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Zborniku na pot

Letos smo se zbrali na Bledu, naSem gorenjskem biseru, s temo okuZzbe dihal. Srecanje
organizirajo Sekcija za klini¢no mikrobiologijo in bolni$ni¢ne okuZbe, Nacionalni labo-
ratorij za zdravje, okolje in hrano, Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Kranj in Kli-
nika Golnik. Morda se udeleZenci sprasujete, zakaj smo se ponovno odlo¢ili za temati-
ko okuZzb dihal, saj smo zadnje gorenjsko strokovno srecanje, Baniceve dneve leta 2008,
posvetili isti temi? Odgovor je preprost: okuZzbam dihal se ponovno posvecamo, ker smo
v teh letih zelo napredovali tako v mikrobiolo8ki diagnostiki kot tudi v razumevanju
okuZb in vodenju antibioti¢nega zdravljenja. Vse okoli nas se spreminja — tako mikro-
organizmi kot naSe razumevanje. Kar je bilo nekdaj samoumevno, danes morda ni vec.

Tuberkuloza se je tako iz pogoste bolezni spremenila v potencialno bolezen. Okuz-
ba z bacilom tuberkuloze je velikokrat latentna in se lahko aktivira ob zavori imunske-
ga sistema. Zato predstavljamo pristope k odkrivanju in zdravljenju latentne okuZbe.
Pozorni pa postajamo tudi na klini¢no pomembne okuZbe, ki jih povzroc¢ajo netuberku-
lozne mikobakterije.

V zadnjih letih smo prica izrednemu razvoju molekularnih tehnik dokazovanja vi-
rusnih povzrociteljev okuZzb. Metode so postale dostopne tudi manjSim laboratorijem,
rezultati so klinikom na voljo v nekaj urah. Metode se seveda med seboj razlikujejo v
obcutljivosti in specifi¢nosti. Uporabniki metod moramo biti pri uporabi in izvedbi kri-
ti¢ni oziroma odgovorni do tako do stroke kot do bolnika in klinika, kateremu predaja-
mo rezultate.

O tem in o gripi, cepljenju zdravstvenih delavcev proti gripi, oslovskemu kaslju, le-
gionelozi pa tudi o obvladovanju okuZb bomo podrobneje spregovorili na letoSnjem sre-
¢anju. Organizatorji si Zelimo, da bi tekom predavanj in razprav udeleZenci izvedeli ve-
liko novega, da bi ¢im vec sprasevali in se imeli lepo. Lepo se je srecati ter si izmenjati
izkusnje s somiSljeniki, ki podobno mislijo in veliko vedo. Tak8na srecanja nas bogati-
jo in Zivljenju dajejo pecat.

Irena Grmek Kosnik
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Petra Svetina', Sanja Grm Zupan?

Epidemiologija tuberkuloze, pregledi

in testiranja zdravstvenih delavcev -
predstavitev smernic

Epidemiology of Tuberculosis, Examinations and Testing of Health

Care Workers - Presentation of Guidelines

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: tuberkuloza, zdravstveni delavci, prepretevanje prenosa okuzbe

Tuberkuloza je pogosta nalezljiva bolezen, ki jo povzro¢ajo bacili Mycobacterium tuber-
culosis complex in je Se vedno svetovni zdravstveni problem. V Sloveniji je bolezen red-
ka, zato se jo prepogosto prezre oziroma se nanjo pomisli pozno in tako se poveca verjet-
nost prenosa okuzbe z bacili. Zdravstveni delavci so tvegana skupina za razvoj bolezni,
saj so pri svojem delu lahko izpostavljeni bacilom. Z doslednim in stalnim izvajanjem
ukrepov za preprecevanje prenosa okuzbe, zmanjSamo pojavnost tuberkuloze pri zdrav-
stvenih delavcih.

ABSTRACT

KEY WORDS: tuberculosis, health workers, infection prevention

Tuberculosis is a common contagious disease caused by Mycobacterium tuberculosis
complex and still represents a health care problem worldwide. In Slovenia, the disease
is rare and hence too often ignored or considered too late; the likelihood of transmis-
sion of infection thus increases. Healthcare workers are at risk for development of the
disease because of their exposure in their working environment. With strict and conti-
nuous implementation of measures to prevent the transmission of infection, we can re-
duce the incidence of tuberculosis in healthcare workers.

T Petra Svetina, dr. med., Pulmoloski oddelek, Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik, Golnik 36,
4204 Golnik; petra.svetina®@klinika-golnik.si

2 Sanja Grm Zupan, dr. med., Pulmoloski oddelek, Univerzitetna klinika za pljuéne bolezni in alergijo Golnik, Golnik 36,
4204 Golnik
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EPIDEMIOLOGIJA TUBERKULOZE

V SVETU

Tuberkuloza (TB) sodi med najpogostej-
Se nalezljive bolezni v svetu in Se vedno
predstavlja velik zdravstveni problem,
zlasti v drZzavah v razvoju, ki imajo slab
nadzor nad boleznijo zaradi slabo izdela-
nih ali neizvajanih Nacionalnih progra-
mov za TB, slabSih ekonomskih razmer,
porasta pojava odpornih oblik bolezni, po-
rasta incidence okuZb z virusom HIV in
povecanja migracije.

V letu 2014 je bilo po podatkih Sve-
tovne zdravstvene organizacije (SZO) v
svetu na novo ugotovljenih 9,6 milijona
primerov TB, od tega je bilo 5,4 milijone
moskih, 3,2 milijona Zensk in 1 milijon ot-
rok (1). Med temi primeri je bilo 480.000
primerov bolezni, katere povzrocitelj ni
bil obcutljiv za zdravili rifampicin in izo-
niazid (angl. multi-drug resistant tubercu-
losis, MDR-TB), ki sta najpomembnejsi
zdravili za zdravljenje TB. Soc¢asno je bilo
12 % vseh oseb s TB okuZenih z virusom
HIV. Umrlo je 1,6 milijona oseb s TB, od
tega 140.000 otrok (1).

EPIDEMIOLOGIJA TUBERKULOZE

V SLOVENIJI

V Sloveniji pojavnost TB v zadnjih 20 letih
upada. Pred dvajsetimi leti je bila inciden-
ca bolezni nad 28 primerov/100.000 prebi-
valcev, v zadnjih letih je incidenca bolezni
pod 10 primerov/100.000 prebivalcev, kar
Slovenijo uvrs¢a med drZave z nizko inci-
denco TB (trenutno 33 drZav sveta). Inci-
denca TB za leto 2015 v Sloveniji znasa 6,3
primere/100.000 prebivalcev (2, 3).

V zadnjem desetletju je bila bolezen
nekoliko pogostej$a pri moskih, med kate-
rimi je bilo najvec bolnikov v starostnem
obdobju od 25 do 64 let. Zenske bolnice so
bile starejSe, saj jih je bilo najvec v staro-
stni skupini nad 65 let. Bolezen se je v tem
obdobju pri otrocih zelo redko pojavljala,
vec¢inoma v okviru mikroepidemij znotraj
druZin. Najpogosteje so bolniki zbolevali

zaradi plju¢ne TB (70 % med vsemi bolni-
ki s TB), med zunajplju¢nimi oblikami sta
bili najpogostejsi obliki tuberkulozni ple-
vritis in TB bezgavk. Pri bolnikih so bili
najpogostejsi dejavniki tveganja za razvoj
TB priseljenost iz drZav z viSjo incidenco
TB ali prekomerno uZivanje alkohola. Vsa-
ko leto ugotovimo nekaj bolnikov pri pre-
gledih kontaktov, tako da je pregledovanje
in testiranje oseb, ki so bile v stiku z bol-
niki s TB, eden od pomembnih ukrepov za
nadzor okuZbe. Za razliko od drugih drZav
z nizko incidenco TB smo imeli v zadnjem
desetletju relativno malo bolnikov, ki so
bili odvisni od i.v. drog ali so bili okuZeni
z virusom HIV, prav tako smo imeli malo
primerov TB med brezdomci, zaporniki in
begunci (3).

Redno nadziramo pojav odpornosti
proti protituberkuloznim zdravilom, po-
leg tega smo s stalnim nadzorom nad
preskrbo s protituberkuloznimi zdravili
ter izvajanjem neposredno opazovanega
zdravljenja (angl. Directly Observed Treat-
ment, DOT) preprecili pojavljanje sekun-
darne odpornosti. V zadnjih desetih letih
smo obravnavali 7 bolnikov (0,3 % vseh
bolnikov), okuZenih z vec¢kratno odporni-
mi sevi (MDR-TB), zadnjega bolnika leta
2009 (2, 4, 5).

Slovenija sodi med drZave, ki imajo
zni (2, 3). V zadnjih letih smo ob rednem
sodelovanju in izobraZevanju specialistov
drugih strok dosegli tudi viS$ji deleZ bakte-
rioloSko potrjenih zunajplju¢nih oblik TB.

Zdravljenje uspeSno zaklju¢i vecina
bolnikov s TB. Umrljivost bolnikov s TB
je v zadnjih desetih letih znaSala 14 %, ve-
¢ina bolnikov je preminula zaradi druge
bolezni, ki je povzrocila reaktivacijo TB
okuZbe. Najpogosteje so bolniki s TB umr-
li zaradi srénoZilnih obolenj, obolenj dihal
ali novotvorb (4).

Kljub stalnemu upadu pojava TB v dr-
Zavi, je potrebno nenehno in skrbno iz-
vajanje vseh ukrepov za preprecevanje
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Sirjenja okuZbe z M. tuberculosis, pravo-
casno odkrivanje novih primerov bole-
zni, pravilno zdravljenje bolnikov v zato
ustrezno usposobljenih in opremljenih
ustanovah, kjer se izvajajo vsi ukrepi
aerogene izolacije, redno prijavljanje in
spremljanje Sirjenja bolezni in ugotavlja-
nje ter zamejevanje mikroepidemij, ne-
motena preskrba s protituberkuloznimi
zdravili in preprecevanje pojava odpor-
nosti proti zdravilom ter redno izobra-
Zevanje zdravstvenih in laboratorijskih
delavcev. V zadnjih desetih letih smo pri-
Celi z aktivnim ugotavljanjem in zdra-
vljenjem latentne tuberkulozne okuZbe
(LTBO) v ogroZenih skupinah prebival-
stva. Za izvajanje vseh teh nalog so od-
govorni Nacionalni program za tuberku-
lozo, Nacionalni referen¢ni laboratorij za
mikobakterije in Register za tuberkulo-
zo ter vsi zdravstveni in laboratorijski
delavci, ki sodelujejo pri obravnavi bol-
nikov s tuberkulozo ali skrbijo za zdra-
vstveno stanje oseb iz ogroZenih skupin
prebivalstva (5).

Testiranje zdravstvenih in
laboratorijskih delavcev

V zdravstvenih ustanovah, kjer obravna-
vajo bolnike, pri katerih obstaja moZnost
TB, in/ali se zdravijo bolniki s TB, je mo-
Zen prenos okuzbe z Mycobacterium tuber-
culosis complex (MT) na druge bolnike ali
na zaposlene (zdravstvene, laboratorijske
in druge delavce v zdravstveni ustanovi).
Zdravstveni delavci se vse redkeje srecu-
jemo s TB, zato ostane bolezen veckrat
prezrta in se diagnoza postavi pozno. Ob
tem prihaja do nezaS¢itenih stikov zdra-
vih oseb z bolniki s kuZno obliko TB in
s tem do povecane verjetnosti za prenos
okuZbe na izpostavljene zdravstvene de-
lavce. Vsako leto v Sloveniji za TB zboli
nekaj zdravstvenih in laboratorijskih de-
lavcev. Zaradi zakasnele postavitve dia-
gnoze TB pri bolnikih in posledi¢no kasne
napotitve kuZnih TB-bolnikov na zdra-

vljenje v ustrezno ustanovo, ugotavljamo
v zadnjih letih porast neza$¢itenih stikov
zdravstvenih delavcev s kuZnimi bolniki
s TB.

V zdravstveni ustanovi je tveganje
za prenos okuzbe z MT na druge bolni-
ke in/ali zaposlene odvisno od ustano-
ve in oddelka, od skupine zdravstvenih
in laboratorijskih delavcev, od preva-
lence tuberkuloze v okolici, od popula-
cije bolnikov v zdravstveni ustanovi, od
ucinkovitosti in obsega ukrepov za pre-
precevanje prenosa okuZbe, od hitrosti
postavitve diagnoze tuberkuloze pri bol-
niku, od hitrosti zacetka aerogene izola-
cije in od upoStevanja uporabe respira-
torne zascite (5-8).

Najpomembnejsi cilji ucinkovitega
prepreevanja prenosa okuzbe z MT v
zdravstvenih ustanovah so zgodnje odkri-
vanje bolnikov, izvajanje ukrepov osamit-
ve, ustrezno zdravljenje kuZnih bolnikov
in stalen nadzor nad zdravstvenim stanjem
zaposlenih.

Za dosego zgoraj nastetih ciljev so po-
trebni ukrepi, ki so urejeni hierarhi¢no na
treh nivojih:

+ administrativni ukrepi,

+ tehni¢ni ukrepi in

« uporaba osebnih zas¢itnih sredstev.
Najpomembne;jsi ukrepi so administra-
tivni ukrepi, v sklop katerih sodi oce-
na tveganja in izdelava ustreznih pisnih
protokolov na podlagi ocene tveganja, im-
plementacija in izvedba ucinkovitih de-
lovnih navad in postopkov, izobraZeva-
nje, treningi in svetovanje zdravstvenih
delavcem glede TB, pregledovanje zdra-
vstvenih delavcev na okuZzbo z MT in na
samo bolezen.

S tehnoloskimi ukrepi, kot so lokalna
ventilacija navzven, HEPA filtri, usmerjen
tok zraka (angl. directional flow) preprecu-
jemo Sirjenje kuZnega aerosola ter zniZuje-
mo koncentracijo kuZnih delcev v prostoru.
Izvajamo jih v prostorih, kjer se nahajajo
TB-bolniki ali kuZnine TB-bolnikov.
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Uporaba osebnih za$¢itnih sredstev
je zadnji ukrep v hierarhiji za$¢itnih
ukrepov pred okuzbo z MT pri zdravstve-
nih in laboratorijskih delavcih. Posebne
obrazne maske (zaS¢itni respiratorji), ki
jih uporabljamo, morajo zagotavljati fil-
triranje 95 % vseh delcev velikosti ene-
ga mikrona in vec ter morajo imeti manj
kot 10 % uhajanja zra¢nega toka ob sti-
ku maske z obrazom. Zdravstveni in la-
boratorijski delavci so dolZni uporabljati
osebno respiratorno zascito v okolisc¢i-
nah, kjer lahko pride do izpostavljenosti
MT (vedno ko so v stiku s kuZnim TB-
-bolnikom ali z bolnikom s sumom na
TB - izolacijske sobe, med preiskavami,
pri indukciji izmecka, pri intubaciji, ob
respiratorni fizioterapiji, pri spremlja-
nju bolnikov na preiskave, pri aspiraci-
ji dihal, pri obdukciji, pri delu z kuZni-
nami v laboratoriju) ter v prostorih, kjer
se izvajajo postopki, pri katerih se tvori
kuZni aerosol, in v drugih izbranih oko-
ljih glede na oceno tveganja (npr. prosto-
ri za indukcijo izmecka, prostori, kjer se
zadrZujejo TB-bolniki, ipd). ZaSc¢itne re-
spiratorje moramo pravilno uporabljati
ves ¢as izpostavljenosti kuZnemu aero-
solu, nameS$¢eni morajo biti pravilno. Na
koncu izmene jih moramo zavreci. Zdra-
vstvene in laboratorijske delavce mora-
mo pouciti o pravilni uporabi zas¢itnih
respiratorjev in ob¢asno moramo preve-
riti pravilnost namestitve in tesnjenja
(7-9).

Postopki za dosego ciljev ucinkovite-
ga preprecevanja prenosa okuzbe z MT v
zdravstvenih ustanovah so:

+ Zgodnja detekcija in diagnostika pri
sumu na TB (anamneza, klini¢ni pre-
gled bolnika in pravilen odvzem ustre-
znih kuZnin).

+ Pravilna ambulantna obravnava bolni-
kov s sumom na TB ali s kuZno obliko
TB.

« Pravilna hospitalna obravnava bolni-
kov s sumom na TB ali s kuZno TB.

» Pravilna uporaba sredstev za osebno
za$c€itno (osebni respirator).

+ Pravilna uporaba kirur§ke maske bol-
nikov s sumom na TB ali s kuZno TB.

+ Pravilno izvajanje preiskav pri bolni-
kih s sumom na TB ali s kuZno TB.

+ Zdravljenje bolnikov s TB (aerogena
izolacija — ustrezni oddelki, kjer se iz-
vajajo vsi administrativni in tehnolo-
8ki ukrepi, uporaba osebnih za$¢itnih
sredstev - osebni respirator).

« Stalen nadzor nad zdravstvenim sta-
njem osebja.

Nadzor nad zdravstvenim stanjem oseb-
ja moramo izvajati neprestano. V zdrav-
stvenih ustanovah, kjer obstaja moZnost,
da bodo zdravstveni in/ali laboratorijski
delavci izpostavljeni MT, je zaZeleno da
ti pred zaposlitvijo opravijo testiranje na
LTBO. V preteklosti se je uporabljal koz-
ni tuberkulinski test, danes pa ga vse bolj
nadome3Sc¢a gamainterferonski test (Qu-
antiFERON®-TB Gold test). Ta test je bolj
specifi¢en in senzitiven ter zato bolj pri-
meren za izvajanje serijskega testiranja
zdravstvenih in laboratorijskih delavcev.
Poleg tega naj zdravstveni in laboratorij-
ski delavci opravijo rentgenogram prsnih
organov in izpolnijo usmerjen vpraSalnik
glede TB.

Vsaka zdravstvena ustanova je dolZzna
pripraviti oceno tveganja za ambulante,
bolni$ni¢ne oddelke in laboratorije ter na
osnovi ocene tveganja pripraviti ustrezne
pisne protokole za pregledovanje zapo-
slenih na okuZbo z MT in na samo bo-
lezen. Prav tako naj bi zdravstvena usta-
nova zagotovila preglede in testiranje
bodoc¢im zaposlenim pred zacetkom dela,
testiranje zaposlenih ob neza$c¢itenih sti-
kih s kuZnimi bolniki s TB in glede na
oceno tveganja tudi serijska testiranja.
Nadzor nad rednim izvajanjem testiranja
zaposlenih naj vrsi Komisija za preprece-
vanje bolniSni¢nih okuZb oz. oseba, ki je
zadolZena za nadzor nad preprecevanjem
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okuZb v zdravstveni ustanovi. Pregledi in
testiranja naj se izvajajo pri specialistih
pulmologih ali pri specialistih inter-
nistih z dodatnimi znanji iz TB. Rezulta-
ti testiranj, morebitni dejavniki tveganja
za okuZbo z MT in sama okuZenost mora-
jo biti zabeleZeni v zdravstveni dokumen-
taciji vsakega zaposlenega v zdravstveni
ustanovi. Kadar je ugotovljena LTBO oz.
konverzija pri testiranju in kadar obstaja
sum na TB, mora zaposlenega obravnava-
ti specialist pulmolog oz. internist z do-
datnim znanjem iz TB. Potrebno je izklju-
¢iti aktivno TB in zaposlenemu ponuditi
zdravljenje LTBO in spremljanje morebit-
nega pojava simptomov aktivne bolezni
(5-10).

