCCCAATGGTGAATTTACAGTCTCTCCCCGTAATGCCCCTGGT
GAAGTGCTATTGAATCTAGAGTTGGGTCCAGAATTAAATCCTTATCTGGCACATTTAGCAAGAA
TGTACAACGGAAAAGGCCGGCGGAC

Gll/2

NoV uzorak
8-SRB

CATCGTGGGAGGGCGATAGCAATCTTGCTCCCAGTCTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGAC
GCCGCTCCATCTACTGATGGTGCAGCCGGCCTCGTGCCAGAAAGTAACAATGAGGTCATGGCTC
TTGAACCCGTGGCTGGTGCCGCCTTGGCAGCCCCAGTCACCGGTCAAACAAATATTATAGACCC
TTGGATTAGAGCAAATTTTGTCCAGGCCCCCAATGGTGTATTTACAGTCTCTCCCCGTAATGCCC
CTGGTGAAGTGCTATTGAATCTAGAGTTGGGTCCAGAATTAAATCCTTATCTGGCACATTTAGC
AAGAATGTACAACGGAAAAGCTGGTGGC

Gll/2

NoV uzorak
9-SRB

CTCGTGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTTTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAGTGACGC
CAACCCATCTGATGGGTCCGCAGCCAACCTCGTCCCAGAGGTCAACAATGAGGTTATGGCTCTG
GAGCCCGTTGTTGGTGCCGCCATTGCGGCACCTGTAGCGGGCCAACAAAATGTAATTGACCCCT
GGATTAGAAATAATTTTGTACAAGCCCCTGGTGGAGAGTTTACAGTATCCCCTAGAAACGCTCC
AGGTGAAATACTATGGAGCGCGCCCCTGGGCCCTGATCTAATCCCCTACCTATCCCATTTGGCC
AGAATGTACAACGGTCATGCCGGCGGTGTTGTCGCTATCGTTGTTATCACCCTCCCCCGATG

Gll/4

NoV uzorak
10-SRB

TCGTGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAATTTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCC
GCTCCATCTACTGATGGTGCAGCCGGCCTCGTGCCAGAAAGTAACAATGAGGTCATGGCTCTTG
AACCCGTGGCTGGTGCCGCCTTGGCAGCCCCGGTCACTGGTCAAACAAATATTATAGACCCTTG
GATTAGAGCAAATTTTGTCCAGGCCCCCAATGGTGAATTTACAGTCTCTCCCCGTAATGCCCCT
GGTGAAGTGCTACTGAATCTAGAGTTGGGTCCAGAATTAAATCCTTATCTGGCACATTTAGCAA
GAATGTACAACGACAATGCCCGGCG

Gll/2

RVA VP4
uzorak 1-SRB

TTCCAGTCAATTGGGGTCATGGAGAAATCAATGATTCAACCACAGTGGAACCAATTTTAGATGG
TCCTTATCAACCTACTACATTTACACCACCTACTGATTATTGGATACTTATTAACTCAAATACAA
ATGGAGTAGTATACGAGAGTACAAATAATAGTGATTTTTGGACTGCAGTCATTGCTGTTGAACC
GCACGTCGATCCAGTAGATAGACAATATAATGTATTTGGTGAAAATAAACAATTTAATGTAAGA
AATGATTCAGATAAGTGGAAGTTTCTAGAAATGTTTAGAGAGACAGTAGTCAAAGTGACTTTTA
TAATAGACGTACACTAACTTCTGATACTAAACTCGTAGGAATATTAAAATATGGTGGAAGAATA
TGGACATTTCATGGTGAAACACCGAGGGCTACTACCGATAGCTCAAACACTGCAAATTTGAAC
GGTATATCAATTACAATTCATTCAGAATTTTATATTATTCCAAGGTCCCAAGAGTCTAAGTGTAA
TGAATATATTAATAACGGTCTACCACCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTACCATTATCATTA
TCATCTAGATCTATACAGTATACGAGAGCACAAGTTAATGAAGACATTACAATTTCAAAGACTT