ZAKLJUCEK

Tuberkuloza je pogosta nalezljiva bole-
zen. Letna incidenca primerov tuberku-
loze v Sloveniji Ze nekaj let upada. Ob
upadanju TB v Sloveniji se zdravstveni
delavci vse redkeje srecujemo s to bolez-
nijo, zato jo tudi veckrat prezremo in lah-
ko pride do neZelenega prenosa okuZzbe z
MT znotraj zdravstvenih ustanov.

S hitrejSim in ucinkovitej§im odkriva-
njem in zdravljenjem novih primerov TB,
s Se doslednej$im ugotavljanjem in zdrav-
ljenjem LTBO, z rednim izobraZevanjem
zdravstvenih in laboratorijskih delavcev ter
z upoStevanjem in izvajanjem ukrepov za
preprecevanje prenosa okuzb v zdravstve-
nih ustanovah bomo zmanjSali verjetnost
tuberkuloze pri zdravstvenih delavcih.
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Posebnosti in novosti v laboratorijski
diagnostiki aktivne tuberkuloze in
mikobakterioz v Sloveniji

Special Features and Novelties of Laboratory Diagnostics of Active

Tuberculosis and Mycobacteriosis in Slovenia
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KLJUCNE BESEDE: tuberkuloza, mikobakterioza, netuberkulozne mikobakterije, laboratorijska diagnos-

tika, limfadenitis, cisti¢na fibroza

IZHODISCA. Laboratorijska diagnostika mikobakterij ima $e vedno pomembno vlogo
tako v diagnostiki tuberkuloze kakor tudi ostalih mikobakterioz. Sum na te bolezni je
zanesljivo potrjen samo ob osamitvi mikobakterij iz kuZnin bolnika z ustrezno klini¢no
sliko. Za zdaj samo osamitev bacilov tuberkuloze na gojis¢ih omogoca locevanje med Zi-
vimi in mrtvimi bacili. METODE. V prispevku smo analizirali laboratorijsko diagnosti-
ko mikobakterij v Sloveniji v obdobju 2000-2015 in prikazali novosti, ki smo jih zaznali
pri vsakdanjem rutinskem delu. REZULTATI. V letu 2000 je opravljalo laboratorijsko di-
agnostiko tuberkuloze in ostalih mikobakterioz v Sloveniji sedem laboratorijev. Njiho-
vo Stevilo se je postopno zmanjSevalo in v letu 2016 to opravljata le Se dva laboratorija.
Ob upadu Stevila tuberkuloznih bolnikov smo opazili nara§¢anje bolnikov z mikobakte-
riozami, ki jih povzrocajo netuberkulozne mikobakterije. Vzrokov za to je ve¢ - eden od
njih je pojav limfadenitisov pri otrocih, mlaj$ih od pet let, kar smo po podatkih iz lite-
rature pricakovali. Najpogosteje osamljena mikobakterija iz kuZnin ¢loveka je bila My-
cobacterium xenopi. Mikobakterije iz sklopa Mycobacterium avium pa so bile najveckrat
klinino pomembne zadnjih 16 let v Sloveniji. ZAKLJUCKI. Klini¢na slika tuberkulo-
ze in mikobakterioze, kakor tudi laboratorijska diagnostika, sta si precej podobni. Glav-
ni razliki pa sta v pogostosti odvzema kuZnin in temperaturi, na kateri rastejo nekatere
netuberkulozne mikobakterije. Limfadenitisi, povzro€eni z netuberkuloznimi mikobak-
terijami pri otrocih, ki niso bili cepljeni s cepivom proti tuberkulozi, in vse pogostejSe
mikobakterioze pri bolnikih s cisti¢no fibrozo so v nasi drZavi glavne novosti, ki jih Se
pred 11 leti nismo poznali.
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ABSTRACT

KEY WORDS: tuberculosis, mycobacteriosis, nontuberculous mycobacteria, laboratory diagnostics,

lymphadenitis, cystic fibrosis

BACKGROUNDS. Laboratory diagnostics of mycobacteria still play a very important
role in the diagnosis of tuberculosis and nontuberculous mycobacteriosis. The suspi-
cion of these two diseases is reliably confirmed only by the isolation of mycobacteria in
a patient with clinical signs of these diseases. At present, only culture-based methods
distinguish between live and dead bacilli. METHODS. We analyzed the laboratory di-
agnosis of mycobacteria in Slovenia in the period between 2000 and 2015. We also de-
scribe the novelties which we have noticed at our daily routine work. RESULTS. In the
year 2000, seven laboratories performed laboratory diagnosis of mycobacteria in Slove-
nia. Their number has gradually decreased; in 2016 the diagnosis is performed only by
two laboratories. With the decreasing number of tuberculosis patients in recent years,
we observed an increase of patients with mycobacteriosis caused by nontuberculous
mycobacteria. There are many reasons for this; one of them, expected based on the re-
ports in the literature, incidence of nontuberculous lymphadenitis in children younger
than five years. Mycobacterium xenopi was the most frequently isolated nontuberculous
mycobacteria and Mycobacterium avium the most common disease-causing mycobacte-
ria in Slovenia during the last 16 years. CONCLUSIONS. Clinical features of tuberculo-
sis and mycobacteriosis, as well as laboratory diagnostics, are quite similar. However,
the main differences are in the frequency of specimen collection and in the temperature
at which some of nontuberculous mycobacteria are growing. Lymphadenitis caused by
nontuberculous mycobacteria in children and increasing mycobacteriosis in patients
with cystic fibrosis are two novelties in Slovenia, which were unknown 11 years ago.

IZHODISCA

Mikobakterije (rod Mycobacterium) kot
povzrocitelji bolezni spremljajo ¢loveStvo
Ze tisocletja. O tem pricajo mumije iz stare-
ga Egipta, pri katerih so s sodobnimi mole-
kularno-bioloskimi metodami dokazali ba-
cile tuberkuloze (TB). Sicer pa je bil Robert
Koch prvi, ki je leta 1882 odkril povzroci-
telja TB, to je bacil Mycobacterium tubercu-
losis (MT). TB je bila in Se vedno je najpo-
gostejSa in najbolj nevarna bolezen, ki jo
povzrocajo mikobakterije. Pogosta je pred-
vsem Vv slabSe razvitih drZavah sveta. V za-
dnjih letih pa je vendarle zaznati poc¢asen
upad bolezni, saj se od leta 2000 v svetu in-
cidenca postopno zniZuje z 18 % povprec-
no stopnjo upada (1). Slovenija od leta 2000
spada med drZave z nizko incidenco bole-
zni, kar pomeni, da je bila v letu 2000 inci-

denca prvi¢ niZja od 20, to je 19,09/100.000
(380 na novo registriranih bolnikov). V lan-
skem letu (2015) je bila incidenca Se niZja
(6,30/100.000 prebivalcev) (2).

Druga, stara in Se vedno endemic-
na, mikobakterijska bolezen je lepra, ki
jo povzrocajo bacili Mycobacterium leprae
in je Se vedno prisotna v nekaterih toplej-
§ih delih sveta, kot je Brazilija. V zadnjih
dveh desetletjih predstavljajo v svetu ve-
dno vedji zdravstveni problem preosta-
le mikobakterije, to so t. i. netuberkulo-
zne mikobakterije (NTM), kamor Stejemo
vse druge mikobakterije razen deset vrst
iz sklopa M. tuberculosis (angl. M. tubercu-
losis complex, MTc) in vrste M. leprae. Vse
vrste NTM so pogojno patogene, med nji-
mi izstopa najmanj 25 vrst mikobakterij,
ki so v svetu pogosteje povezane z bolez-
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nimi pri ljudeh. Obolenja, ki jih povzroca-
jo, imenujemo mikobakterioze, ki v sve-
tu naras¢ajo iz razli¢nih razlogov (3, 4). Ce
je vir TB najveckrat neodkrit in/ali nezdra-
vljen bolnik s plju¢no obliko bolezni, pa je
vir okuzbe z NTM v vecini primerov oko-
lje. NTM se namre¢ nahajajo povsod okoli
nas. Najpogosteje jih najdemo v vodi, zem-
lji in biofilmih, kjer sodelujejo pri kroZe-
nju snovi v naravi. Iz teh virov se verjetno
okuZi tudi ¢lovek, ki ima v ve€ini prime-
rov kaksno predhodno obolenje ali okrnje-
no imunost. V manjSem Stevilu lahko zbo-
lijo tudi povsem zdravi ljudje, brez znanih
dejavnikov tveganja (4, 5).

Laboratorijska diagnostika mikobakte-
rij ima Se vedno pomembno vlogo tako v
diagnostiki TB kakor tudi ostalih mikobak-
terioz. Sum na TB ali mikobakteriozo je za-
nesljivo potrjen samo ob osamitvi bacilov
TB/NTM iz kuZnin bolnika z ustrezno kli-
nicno sliko. Trenutno samo kultivacija na-
mre¢ lo¢i med Zivimi in mrtvimi bacili.
Molekularne metode zaradi niZje obcutlji-
vosti niso zamenjale niti kultivacije niti
testov obcutljivosti mikobakterij, so pa po-
membno pripomogle k hitrejsi diagnostiki
in predvsem identifikaciji mikobakterij (6).

Namen naSega prispevka je analizira-
ti laboratorijsko diagnostiko mikobakterij
v Sloveniji v obdobju 2000-2015, prikaza-
ti nekatere spremembe in novosti, ki so se
dogodile v tem obdobju v nasi drZavi ter
opozoriti na moZnosti za izboljSanje v pri-
hodnosti.

METODE

Laboratorijsko diagnostiko TB in NTM je
v Sloveniji v letu 2000 izvajalo sedem la-
boratorijev, ki so z leti in upadom inciden-
ce TB postopoma opustili tovrstno delo,
tako da v letu 2016 to diagnostiko opra-
vljata le Se Laboratorij za mikobakterije
Nacionalnega laboratorija za zdravje oko-
lje in hrano v Mariboru in Laboratorij za
mikobakterije Klinike Golnik (slika 1). Vsi
laboratoriji v preteklosti in oba laborato-

rija, ki izvajata diagnostiko TB in NTM
Se danes, so oz. Se vedno izvajajo mikro-
skopski pregled kuZnin in kultivacijo (za-
sajanje kuZnin na razli¢na gojis¢a). Oba
sedanja laboratorija Ze najmanj dve dese-
tletji uporabljata tudi molekularne teste
za ¢im hitrejSe odkrivanje bolnikov z ak-
tivno TB. Ves ¢as pa (so) laboratoriji posi-
ljali vse izolate mikobakterij (TB in NTM)
za identifikacijo in/ali testiranje obcutlji-
vosti v Laboratorij za mikobakterije Kli-
nike Golnik. Po mednarodnih priporo¢ilih
dela mora vsak laboratorij identificirati
vsako mikobakterijo, ki poraste na goji-
§¢ih (7). Na ta nacin smo v Laboratoriju za
mikobakterije Ze zelo zgodaj zaceli z bele-
Zenjem podatkov o bolnikih s TB v celotni
drZavi, kakor tudi z zbiranjem vseh podat-
kov o NTM v Sloveniji. Register za NTM
v Sloveniji ne obstaja, zato imamo v La-
boratoriju za mikobakterije Golnik Se naj-
ve¢ podatkov o spremembah, ki se doga-
jajo na podro¢ju NTM. Vsa leta beleZimo
Stevilo NTM in pripravljamo letna poro-
¢ila, ki so sluZila kot izhodiS¢e za to ana-
lizo. Pri delu smo si pomagali tudi z vpra-
Salniki o laboratorijski diagnostiki, ki jih
vse od leta 2000 dalje poSiljamo v vse la-
boratorije v drZavi.

REZULTATI

V nasi drzavi smo v letu 1996 prenovili
Nacionalni program za TB. Sledilo je po-
speSeno upadanje incidence TB ter posto-
pno zmanjSevanje Stevila laboratorijev, ki
so opravljali diagnostiko v drZavi (slika 1).
Tako se je v zadnjih 17 letih Stevilo labo-
ratorijev zmanjSalo z osem na dva v leto-
Snjem letu. Oba opravljata mikroskopski
pregled, teste pomnoZevanja nukleinskih
kislin in kultivacijo, medtem ko teste obcu-
tljivosti, identifikacijo mikobakterij in mo-
lekularno genotipizacijo bacilov TB izvaja
le na§ Laboratorij za mikobakterije Klini-
ke za pljucne bolezni in alergije Golnik, ki
opravlja tudi vse druge naloge nacionalne-
ga referen¢nega laboratorija v drZavi.
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Stevilo laboratorijev

Slika 1. Zmanjsevanje stevila laboratorijev, ki opravljajo laboratorijsko diagnostiko tuberkuloze in osta-
lih mikobakterioz v Sloveniji med leti 1996 in 2016, ko smo zaceli s prenovo Nacionalnega programa za

tuberkulozo.

Ena izmed nalog Laboratorija za mi-
kobakterije Golnik je tudi nadzor in letno
spremljanje preiskav in vseh sprememb v
laboratorijski diagnostiki mikobakterij v
drZavi. Iz priloZene tabele je razvidno (ta-
bela 1), da se je z upadom incidence TB

pocasi zmanjSevalo tudi Stevilo kuZnin, ki
smo jih dobili za laboratorijsko diagnosti-
ko. NajniZjo tocko je doseglo v letu 2008,
ko je bilo za diagnostiko poslanih 11.566
kuZnin. Po tem letu Stevilo ni ve¢ pada-
lo, kar pomeni, da so zdravniki kljub upa-

Tabela 1. Laboratorijska diagnostika in osamitev mikobakterij iz kuznin bolnikov v Sloveniji v obdobju
2000-2014. MTc - mikobakterije iz sklopa Mycobacterium tuberculosis (angl. M. tuberculosis complex),

NTM - netuberkulozne mikobakterije.

Leto SteviIoPo'sIanih : Izolati MTc : Izolati NTM Razmerje NTM/MTc
kuznin Stevilo % Stevilo %
2000 17.016 1.605 9,43 180 1,28 on
2001 17.518 1.298 740 182 1,03 014
2002 16.062 1178 7,45 170 1,06 014
2003 15.236 1132 743 213 1,40 019
2004 12.268 1.027 8,37 136 m 013
2005 11.556 923 7,99 21 1,83 0,23
2006 11.753 852 7,20 207 1,76 0,24
2007 11.995 874 7,28 182 1,52 0,21
2008 11.566 889 7,68 178 1,54 0,20
2009 11.855 818 6,89 299 2,52 0,37
2010 11.919 772 6,48 282 2,37 0,37
20M 11.999 787 6,59 321 2,68 0,41
2012 11.388 526 4,62 316 2,04 0,44
2013 12.374 562 4,54 401 3,86 0,7
2014 12186 507 46 384 315 0,76
Skupaj 196.691 13.750 6,99 3.662 1,86 0,27




Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4:

15

du TB Se vedno razmisljali o moZnosti ak-
tivne TB ali ostalih mikobakterioz. Med
izolati mikobakterij iz MTc prevladujejo z
ve¢ kot 99,9 % bacili MT (8). Stevilo kuz-
nin, iz katerih so porasli bacili TB, se je
v 16 letih postopno zmanjsalo. Ce je bil
v letu 2000 MT pozitiven skoraj vsak de-
seti vzorec, ki smo ga dobili v laboratorij,
danes porastejo bacili TB le iz pribliZzno
4 % vzorcev. Nasprotno pa se z leti poca-
si povecuje deleZ NTM-izolatov (tabela 1).
Se vedje razlike pa opazimo pri racunan-
ju razmerja med Stevilom NTM in baci-
li iz MTc, ki se je v zadnjih 16 letih precej
povecal (iz 0,11 v letu 2000 na 0,76 v letu
2014) (tabela 1).

NTM smo iz kuZnin ¢loveka izolirali
relativno redko, to je v Sloveniji v manj
kot 2 % (tabela 1). Po oceni in izku3njah
Laboratorija za mikobakterije Golnik se za
katerokoli obliko NTM letno zdravi med
15 in 30 bolnikov.

V 16-letnem obdobju 2000-2015 smo
v Sloveniji iz kuZnin bolnikov najveckrat
osamili naslednje vrste NTM: M. xenopi
(27,06 %), M. gordonae (18,36 %), M. avium
(15,12 %), M. kansasii (7,52 %) in M. intra-

cellulare (6,74 %). Vse ostale vrste miko-
bakterij smo izolirali Se redkeje (slika 2).

Po podatkih Laboratorija za miko-
bakterije Klinike Golnik v obdobju 2000-
2005 v Sloveniji nismo osamili nobene
NTM iz vratnih bezgavk pri otrocih (slika
3). V letu 2006 smo prvi tovrstni primer
dokazali pri deklici, rojeni 6. 7. 2005 z osa-
ka 3). To se je zgodilo dobro leto po tem,
ko smo v drZavi ukinili obvezno cepljenje
s cepivom BCG (lat. Bacillus Calmette-Gu-
erin) proti tuberkulozi. V naslednjih letih
smo bezgavcéne mikobakterioze dokazali
pri enem do sedmih otrocih letno (slika
3). Tako je od ukinitve cepljenja do kon-
ca leta 2015 v Sloveniji za limfadeniti-
som, povzrocenim z NTM, zbolelo skupaj
33 otrok, pri katerih smo obolenje doka-
Pri 87,88 % slovenskih otrok so mikobak-
teriozo povzrocile mikobakterije iz sklopa
M. avium (v 24 primerih M. avium in v 5
primerih M. intracellulare) in samo v §ti-
rih primerih ostale NTM (slika 4). Od 33
obolelih otrok je bilo 20 deklic (60,61 %)
in 13 deckov (39,39 %).

Slika 2. DeleZi najpogosteje izoliranih vrst netuberkuloznih mikobakterij, izoliranih iz kuznin bolnikov v

Sloveniji v obdobju 2000-2015.
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RAZPRAVA

V Sloveniji smo v letu 1996 zaceli s pre-
novo Nacionalnega programa za TB
(NPTB), kar je pomenilo, da smo zaceli s
sistemati¢nim delom za zniZanje pogosto-
sti TB. BolniSnica Golnik je postala cen-

tralna ustanova za izvajanje vseh nalog
NPTB. Aktivno delo na podroc¢ju TB je pri-
peljalo k hitrejSemu izboljSanju diagno-
stike in zdravljenja aktivne in latentne TB
ter k pospeSenemu upadu TB v Sloveni-
ji. Vzporedno s prenovo NPTB je potekala

8

7

64 Marec 2005 - prenehanje
neselektivnega cepljenja

5 | z vakcino BCG

. \

Stevilo primerov

3 \

2 \
1 i
\

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2008 2010 2011 2012

2013 2014 2015

Slika 3. Porast bezgavénih mikobakterioz, povzrocenih z netuberkuloznimi mikobakterijami, pri otrocih v
Sloveniji po ukinitvi obveznega cepljenja s cepivom BCG. (lat. Bacillus Calmette-Guerin).

M M. avium

M M. intracelluiare
M. kansasii

M M. celatum
M. lentiflavum

B M. interjectum

Slika 4. Vrste netuberkuloznih mikobakterij, ki so po ukinitvi obveznega cepljenja s cepivom BCG
(Iat. Bacillus Calmette-Guerin) povzrotile bezgavéno mikobakteriozo pri 33 slovenskih otrocih.
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tudi prenova laboratorijske sluZbe za po-

trebe diagnostike mikobakterij v Sloveni-

ji, ki so ji sledili tudi redni letni sestanki.

Med spremembami, ki smo jih takrat uve-

dli v laboratorijih za mikobakterije po dr-

Zavi, velja izpostaviti predvsem:

- velik poudarek na zadostni koli¢ini in
kakovostni kuZnini,

+ ustrezno hranjenje in transport kuZnin
do laboratorija,

+ hitri in ¢im bolj obcutljivi laboratorij-
ski testi (poleg trdih gojiS¢ obvezno za-
sajanje vseh kuZnin tudi na tekoca po
moZnosti avtomatizirana gojisc¢a),
obvezna identifikacija vseh mikobakte-

+ obvezno testiranje obcutljivosti pri
vsakem na novo odkritem ali na novo
registriranem bolniku z aktivno TB in

+ vzpostavitev sistema kakovosti in ob-
vezno porocanje laboratorijev vseh na
novo odkritih bolnikov Registru za TB
Golnik.

Posledica je bila povecanje deleZa mi-
krobioloSko dokazane TB v drZavi, kar je
naSo drZavo pripeljalo v sam vrh drZav z
najvec bakterioloS8ko dokazanimi primeri
TB v svetu (9).

Osnova vsake laboratorijske diagnos-
tike je kakovostna kuZnina. Kljub temu,
da sta si laboratorijski diagnostiki TB
in NTM mikobakterioz v 3tevilnih toc-
kah podobni, pa obstajajo med njima tudi
razlike. Najpomembnej3a razlika je v vzor-
¢enju, in sicer v pogostosti odvzema kuz-
nin. Ce za diagnostiko plju¢ne TB velja,
da je potrebno dva- do trikrat odvzeti naj-
manj 3 ml kakovostnega izmecka v dveh
do treh zaporednih dneh, pa je pri doka-
zovanju NTM plju¢nih mikobakterioz po-
trebno odvzeti od dva do pet izmeckov ali
tri do pet ostalih kuZnin in to nikakor ne v
zaporednih dnevih (10). Razmik med dve-
ma vzorcema naj bo praviloma vsaj teden
dni (izjema so kuZnine iz primarno ste-
rilnih mest), saj na ta nacin laZje inter-

pretiramo morebiten porast NTM-bakte-
rij in laZje razlikujemo med kolonizacijo
bolnika in kliniéno pomembnim izolatom.
NTM so namre¢ le pogojno patogene bak-
terije, zato morajo biti izolirane iz primar-
no nesterilnih mest bolnika veckrat ali
pa s ¢im vedjim Stevilom kolonij. Kadar
so kuZnine mikroskopsko pozitivne in/ali
na gojisc¢ih poraste veliko Stevilo kolonij
NTM, je vedja verjetnost za njen klinicni
pomen. Seveda pa mora rezultat osamitve
mikobakterij interpretirati Sele zdravnik,
ki zdravi in pozna bolnika (11).

Iz Stevilnih drZav sveta prihajajo vse
pogostejSa opozorila o porastu NTM, ka-
kor tudi o porastu bolnikov s klini¢no po-
membnimi mikobakteriozami. Podobno
opaZzamo v Sloveniji, kjer ocenjujemo, da
se v zadnjih letih za mikobakteriozo zdra-
vi med 25 in 30 bolnikov na leto (prevalen-
ca). Mikobakterioze, povzrocene z NTM,
namre¢ niso nalezljive, in zato za takSne
bolnike nimamo registra in preglednih po-
datkov. Prav zato imamo v Laboratoriju za
mikobakterije Golnik Se najboljSe podatke
o teh obolenjih, saj opravljamo laboratorij-
sko diagnostiko mikobakterioz za celotno
Slovenijo, tako za otroke kot odrasle osebe,
in za zelo razli¢ne veje medicine.

Eden od razlogov za povecanje miko-
bakterioz v Sloveniji v zadnjih 11 letih je
ukinitev obveznega cepljenja otrok s cepi-
vom BCG. Ze pred nami so podobno ukini-
li neselektivno BCG-vakcinacijo v Stevil-
nih drZavah, med drugimi na Svedskem
v letu 1975 in v predelu Ceske leta 1986
(12, 13). V obeh drzavah so po ukinitvi za-
znali porast mikobakterioz pri majhnih
otrocih in Se posebno obolenje vratnih be-
zgavk pri otrocih, mlajsih od pet let. Glede
na objave v literaturi povzrocajo otroSke
limfadenitise v svetu najveckrat mikobak-
terije iz sklopa M. avium, tako kot je poka-
zala tudi analiza nasih podatkov. V sever-
noevropskih drZavah ji pogosto sledi M.
malmoense, ki jo v Sloveniji redko izolira-
mo iz kuZnin ¢loveka in je v ve€ini prime-
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rov klini¢no pomembna (11). Zanimivo je,
da pri nas najpogosteje osamljena bakte-
rija M. xenopi ni povzrocila niti enega pri-
mera bezgavcne mikobakterioze v 11-le-
tnem obdobju.

Druga skupina ljudi, pri katerih v zadn-
jih letih opaZamo porast NTM-mikobakte-
rioz so bolniki s cisti¢no fibrozo (CF) (14,
15). Za te bolnike so nekatere vrste NTM
zelo nevarne in rastejo samo na niZji tem-
peraturi kot pri ostalih bolnikih. Prav zato
je na napotnici bolnikov s CF potrebno
oznaciti diagnozo bolnika kot CF, da njiho-
ve kuZnine inkubiramo tako na 30 °C, kot
tudi obicajni 37 °C. Tudi med slovenski-
mi CF-bolniki smo v zadnjih letih osamili
razli¢ne vrst NTM, med njimi najbolj zna-
no in odporno bakterijo M. abscessus sub-
sp. abscessus. Omenjena mikobakterija je
bila v preteklosti relativno redko izolira-
na v nasi drzavi, vendar je po podatkih La-
boratorija za mikobakterije Golnik v veci-
ni primerov kliniéno pomembna. Do sedaj
smo jo izolirali tudi pri treh bolnikih s CF
(pri dveh otrocih iz Slovenije in pri 22-let-
nem fantu iz tujine). Vsem bolnikom, Se
posebno pa bolnikom s CF, mo¢no poslab-
Sa kakovost Zivljenja in je zanje lahko tudi
usodna. Je precej odporna proti Stevilnim
zdravilom in prav zato uporabljamo tudi

molekularne teste za dolocanje njene od-
pornosti proti makrolidom in aminogliko-
zidom. Ker se v svetu bolezni, povzrocene
z NTM, precej dlje in teZje zdravijo kot TB,
Stevilo protimikrobnih sredstev pa je ome-
jeno, znanstveniki zadnja leta veliko pro-
ucujejo mehanizme sinergizma med zdra-
vili, kar je novo upanje tudi za bolnike z
mikobakteriozami (10).

ZAKLJUCEK

V zadnjem desetletju se je laboratorijska
diagnostika bolezni, ki jih povzrocajo mi-
kobakterije, precej izboljSala. Razlogov za
to je ve€, po nasi oceni pa najbolj izsto-
pa eden. To je precej boljsa kakovost ku-
Znin, ki jih dobimo v laboratorij danes,
kot tistih, ki smo jih dobili pred desetimi
leti. V veliki meri je to posledica dosle-
dnega oznacevanja kuZnin slabSe kakovo-
sti na izvidu, pa tudi stalnega izobraZe-
vanja zdravstvenih delavcev in boljSega
sodelovanja med njimi in laboratorijski-
mi delavci. Dodatne moZnosti za izboljsa-
nje mikrobioloSke diagnostike bolezni Se
obstajajo. Ena od njih je zelo enostavna,
to je dodajanje diagnoze CF na napotni-
co, da bodo vse kuZnine bolnikov s cisti¢-
no fibrozo inkubirane na dveh razli¢nih
temperaturah.
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tuberkuloze — 11-letne izkusSnje s testom
QuantiFERON

Laboratory Diagnosis of Latent Tuberculosis—11-Years’ Experience with
OuantiFERON Testing

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: tuberkuloza, QuantiFERON, latentna tuberkuloza, diagnostika latentne tuberkuloze

Prepoznavanje posameznikov z latentno tuberkulozo je pomembno za nadzor tuberku-
loze in prepredevanje njenega $irjenja. Ceprav ti posamezniki ne kaZejo znakov bolezni,
pa pri njih obstaja moZnost za izbruh bolezni zlasti v prvih nekaj letih po okuZbi. V La-
boratoriju za mikobakterije Univerzitetne klinike za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik
za diagnostiko latentne tuberkuloze Ze vec kot deset let uporabljamo test QuantiFERON
(QFT). V prispevku predvsem poudarjamo pomen naSega laboratorija, ki je s posrednim
vplivom na Stevilne predanalitske dejavnike (odvzem, shranjevanje in transport krvi) Ze
mocno zniZal pojav nejasnih rezultatov. V zadnjem obdobju sicer opaZamo porast neja-
snih rezultatov, kar pa si lahko razloZimo z drugacno strukturo bolnikov, v kateri prevla-
dujejo imunsko oslabljeni posamezniki. V zadnjem letu smo v naSem laboratoriju uve-
dli tudi najnovejSo razlic¢ico QFT-Plus, ki je nadgradnja starega testa QFT-Gold In Tube
in vkljucuje dve antigenski epruveti (TB1 in TB2). Pomembna prednost nove razlicice
testa je, glede na naSe izku$nje, predvsem odkrivanje primerov latentne tuberkuloze, ki
jih sicer s staro razli¢ico testa ne bi odkrili. Kljub temu v prihodnjih nekaj letih zgoraj
nasteti testi za tuberkulozo (angl. interferon-y release assays, IGRA) Se ne bodo in ne sme-
jo sluZiti kot zamenjava za mikrobiolo§ko in histoloSko diagnostiko v primeru suma na
aktivno tuberkulozo.
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ABSTRACT
KEY WORDS: tuberculosis, QuantiFERON, latent tuberculosis, diagnosis of latent tuberculosis

Identification of latent tuberculosis cases is important in tuberculosis control and pre-
venting its transmission. Although such individuals do not show signs of the disease,
they are at higher risk of disease reactivation especially in the first few years after in-
fection. In the Laboratory for Mycobacteria at the University Clinic of Pulmonary and
Allergic Diseases Golnik, the QuantiFERON test (QFT) has been used for latent tubercu-
losis diagnosis for over 10 years. In this article, we highlight the importance of our la-
boratory in reducing indeterminate results by indirectly influencing many pre-analyti-
cal factors (collection, storage and transport of blood samples). Recently, an increase in
the number of indeterminate results was observed; this is probably due to a change in
the patient structure with now predominantly immunocompromised patients. In the
last year, our laboratory introduced the latest version of the QFT (QFT-Plus), which is
an upgrade of the older test QFT-Gold In Tube, and includes two antigen test tubes (TB1
and TB2). An important advantage of the new QFT version, according to our experien-
ce, is mainly detection of latent tuberculosis cases, which would not be discovered with
the older version of the test. Nevertheless, in the next few years, these so-called IGRA
(interferon-y release assays) tests cannot be used as a replacement for microbiological

and histological diagnosis in the cases of suspected active tuberculosis.

uvoD

V danaSnjem casu tuberkuloza Se vedno
predstavlja svetovni zdravstveni problem.
Je resna kroni¢na, nalezljiva bolezen, ki jo
povzrocajo bakterije iz sklopa Mycobac-
terium tuberculosis (angl. M. tuberculosis
complex). Plju¢na tuberkuloza prizadene
pljuca, bolezen pa se lahko razvije v ka-
teremkoli organu cloveSkega telesa (be-
zgavkah, plevri, kosteh, ledvicah, koZi itd.).
V tem primeru govorimo o izven plju¢ni
obliki tuberkuloze. Tuberkuloza se pre-
naSa med ljudmi s kuZnim aerosolom, ki
nastaja pri kaSljanju, kihanju, govorjenju,
smejanju ali petju bolnikov s plju¢no ali
Zrelno (laringealno) tuberkulozo. Po okuz-
bi z bacili tuberkuloze, bacili mirujejo v
organizmu. Taki obliki tuberkuloze pravi-
mo latentna oblika tuberkuloze oz. okuZba
z bacili tuberkuloze. Latentni (speci) bacili
ostanejo mirujoci zelo dolgo ¢asa, obicaj-
no celo Zivljenje, saj kar 90 % vseh okuZe-
nih oseb nikoli ne zboli za aktivno tuber-
kulozo. V ostalih 10 % primerov okuZba

napreduje do aktivne bolezni. Aktivna tu-
berkuloza se lahko razvije nekaj mesecev
pri imunsko oslabljenih bolnikih in otro-
cih oz. nekaj let po okuZbi (priblizno dve
leti po okuZbi) pri imunsko kompetentnih
posameznikih, v polovici primerov pa Sele
po ve¢ desetletjih ob kak$ni drugi bole-
zni, ki oslabi delovanje imunskega siste-
ma (npr. aids, rak), ali pri posameznikih, ki
prejemajo imunosupresivna zdravila (1-3).

Ce tuberkulozo pravo¢asno odkrijemo
in pravilno zdravimo, je v vecini prime-
rov povsem ozdravljiva bolezen. Kljub
temu, da je Stevilo tuberkuloznih bolni-
kov v Sloveniji vsako leto niZje, Register
za tuberkulozo Klinike Golnik Se vedno
vodi epidemiolo$ki nadzor nad boleznijo.
V Sloveniji je bilo leta 1954, ko je bil Re-
gister za tuberkulozo ustanovljen, Stevilo
registriranih bolnikov s tuberkulozo 230
na 100.000 prebivalcev. Stevilo je zalelo
po letu 2000 znatno padati in je leta 2015
znaSalo le Se 6,3 primerov tuberkuloze na
100.000 prebivalcev (4).
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Klju¢nega pomena pri nadzoru in pre-
precevanju Sirjenja tuberkuloze so pra-
vocasno odkrivanje, ¢im hitrejSe diag-
nosticiranje in dosledno pregledovanje
kontaktov ter izobraZevanje bolnikov, nji-
hovih sorodnikov in nenazadnje SirSe slo-
venske javnosti. Pri preprecevanju Sirjen-
ja bolezni je zelo pomembno odkrivanje
in zdravljenje posameznikov z latentno
obliko tuberkuloze. Danes velja ocena,
da je kar ena tretjina svetovne populaci-
je latentno okuZena z bacili tuberkulo-
ze (1, 2, 4). Ceprav taki posamezniki ne
kaZejo znakov bolezni, lahko pri njih bo-
lezen izbruhne zlasti v prvih nekaj letih
po okuZzbi (1, 2, 3). Preventivo zdravljen-
je omenjenih posameznikov moc¢no zniZa
razvoj aktivne tuberkuloze (5).

PREPOZNAVANJE

LATENTNE OKUZBE Z BACILI
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
Za diagnostiko latentne tuberkuloze se
uporabljajo tuberkulinski koZni (Manto-
ux) test in testi IGRA (angl. interferon-y
release assay), ki temeljijo na spro§¢an-
ju interferona-y (IFN-y). Uporaba tuber-
kulinskega koZnega testa je precej ome-
jena, saj ima slabo specifi¢nost; rezultati
so pogosto laZno pozitivni zaradi senzi-
bilizacije imunskega odziva posamezni-
kov z okoljskimi mikobakterijami in/ali
cepivom BCG (bacil Calmette-Guerin) (6,
7). Prav zato so za povecanje specifi¢nos-
ti diagnostike latentne tuberkuloze razvili
teste IGRA, ki temeljijo na merjenju kon-
centracije IFN-y v celokupni krvi po in vit-
ro stimulaciji s peptidi iz regije RD-1, ki
se nahaja v genomu M. tuberculosis (8, 9).
Testi IGRA so zelo dober pokazatelj izpo-
stavljenosti bacilom M. tuberculosis, saj je
njihova specific¢nost zelo visoka (~ 97 %)
(10). Na drugi strani imajo testi IGRA ne-
kaj pomanjkljivosti: njihova ob¢utljivost
je pri imunsko oslabljenih posamezni-
kih in otrocih Se vedno nizka, prepozna-
vajo tako preteklo kot nedavno okuZbo z

bacili tuberkuloze in imajo nizko napo-
vedno vrednost za prepoznavanje posa-
meznikov z latentno tuberkulozo z vi§jim
tveganjem za razvoj aktivne tuberkuloze
(npr. bolniki z aids-om) (11-16). Trenutno
sta na trZi§¢u komercialno dostopna dva
testa IGRA, QuantiFERON-TB Gold Plus
(QFT-Plus; Qiagen, Hilden, Nemcija) in T-
-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon,
Velika Britanija).