A/P[8]
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CATTATGGA

RVA VP4
uzorak 2-SRB

TATTGGGGTCATGGAGAAATAAATGATTCAACGACAGTGGAACCAATTTTAGATGGTCCTTACC
AACCTACTACATTTACACCACCTACTGATTATTGGATACTTATTACCTCAAATACAAATGGAGT
AGTATACGAGAGTACAAATAATAGTGACTTTTGGACTGCAGTCATTGCTGTTGAACCGCACGTC
AATCCAGTAGATAGACAATATAATGTATTTGGTGAAAATAAACAATTTAATGTAAGAAATGATT
CAGATAAATGGAAGTTTTTAGAAATGTTTAGAGGCAGTAGTCAAAATGACTTTTATAATAGACG
TACACTAACTTCTGATACTAGACTCGTGGGAATATTAAAATATGGTGGAAGAGTATGGACATTT
CATGGTGAAACACCGAGGGCTACCACTGATAGTTCAAACACTGCAAATTTGGACGGTATATCA
ATTACAATTCATTCAGAATTTTATATTATTCCAAGGTCCCAAGAGTCTAAGTGTAATGAATATAT
TAACAACGGTCTGCCACCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTACCATTATCATTATCATCTAGA
TCTATACAGTATAAGAGAGCACAAGTTAATGAAGACATTACAATTTCAAAGACCTCATTATG

AJP[8]

RVA VP4
uzorak 3-SRB

AATCATGGGGTCATGGAGAAATAAATGATTCAACCACAGTGGAGCCAATTTTAGATGGTCCTTA
TCAACCTACTACATTTACACCACCTACTGATTATTGGATACTTATTAACTCAAATACAAATGGA
GTAGTATACGAGAGTACAAATAATAGTGACTTTTGGACTGCAGTCATTGCTGTTGAACCGCACG
TCGATCCAGTAGATAGACAATATAATGTATTTGGTGAAAATAAACAATTTAATGTAAGAAATGA
TTCAGATAAATGGAAGTTTCTAGAAATGTTTAGAGGCAGTAGTCAAAGTGACTTTTATAATAGA
CGTACACTAACTTCTGATACTAAACTCGTAGGAATATTAAAATATGGTGGAAGAATATGGACAT
TTCATGGTGAAACACCGAGGGCTACTACCGATAGCTCAAACACTGCAAATTTGAACGGTATATC
AATTATAATTCATTCAGAATTTTATATTATTCCAAGGTCCCAAGAGTCTAAGTGTAATGAATATA
TTAATAACGGTCTACCACCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTACCATTATCATTATCATCTAG
ATCTATACAGTATACGAGAGCACAAGTTAATGAAGACATTACAATTTCAAAGACTTCATTATGG
AAAA

A/P[8]

RVA VP4
uzorak 4-SRB

ATATGGGGACACGGAGAGATTAATGATTCAACTACAGTGGAACCAGTTTTAGATGGTCCTTATC
AACCAACTACATTCAAACCACCCAATGATTATTGGCTGCTTATTAGTTCAAATACAGATGGAGT
AGTCTATGAAAGTACAAATAATAGTGACTTTTGGACAGCAGTTATCGCTGTTGAACCACATGTC
AGTCCAACAAATAGGCAATATGTTTTATTTGGTGAAAATAAGCAGTTTAACGTAGAAAATAGTT
CAGATAAATGGAAATTTTTCGAAATGTTTAAAGGTAGTAGTCAGAGTGATTTTTCCAATAGACG
GACTTTAACCTCTGATAATAGACTTGTAGGAATGCTAAAATACGGTGGAAGAGTATGGACATTT
CATGGTGAAACACCAAGAGCTACTACAGATAGTTCGAATACTGCGGATTTAAATAATATCTCAA
TTATAATTCATTCAGAGTTTTATATTATTCCAAGATCCCAAGAATCTAAATGTAATGAATATATT
AATAATGGTTTACCACCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTTCCATTATCTCTATCATCTAGATC
TATTCAATATAGAAGAGCACAAGTTAATGAAGATATTACAATTTCAAAAACTTCATTATGGAAA
ATGG

A/P[4]

RVA VP4
uzorak 5-SRB

CATCATTGGGGTCATGGAGAAATAAATGATTCAACCACAGTGGAACCAATTTTAGATGGTCCTT
ATCAACCTACTACATTTACACCACCTACTGATTATTGGATACTTATTAACTCAAATACAAATGG
AGTAGTATACGAGAGTACAAATAATAGTGATTTTTGGACTGCAGTCATTGCTGTTGAACCGCAC
GTCGATCCAGTAGATAGACAATATAATGTATTTGGTGAAAATAAACAATTTAATGTAAGAAATG
ATTCAGATAAGTGGAAGTTCCTAGAAATGTTTAGAGGCAGTAGTCAAAGTGACTTTTATAATAG
ACGTACACTAACTTCTGATACTAAACTCGTAGGAATATTAAAATATGGTGGAAGAATATGGACA
TTTCATGGTGAAACACCGAGGGCTACTACCGATAGCTCAAACACTGCAAATTTGAACGGTATAT
CAATTACAATTCATTCAGAATTTTATATTATTCCAAGGTCCCAAGAGTCTAAGTGTAATGAATAT
ATTAATAACGGTCTACCACCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTACCATTATCATTATCATCTA
GATCTATACAGTATACGAGAGCACAAGTTAATGAAGACATTACAATTTCAAAGACTTCATTATG
GAAAATGCGT