V Laboratoriju za mikobakterije Kli-
nike Golnik Ze od leta 2004 uporablja-
mo test QuantiFERON (QFT); od junija
2015 uporabljamo najnovejSo razli€ico
QFT-Plus, ki je nadgradnja starejSe verzi-
je QFT-Gold in Tube in z razliko od sle-
dnje vkljucuje kar dve antigenski epru-
veti, TB1 in TB2 (17). Obe antigenski
epruveti vsebujeta peptidne antigene,
ki so povezani s sklopom M. tuberculosis
in sodijo v dve skupini peptidov, ESAT-
6 (angl. 6 kDa early secretory antigenic tar-
get) in CFP-10 (angl. 10 kDa culture filtra-
te protein). Epruveta TB1 vsebuje peptide
ESAT-6 in CFP-10, ki v ¢loveSkem telesu
sproZzijo celi¢no posredovan imunski od-
ziv T-limfocitov CD4+ (celice pomagalke).
Epruveta TB2 vsebuje dodatne peptide, ki
stimulirajo imunski odziv in posledi¢no
sproScanje INF-y, ki ga tvorijo tako T-lim-
fociti CD4+ kot CD8+ (citotoksi¢ni limfo-
citi ali celice ubijalke) (18, 19). Pri pote-
ku okuzbe z bacili M. tuberculosis celice
CD4+ odigrajo klju¢no vlogo pri nadzo-
ru bolezni preko sproScanja INF-y. Vse
ve¢ dokazov pa podpira tudi pomemb-
no vlogo celic CD8+, ki sodelujejo pri
imunskem odzivu in obrambi gostitelja
pred bacili tuberkuloze tako, da proizva-
jajo INF-y in druge topne dejavnike. Le-
-ti aktivirajo makrofage za zaviranje ba-
cilov tuberkuloze, ubijanje okuZenih celic
ali neposredno razgradnjo znotrajceli¢nih
bacilov. Za okuZzbo z bacili M. tuberculosis
znacilne celice CD8+ so zaznali pri posa-
meznikih z latentno tuberkulozo, e po-
gosteje pa pri bolnikih z aktivno tuber-



24 Eva Sodja, Sandra AZman, Manca Zolnir - Dové

Laboratorijska diagnostika latentne tuberkuloze ...

kulozo, prisotnost celic pa so povezali z
nedavno izpostavljenostjo bacilom tuber-
kuloze (20, 21).

Na rezultat testa QFT vpliva precej
dejavnikov. Namen prispevka je poudari-
ti pomembno vlogo, ki jo ima laboratorij v
diagnostiki latentne tuberkuloze, opozori-
ti na dejavnike, ki vplivajo na rezultat te-
sta QFT, in predstaviti vecletne izkuSnje
Laboratorija za mikobakterije Klinike Gol-
nik z uporabo testa QFT.

DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA
REZULTAT TESTA QUANTIFERON
Klju¢ni dejavniki, ki mo¢no vplivajo na re-
zultat QFT, so t. i. predanalitski dejavni-
ki, med katere priStevamo odvzem, shra-
njevanje in transport (¢as in temperatura)
vzorca krvi do laboratorija. Laboratorij
nanje nima neposrednega vpliva, lahko
pa posredno vpliva z ustreznim pouce-
vanjem konc¢nih uporabnikov svojih sto-
ritev, ki so kakorkoli vpleteni v odvzem,
shranjevanje in transport krvi, in z ustre-
znim in doslednim nadzorovanjem le-teh
(17, 19, 22, 23).

Proizvajalec testa QFT priporoca do-
sledno upoStevanje navodil. Za test QFT-
-Plus moramo odvzeti $tiri doloCene epru-
vete krvi, ki morajo biti pred odvzemom
krvi obvezno segrete na sobno temperatu-
ro. Mesto odvzema ustrezno razkuZimo in
kri odvzamemo v naslednje epruvete (19):
- epruveto s sivim pokrovckom, ki pred-

stavlja nicelno kontrolo (Nil Tube),

. epruveto z zelenim pokrovckom, ki
vsebuje antigene, specificne za TB
(TB1 Tube),

+ epruveto z rumenim pokrovckom, ki
prav tako vsebuje antigene, specifi¢ne
za TB (TB2 Tube) in

+ epruveto z vijolicnim pokrovckom, ki
sluZi kot pozitivna kontrola oz. kontro-
la imunskega statusa bolnika kot tudi
kontrola ustreznega ravnanja s krvjo
(epruveta mitogena; Mitogen Tube).

Pred odvzemom krvi oznacimo vse §ti-
ri epruvete s podatki o bolniku in o ¢asu
odvzema krvi (datum in ura odvzema). V
vsako od Stirih epruvet odvzamemo 1 ml
krvi neposredno iz vene bolnika (do ¢rne
oznake na epruveti, dovoljeno odstopanje
je £ 0,2 ml). Takoj po odvzemu vsako epru-
veto premeSamo z obra¢anjem, da prepre-
¢imo spontano koagulacijo krvi. Ko bolni-
ku odstranimo iglo, ponovno premeSamo
vse Stiri epruvete hkrati, tako da jih 8-10-
krat (pribliZno 5 s) nesunkovito zavrtimo
okoli daljSe osi epruvete, da kri prelije ce-
lotno notranjo povrsino epruvete in tako
spere s stene epruvet antigene (19).

Transport epruvet v laboratorij mora
biti ¢im kraj$i. Do transporta in med sa-
mim transportom mora biti kri na sobni
temperaturi. Ne smemo je postaviti v hla-
dilnik ali celo v zamrzovalnik. Transport
ne sme trajati dlje od 16 ur, naSe vecletne
izkuSnje in dosegljivi ¢lanki v objavljeni
literaturi kaZejo, da je rezultat preiskave
najboljsi, ¢e kri ¢im hitreje prispe v labo-
ratorij (vsaj v 4 urah) (17, 22).

SLOVENSKE IZKUSNJE S TESTOM
QUANTIFERON
Test QFT smo najprej skoraj leto dni testi-
rali na zaposlenih zdravstvenih delavcih.
Kot preiskavo za zunanje naro¢nike smo
ga ponudili januarja 2006. Do leta 2007
smo uporabljali razli¢ico, ki je imela le
dve epruveti (nicelno in antigensko), od
leta 2007 smo postopoma uvajali nasle-
dnjo generacijo QFT s tremi epruvetami
(dodana mitogenska epruveta), z junijem
2015 pa smo presli na razli¢ico s Stirimi
epruvetami (dve antigenski epruveti) (17).
V analizo rezultatov smo zajeli vzor-
ce krvi, ki so bili napoteni v nas labora-
torij od januarja 2007 do konca julija
2016, vkljucili pa smo le vzorce krvi, ki
so bili zbrani v sete treh ali $tirih epru-
vet QFT. Rezultati analize so povzeti v ta-
beli 1. V tem obdobju smo prejeli 18.087
vzorcev krvi, manjSe Stevilo le-teh (223;
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1,23 %) smo zaradi razli¢nih nepravilno-
sti (predolg transport, kri odvzeta v na-
pacne epruvete, shranjevanje krvi v hla-
dilniku itd.) zavrnili. Negativnih je bilo
14.286 (78,99 %) vzorcev, 2.673 (14,78 %)
vzorcev je bilo pozitivnih. V tem obdobju
je bilo 856 (4,73 %) vzorcev nejasnih. De-
leZ nejasnih rezultatov je bil najvisji leta
2008, ko je znaSal 11,18 %, kar je verje-
tno povezano z neustreznim shranjeva-
njem in transportom krvi v laboratorij,
na kar nas je opozorila Sele dodatna mi-
togenska epruveta v letu 2007. S stalnim
nadzorom, obve$§¢anjem uporabnikov di-
agnostike o zgoraj omenjenih nepravil-
nostih, doslednim beleZenjem datuma in
ure odvzema krvi, z dodatnim izobraZe-
vanjem zdravstvenih delavcev, ki so od-
govorni za odvzem in transport, ter z na-
tan¢nim pregledovanjem epruvet smo
uspeli deleZ nejasnih rezultatov zniZati na
2,38 % v letu 2011. DeleZ nejasnih rezul-

tatov je nato ponovno nara$cal in za ne-
kaj ve¢ kot polletno obdobje v letu 2016
znasa Ze 7,46 % (tabela 1, tabela 2, slika
1). Eden od vzrokov nara$canja je verjetno
drugacna struktura bolnikov, od katerih
prejmemo kri za test QFT. V zadnjih letih
predvsem prevladujejo bolniki iz gastro-
enteroloskih, revmatoloSkih in infekcij-
skih oddelkov ter pulmoloskih ambulant,
katerih kri pogosto poSljejo na testira-
nje pred uvedbo specificnega bioloSkega
zdravljenja. Vecina od teh bolnikov je pred
odvzemom krvi prejemala razli¢na imu-
nosupresivna zdravila (kortikosteroidi),
ki mocno zavirajo imunski odziv bolnika
in so zato lahko vzrok nejasnim rezulta-
tom. Verjetno pa lahko manjsi deleZ neja-
snih rezultatov Se vedno pripiSemo napa-
kam, ki se lahko zgodijo tekom odvzema,
shranjevanja in transporta krvi in jih kljub
doslednemu nadzoru ne uspemo odkriti.

Tabela 1. Stevilo (dele?) vseh napotenih vzorcev krvi za preiskavo QuantiFERON (QFT), stevilo (dele?)
negativnih, pozitivnih in nejasnih rezultatov ter zavrnjenih vzorcev krvi v letih 2007 do 2016 v Laboratoriju

za mikobakterije Univerzitetne klinike za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik.

Stevilo vzorcev krvi (delez, %)

Rezultat

ET 2016 sKupaj
Q 2007 2008 2009 2010 20M 2012 2013 2014 2015 (do 31.
julija)
Negativen 115 556 1.054 1.662 1.823 1.996 2104 1.933 1.916 1127  14.286
g (7143) (66,83) (75,66) (80,29) (79,78) (80,71) (8241) (7810) (7947) (78,59) (78,39)
Pozitiven 30 173 230 306 380 373 334 374 295 178 2.673
(18,63) (20,79) (16,51) (14,78) (16,63) (15,08) (13,08) (15,10) (12,24) (12,41) (14,78)
Nejasen 16 93 82 81 54 62 82 19 160 107 856
) (9,94) (M18) (5,89) (3,91 (2,38 (2,51) (3,21) (4,81) (6,64) (746) (4,73)
Kri 0 10 27 21 27 30 19 39 31 19 223
zavrnjena (0,00) (1,20) (1,94) (1,01)  (1,18) (1,21  (0,74) (1,58) (1,29) (1,32 (1,23)
Mejna 0 0 0 0 1 3 2 1 5 0 12
vrednost® (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (012) (0,08 (0,04) (0,21) (0,00) (0,07)
Ostalot 0 0 0 0 0 9 12 9 4 3 37
(0,00) (0,000 (0,000 (0,000 (0,000 (0,36) (047) (0,36) (017) (0,21) (0,20)
Skupaj 161 832 1.393 2.070  2.285 2473 2.553 2475 241 1434 18.087

2 0d junija 2015 izvajamo test QFT s setom Stirih epruvet.

b Vrednost, ko zaradi spremenljivosti bioloskega testa z gotovostjo ne moremo trditi, ali je test QFT pozitiven oz.
negativen. Na izvidu je zato vedno opomba, naj naro¢nik poslje nov vzorec krvi za testiranje.
¢ Napacno sprejeti vzorci, preklic narocila s strani narocnika, izvid ni izdan ipd.
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Slika 1. Odstotek nejasnih rezultatov testa QuantiFERON (QFT) po letih v Laboratoriju za mikobakterije
Univerzitetne klinike za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik. Od junija 2015 izvajamo test QFT s setom Stirih
epruvet.

Tabela 2. Stevilo (delez) vseh napotenih vzorcev krvi za preiskavo QuantiFERON (QFT), stevilo (delez)
negativnih, pozitivnih in nejasnih rezultatov ter zavrnjenih vzorcev krvi v letih 2015 do 2016 glede na razli-
€ico QFT v Laboratoriju za mikobakterije Univerzitetne klinike za plju€ne bolezni in alergijo Golnik. NP - ni
podatka, 0 - nicelna kontrola, A, TB1in TB2 - antigenske epruvete, M - pozitivna kontrola.

2015 2016 (do 31. julija)

Stevilo vzorcev krvi (delez, %)

Rezultat QFT

QFT-Plus QFT-Plus
QFT-Gold (0, TB1, TB2, QFT-Gold (0, TB1, TB2,
(0,A, M) M) Skupaj (0,A, M) M) Skupaj
Negativen 1.339 577 1.916 90 1.037 1127
g (80,91) (79,59) (79,47) (78,26) (78,62) (78,59)
Pozitiven 202 93 295 18 160 178
(12,21) (12,83) (12,24) (15,65) (12,13) (12,41)
Neiasen 107 53 160 7 100 107
) (6,47) (731) (6,64) (6,09) (7,58) (746)
. . 31 0 19 19
Kri zavrnjena NP NP (1,29) (0,00) (1,44) (1,32)
Mejna 3 2 5 0 0 0
vrednost® (0,18) (0,08) (0,21) (0,00) (0,00) (0,00)
Ostalo® 4 0 4 0 3 3
(0,24) (0,00) (017) (0,00) (0,23) (0,21)
Skupaj 1.655 725 241 15 1.319 1434

2 Vrednost, ko zaradi spremenljivosti bioloSkega testa ne moremo z gotovostjo trditi, ali je test QFT pozitiven oz.
negativen. Na izvidu je zato vedno opomba, naj narocnik poslje nov vzorec krvi za testiranje.
® Napatno sprejeti vzorci, preklic narotila s strani naro¢nika, izvid ni izdan ipd.
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Slika 2. Stevilo in dele pozitivnih rezultatov testa QuantiFERON Plus glede na antigenski epruveti TB1
in TB2 v letih 2015 in 2016 v Laboratoriju za mikobakterije Univerzitetne klinike za plju€ne bolezni in

alergijo Golnik.

Slika 2 se nanaSa na najnovejSo raz-
li¢ico QFT-Plus in prikazuje Stevilo in
odstotek rezultatov QFT glede na anti-
gensko epruveto. V preko 90 % pozitivnih
primerov sta bili pozitivni obe epruve-
ti, v manj kot 1 % primerov le antigen-
ska epruveta TB1 in v 6,2 % primerov le
antigenska epruveta TB2. Slednji prime-
ri so primeri latentne okuZzbe z bacili tu-
berkuloze, ki jih s prej$njo razli¢ico testa
ne bi odkrili.

ZAKLJUCEK

V Sloveniji test QFT priporo¢amo pred-
vsem za pregledovanje oseb, ki so bile v
stiku z bolniki z aktivno tuberkulozo (t.
i. kontakti), pri odkrivanju latentne okuz-
be z bacili M. tuberculosis pred zacetkom
zdravljenja z bioloSkimi zdravili, pred pre-
saditvijo organov, pri pregledovanju zdra-
vstvenih delavcev in tudi pri otrocih s
sumom na aktivno tuberkulozo. Za potr-
jevanje ali izklju€evanje aktivne tuberku-
loze je 8e vedno potrebno obvezno vzpore-

dno poSiljanje kuZnin za mikrobiolo8ko in
histoloSko diagnostiko tuberkuloze, saj je
pozitivna kultura bacilov M. tuberculosis
Se vedno edini pravi dokaz aktivne tuber-
kuloze, ki hkrati omogoca testiranje obcu-
tljivosti za antituberkulotike (17).
RazliCici testa QFT, ki imata doda-
no mitogensko epruveto, sta pomemb-
no izbolj8ali kakovost testiranja, saj je ta
epruveta istocasni pokazatelj imunske-
ga statusa bolnika in pokazatelj ustrezno-
sti odvzema, shranjevanja in transporta
krvi do laboratorija. Prav ti predanalit-
ski dejavniki so klju¢nega pomena, saj po-
membno vplivajo na rezultat testiranja.
Natan¢na navodila o odvzemu in tran-
sportu krvi, izobraZevanje zdravstvenih
(so)delavcev, ki skrbijo za odvzem, hra-
njenje in transport krvi do laboratorija,
pomo¢ pri organizaciji transporta krvi iz
oddaljenih krajev, natan¢no pregledova-
nje prispelih epruvet v laboratoriju, nad-
zor nad beleZenjem datuma in ure od-
vzema, natan¢no testiranje, ter sprotno
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analiziranje rezultatov testiranja, so samo
nekateri kazalniki pomembne vloge labo-
ratorija pri diagnostiki latentne tuberku-
loze.

V juniju 2015 smo v Laboratoriju za
mikobakterije Klinike Golnik zaceli upo-
rabljati Ze cetrto generacijo testa QFT
(QFT-Plus), ki ima dodano Se eno antigen-
sko epruveto z dodatnimi antigeni. Prav
zato naj bi imela najnovej$a razlicica QFT
vi§jo obcutljivost in boljSo ucinkovitost
predvsem pri imunsko kompromitiranih
osebah. Ob primerjavi rezultatov s prej$n-
jo generacijo QFT pa lahko opazimo, da je
deleZ nejasnih rezultatov (ki jih lahko vsaj
delno pripiSemo tudi vse vecjemu Stevilu
imunsko oslabljenih bolnikov) primerljiv
oz. celo malenkost vi§ji pri najnovejsi raz-
li¢ici QFT (tabela 2). Prednost nove razli-

Cice QFT je predvsem odkrivanje prime-
rov latentne tuberkuloze, ki jih s prej$njo
razli¢ico QFT ne bi zaznali; to nam omo-
goca dodatna antigenska epruveta TB2.
Na drugi strani pa je Se vedno vprasljivo
razlikovanje med aktivno in latentno TB,
saj proizvajalec testa QFT ne poda jasnih
mejnih vrednosti za razlikovanje med
obema oblikama tuberkuloze. V doseglji-
vi literaturi smo nasli raziskavo, ki je po-
kazala, da razlika med epruvetama TB2 in
TB1 verjetno nakazuje na nedavno okuz-
bo z bacili tuberkuloze, vendar je potreb-
no omenjeno najdbo potrditi z dodatnimi
raziskavami (1). V prihodnjih nekaj letih
testi IGRA Se ne bodo in ne smejo sluZiti
kot zamenjava za mikrobiolo8ko in histo-
loSko diagnostiko v primeru suma na ak-
tivno tuberkulozo.
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Challenges in Treating Patients with Nontuberculous Mycobacteriosis

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: netuberkulozne mikobakterije, klinitne manifestacije mikobakterioz, protimikrobno

zdravljenje

Netuberkulozne mikobakterije oz. atipicne mikobakterije so mikroorganizmi, ki so pri-
sotni v vodi in zemlji. Nekateri med njimi so patogeni za ¢loveka in Zivali, lahko pov-
zroCijo asimptomatsko okuZzbo ali kliniéno pomembno bolezen - mikobakteriozo. Mi-
kobakterioze so pogostejSe pri osebah s predhodno plju¢no boleznijo ali pri imunsko
oslabelih osebah. Klini¢no se mikobakterioze kaZejo s prizadetostjo plju¢, bezgavk, meh-
kih tkiv, koZe ali kot raz§irjena oblika bolezni. Pred zacetkom zdravljenja je pomembna
natancna identifikacija netuberkulozne mikobakterije, saj so razli¢no obcutljive na do-
loCena protimikrobna zdravila. Zdravljenje mikobakterioz je dolgotrajno, s kombinaci-
jo ve€ protimikrobnih zdravil hkrati. V prihodnosti pri¢akujemo porast Stevila klini¢no
pomembnih mikobakterioz.