AJP[8]

RVA VP4
uzorak 6-SRB

CAATATTGGGGTCATGGAGAAATAAATGATTCAACGACAGTGGAACCAATTTTAGATGGTCCTT
ACCAACCTACTACATTTACACCACCTACTGATTATTGGATACTTATTACCTCAAATACAAATGG
AGTAGTATACGAGAGTACAAATAATAGTGACTTTTGGACTGCAGTCATTGCTGTTGAACCGCAC
GTCAATCCAGTAGATAGACAATATAATGTATTTGGTGAAAATAAACAATTTAATGTAAGAAATG
ATTCAGATAAATGGAAGTTTTTAGAAATGTTTAGAGGCAGTAGTCAAAATGACTTTTATAATAG
ACGTACACTAACTTCTGATACTAGACTCGTGGGAATATTAAAATATGGTGGAAGAGTATGGACA
TTTCATGGTGAAACACCGAGGGCTACCACTGATAGTTCAAACACTGCAAATTTGGACGGTATAT
CAATTACAATTCATTCAGAATTTTATATTATTCCAAGGTCCCAAGAGTCTAAGTGTAATGAATAT
ATTAACAACGGTCTGCCACCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTACCATTATCATTATCATCTA
GATCTATACAGTATAAGAGAGCACAAGTTAATGAAGACATTACAATTTCAAAGACCTCATTATG
GGAAAATGGT

AJP[8]

RVA VP4
uzorak 7-SRB

CCCTCATGGGGACACGGAGAGATTAATGATTCAACTACAGTGGAACCAGTTTTAGATGGTCCTT
ATCAACCAACTACATTTAAACCACCCAATGATTATTGGCTGCTTATAAGTTCAAATACAGATGG
AGTAGTCTATGAGAGTACAAATAATAGTGACTTTTGGACAGCAGTTATCGCTGTCGAACCACAT
GTCAGTCAAACAAATAGGCAATATGTTTTATTTGGTGAGAATAAGCAGTTTAATGTAGAAAATA
GTTCAGATAAATGGAAATTTTTCGAAATGTTTAAAGGTAGTAGTCAGAGTGATTTTTCTAATAG
ACGGACTTTAACCTCTAATAATGGACTTGTAGGAATGCTAAAATATGGTGGAAGAGTATGGAGT
TTCATGGTGAAACACCAAGAGCTACCACTGATAGTTCGAATACTGCGGATTTAAATAATATATC
AATCATAATTCATTCAGAGTTTTATATTATTCCAAGATCCCAAGAATCTAAATGTAATGAATAT
ATTAATAATGGTTTACCGCCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTTCCATTATCTCTATCATCCAG
GTCTATTCAATATAGAAGAGCACAAGTTAATGAAGACATTACAATTTCAAAAACTTCATTATGG
AAAGAAATGGAATA

AIP[4]

RVA VP4
uzorak 8-SRB

CCCCAATTATGGGGTCATGGAGAAATAAATGATTCAACCACAGTGGAACCAATTTTAGATGGTC
CTTATCAACCTACTACATTTACACCACCTACTGATTACTGGATACTTATTAACTCAAATACAAAT
GGAATAGTATACGAGAGTACAAATAACAGTGACTTTTGGACTGCAGTTATTGCTGTTGAACCGC
ACGTCGATCCGGTAGATAGACAATATAATGTATTTGGTGAAAATAAACAATTTAATGTAAGAA

ATGATTCAGATAAATGGAAGTTTTTAGAAATGTTTAGAGGCAGTGGTCAAAATGACTTTTATAA
TAGACGTACACTAACTTCTGATACTAGACTCGTAGGAATATTAAAATATGGTGGAAGAATATGG

AJP[S]
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ACATTTCATGGTGAAACACCGAGGGCTACTACCGATAGCTCAAACACTGCAAATTTAAACGGT
ATATCAATTACAATTCATTCAGAATTTTATATTATTCCAAGGTCCCAAGAGTCTAAGTGTAATGA
ATACATTAACAACGGTCTACCACCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTACCATTATCATTATCA
TTAGATCTATACAGTATACGAGAGCACAAGTTAATGAAGACATTACAATTTCAAAGACTTCATT
ATGGAAAAAATGTGGGAAAATAT