ABSTRACT

KEY WORDS: nontuberculous mycobacteria, clinical manifestation of micobacteriosis, antimicrobal therapy

Nontuberculous or atypical mycobacteria are ubiquitous in soil and water. Some of
them are low-grade pathogens in humans and animals. They can cause asymptomatic
infection or disease—mycobacteriosis. The disease can more often be seen in patients
with pre-existing lung disease or states of immunodeficiency. Many sites of infection
have been reported, including pulmonary disease, lymphadenitis, soft tissue, skin in-
fection and disseminated disease. Before starting treatment, isolation and identification
of mycobacteria species is crucial because mycobacteria are susceptible only to certain
drugs. The treatment is prolonged with combination of antimicrobal drugs. In the futu-
re, an increase of diseases caused by nontuberculous mycobacteria is expected.
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Netuberkulozne mikobakterije (NTM) ali
atipi¢ne mikobakterije sodijo v isto druZi-
no kot Mycobacterium tuberculosis complex
in Mycobacterium leprae. NTM so mikro-
organizmi, ki so navzoc¢i povsod v nara-
vi, najpogosteje jih najdemo v vodi in v
zemlji, zato jih imenujejo okoljske miko-
bakterije. Lahko se nahajajo tudi v vodnih
sistemih v bolniSnicah, hemodializnih
centrih in zobozdravstvenih ustanovah.
Zaradi svoje zgradbe so odporne na Stevil-
na razkuZila in antibiotike.

V zadnjih desetletjih je bilo prepozna-
nih mnogo NTM, tako da je trenutno zna-
nih Ze ve¢ kot 150 vrst. Polovica od teh
lahko povzroci oportunisti¢ne okuZzbe pri
Zivalih in ljudeh. NTM so nizko patoge-
ne za ¢loveka in povzrocajo bolezni pra-
viloma pri osebah s predhodnimi bolezni-
mi pljuc ali pri osebah, ki imajo izraZeno
imunsko oslabelost. NTM tako pogoste-
je povzrocajo kliniécno pomembne bole-
zni pri bolnikih s kroni¢no obstruktivno
pljucno boleznijo, z bronhiektazijami, s ci-
sti¢no fibrozo, s pnevmokoniozami in pri
bolnikih, ki so se v preteklosti zdravili za-
radi tuberkuloze. V zadnjem ¢asu NTM
pogosto povzrocajo klinicno pomembne
bolezni pri bolnikih, okuZenih z virusom
HIV, ali pri bolnikih, ki so na imunosupre-
sivni terapiji po predhodni transplantaciji
organa ali kostnega mozga.

Natancen nacin prenosa $e ni poznan,
vendar se predvideva, da NTM vstopajo
v telo z vdihovanjem onesnaZenih zrac-
nih in vodnih kapljic, s pitjem onesnaZe-
ne vode in z neposrednim stikom z NTM
skozi poSkodovano ali odmrlo koZo. NTM
lahko vstopajo v telo tudi s kontamini-
ranimi medicinskimi pripomoc¢ki (npr. s
kontaminirani katetri, z endoskopi).

Prenos s ¢loveka na ¢loveka ali z Zi-
vali na €loveka je mogo¢, vendar je izre-
dno redek.

Pogostost mikobakterioz, ki jih pov-
zro¢ajo NTM, je v razli¢nih predelih sve-

ta razli¢na. Poleg tega se razli¢ni predeli
sveta razlikujejo v pojavnosti posameznih
vrst NTM, ki povzrocajo klini¢no po-
membne manifestacije. V zadnjih letih
opazamo porast NTM mikobakterioz v
industrijskih drZavah, kjer je inciden-
ca teh bolezni ocenjena na 1-1,8 prime-
rov/100.000 prebivalcev (1-4).

KLINICNE MANIFESTACIJE

NTM lahko povzrocajo asimptomatske
okuzbe ali klini¢cno pomembne bolezni,
ki jih poimenujemo mikobakterioze. Kli-
ni¢no pomembne manifestacije lahko pri-
zadenejo pljuca, bezgavke, koZo in mehka
tkiva, lahko pa so izraZene kot razSirjena
bolezen s prizadetostjo ve¢ organskih sis-
temov. Pri posameznikih lahko nekatere
NTM okuZbe postanejo kroni¢ne in po-
trebujejo stalno zdravljenje ter tako po-
membno vplivajo na kakovost Zivljenja.

Plju¢na mikobakterioza se lahko kaZe
kot kavernozna oblika bolezni ali kot no-
dularna oblika bolezni, redko kot preob-
cutljivostni pnevmonitis. Najpogoste;jsi
povzrocitelji plju¢ne mikobakterioze so
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
avium intracellulare complex (MAC), My-
cobacterium malmoense in Mycobacterium
xenopi.

Kavernozna plju¢na mikobakterio-
za se pogosteje pojavlja pri starejSih mo-
Skih s pljunim obolenjem (z emfize-
mom, bronhiektazijami, s pnevmokoniozo
ali kroni¢nim bronhitisom). Bolezen lah-
ko poteka akutno ali subakutno s produk-
tivnim kaSljem, teZkim dihanjem, z utru-
jenostjo, izgubo telesne teZe, s poviSano
telesno temperaturo, lahko tudi z izkaSlje-
vanjem krvavega izmecka. Na rentgeno-
gramu prsnih organov so spremembe vi-
dne predvsem v zgornjih plju¢nih reznjih,
pri 60-70 % so prisotne kaverne.

Nodularna plju¢na mikobakterioza je
pogostejSa pri asteni¢nih, starejSih Zen-
skah, brez predhodne pljucne bolezni in
pri Zenskah z deformiranim prsnim ko-
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Sem (npr. z izraZenim pectus excavatusom,
s skoliozo hrbtenice). Pomemben simp-
tom je produktiven kaSelj. Na rentgeno-
gramu prsnih organov so vidne spremem-
be v srednjem plju¢nem reZnju in linguli.

Preobcutljivostni pnevmonitis se lah-
ko pojavi pri osebah, ki so izpostavljene
MAC. IzboljSanje se pojavi po koncu izpo-
stavljenosti. Zdravljenje s steroidi in pro-
timikrobnimi zdravili vefinoma ni po-
trebno.

Bezgavéna mikobakterioza najpogo-
steje prizadene otroke v starosti do pet let,
pri odraslih se pojavlja redko, nanjo mora-
mo biti pozorni pri odraslih osebah, oku-
Zenih z virusom HIV. Praviloma je priza-
deta le ena bezgavka, ki je povec¢ana, vneta
in je lahko boleca. Sistemski znaki so pra-
viloma odsotni. Bezgavéno mikobakterio-
zo ponavadi povzro¢ajo NTM iz vrst My-
cobacterium malmoense in MAC. Ponavadi
je terapevtsko uspe$na odstranitev priza-
dete bezgavke.

Razsejana oblika mikobakterioze naj-
pogosteje prizadene osebe, ki so okuZe-
ne z virusom HIV. KaZe se s slabim pocu-
tjem, z znojenjem, vrocino, s hujSanjem, z
drisko, limfadenopatijo, na koZi se lahko
pojavijo razjede, prisotna je hepatosple-
nomegalija. Na rentgenogramu prsnih
organov so vidni mediastinalna limfade-
nopatija in noduli. Najpogostejsi povzro-
Citelj razsejane mikobakterioze je MAC.

V sklopu prizadetosti koZe in mehkih
tkiv najdemo abscese in fistule v koZi in
podkoZju, kar lahko sledi okuZbi poopera-
tivne rane ali kroni¢nih ran. Povzrocitelji
so najpogosteje Mycobacterium chelonae,
Muycobacterium fortuitum, Mycobacterium
ulcerans in Mycobacterium marinum (angl.
swiming pool granuloma) (1,2,4).

DIAGNOZA

Na bolezen posumimo na osnovi ana-
mneze, klini¢ne slike in slikovne diagno-
stike. Bolezen potrdimo z dokazom miko-
bakterij v odvzetih kuZninah.

Diagnostika pljucne oblike bolezni te-
melji na klini¢nih in mikrobiolo8kih krite-
rijih. Klini¢ni kriteriji so:

+ pljucni simptomi, nodularne ali kavi-
talne spremembe, vidne na rentgeno-
gramu prsnih organov ali bronhiekta-
zije s Stevilnimi malimi noduli, vidne
na visokoresolucijski rac¢unalniski to-
mografiji in

+ izklju€ena druga bolezen.

Mikrobiolo8ki kriteriji so:

- pozitivne kulture vsaj dveh razli¢nih
izmeckov ali

- pozitivna kultura vsaj enega izpirka
bronha ali bronhoalveolarne lavaZe ali

+ bronhoskopska plju¢na biopsija ali
bronhialna biopsija s histoloSkimi kri-
teriji (granulomatozno vnetje) in/ali
prisoten acido rezistentni bacil in po-
zitivna kultura biopsije (2).

PROTIMIKROBNO ZDRAVLJENJE
MIKOBAKTERIOZ
Zdravljenje NTM mikobakterioz se razli-
kuje od zdravljenja tuberkuloze, saj NTM
niso obcutljive na pirazinamid, vecina
med njimi tudi ne na izonazid. Poleg tega
so posamezne NTM razli¢no obcutljive na
ostala protimikrobna zdravila, ki jih upo-
rabljamo pri zdravljenju. Pred zacetkom
zdravljenja je zato nujna natancna identi-
fikacija vrste NTM. Praviloma zdravimo
z veC protimikrobnimi zdravili hkrati, ki
imajo pogosto stranske ucinke, kar ote-
Zuje zdravljenje. NTM mikobakterioze se
pogosteje pojavljajo pri starejSih osebah,
ki imajo socasno pridruZene bolezni in
prejemajo druga zdravila, le-ta pa prihaja-
jo v interakcije s protimikrobnimi zdravi-
li. Zdravljenje je dolgotrajno (tudi vec kot
leto dni), zato je sodelovanje bolnika pri
zdravljenju pogosto slabo.

Zaradi vseh zgoraj omenjenih razlogov
je pred zacetkom predvidenega zdravljenja
nujno oceniti korist za bolnika (2-5).



34 Petra Svetina, Sanja Grm Zupan

I1zzivi pri obravnavi bolnikov z netuberkuloznimi mikobakteriozami

ZAKLJUCEK

NTM in okuZbe, ki jih povzrocajo, bodo v
prihodnje predstavljale pomemben zdrav-
stveni problem zaradi nara$c¢anja inci-
dence okuZb, staranja prebivalstva, po-
gostejSe pojavnosti pridruZenih bolezni
bolnikov, nara$¢anja incidence okuzb z
virusom HIV, pojavljanja odpornih ob-
lik NTM, nara$¢anja kirurskih in ostalih

medicinskih posegov ter nara$c¢anja Ste-
vila bolnikov s predhodnimi boleznimi
plju¢. Zaradi omenjenih razlogov in zara-
di teZavnega zdravljenja, lahko v drZavah
z nizko incidenco tuberkuloze (kamor sodi
tudi Slovenija) pri¢akujemo, da bodo mi-
kobakterioze postale pogostejSe in teZje
obvladljive od tuberkuloze.
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Clinical and Microbiological Characteristics of Nocardia Isolates
in Slovenia in 2004-2015

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: Nocardia spp., okuzba, kolonizacija

IZHODISCA. Nocardia spp. je redek patogen, ki lahko prizadene imunsko kompetentne
bolnike in bolnike z okvarjeno imunostjo. Nokardioza je redka bolezen, ki se razvije ve-
¢inoma pri bolnikih s pomanjkljivo celi¢no imunostjo, bolnikih s kroni¢nimi bolezni-
mi, ki zmanjSujejo njihovo imunost, ali bolnikih z imunskimi pomanjkljivostmi drugih
vzrokov. Nocardia spp. je lahko vzrok okuZbam koZe, plju¢ ali diseminiranih infekcij.
METODE. Predstavljamo epidemioloSke znacilnosti sevov Nocardia spp., izoliranih v
Sloveniji, in na podlagi retrospektivne raziskave razpravljamo o rizi¢nih dejavnikih, kli-
nicni sliki, diagnostiki in zdravljenju bolezni. Pregledali smo laboratorijske izvide Labo-
ratorija za mikobakterije in Laboratorija za respiratorno mikrobiologijo na Univerzite-
tni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo na Golniku od januarja 2004 do decembra 2015
in popise bolezni v isti bolni8nici zdravljenih bolnikov. REZULTATI. Vecina bolnikov, ki
je imela nokardijo izolirano iz izmecka, je imela pridruZeno plju¢no bolezen in je v veli-
ki ve€ini prejemala glukokortikoide, v inhalacijski ali peroralni obliki. ZAKLJUCKI. Pre-
poznava okuZbe z nokardijo je pomembna zaradi izbora ustrezne antibioti¢ne terapije.
Zaradi njene netipic¢ne klini¢ne slike, Se posebej pri bolnikih z okvarjeno imunostjo, jo
je mogoce kaj hitro spregledati.

ABSTRACT
KEY WORDS: Nocardia spp., colonization, infection

BACKGROUNDS. Nocardia spp. is an uncommon pathogen that affects both immunosu-
pressed and immunocompetent patients. Nocardiosis is a rare disease that affects ma-
inly patients with deficient cell-mediated immunity, patients with underlying chronic
debilitating disease or immunodeficiency. Nocardia spp. is responsible for cutaneous,
pulmonary and disseminated human infections. METHODS. We report the epidemio-
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logic characteristics of Nocardia spp. observed in Slovenia and discuss the risk factors,
clinical features, diagnosis, and management of the disease. We retrospectively revi-
ewed the laboratory records of identifying patients with nocardiosis at the laboratori-
es of the University Clinic of Respiratory and Allergic Diseases Golnik in Slovenia from
January 2004 to December 2015. We reviewed the clinical records of all patients with
Nocardia spp. isolated from clinical specimens. RESULTS. Most patients with Nocardia
spp. isolated from sputum had pre-existing pulmonary disease and a substantial part of
them was treated with corticosteroids. Fatigue, fever, cough, dyspnoea, and loss of we-
ight were the main symptoms in patients with nocardia infection who were treated su-
ccessfully with trimetoprim-sulphametoxasol. CONCLUSIONS. Most patients with No-
cardia spp. isolated from sputum had pre-existing pulmonary disease and a substantial
part of them was treated with corticosteroids. Recognition of nocardia infection is im-
portant for the choice of appropriate antibiotic treatment. Due to its non-typical clini-
cal manifestations, especially in immunocompromised patients, it can easily be missed.

IZHODISCA

Nokardioza je redka bakterijska okuZba
z zelo raznoliko klini¢no sliko pri bolni-
kih z ohranjeno imunostjo in bolnikih z
okrnjeno imunostjo. V literaturi se poja-
vlja vedno ve¢ porocil o klini¢nih prime-
rih; v Sloveniji nimamo podatkov o inci-
denci, za ZDA pa je ocenjena na 500 do
1.000 primerov letno (1). Vzrok vedno vec
porofanim primerom je verjetno v ve-
¢jem Stevilu bolnikov z okvarjeno imuno-
stjo, zaradi zdravljenja drugih bolezni in
natancnejsi laboratorijski diagnostiki (2).
Za vecino bolnikov z okuZbo z Nocardio
spp. in tistih, za katere je klini¢no ocenje-
no, da gre samo za kolonizacijo, je znano,
da imajo od spremljajocih bolezni bodisi
rakavo bolezen, so po presaditvi katerega
od organov ali imajo pridruZene bolezni
kot npr. sladkorno bolezen, jetrno cirozo
ali bolezni zaradi katerih prejemajo glu-
kokortikoide (3).

METODE

Restrospektivno smo pregledali labora-
torijske izolate nokardij v Laboratoriju
za mikobakterije Univerzitetne Kklinike
za pljucne bolezni in alergijo (UKPA) Gol-
nik v ¢asu od januarja 2004 do decembra
2015.

REZULTATI

V obdobju od januarja 2004 do decem-
bra 2015 je bila v 89 vzorcih pri 79 bolni-
kih izolirana Nocardia spp. V veliki vecini
primerov, 84-krat (89 %), je bila izolirana
iz izmecka, trikrat (3 %) iz aspirata spo-
dnjih dihal, en izolat pa je bil iz plevralne-
ga punktata in fecesa.

Povprec¢na starost 79 bolnikov (42 mo-
8kih, 37 Zensk) je bila 70,5 let. Za 11 od
zgoraj navedenih bolnikov je bilo iz kli-
ni¢ne dokumentacije mogoce zakljuciti,
da so bili obravnavani kot okuZba - no-
kardioza, vsi ostali kot kolonizirani.

V laboratoriju doloCene vrste nokar-
dij so bile: N. asteroides pri 34 (43 %) bol-
nikih, N. nova pri 29 (36 %) bolnikih, N.
brasiliensis pri desetih (12 %) bolnikih, N.
brevicatena pri devetih (11 %) bolnikih, N.
pseudobrasiliensis pri Stirih (5 %) bolnikih
in Nocardia spp. pri treh (3 %) bolnikih.

Pregledali smo dostopno klini¢no do-
kumentacijo 40 bolnikov, ki so bili obrav-
navani v UKPA Golnik. Med njimi je bilo
23 moskih in 17 Zensk. Njihova povprec-
na starost je bila 70,8 let.

V laboratoriju doloCene vrste nokardij
so bile: N. asteroides pri 27 (67 %) bolnikih,
N. nova pri 16 (40 %) bolnikih, N. brasilien-
sis pri sedmih (17 %) bolnikih, N. brevicate-
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na pri $tirih (10 %) bolnikih, Nocardia spp.
pri treh (7,5 %) bolnikih in N. pseudobrasi-
liensis pri enem (2,5 %) bolniku.

Ob pregledu klini¢ne dokumentacije
smo ugotovili, da je bila od spremljajo¢ih
bolezni pri bolnikih obravnavanih v UKPA
Golnik najveckrat prisotna kroni¢na ob-
struktivna plju¢na bolezen (KOPB), in si-
cer pri 52 %, bronhiektazije pri 22,5 %
bolnikov, sledila je sladkorna bolezen pri
20 % bolnikov, post tuberkulozne spre-
membe pljuc pri 15 % bolnikov, rak plju¢
pri 15 % bolnikov in presajena ledvica pri
5 % bolnikov.