RVA VP4
uzorak 9-SRB

TTCCCCCCGCATGGGGACACGGAGAGATTAATGATTCAACTACAGTGGAACCAGTTTTAGATGG
TCCTTATCAACCAACTACATTTAAACCACCCAATGATTATTGGCTGCTTATAAGTTCAAGTACA
GATGGAGTAGTCTATGAGAGTACAAATAATAGTGACTTTTGGACAGCAGTTATCGCTGTCGAAC
CACATGTCAGTCAAACAAATAGGCAATATGTTTTATTTGGTGAGAATAAGCAGTTTAACGTAGA
AAATAGTTCAGATAAATGGAAATTTTTCGAAATGTTTAAAGGTAGTAGTCAGAGTGATTTTTCT
AATAGACGGACTTTAACCTCTAATAATGGACTTGTAGGAATGCTAAAATATGGTGGAAGAGTAT
GGACGTTTCATGGTGAAACACCAAGAGCTACCACTGATAGTTCGAATACTGCGGATTTAAATAA
TATATCAATCATAATTCATTCAGAGTTTTATATTATTCCAAGATCCCAAGAATCTAAATGTAATG
AATATATTAATAATGGTTTACCGCCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTTCCATTATCTCTATCA
TCCAGGTCTATTCAATATAGAAGAGCACAAGTTAATGAAGATATTACAATTTCAAAAACTTCAT
TATGGAG

A/P[4]

RVA VP4
uzorak 10-
SRB

CCCCAATTATGGGGTCATGGAGAAATAAATGATTCAACGACAGTGGAACCAATTTTAGATGGTC
CTTACCAACCTACTACATTTACACCACCTACTGATTATTGGATACTTATTACCTCAAATACAAAT
GGAGTAGTATACGAGAGTACAAATAATAGTGACTTTTGGACTGCAGTCATTGCTGTTGAACCGC
ACGTCAATCCAGTAGATAGACAATATAATGTATTTGGTGAAAATAAACAATTTAATGTAAGAA
ATGATTCAGATAAATGGAAGTTTTTAGAAATGTTTAGAGGCAGTAGTCAAAATGACTTTTATAA
TAGACGTACACTAACTTCTGATACTAGACTCGTGGGAATATTAAAATATGGTGGAAGAGTATGG
ACATTTCATGGTGAAACACCGAGGGCTACCACTGATAGTTCAAACACTGCAAATTTGGACGGTA
TATCAATTACAATTCATTCAGAATTTTATATTATTCCAAGGTCCCAAGAGTCTAAGTGTAATGAA
TATATTAACAACGGTCTGCCACCAATTCAAAATACTAGAAATGTAGTACCATTATCATTATCAT
CTAGATCTATACAGTATAAGAGAGCACAAGTTAATGAAGACATTACAATTTCAAAGACCTCATT
ATGGAAAGAAATGCCA

AJP[8]

RVA VP7
uzorak 1-SRB

CTCCCTTTAATGTATGGTATTGAATATACCACAATTCTAACCTTTCTGATATCATTTATTTTATTG
AATTATATACTAAAATCATTAACTAGAATGATGGACTTCATTATTTATAGATTTCTTTTTATAAT
AGTCATTTTGTGACCATTATTGAAAGCTCATAATTATGGAATTAATCTACCAATCACTGGTTCAA
TGGATACTGCATACCCTAATTCTACACAATGAGAAACTTTTCTTACATCTACTCTATGTTTGTAC
TATCCTATCAAAACTGCAACAGAAATAAATGACAATTCATGGAAAGATACACTCTCACAATTGT
TTTTCACAAAAGGATGGCCTACTGGATCAGTTACTTTTAAAGAGTATACAGACATCGCTTCTTTC
TCAGTCGATCCACAGTTATACTGTGATTACAATGTTGTTCTAATGAAATACGATGCTACGCTGC
AACTGGATATGTCTGAATTAGCTGATTTGATACTGAATGAATGGTTATGTAATCCAATGGATAT
TACTTTATACTATTACCAACAAACAGATGAGGCCAATAAGTGGATTTCTATGGGATCATCATGT
ACAATTAAAGTGTGTCCGCTCAATACGCAAACTTTAGGAATTGGTTGTTTGACTACTGATGCGA
CAACATTCGAAGAAGTTGCTACGGCTGAGAAATTAGTCATTACTGATGTTGTTGATGGAGTCAA
TCATAAACTAGATGTTACTACGGCTACTTGTACGATCAGAAATTGTAAAAAACTAGGACCAAGA
GAAAATGTAGCAGTAATTCAAGTTGGAGGTTCTGATGTTCTTGATATAACAGCTGATCCCACTA
CAGCACCACAGACTGAAAGAATGATGCGTATTAATTGGAAAAAATGGTGGCAGGTATTTTACA
CTGTAGTTGACTATGTAAATCAAATAATCCAAGCAATGTCCAAAAGATCGCGATCGTTAAACTC
TGCAGCATT