Ob pregledu predpisane terapije pred
izolacijo nokardij smo ugotovili, da je 52 %
bolnikov prejemalo glukokortikoide. Med
njimi je bilo 76 % zdravljenih z inhalacij-
skimi glukokortikoidi, 24 % je prejemalo
sistemske glukokortikoide. Bolniki s pre-
sajenimi organi so poleg sistemskih glu-
kokortikoidov prejemali tudi druga, po
presaditvi organov indicirana imunosu-
presivna zdravila.

Ob zacetku klini¢ne obravnave, kateri
je sledila izolacija nokardij, je bil glaven
simptom, prisoten prakti¢no pri vseh bol-
nikih, kaSelj. Pri bolnikih, ki so bili obrav-
navani in spremljani samo kot kolonizi-
rani z nokardijo, je bil kaSelj kot simptom
pripisan spremljajo¢im boleznim (KOPB,
bronhiektazije).

Pri 11 bolnikih, ki so bili zdravljeni za-
radi okuzbe z bakterijo Nocardia spp., med
njimi pet moskih in Sest Zensk, so bili pri-
sotni tudi sistemski znaki bolezni: utru-
jenost, vrocina, dispneja in hujSanje. Na
rentgenogramu prsnih organov in/ali vi-
sokolocljivostni racunalniSki tomografiji
pljuc so bile spremembe opisane kot kon-
solidacije, infiltrati ali nodularne lezije.

Vseh 11 bolnikov je bilo uspeSno zdra-
vljenih od tri do 12 meseceyv, in sicer de-
vet bolnikov s trimetoprim-sulfametoksa-
zolom, dva bolnika pa z amoksicilinom s
klavulansko kislino.

RAZPRAVA

Vecina bolnikov je bila moskih, kar je
v skladu z ve¢ drugimi poroc¢ili v litera-
turi, kjer to razlagajo z vplivom hormon-
skega statusa na virulenco ali rast nokar-
dij (4).

Velika vecina bolnikov, ki so bili
obravnavani v UKPA Golnik, je imela ob
izolaciji nokardije pridruZeno tudi eno ali
ve¢ drugih plju¢nih bolezni, med njimi
najve¢ KOPB, kar je skladno s porocili v
literaturi (5). To je tudi glavni vzrok veli-
kega deleZa pred izolacijo nokardij pred-
pisane glukokortikoidne terapije. V veli-
ki ve€ini so bolniki prejemali inhalacijske
glukokortikoide, predvsem v skupini ti-
stih bolnikov, pri katerih je bila izolaci-
ja pripisana kolonizaciji. Ti bolniki so bili
kasneje spremljani, ponovljeni so bili tudi
odvzemi izmecka za pregled na prisotnost
nokardij. V vec€ini primerov ob kontrolnih
odvzemih nokardija ni bila ve¢ izolirana.

Bolniki, zdravljeni zaradi okuZbe, so
predpisano terapijo vec¢inoma dobro pre-
nasali. Pri enem bolniku se je pojavila
alergija za trimetoprim-sulfametoksazol,
zato je nadaljeval zdravljenje z amoksici-
linom s klavulansko kislino; pri drugem
bolniku pa je bila alergija za trimetoprim-
sulfometoksazol poznana Ze od prej, zato
je bilo zdravljenje Ze zaCeto z amoksicili-
nom s klavulansko kislino.

Izvenpljucne prizadetosti v nasi sku-
pini bolnikov nismo ugotavljali.

Pri enem bolniku s plju¢nim rakom je
izolacija nokardije iz izmecka, oddanega
ob sprejemu v bolni8nico, zaradi napredo-
vale osnovne bolezni pri§la Sele po smr-
ti. Po oceni lececega zdravnika izolacija
nokardije ni bila v povezavi s slabSanjem
osnovne bolezni.

Dva bolnika z nokardijo, izolirano iz
izmecka, sta bila zdravljena zaradi atipic¢-
ne mikobakterioze, izolacija nokardij pa je
bila smatrana za kolonizacijo.
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ZAKLJUCKI

Prepoznavanje okuzbe z Nocardio spp. je
z vidika uspeha zdravljenja in pravoca-
sno predpisane ustrezne terapije zelo po-
membno. Pravocasno postavitev diagnoze
oteZuje netipi¢na klini¢na, laboratorijska
in radioloska predstavitev.

Zaradi netipi¢ne klini¢ne slike, ki je
zaradi Ze predhodno predpisane terapi-
je pogosto Se dodatno zabrisana, je lah-
ko prepoznavanje nokardioze v skupini
bolnikov, ki imajo iz katerega koli vzro-
ka okvaro imunskega sistema, Se posebej
problematicno.
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Zunajbolnisni¢ne pljucnice pri odraslih -
izkusnje Klinike Golnik

Community-Acquired Pneumonia in Adults—Experience from Golnik Hospital

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: zunajbolnigni¢na plju¢nica, odrasli, Klinika Golnik

IZHODISCA. Zunajbolni¥ni¢na pljuénica je pogosta bolezen. Incidenca zunajbolni-
$nic¢ne pljucnice (ZBP) v zadnjih letih nara$ca. Z raziskavo smo Zeleli opredeliti klini¢-
ne in mikrobioloSke znacilnosti ter kakovost obravnave bolnikov z ZBP na Kliniki Gol-
nik. METODE. Raziskava je retrospektivna. Vanjo smo vkljucili 100 bolnikov, ki so bili v
letu 2015 na Kliniki Golnik obravnavani zaradi ZBP. Podatke smo zbrali iz bolniske do-
kumentacije in bolniSni¢nega informacijskega sistema. REZULTATI. Devetinpetde-
set odstotkov bolnikov je bilo moskih, povprecna starost je 73,5 let. Vsaj dve pridruZeni
kroni¢ni bolezni je imelo 61 % bolnikov. TeZko klini¢no sliko ZBP je imelo ob sprejemu
71 % bolnikov. Iz kuZnin smo najpogosteje izolirali Streptococcus pneumoniae, ki je bil obcu-
tljiv na testirane antibiotike. Povpre¢no trajanje intravenskega antibioti¢nega zdravljenja je
bilo pet dni. Povpre¢na leZalna doba je znagala 11,9 dni. Umrlo je 6 % bolnikov. ZAKLJUCKI.
V bolniSnici smo obravnavali bolnike s teZko klini¢no sliko ZBP. Obravnava bolnikov je kako-
vostna v skladu z veljavnimi priporo¢ili. Obcutljivost povzrociteljev na antibiotike je dobra.

ABSTRACT
KEY WORDS: community-acquired pneumonia, adults, Hospital Golnik

BACKGROUNDS. Community-acquired pneumonia (CAP) is a frequent disease. The in-
cidence of CAP is increasing. In our analysis, we wanted to evaluate clinical and micro-
biological properties of CAP patients and the quality of CAP treatment in Golnik Hos-
pital. METHODS. In this retrospective study we analyzed data from 100 patients who
were hospitalized in Golnik Hospital in 2015 due to CAP. The data were collected from
patients’ files and in-hospital information system. RESULTS. Fifty-nine percent of pa-
tients were men; the average age was 73.5 years. Sixty-one percent of patients had at
least two chronic diseases, 71 % of patients had a severe form of CAP at admittance.
Streptococcus pneumoniae was the most frequently isolated causative agent with good
sensitivity to antibiotics. Average duration of intravenous antibiotic treatment was 5
days. The average hospital stay was 11.9 days. Six percent of patients died. CONCLU-
SIONS. Patients with severe form of CAP were mostly treated in hospital. Patients were
treated according to the recommended guidelines. Causative agents showed good sen-
sitivity to the tested antibiotics.
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OkuZbe spodnjih dihal so na petem mestu
med vzroki smrtnosti v svetovnem me-
rilu. V Evropi je plju¢nica na prvem me-
stu med infektivnimi vzroki smrtnosti in
predstavlja veliko ekonomsko breme (1).
Incidenca plju¢nice je odvisna od spo-
la, starosti in pridruZenih kroni¢nih bole-
zni. Pogostej$a je pri moskih, starostnikih
in bolnikih s pridruZenimi boleznimi ter
znasa v razli¢nih skupinah od 0,8 do 10
zbolelih na 1.000 prebivalcev na leto (2).
Ob trendu staranja populacije lahko prica-
kujemo, da se bosta incidenca pljucnice in
z njo povezano ekonomsko breme v priho-
dnjih letih Se povecevala.

Pljucnice razdelimo na zunajbolnisnic-
ne pljucnice (ZBP), bolnisni¢ne pljucnice
in plju€nice pri zmanjSani imunski zmo-
Znosti (3). Razdelitev omogoca hitro oceno
ogroZenosti bolnika, pomaga pri usmeritvi
v ustrezne diagnosti¢ne preiskave in izbi-
ri izkustvenega antibioti¢nega zdravljenja.
Kategoriji pljucnica pri bolnikih iz domov
za ostarele in z zdravstveno oskrbo poveza-
na pljucnica sodita med zunajbolni$ni¢ne
pljucnice. Nekatere evropske raziskave so
namrec¢ dokazale, da je pogostnost na anti-
biotike odpornih povzrociteljev v teh dveh
skupinah tako majhna, da tako kot zunaj-
bolnidni¢ne plju¢nice ne zahteva prilago-
ditve antibioti¢nega zdravljenja.

Kljub tradicionalni mikrobiolo8ki di-
agnostiki in novejSim molekularnim dia-
gnosti¢nim metodam ostaja etiologija ZBP
neprepoznana v priblizno 50 %. Najpogo-
stej8i povzrocitelj ostaja S. pneumoniae, po
pogostosti mu sledijo atipi¢ne bakterije in
respiratorni virusi. Pri bolnikih s kroni¢no
obstruktivno plju¢no boleznijo (KOPB) in
starej$ih bolnikih s pridruZenimi bolezni-
mi pogosto izoliramo Haemophilus influen-
zae in Moraxella catarrhalis. OkuZzbo z bak-
terijami iz druZine Enterobacteriaceae in s
Pseudomonas aeruginosa najdemo pri bol-
nikih s hudo strukturno okvaro plju¢ in/ali
z napredovalo obliko KOPB.

Klini¢na slika ZBP je lahko razli¢no
teZka. Pri oceni intenzivnosti klini¢ne sli-
ke nam pomagajo razli¢ni tockovni siste-
mi (CURB-65, PORT) (4). Na osnovi inten-
zivnosti klini¢ne slike ZBP se odloc¢amo o
mestu in nacinu zdravljenja, o vrsti pod-
pornega zdravljenja in predvsem o izku-
stveni izbiri antibiotika.

Z raziskavo smo Zeleli opredeliti kli-
ni¢ne in mikrobiolo8ke znacilnosti ter ka-
kovost obravnave bolnikov z ZBP na Kli-
niki Golnik.

METODE

Raziskava je retrospektivna. Vanjo smo

vkljucili 100 bolnikov, ki so izpolnjevali

vkljucitvene kriterije:

+ hospitalizacija na Kliniki Golnik v letu
2015,

+ delovna diagnoza
pljucnice,

» odpustna diagnoza plju¢nica (MKB J12
do J18.9).

zunajbolni$ni¢ne

Podatke smo pridobili iz informacij-
skega sistema BIRPIS in bolniSke doku-
mentacije. Zbrali smo podatke o starosti
in spolu bolnikov, anamnesti¢ne podat-
ke, podatke o klini¢ni sliki z oceno inten-
zivnosti, rentgenoloske, laboratorijske in
mikrobioloSke podatke, podatke o vrsti in
trajanju antibioti¢nega zdravljenja, leZal-
ni dobi in umrljivosti.

Ker smo v raziskavo vkljucili 100 bol-
nikov, Stevilo primerov isto¢asno predsta-
vlja odstotek.

REZULTATI

V letu 2015 je bilo zaradi ZBP na Kliniki
Golnik hospitaliziranih 1.057 bolnikov. Iz
skupine smo nakljucno izbrali vzorec 100
bolnikov in jih vkljuéili v raziskavo.

V vzorcu je bilo 59 moskih in 41 Zensk.
Bolniki so bili stari od 30 do 98 let, povpre-
¢na starost je bila 73,5 let. 74 bolnikov je
bilo starej$ih od 65 let. Starostne kategori-
je bolnikov z ZBP prikazuje slika 1.
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Slika 1. Starostne kategorije bolnikov z zunajbolni$ni¢no pljuénico.

Brez pridruZenih kroni¢nih bolezni je
bilo 19 bolnikov, 20 bolnikov se je zdravi-
lo zaradi ene pridruZene kroni¢ne bolezni,
61 bolnikov je imelo najmanj dve pridru-
Zeni kroni¢ni bolezni. Najpogostej$a pri-
druZena kroni¢na bolezen je bila arterij-
ska hipertenzija pri 58 bolnikih, sladkorno
bolezen je imelo 25 bolnikov, zaradi KOPB
se je istoCasno zdravilo 24 bolnikov.

Oceno intenzivnosti ZBP smo izvedli s
pomocjo tockovnega sistema PORT. Lah-
ko obliko ZBP je imelo Sest bolnikov, sre-
dnje teZko 23 bolnikov in teZko obliko 71
bolnikov.

Med 100 bolniki z ZBP je bilo deset
varovancev domov za ostarele.

V klini¢ni sliki ob sprejemu smo naj-
veckrat zabeleZili poviSano telesno tem-
peraturo (pri 69 bolnikih) in poviSano fre-
kvenco dihanja (pri 59 bolnikih). Kasel;j je
navajalo 70 bolnikov, gnojno izkasljeva-
nje pa le 26 bolnikov. Hemoptizo je imelo
6 bolnikov. Zmedenost kot simptom smo
opazili pri 17 bolnikih.

Na rentgenogramu prsnih organov
je bil viden vnetni infiltrat v enem pljuc-

nem reZnju pri 73 bolnikih, v dveh pljuc-

nih reZnjih pri 22 bolnikih in v treh ali vec

plju¢nih reZnjih pri petih bolnikih. Ple-

vralni izliv smo opisovali pri 25 bolnikih.
Med laboratorijskimi izvidi smo zabe-

lezili:

+ povecano koncentracijo C-reaktivnega
proteina nad 100 mg/1 pri 55 bolnikih,

- levkocitozo pri 59 bolnikih,

+ elektrolitske motnje pri 33 bolnikih,

- zmanjSano ledvicno funkcijo pri 31
bolnikih in

- patoloSke teste jetrne funkcije pri 37
bolnikih.

Povzrocitelja smo uspeli identificirati
pri 32 bolnikih: pri 23 bolnikih iz izme¢-
ka, pri petih bolnikih iz hemokultur, trije
bolniki so imeli pozitiven Legionella anti-
gen v urinu in en bolnik pozitivne serolo-
Ske teste na respiratorne viruse. Pri Stirih
bolnikih se je ZBP razvila ob preboleva-
nju gripe.

Izme€ek za mikrobioloSke preiska-
ve je oddalo 66 bolnikov. V 23 vzorcih
(35 %) smo izolirali povzrocitelja: na
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Slika 2. Izolati iz izmetka pri bolnikih z zunajbol

nisni¢no plju¢nico. MSSA - na meticilin obcutljiv

Staphylococcus aureus (angl. methicillin sensitive Staphylococcus aureus)

meticilin obc¢utljiv Staphylococcus aureus
(angl. methicillin sensitive S. aureus, MSSA)
pri sedmih bolnikih, S. pneumoniae pri
Sestih bolnikih, H. influenzae pri Sestih
bolnikih, P. aeruginosa pri treh bolnikih,
Candida albicans pri treh bolnikih, po en
izolat je bil pozitiven za Haemophilus pa-
rainfluenzae, Aeromonas hydrophilia, Ente-
robacter aerogenes in Klebsiella oxytoca. 1z
sedmih vzorcev izmecka smo izolirali ve¢
kot enega povzrocitelja. Izolate iz izmecka
pri bolnikih z ZBP prikazuje slika 2.

Hemokulture smo odvzeli pri 45 bol-
nikih. V sedmih vzorcih (16 %) smo izoli-
rali povzrocitelja: S. pneumoniae pri Sestih
bolnikih in Escherichia coli pri enem bolni-
ku. Vsi sevi S. pneumoniae so bili ob¢utlji-
vi na testirane antibiotike.

Bolniki so intravensko antibioti¢no te-
rapijo prejemali povprecno pet dni, antibi-
oti¢no zdravljenje v celoti pa je povprecno
trajalo deset dni. Amoksicilin s klavulan-
sko kislino je kot zaCetno antibioti¢no
zdravljenje prejemalo 48 bolnikov, kombi-

nacijo amoksicilina s klavulansko kislino
in makrolida 16 bolnikov, moksifloksacin
19 bolnikov, makrolide pet bolnikov, cefa-
losporine pet bolnikov, piperacilin - tazo-
baktam pa sedem bolnikov.

LeZalna doba je znaSala dva do 49 dni,
povprecno 11,9 dni. Dva bolnika sta bila
hospitalizirana dlje kot 30 dni. Umrlo je
Sest bolnikov.

RAZPRAVA

Pogostost ZBP v zadnjih letih nara-
§¢a. Glede na podatke predhodno opra-
vljenih raziskav se je Stevilo hospitalizi-
ranih bolnikov z ZBP na Kliniki Golnik
vsako leto povecevalo. Leta 2002 smo za-
radi ZBP obravnavali 367 bolnikov, leta
20006 866 bolnikov, lani pa 1.057 bolnikov.
Vzroke je iskati predvsem v staranju po-
pulacije. ZBP je pogostejSa v starejsi po-
pulaciji s pridruZenimi kroni¢nimi bole-
znimi. Tudi v na8i skupini bolnikov gre za
visok odstotek starej$ih od 65 let s Stevil-
nimi pridruZenimi kroni¢nimi boleznimi.
PridruZene kroni¢ne bolezni so verjetno
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najpomembnejsi dejavnik, ki napovedu-
jejo ogroZenost bolnika, prispevajo k tez-
ji kliniéni sliki, pa tudi k manjsi moZnosti
uspeSnega izida zdravljenja.

Visoka starost in pridruZenost kronic-
nih bolezni sta tudi dejavnika, ki ju v oce-
ni intenzivnosti klini¢ne slike ZBP upo-
Stevajo tockovni sistemi in pomembno
prispevata k teZji klini¢ni sliki. Visok od-
stotek srednje teZke in teZke klini¢ne sli-
ke ZBP je v nasi skupini pric¢akovan in je
tudi v skladu s priporocili, da tezke oblike
ZBP obravnavamo v bolni$nici.

V klini¢ni sliki nekoliko preseneca ni-
zek odstotek bolnikov z gnojnim izkaslje-
vanjem, ki velja za enega glavnih simpto-
mov ZBP. Pri starejSih je zaradi oslabelosti
in morebitnih pridruZenih nevroloskih
obolenj izkaSljevanje oteZeno. Pri starej-
§ih bolnikih se je v¢asih kot edini simp-
tom ZBP nenadno pojavila zmedenost.