A/G3

RVA VP7
uzorak 2-SRB

GGTATGGAATATACCACAATTCTAATCTTTCTGATATCAATCATTCTATTCAACTATATATTAAA
ATCAGTGACTCAAATGATGGACTACCTTATATATAGATCTTTGTTAATTTCTGTAGCTTTATTTG
CTTTGACAAGAGTTCAGAATTATGGGATTAACTTACCAATAACAGGATCAATGGACGCCGCATA
CGCTAACTGTACTCAAGAAGGAATATTTCTAACATCCACATTATGTCTATATTATCCGACAGAA
GCAAGTACTCAAATTAATGATGGTGAATGGAAAGACTCATTATCACACATGTTTCTCACAAAAG
GTTGGCCAACAGGATCAGTCTATTTTAAAGAGTATTCAAGTATTGTTGATTTTTCTGTTGATCCA
CAATTATATTGTGATTATAACTTAGTACTAATGAAATATGATCAAAATCTTGAATTAGATATGTC
AGAGTTAGCTGATTTAATATTGAATGAATGGTTATGTAATCCAATGGATATAACATTATATTATT
ATCAACAATCAGGAGAATCAAACAAGTGGATATCAATGGGATCATCATGTACTGTGAAAGTGT
GTCCACTGAATACGCAAACGTTAGGAATAGGCTGTCAAACAACAAATGTAGACTCGTTTGAAA
TGGTTGCTGAAAATGAGAAATTAGCTATAGTGGACGTCGTTGATGGGATAAATCATAAAATAA
ATTTGACAACTACGACATGTACTATTCGAAATTGTAAGAAGTTAGGTCCAAGAGAGAATGTAGC
TGTAATACAGGTTGGTGGCTCTAATGTATTAGACATAACAGCAGATCCAACGACTAATCCACAA
ACTGACAGAATTTGCAAATATCTTTATATAAAGTATTCCATCATTTGAATCACTGATTTAATATA
TAATTGAATAGAATGATTGATGTCCAAAAGATCAAAATTGTTGTATTCTCCTACCTTTCATCAAA
AGGATCTAACCCTTTCCATACGAAATCTCTCTTTTTTCACCC

A/G1

RVA VP7
uzorak 3-SRB

GGTTAGCTTCCTTTAATGTATGGTAAGATATATACCACAATTCTAATCTTTCTGATATCAATCAT
TCTACTCAACTATATATTGAAATCAGTGACTCCAATAATGGACTACATTATATATAGATTTTTGT
TAATTTCTGTAGCATTATTTGCTTTAACTAAAGCTCAGAACTATGGACTTAACATACCAATAACA
GGATCAATGGATACTGTATACTCCAACTCTACTCAACAAGGAATATTTCTAACATCCACATTAT
GTTTGTATTATCCAACTGAAACAAGTACTCAAATCAGAGATGGTGAATGGAAAGACTCTTTATC
TCAAATGTTCCTTACAAAAAGTTGACCATCATGATCAGTCTATTTTAAAGAGTATTCAAACATC
GTTGATTTTTCCGTTGACCCACAATTATATTGTGATTATAACTTAGTACTAATGAAGTATGATCA
AAATCTTGAATTAGATATGTCAGAGTTAGCTGATTTGATATTGAATGAATGGTTATGTAATCCA
ATGGATATAACATTATATTATTACCAACAATCAGGAGAATCAAATAAGTGGATATCAATGGGAT
CATCATGTACTGTGAAATTATGTCCACTGAATACACAAACGTTGGGAATAGGTTGTCAAACAAC
GAATGTAGACTCATTTGAAACAGTTGCTGAGAATGAAAAATTAGCTATAGTGGATGTCGTCGAT
GGGATAAATCATAAAATAAATTTGACAACTACGACATGTACTATTCGAAATTGTAAGAAGTTAG
GTCCAAGAGAGAATGTAGCTGTAATACAAGTTGGTGGCTCTAATATATTAGACATAACAGCGG
ATCCAACGACTAATCCACAAATTGAGAGAATGATGAGAGTGAATTGGAAAAGATGGTGGCAAG

AlG1
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TATTTTATACCATAGTAGATTACATTAATCAGATTGTACAGGTAATGTCCAAAAGATCAAGATC
ATTAGATTCT

RVA VP7
uzorak 4-SRB

GCTAGCGGTTAGCTCTTTTTAATGTATGGTATTGAATATACCACAATTCTGACCATTTTGATATT
TATCATATTATTGAATTATATATTAAAAACTATAACTAATACGATGGACTATATAATTTTTAGGT
TATTACTACTTATCGCTCTGATGTCACCATTTGTGAGGACGCAAAATTATGGTATGTATTTACCA
ATAACAGGATCACTAGACGCTGTATACACAAATTCAACTAGTGGAGAATCATTTCTAACTTCAA
CGCTATGTTTATACTATCCAACAGAAGCTAAAAATGAGATTTCAGATAATGAATGGGAAAATAC
TCTATCGCAATTATTTTTAACTAAAGGATGGCCGACTGGATCAGTTTATTTTAAAGACTACAATG
ATATTACTACATTTTCTATGAATCCACAACTATATTGTGATTATAATGTAGTGTTGATGAGATAT
GATAATACATATGAAGTAGATGCATCGGAGCTAGCAGATCTCATATTGAATGAATGGCTGAGC
AATCCTATGGATATATCACTTTATTATTATCAACAAAATAGCGAATCAAATAAATGGATATCAA
TGGGAACGGACTGTACGGTAAAAGTTAGTCCACTCAATGCACAAACTTTAGGAATAGGATGCA
AAACTACGGACGTGGATACATTTGAGATTGTTGCCTCGTCTGAAAAATTGGTAATTACTGACGT
TGTAAATGGTGTTAATCATAAAATAAATATTTCAATAAGTACGTGTACTATACGTAATTGTAAT
AAACTAGGACCACGAGAAAATGTTGCTATAATTCAAGTTGGTGGACCGAACGCACTAGATATC
ACTGCTGATCCAACAACAGTTCCACAGGTTCAAAGAATCATGCGAGTAAATTGGAAAAAATGG
TGGCAAGTGTTTTACACAGTAATTGACTATATTAACCAAATTATACAAGTTATGTCCAAACGGT
CAAGATCATTAAAACG

A/G2

RVA VP7
uzorak 5-SRB

TATACCACAATTCTAACCTTTCTGATATCATTTATTTTATTGAATTATATACTAAAATCATTAACT
AGAATGATGGACTTCATTATTTATAGATTTCTTTTTATAATAGTCATTTTGTCACCATTATTGAA
AGCTCAGAATTATGGAATTAATCTACCAATCACTGGTTCAATGGATACTGCATACGCTAATTCT
ACACTAGGAGAAACTTTTCTTACATCTACTCTATGTTTGTACTATCCTAGCGAAGCTGCAACAG
AAATAAATGACAATTCATGGAAAGATACACTCTCACAATTGTTTTTAACTAAAGGATGGCCTAC
TGGATCAGTTTATTTTAAAGAGTATACAGACATCGCTTCTTTTTCAGTCGATCCACAGTTATACT
GTGATTACAATGTTGTTCTAATGAAATACGATGCTACGCTGCAACTGGATATGTCTGAATTAGC
TGATTTGATACTGAATGAATGGTTATGTAATCCAATGGATATTACTTTATACTATTACCAACAAA
CAGATGAGGCCAATAAGTGGATTTCTATGGGATCATCATGTACAATTAAAGTGTGTCCGCTCAA
TACGCAAACTTTAGGAATTGGTTGTTTGACTACTGATGCGACAACATTCGAAGAAGTTGCCACG
GCTGAGAAATTAGTCATTACTGATGTTGTTGATGGAGTCAATCATAAACTAGATGTTACTACGG
CTACTTGTACGATCAGAAATTGTAAAAAACTAGGACCAAGAGAAAATGTAGCAGTAATTCAAG
TTGGAGGTTCTGATGTTCTTGATATAACAGCTGATCCCACTACAGCACCACAGACTGAAAGAAT
GATGCGTATTAATTGGAAAAAATGGTGGCAGGTATTTTACACTGTAGTTGACTATGTAAATCAA
ATAATCCAAGTAATGTCCAAAAGATCGCGATCGTTAAACTCTGCAGCA