Med laboratorijskimi izvidi je razen
poviSanih vnetnih parametrov potrebno
usmeriti pozornost na morebitne elektro-
litske motnje in zmanj$ano delovanje led-
vic in jeter, ki so v na8i skupini prisotni
pri tretjini bolnikov, ter izvidom prilago-
diti podporno zdravljenje in ustrezno zni-
Zati odmerek antibiotika.

Identifikacija povzrocitelja je bila
uspe$na v sorazmerno nizkem odstotku.
Pri starejSih bolnikih je odvzem izmecka
za mikrobioloSke preiskave zaradi osla-
belosti oteZen, moZnost kontaminacije z
mikroorganizmi iz ustnega Zrela pa veli-
ka. Izolirane bakterije so v skladu s pri-
¢akovanji in so podobne povzrociteljem
v prejSnjih raziskavah. Razveseljuje dej-
stvo, da so vsi sevi izoliranega S. pneumo-
niae obcutljivi na penicilin. P. aeruginosa
in druge na antibiotike odporne mikroor-
ganizme smo izolirali pri bolnikih z bron-
hektazijami in napredovalimi oblikami
KOPB. Preredko se odlotamo za odvzem
hemokultur, saj je predvsem pri starostni-
ku izolacija povzrocitelja ZBP iz hemokul-
tur najbolj zanesljiva.

Povprecno trajanje intravenske uved-
be antibiotika je glede na priporocila ne-
koliko predolgo (6). Tudi to bi lahko razlo-
Zili s starostjo in s pridruZenimi boleznimi
bolnikov v izbranem vzorcu, ki lahko pov-
zroCata teZave pri hranjenju oziroma pe-
roralni aplikaciji zdravil. DolZina antibio-
ti¢nega zdravljenja v celoti je primerna in
v skladu s priporoc¢ili. Tudi izbor izkustve-
nega antibioticnega zdravljenja je gle-
de na klini¢ne znacilnosti bolnikov pri-
meren, v skladu s priporo¢ili in pribliZno
enak kot v predhodnih raziskavah. Najpo-
gosteje se odlo¢amo za amoksicilin s kla-
vulansko kislino in respiratorne kinolone.

Povprecna leZalna doba je dolga, v pri-
merjavi s predhodnimi analizami se je Se
podaljsala (leta 2006 je znaSala 11,2 dni).
PodaljSanje leZalne dobe najverjetneje ni
posledica zdravljenja ZBP, pac pa zdravlje-
nja pridruZenih kroni¢nih bolezni, ki so se
zaradi ZBP poslabsale.

Smrtnost je v izbranem vzorcu 6 %,
kar je pri taki starostni strukturi bolnikov
in teZki klini¢ni sliki ZBP relativno nizek
odstotek in kaZe na kakovostno zdravlje-
nje tako ZBP kot pridruZenih kroni¢nih
bolezni.

ZAKLJUCEK

Pogostost ZBP v zadnjih letih nara$ca.
Hospitalizirani so predvsem stare;jsi bol-
niki s Stevilnimi pridruZenimi kroni¢ni-
mi boleznimi in tezko klini¢no sliko ZBP,
kar se odrazZa v teZavah pri izolaciji pov-
zroCitelja in podaljSanju leZalne dobe.
Obcutljivost izoliranih povzrociteljev na
antibiotike je dobra. Izkustvena izbira an-
tibioti¢nega zdravljenja je v skladu z ve-
ljavnimi priporocili. Celostna obravnava
bolnikov z ZBP, ki zajema podporno zdra-
vljenje in zdravljenje sofasnih kroni¢nih
bolezni, je kakovostna in ima za posledico
nizko umrljivost.
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Respiratorne okuzbe in neinvazivna
mehanska ventilacija

Pulmonary Infections and Non-invasive Mechanical Ventilation

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: neinvazivna mehanska ventilacija, kroni¢na obstruktivna pljuéna bolezen, z ventila-

torjem povezana pljucnica, virusne okuzbe, preprecevanje Sirjenja okuzb

Z uporabo neinvazivne mehanske ventilacije se pri izbrani skupini bolnikov z respira-
tornimi okuZbami lahko izognemo potrebi po intubaciji, skrajSamo trajanje bolni$nic¢-
ne obravnave in zmanjSamo umrljivost. Uporaba neinvazivne mehanske ventilacije pri
bolnikih z nalezljivimi virusnimi okuZbami je povezana s pove¢anim tveganjem preno-
sa okuZbe na sobolnike in zdravstveno osebje, zato je potrebno upoStevanje dodatnih
ukrepov.

ABSTRACT

KEY WORDS: non-invasive mechanical ventilation, chronic obstructive pulmonary disease, ventilator-

associated pneumonia, viral infections, infection prevention

Non-invasive mechanical ventilation in a selected group of patients with acute pulmo-
nary infections can reduce endotracheal intubation, shorten the length of hospital stay
and reduce mortality. The use of non-invasive mechanical ventilation in patients with
viral infections is associated with increased risk of disease transmission to other pati-
ents and healthcare workers, requiring strict infection control measures.

' Asist. mag. Irena Sarc, dr. med., Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik, Golnik 36, 4204 Golnik;
irena.sarc@klinika-golnik.si



46 Irena Sarc

Respiratorne okuzbe in neinvazivna mehanska ventilacija

uvoD

Neinvazivna mehanska ventilacija (NIMV)
je ventilatorna podpora dihanju pri dihal-
ni odpovedi brez uporabe invazivne ume-
tne dihalne poti. Namesto endotrahealne-
ga tubusa pri NIMV uporabljamo razli¢ne
maske (nosne, ustne-nosne, obrazne) ali
Celado (angl. helmet). Uporaba NIMV je
dobro uc¢inkovita pri akutni hiperkapni¢ni
respiratorni odpovedi, posebej pri kronic¢-
ni obstruktivni plju¢ni bolezni (KOPB) in
hipoventilaciji zaradi debelosti (angl. obe-
sity hypoventilation syndrom, OHS). Manj
jasna je njena vloga v primeru akutne hi-
poksemicne respiratorne odpovedi, ki se
pogosto razvije ob hujSem poteku respi-
ratornih okuZzb.

Prednost zgodnje uporabe NIMYV, ce je
uporabljena v izbrani skupini bolnikov in
ucinkovita, je manj$a stopnja zapletov, ve-
zanih na intubacijo in invazivno mehan-
sko ventilacijo (IMV), posebej zmanjSanje
pogostosti bolnisni¢nih okuZb. Pogostost
bolni$ni¢ne plju¢nice pri uporabi NIMV
je relativno nizka, 3,1 % v eni od raziskav,
v primerjavi s pogostostjo z ventilatorjem
povezane pljucnice, ki se pojavi pri 8 do
28 % bolnikov na IMV (1, 2).

NEINVAZIVNA MEHANSKA
VENTILACIJA PRI AKUTNEM
POSLABSAN]JU KRONICNE
OBSTRUKTIVNE PLJUCNE
BOLEZNI

Akutna poslabSanja KOPB najpogoste-
je povzrocajo respiratorne okuZzbe, bodisi
bakterijske ali virusne, ozadje 20 do 30 %
poslabSanj pa ostaja neopredeljeno. Naj-
pogostejsi bakterijski povzrocitelji so Ha-
emophilus influenzae, Streptococcus pneu-
moniae in Moraxella catarrhalis. Virusne
okuZbe sproZijo 50 % poslab8anj (najpo-
gosteje rinovirusi, picornavirusi, respi-
ratorni sincicijski virus in virusi gripe),
Cetrtino poslabSanj pa povzrocajo meSa-
ne bakterijske in virusne okuZbe (3). Raz-
iskave so pokazale, da ima od 15 do 20 %

hospitaliziranih bolnikov s poslabSanjem
KOPB ob sprejemu akutno respiratorno
acidozo, ki je indikacija za zdravljenje z
NIMYV (4-6). Uporaba NIMV dokazano iz-
boljSa akutno respiratorno acidozo, zniZa
frekvenco dihanja, zmanj$a dihalno delo,
duSenje, zmanjSa pogostost zapletov, kot
je z ventilatorjem povezana pljucnica, in
dolZino zdravljenja v bolniSnici (stopnja
dokaza A). Prav tako je dokazano, da upo-
raba NIMV zniZuje potrebo po intubaci-
ji in umrljivost teh bolnikov (stopnja do-
kaza A) (6).

Uspe$nost NIMV v razli¢nih raziska-
vah je bila 80 do 85 %. V zadnjih dveh de-
setletjih je ta metoda dihalne podpore vse
bolj uporabljena in zmanjSuje potrebo po
uporabi IMV. Potrebna je previdnost pri
bolnikih, ki se ne odzivajo na NIMV in se
kljub njeni uporabi ne izboljSujejo oz. se
njihovo stanje slab3a; take bolnike je po-
trebno prepoznati zgodaj in brez odlasa-
nja preiti na IMV.

NEINVAZIVNA MEHANSKA
VENTILACIJA IN RESPIRATORNE
OKUZBE PRI DEBELIH

Debeli posamezniki imajo povecano tve-
ganje za hospitalizacije zaradi respirator-
nih vzrokov med sezono gripe, neodvisno
od pridruZenih bolezni (7). V obdobju pan-
demije gripe A (pH1N1) v sezoni 2009-
2010 je bila debelost dejavnik tveganja
za teZji potek bolezni. Bolezensko debe-
li imajo pogosto pridruZena sréno-Zilna,
presnovna in pulmoloSka obolenja, za-
radi katerih je potek respiratornih okuZb
lahko teZji. Pogosto se razvije respirator-
na odpoved, ki je ponavadi hiperkapnic¢na.
Uporaba NIMV je pri akutni hiperkapnic¢-
ni respiratorni odpovedi pri bolezensko
debelih podobno kot pri KOPB zelo ucin-
kovita (8). Lemyze in sodelavci so v ne-
davni raziskavi ugotovili, da sta dejavni-
ka tveganja za neuspeh NIMV pljuc¢nica,
ki je bila prisotna pri 28 %, in ve€organ-
ska odpoved (9).
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NEINVAZIVNA MEHANSKA
VENTILACIJA PRI BAKTERIJSKIH
PLJUCNICAH

Pljucnica in akutna plju¢na poSkodba, ki
povzroci akutno respiratorno odpoved, je
najpogostejsi resen zaplet respiratornih
patogenov. Prisotnost pljucnice je dejav-
nik tveganja za neuspeh NIMV v prime-
ru akutne respiracijske odpovedi, v nekaj
raziskavah je bil neuspeh NIMV povezan
s slab8im preZivetjem bolnikov z NIMV v
primerjavi z bolniki, ki so bili zdravljeni z
IMV (10). Ena od starej$ih raziskav je sicer
pokazala, da je pri teZki zunajbolni$nic-
ni pljuénici uporaba NIMV v primerjavi s
standardno terapijo zniZa potrebo po intu-
baciji (21 % proti 50 %) ter dolZino zdra-
vljenja na intenzivni enoti, vendar je bila
ta razlika preteZno na racun KOPB-bolni-
kov s pljucnico (11). Na podlagi metaana-
liz so raziskovalci zakljuéili, da je uporaba
NIMYV smiselna izbira za izbrane bolnike
s plju¢nico, posebej bolnike s KOPB, vse-
kakor pa uporaba NIMV ne sme zakasni-
ti intubacije in IMV pri bolnikih, ki se na-
glo slab8ajo oz. se ne odzivajo na zacetno
zdravljenje. V primeru obseZnih konsoli-
dacij ali bilateralnih sprememb po pljucih
in sindroma dihalne stiske pri odraslem
(angl. acute respiratory distress syndrome,
ARDS), hude hipoksemije in veforgan-
ske odpovedi je verjetnost uspeha upora-
be NIMV zelo majhna oz. je NIMV celo
Skodljiva, zato se njena uporaba odsvetu-
je (12). Nova oblika podpornega zdravlje-
nja bolnikov s hipoksemicno respiratorno
odpovedjo pri plju¢nici je visokopreto¢na
kisikova nosna kanila, ki se v zadnjih le-
tih vse bolj uveljavlja kot dobra alternati-
va NIMV z ugodnimi rezultati zdravljenja
v nekaterih raziskavah (13).

NEINVAZIVNA MEHANSKA

VENTILACIJA IN VIRUSNE OKUZBE
Uporaba NIMV je zanimiva izbira zdra-
vljenja v primeru virusnih (tudi pande-
micnih) nalezljivih bolezni, ki povzro-

¢ajo akutno respiratorno odpoved, saj v
tem primeru Stevilo obolelih lahko pre-
obremeni omejene zmogljivosti intenziv-
nih enot, ki omogocajo zdravljenje z IMV,
hkrati pa s potencialnim zmanj$anjem po-
trebe po intubaciji zmanjsa s tem poveza-
ne zaplete in neugodne izhode zdravlje-
nja.

Hudi akutni respiratorni sindrom
(angl. severe acute respiratory syndrome,
SARS) povzro¢a nov koronavirus (SARS-
-CoV), ki se je prvi¢ pojavil na jugu Kitaj-
ske konec leta 2002. Virus se v glavnem
prenasa kaplji¢no, redkeje prek kontami-
niranih povrsin ali po zraku. Povzrocitelj
SARSa povzroca teZko plju¢nico, ki v 10-
20 % zahteva zdravljenje na intenzivnem
oddelku in uporabo NIMV/IMV in se v 15
% konca s smrtjo (14). Podatke o uporabi
NIMYV ob izbruhu SARS v obdobju 2002-
2003 podajajo predvsem retrospektiv-
ne raziskave iz Kitajske, Hong Konga in
Kanade (12, 15). Jasni zakljuc¢ki za bodo-
¢o klini¢no prakso so zaradi retrospektiv-
ne narave vecine teh raziskav nemogoci,
vendarle pa so nekatere od njih pokaza-
le, da je zgodnja uporaba NIMV zniZala
potrebo po intubaciji in umrljivost bolni-
kov (15).

Druga pomembna znacilnost SARSa
je, da je bolezen zelo kuZna in da je bila
okoli polovica obolelih zdravstvenih de-
lavcev. V vecini primerov okuZb zdra-
vstvenih delavcev je do prenosa okuZbe
prislo v bolni3nici, potek pri teh bolnikih
pa je bil teZji, domneva se, da zaradi vi-
sokega virusnega bremena ob tesnem sti-
ku z mo¢no kuZnimi bolniki (14). V zvezi
s tem je pomembno, da je uporabo NIMV
svetovna zdravstvena organizacija (SZO)
uvrstila med postopke, ki potencialno
ustvarjajo aerosol in lahko predstavlja-
jo tveganje za prenos patogenov na zdra-
vstveno osebje (106).

V pandemiji gripe A (pHIN1) v sezo-
ni 2009-2010 je do 30 % hospitaliziranih
bolnikov potrebovalo obravnavo na inten-
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zivnem oddelku, celokupna umljivost za
kriticno bolne bolnike je bila visoka, do
17 % (16). Znacilnost hujSega poteka bo-
lezni je nenadno in hitro napredujoca di-
halna odpoved z vztrajajoco refraktarno
hipoksemijo in bilateralnimi plju¢nimi
infiltrati v smislu ARDS. Pri teh bolni-
kih je ustrezno zdravljenje IMV in obli-
ke zaSCitnih strategij ventilacije, NIMV
pa pri njihovem zdravljenju nima vloge.
Vec kot 20 raziskav je porocalo o posku-
sih z zgodnjo uporabo NIMV pri blaZjih
oblikah akutne respiratorne odpovedi pri
okuZbi s pHINI. V nedavno objavljenem
pregledu in povzetku teh raziskav Esqui-
nas in soavtorji zakljuc¢ujejo, da ima upo-
raba NIMV vlogo pri zgodnji akutni re-
spiratorni odpovedi pri okuZbi s pHIN1,
ko lahko izboljsa izhode zdravljenja bol-
nikov, vendar le v nadzorovanem okolju s
strogim nadzorom in ukrepi za preprece-
vanje Sirjenja okuZzbe (10).

NEINVAZIVNA MEHANSKA
VENTILACIJA IN

RESPIRATORNE OKUZBE PRI
IMUNOKOMPROMITIRANIH
BOLNIKIH

OkuZbe so najpogoste;jsi zaplet pri imuno-
kompromitiranih bolnikih z visoko smr-
tnostjo (od 30 do 90 %), Se posebej v pri-
meru akutne respiratorne odpovedi (17).
Potreba po intubaciji in IMV pomeni Se
dodaten neugoden prognosti¢ni dejavnik,
zato so v tej populaciji napori prepreciti
intubacijo in dodatne zaplete, zlasti z ven-
tilatorjem povezano pljucnico, Se posebej
intenzivni (18). Nekatere starejSe raziska-
ve so pokazale ugodne rezultate zgodnje
uporabe NIMYV pri akutni respiratorni od-
povedi pri imunokompromitiranih bolni-
kih, saj so pokazale zmanj$anje potrebe po
intubaciji in zmanjSanje umrljivosti (19,
20). Na podlagi teh rezultatov so nekate-
re mednarodne smernice, med drugimi
kanadske in nem$ke, priporocile upora-
bo NIMYV kot prvo izbiro pri akutni dihal-

ni odpovedi v tej populaciji bolnikov (21,
22). V nedavni vedji raziskavi pri imuno-
kompromitiranih bolnikih s hipoksemic-
no respiratorno odpovedjo, ki je primerja-
la zgodnjo NIMYV in zdravljenje s kisikom,
niso ugotovili razlik v umrljivosti v prvih
28 dneh (23). Natanc¢nejSa opredelitev vlo-
ge NIMV pri zdravljenju akutne respira-
torne odpovedi v tej skupini bolnikov bo
nedvomno predmet nadaljnjih raziskav.

TVEGANJE NEINVAZIVNE
MEHANSKE VENTILACIJE ZA
USTVARJANJE AEROSOLA IN
SIRJENJE NALEZLJIVIH OKUZB
Kasljanje in kihanje ustvarja sorazmerno
velike delce (> 10 pm) izlockov dihal, ki
zaradi svoje teZe doseZejo krajSe razdalje
in kontaminirajo okolje bolniSke postelje
in oZjega okolja okrog bolnika (do 1 me-
tra), Ceprav lahko manjsi delci izlockov
doseZejo tudi razdalje do 9 m (106).

Manjsi delci ali aerosol (delci < 5 pm)
ostanejo razprSeni v zraku dalj ¢asa in se
razprsijo Cez vecje razdalje. SZO je uvrs-
tila NIMV med postopke, ki potencialno
ustvarjajo aerosol in zato v primeru na-
lezljivih nevarnih okuZb zahtevajo poseb-
ne varnostne ukrepe za preprecitev Sirjen-
ja okuZbe.