A/G3

RVA VP7
uzorak 6-SRB

TTAATTTCTGTAGCTTTATTTGCTTTGACAAGAGCTCAGAATTATGGGATTAACTTACCAATAAC
AGGATCAATGGACGCCACATACGCTAACTCTACTCAAGAAGGAATATTTCTAACATCCACATTA
TGTCTATATTATCCGACAGAAGCAAGTACTCATATTAATGATGGTGAATGGAAAGACTCATTAT
CACACATGTTTCTCACAAAAGGTTGGCCAACAGGATCAGTCTATTTTAAAGAGTATTCAAGTAT
TGTTGATTTTTCTGTTGATCCACAATTATATTGTGATTATAACTTAGTACTAATGAAATATGATC
AAAATCTTGAATTAGATATGTCAGAGTTAGCTGATTTAATATTGAATGAATGGTTATGTAATCC
AATGGATATAACATTATATTATTATCAACAATCAGGAGAATCAAACAAGTGGATATCAATGGG
ATCATCATGTACTGTGAAAGTGTGTCCACTGAATACGCAAACGTTAGGAATAGGCTGTCAAACA
ACAAATGTAGACTCGTTTGAAATGGTTGCTGAAAATGAGAAATTAGCTATAGTGGACGTCGTTG
ATGGGATAAATCATAAAATAAATTTGACAACTACGACATGTACTATTCGAAATTGTAAGAAGTT
AGGTCCAAGAGAGAATGTAGCTGTAATACAGGTTGGTGGCTCTAATGTATTAGACATAACAGC
AGATCCAACGACTAATCCACAAACTGAGAGAATGATGAGAGTGAATTGGAAAAAA

A/G1

RVA VP7
uzorak 7-SRB

CGTCGTCGCTAGCGGTTAGCTCTTTTTAATGTATGGTATTGAATATACCACAATTCTGACCATTT
TGATATTTATCATATTATTGAATTATATATTAAAAACTATAACTAATACGATGGACTATATAATT
TTTAGGTTTTTACTACTCATCGCTCTGATGTCACCATTTGTGAGGACGCAAAATTATGGTATGTA
TTTACCAATAACAGGATCACTAGACGCTGTATACACAAATTCAACTAGTGGAGAATCATTTTTA
ACTTCAACGCTATGTTTATACTATCCAACAGAAGCTAAAAATGAGATTTCAGATAATGAATGGG
AAAATACTCTATCGCAATTATTTTTAACTAAAGGATGGCCGACTGGATCAGTTTATTTTAAAGA
CTACAATGATATTACTACATTTTCTATGAATCCACAACTATATTGTGATTATAATGTAGTATTGA
TGAGATATGATAATACATCTGAATTAGATGCATCGGAGTTAGCAGATCTTATATTGAACGAATG
GCTGTGCAATCCTATGGATATATCACTTTACTATTATCAACAAAATAGCGAATCAAATAAATGG
ATATCAATGGGAACGGACTGTACGGTAAAAGTTTGTCCACTCAATACACAAACTTTAGGAATTG
GATGTAAAACTACGGACGTGGATACATTTGAGATTGTTGCCTCGTCTGAAAAATTGGTAATTAC
TGATGTTGTAAATGGTGTTAATCATAAAATAAATATTTCAATAAGTACGTGTACTATACGTAAT
TGTAATAAACTAGGACCACGAGAAAATGTTGCTATAATTCAAGTTGGTGGACCGAACGCACTA
GATATCACTGCTGATCCAACAACAGTTCCACAGGTTCAAAGAATCATGCGAGTAAATTGGAAA
AAATGGTGGCAAGTGTTTTATACAGTAGTTGACTATATTAACCAAATTATACAAGTTATGTCCA
AACGGTCAA

AIG2

RVA VP7
uzorak 8-SRB

TTGGCGGGGGCTCCTTCTTAATAAAGGGTGGGGGTTATCACCGCTCCTGTCCTGTCTGTAATCA
ATAGTTTTATTGAACTACATATTAAAATCACTAACTAGTGCGATGGACTTTATAATTTATAGATT
TCTTTTACTTATTGTTATTTTGTCACCATTTGTCAAAACACAAAATTATGGGATAAATTTACCAA
TTACTGGCTCCATGGACACAGCATATGCAAATTCGTCACAGCAAGAAACATTCTTAACTTCAAC
GCTATGTTTATATTATCCTACTGAAGCATCAACTCAAATTGGAGATACCGAATGGAAGAATACT
CTATCTCAATTATTCTTGACTAAGGGGTGGCCAACTGGATCAGTTTATTTTAAAGAATATACAG
ATATCGCTTCGTTCTCAATTGATCCACAACTTTATTGTGATTATTATGTTGTGCTAATGAAGCAT
GATTCAACGTTAGAGCTAGATATGTTTGAATTGGCTGATTTGATTCTAAATGAATGGTTATGCA
ATCCAATGGATATAACATTATATTATAATCAGCAAACAGATGAATCGAATAAATGGATATCGAT
GGGACAATGTTGTGCCATAAAAGTGTGCGCATTAAATACACAAACTTTAGGAATAGGTTGTAAT
ACTACAAATACAGCGACATTTGAAGAAGTAGCTACTAGTGAGAAATTAGTGATAACTGATGTT
GTTGATGGTGTGAATCATAAACTTGATGTAACTACAAATACCTGTACAATTAGAAATTGTAAGA
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AGTTAGGACCGAGAGAGAATGTAGCAATTATACAAGTCGGTGGCTCAGAAGTGTTAGATATTA
CAGCGGATCCAACTACCACACCACAAACTGAGCGTATGATGCGAGTAAATTGGAAAAAGCGCC
GGCAGTATTACTGAGCGATAATAGATGATATTAAACAGATCGGGTGATTTCAGAGAGAAAAGA
GTGGTGATAAATCCCCACCTTATTAAAAAGGAGCCGACG

RVA VP7
uzorak 9-SRB

TTTAATGTATGGTATTGAATATACCACAATTCTGACCATTTTGATATTTATCATATTATTGAATT
ATATATTAAAAACTATAACTAATACGATGGACTATATAATTTTTAGGTTTTTACTACTCATCGCT
TTGATGTCACCATTTGTGAGGACGCAAAATTATGGTATGTATTTACCAATAACAGGATCACTAG
ACGCTGTATACACAAATTCAACTAGTGGAGAATCATTTCTAACTTCAACGTTATGTTTATACTAT
CCAACAGAAGCTAAAAATGAGATTTCAGATAATGAATGGGAAAATACTCTATCGCAATTATTTT
TAACTAAAGGATGGCCGACTGGATCAGTTTATTTTAAAGACTACAATGATATTACTACATTTTCT
ATGAATCCACAACTATATTGTGATTATAATGTAGTATTGATGAGATATGATAATACATCTGAAT
TAGATGCATCGGAGTTAGCAGATCTTATATTGAACGAATGGCTGTGCAATCCTATGGATATATC
ACTTTACTATTATCAACAAAATAGCGAATCAAATAAATGGATATCAATGGGAACGGAATGTAC
GGTAAAAGTTTGTCCACTCAATACACAAACTTTAGGAATTGGATGTAAAACTACGGACGTGGAT
ACATTTGAGATTGTATGCCTCGTATGAAAAATTGGTAATTATTGATGTAGTAAATGGTGTAATC
ATAAAATAAATATTTCAATAAGTACGTGTACTATACGTAATTGTAATAAACTAGGACCACGAGA
AAATGTTGCTATAATTCAAGTTGGTGGACCGAACGCACTAGATATCACTGCTGATCCAACAACA
GTTCCACAGGTTCAAAGAATCATGCGAGTAAATTGGAAAAAATGGTGGCAAGTGTTTTATACA
GTAGTTGACTAT

AlG2

RVA VP7
uzorak 10-
SRB

ATTATTTGCCTTGACAAGAGCTCAGAATTATGGGATTAACTTACCAATAACAGGATCAATGGAC
GCCGCATACGCTAACTCTACTCAAGAAGGAATATTTCTAACATCCACATTATGTCTGTATTATCC
GACAGAAGCAAGTACTCAAATTAATGATGGTGAATGGAAAGACTCATTATCACAAATGTTTCTC
ACAAAAGGTTGGCCAACAGGATCAGTCTATTTTAAAGAGTAGTCAAGTATTGTAGATTATTCTG
TTGATCCACAATTATATTGTGATTATAACTTAGTATTAATGAAATATGATCAAAATCTTGAATTA
GATATGTCAGAGTTAGGTGATTTAATATTGAATGAATGGTTATGTAATCCAATGGATATAACAT
TATATTATTATCAACAATCAGGAGAATCAAACAAGTGGATATCAATGGGATCATCATGTACTGT
GAAAGTGTGTCCACAGAATACGCAAACGTTAGGAATAGGCTGTCAAACAACAAAGGTAGACTC
GTTTGAAATGGTTGCTGAAAATGAGAAATTAGCTATAGTGGATGTCGTTGATGGGATAAATCAT
AAAATAAATTTGACAACTACGACATGTACTATTCGAAATTGTAAGAAGTTAGGTCCAAGAGAG
AATGTAGCTGTAATACAGGTTGGTGGCTATAATGTATTAGACATAACAGCAGATCCAACGACTA
ATCCACAAACTGAGAGAATGATGAGAGTGAATTGGAAAAAATGGTGGCAAGTATTTTATACTA
TAGTAGATTATATTAACCAGATTGTACAGGTAATGTCCAAAAGATCAAGATCATTAAATTCTGC
AGCTTTTTATTATAGAGTATAGATATACCTTAGATTAGAATTGTTCGATGTGACC
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