V nedavni raziskavi Hui in sodelav-
cev na simuliranih bolnikih so razisko-
valci preizkusili razprSitev dima v izdiha-
nem zraku med NIMYV s €elado in obrazno
masko. Raziskava je pokazala, da je dol-
Zina razprSitve dima v izdihanem zraku
odvisna od udinkovitega tesnenja maske
oz. Celade ter od viSine uporabljenih in-
spiratornih pritiskov; najmanjSo razprsi-
tev so dosegli z uporabo Celade z dobrim
tesnenjem na vratu, z uporabo dvocevne-
ga sistema, z uporabo ustreznih filtrov in
z uporabo srednjih inspiratornih pritiskov
(radialna razprSitev 2,70 m). Najvecjo raz-
prSitev so izmerili pri uporabi obrazne
maske in enocevnega sistema (9 m) (24).
Nekateri dvomijo, da raziskovanje razpr-
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Sevanja na simuliranih bolnikih in z upo-

rabo dima kot nadomestila za respirator-

ne izlocke natancno predstavlja razmere
na zivih bolnikih.

Simmondsova in sodelavci so v raz-
iskavi bolnikov z gripo ugotovili, da
NIMV in postopki respiratorne fiziotera-
pije ustvarjajo velike delce oz. kapljice pri
okuZenih bolnikih, vendar omenjena po-
stopka ne ustvarjata aerosola. Delce so za-
znali v bliZini NIMV maske, vendar pa je
njihova gostota pomembno upadla v od-
daljenosti 1 metra od postelje, kar doda-
tno kaZe, da gre za vecje in teZje delce.
Raziskava je tudi ugotovila, da so bili pro-
tivirusni in bakterijski filtri v valvuli za
izdih dobro ucinkoviti pri odstranjevanju
delcev izlockov iz izdihanega zraka (25).

Zaradi preprecevanja Sirjenja okuzb je
ve¢ vodilnih avtorjev s podro¢ja nedavno
objavilo priporocila glede uporabe NIMV
pri zdravljenju bolnikov s nalezljivimi bo-
leznimi, kjer svetujejo (12, 16):

uporabo dvocevnih sistemov (cev za

vdih in cev za izdih),

» maske brez odprtin za izdih (angl. non-
vented mask) oz. Se bolje dobro tesnece
celade,

+ uporabo visokoucinkovitih protiviru-
snih in protibakterijskih filtrov, ki fil-
trirajo delce velikosti 0,3 pm,

-+ uporabo najniZjih uc¢inkovitih inspira-
tornih pritiskov, ki so povezani z manj-
$im puS¢anjem in tako manjSim razpr-
Sevanjem delcev v okolico,

- med prekinitvijo ventilacije naj se naj-
prej ugasne ventilator in Sele nato od-
strani masko in

+ v primeru uporabe maske izbira obra-
znih mask, odsvetuje se uporaba nosne
maske zaradi puScanja Cez usta.

Na podlagi dosedaj opravljenih razi-
skav se zdi smiselno izvajanje ukrepov ob
nevarnosti kapljicnega prenosa (zaS€ita
dihal z zaS¢itnimi maskami ob pribliZanju
bolniku na manj kot 1 meter, namestitev

bolnika v enoposteljno sobo ali kohortna
izolacija bolnikov), obenem pa tudi pre-
precevanje kontaktnega prenosa preko
kontaminiranih povrSin v bliZini bolnika,
posebej dekontaminacija povrS$in, higena
rok, uporaba za$c¢itnih rokavic in ostalih
standardnih ukrepov.

ZAKLJUCEK

Ucinkovitost NIMV pri zdravljenju aku-
tne respiratorne odpovedi je odvisna
od vrste osnovne bolezni in respirator-
ne okuZbe. Korist je nesporno dokazana
pri poslabSanjih KOPB in debelih z aku-
tno hiperkapni¢no respiratorno odpoved-
jo. Manj jasno je mesto uporabe NIMV
pri hipoksemicni respiratorni odpove-
di pri bakterijskih plju¢nicah in respira-
tornih okuZbah imunokompromitiranih
bolnikov. Uporaba NIMV je zgodnja mo-
Znost zdravljenja pri izbranih bolnikih z
nalezljivimi virusnimi okuZbami v zgo-
dnjih fazah akutne respiratorne odpovedi,
saj lahko prepreci potrebo po intubaciji
in zato zmanj3a zaplete, povezane z IMV,
¢e je NIMV uporabljena v enotah z dobro
usposobljenim osebjem. Uporaba NIMV
je neucinkovita in potencialno Skodlji-
va pri hitro napredujoc¢i dihalni odpove-
di z vztrajajoco refraktarno hipoksemijo,
z razvojem ARDS in vecorganske odpove-
di pri bakterijskih plju¢nicah in respira-
tornih virusnih okuZbah.

Uporaba NIMV ustvarja kapljice oz.
vecje delce respiratornih izlockov, ki
predstavljajo tveganje za prenos okuZbe
na sobolnike in zdravstveno osebje. Viru-
sne okuZbe, vklju¢no z gripo, so pogoste
pri poslabSanjih KOPB in debelih z aku-
tno respiratorno odpovedjo, pri katerih je
NIMV pomemben del zdravljenja. Potreb-
na je skrb za zgodnjo identifikacijo kuZnih
bolnikov in izvedba ustreznih ukrepov za
preprecitev Sirjenja okuZbe.
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Okuzbe dihal pri bolnikih s cisticno fibrozo

Respiratory Infections in Patients with Cystic Fibrosis

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: cisti¢na fibroza, okuzbe dihal, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bur-

kholderia cepacia, Aspergillus fumigatus, netuberkulozne mikobakterije

Cisti¢na fibroza je najpogostejSa dedna redka bolezen belcev. Bolezen ve¢inoma prizade-
ne prakti¢no vse organske sisteme v telesu, predvsem pa pljuca. Kroni¢no vnetje diha-
lih poti s¢asoma vodi v kroni¢no dihalno odpoved, potrebo po presaditvi pljuc in smrt.
Poslab$anja bolezni povzrocajo bakterije, glive in virusi. Pojavnost in raznolikost mi-
kroorganizmov v dihalih bolnikov s cisti¢no fibrozo se s starostjo spreminja. Za zgo-
dnjo otrosko dobo so znacilne predvsem okuZbe z bakterijami Haemophilus influenzae in
Staphylococcus aureus ter virusne okuzbe dihal. Kasneje postanejo pogostejSe okuZbe z
bakterijami Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylo-
soxidans in vrstami iz kompleksa Burkholderia cepacia, od gliv pa predvsem Aspergillus
fumigatus. V zadnjem ¢asu ugotavljamo vse vec¢jo pomembnost okuZbe z netuberkulo-
znimi mikobakterijami.

ABSTRACT

KEY WORDS: cystic fibrosis, respiratory infections, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Burkholderia cepacia, Aspergillus fumigatus, non-tuberculous mycobacteria

Cystic fibrosis is the most common inherited rare disease among the Caucasian popula-
tion. It is a multiorgan disease but it mostly affects the lungs. Chronic infection and in-
flammation of the airways cause progressive lung damage that leads to end stage lung
disease, a need for lung transplantation and eventually death. Respiratory exacerbati-
ons are caused by bacteria, fungi and viruses. The diversity of microorganisms in the
airways of cystic fibrosis patients narrows with age and disease stage. Isolation of Ha-
emophilus influenzae and Staphylococcus aureus is most common in childhood. Infecti-
on with Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxi-
dans, Burkholderia cepacia, and Aspergillus fumigatus becomes more common with age.
Nontuberculous mycobacteria are becoming increasingly important pathogens.
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Cisti¢na fibroza (CF) je najpogostejsa de-
dna redka bolezen belcev. Na svetu ima
CF okoli 70.000 ljudi, 35.000 bolnikov je
v Evropi (1). V Sloveniji je pojavnost bo-
lezni 1 : 4.500 Zivorojenih otrok, kar po-
meni, da se vsako leto rodi 4-5 otrok s
CF. Trenutno je v Sloveniji znanih oko-
li 120 bolnikov s potrjeno diagnozo CF
(2). Bolezen je dedna in se prena$a s star-
Sev, ki so za bolezen prenasalci, na otro-
ka, pri katerem se bolezen izrazi. CF pov-
zrofa mutacija gena CFTR (angl. Cystic
Fibrosis Related Transmembrane Conduc-
tance Regulator) na kromosomu 7. Okvara
gena CFTR vpliva na koli¢ino in/ali delo-
vanje beljakovine CFTR, ki je kloridni ka-
naléek na apikalni membrani epitelijskih
celic. Te najdemo prakti¢no v vseh organ-
skih sistemih, zato je za bolezen znacil-
na sistemska prizadetost. Za vse bolnike
s CF je znacilna prizadetost dihal. Kroni¢-
no vnetje dihalih poti s€asoma vodi v kro-
ni¢no dihalno odpoved, potrebo po presa-
ditvi pljuc¢ in smrt (3).

Spremenjeno delovanje ali pa popolna
odsotnost kloridnih kanal¢kov na apikalni
membrani epitelijskih celic spremeni rav-
novesje v prehajanju kloridnih ionov med
notranjostjo in zunanjostjo celice. To ima
za posledico gosto, viskozno sluz v dihal-
nih poteh. Nabiranje goste sluzi na povr-
$ini dihalnih poti ovira delovanje respi-
ratornih migetalk - cilij, katerih glavna
naloga je odstranjevanje sluzi in tujkov
iz dihalnih poti - mukociliarno ¢is€enje
(angl. mucociliary clearence). ZmanjSano
mukociliarno ¢iS¢enje dihalnih poti po-
vecuje zastajanje goste sluzi, ki je odli¢no
gojiS€e za rast bakterij in gliv. Posledica
je kroni¢no vnetje in kroni¢ne spremem-
be dihalnih poti, ki pa dodatno prispeva-
jo k zmanjSanemu mukociliarnemu ¢iSce-
nju in vztrajajoCemu zastajanju bakterij in
vnetju (4).

OKUZBE DIHAL PRI BOLNIKIH

S CISTICNO FIBROZO PO
STAROSTNIH OBDOBJIH

Pojavnost in raznolikost mikroorganiz-
mov v dihalih bolnikov s CF se s starostjo
spreminja. Za zgodnjo otroSko dobo so
znacilne predvsem okuZbe z bakterijami
Haemophilus influenzae in Staphylococcus
aureus ter virusne okuZbe dihal. Kasneje
postanejo pogostejSe okuZbe z bakterija-
mi Pseudomonas aeruginosa, Stenotropho-
monas maltophilia, Achromobacter xylosoxi-
dans in vrstami iz kompleksa Burkholderia
cepacia od gliv pa predvsem Aspergillus fu-
migatus. V zadnjem ¢asu imamo vse vec
podatkov o vplivu okuZbe z netuberkulo-
znimi mikobakterijami na povecano obo-
levnost in umrljivost bolnikov s CF (4).

Zgodnja otroska doba

V drZavah brez presejanja novorojenckov
za CF, bolezen diagnosticiramo glede na
klini¢no sliko. V Sloveniji je mediana sta-
rost ob postavitvi diagnoze Sest mesecev,
pri vecini bolnikov pa bolezen odkrije-
mo do drugega leta starosti. Prvi klini¢-
ni znaki so obi¢ajno povezani s prebavi-
li. Dojencki zaradi slabega presnavljanja
mascob iz hrane odvajajo velike koli¢ine
sluzastega, mastnega, svetlega blata. Ob
tem slabo napredujejo na telesni teZi in
dolZini (5). TeZave zaradi okuZb dihal se
klini¢no pokaZejo kasneje, znano pa je, da
prisotnost bakterij v dihalnih poteh kljub
odsotnosti klini¢nih teZav vseskozi po-
vzroca nastajanje kronicnih sprememb v
dihalnih poteh (6). Leta 2013 so Sly in so-
delavci objavili raziskavo, v katero je bilo
vklju€enih 127 otrok, ki so jim s presejal-
nimi testi novorojenckov CF diagnostici-
rali ob rojstvu. Otroke so sledili od posta-
vitve diagnoze do tretjega leta starosti. V
starostih treh mesecev, enega leta in treh
let so pri vseh vkljuc€enih otrocih naredi-
li bronhoskopijo in CT pljuc. Ugotovili so,
da je imela kar tretjina otrok Ze v staros-
ti treh mesecev na CT zaCetne spremembe
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dihalnih poti, ki so posledica vnetja. Ne-
povratne kroni¢ne spremembe dihalnih
poti (bronhiektazije) pa je imelo v staros-
ti enega leta 14 % preiskovanih otrok in v
starosti treh let kar 32 % otrok (7).

Virusne okuZbe dihal so pri otrocih s
CF enako pogoste kot pri otrocih brez kro-
nicne bolezni, vendar je potek hujsi in po-
jav zapletov zaradi sekundarne bakterij-
ske okuZbe pogostejsi. Virusne okuZbe so
pogostejSe v jesenskih in zimskih mese-
cih in naj bi povzrocale okoli 40 % poslab-
$anj (8). NajteZji potek je obi¢ajno ob okuz-
bi z respiratornim sincicijskim virusom in
virusi parainfluence in influence (9). Zato
bolnikom s CF, njihovim druZinskim c¢la-
nom ter skrbnikom svetujemo vsakoletno
preventivno cepljenje proti gripi (10). Vi-
rusne okuZbe pri otrocih s CF veckrat vo-
dijo v sekundarno bakterijsko okuZbo di-
hal, pri kateri je potrebno antibioti¢no
zdravljenje. Sekundarno okuZbo najpogo-
steje povzro¢a H. influenzae. Zato vecina
protokolov tudi ob zelo verjetni virusni
okuzbi dihal svetuje uvedbo zdravljenja z
amoksicilinom s klavulansko kislino, pri
otrocih, ki prejemajo preventivno antibi-
oti¢no terapijo s flukloksacilinom pa po-
vecanje odmerka za vsaj pet dni (4). Pred
uvedbo antibioti¢nega zdravljenja je smi-
selno odvzeti kuZnino dihal, v kateri sku-
Samo dokazati prisotnost respiratornih vi-
rusov in bakterij (11).

Med bakterijskimi okuZbami so za
zgodnjo otroSko dobo znacilne predvsem
okuZbe s H. influenzae in S. aureus. Mne-
nja glede dejanskega vpliva S. aureus na
dihala bolnikov s CF so deljena. S. aure-
us lahko povzroca akutna poslab3Sanja in
kroni¢no kolonizacijo. Medtem ko v ve-
¢ini britanskih CF-centrov otroci do tre-
tjega leta starosti prejemajo preventiv-
no antibioti¢no zdravljenje, pa drugje po
svetu zdravimo predvsem akutna poslab-
Sanja, ob katerih v kuZnini osamimo veli-
ko S. aureus. Za zdravljenje uporabljamo
ozko usmerjene penicilinske antibiotike,

razen kadar so bakterije nanje rezistentne.
Prav zaradi razli¢nih pristopov k preven-
tivnemu zdravljenju je pogostost kronic-
ne kolonizacije s S. aureus pri otrocih s CF
razlicna. Po podatkih iz evropskega regi-
stra bolnikov s CF (angl. European Cystic
Fibrosis Society Patient Registry, ECFS PR)
je pogostost najniZja v Veliki Britaniji z 9
% in najviSja v Ukrajini z 80 % kroni¢no
koloniziranih otrok. V Sloveniji je bilo v
letu 2013 s S. aureus kroni¢no kolonizira-
nih 37 % otrok. Po ukinitvi preventivnega
zdravljenja se je odstotek kronic¢ne kolo-
nizacije pri odraslih bolnikih tudi v Veliki
Britaniji povecal na skoraj 24 % (12).

Vecji otroci, mladostniki in odrasli
Pri ve¢jih otrocih, mladostnikih in odra-
slih se poveca odstotek bolnikov, ki so
kroni¢no okuZeni s S. aureus, hkrati pa vse
pogosteje iz kuZnin dihal osamimo tudi
druge bakterije. Za to obdobje so znacilne
okuZbe z bakterijami P, aeruginosa, S. mal-
tophilia, A. xylosoxidans in vrste iz kom-
pleksa B. cepacia, od gliv pa predvsem A.
fumigatus. V zadnjem casu ugotavljamo
vse ve¢ji klini¢ni pomen okuZbe z netu-
berkuloznimi mikobakterijami (4, 12).

S starostjo bolnikov se ne spreminja
le prisotnost drugih vrst bakterij, tem-
vec tudi njihova raznovrstnost. Vedja ra-
znovrstnost bakterij naj bi bila povezana
z bolj§im potekom bolezni, manjSa razno-
vrstnost in prisotnost dolofenih domi-
nantnih bakterij v dihalih pa naj bi bila
napovedna dejavnika za slabSanje klini¢-
nega stanja (13). Leta 2015 so Coburn in
sodelavci objavili raziskavo 269 bolni-
kov s CF, starih od 4 do 64 let. Pri vseh
bolnikih je bil letno odvzet vsaj en vzo-
rec spodnjih dihal - izmecek. Bolnike so
ob koncu raziskave razdelili v dve staro-
stni skupini: otroke do 18 let in odrasle
nad 18 let. Ocenjevali so plju¢no funkci-
jo, raznovrstnost bakterij in prisotnost do-
minantne bakterijske vrste. Rezultati pri-
merjave skupin po starosti so pokazali, da
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se mikrobna populacija, raznovrstnost in

prevladujoca vrsta bakterij med skupina-

ma razlikujejo. V skupini odraslih nad 18

let je bila v 57 % prisotna dominantna vr-

sta bakterij, medtem ko je bila ta prisotna
le pri 45 % otrok do 18. leta starosti. Pri
odraslih so bili dominantni po pogostno-
sti v padajo¢em vrstnem redu P. aerugino-
sa, B. cepacia, S. pneumoniae, H. influenzae
in S. aureus, pri otrocih pa S. pneumoniae,

H. influenzae, P. aeruginosa, S. aureus in A.

xylosoxidans (13).

Ugotovili so, da je bila raznovrstnost
bakterij najvecja pri mlajsih preiskovan-
cih in gostota bakterij najvecja v staro-
sti med 20 in 24 let. Okrog 25. leta naj
bi raznovrstnost dosegla plato. Pri starej-
§ih bolnikih sta ob manjsi raznovrstno-
sti dominantni vrsti postala P. aerugino-
sa in B. cepacia. Z multivariatno analizo
so potrdili vi§jo starost, nezadostno de-
lovanje trebusdne slinavke, ve¢jo potrebo
po antibioti¢nem zdravljenju in prevla-
do P. aeruginosa kot negativne dejavnike
na plju¢no funkcijo, vi§ji indeks telesne
mase in vecjo bakterijsko raznovrstnost
pa kot pozitivnha dejavnika na plju¢no
funkcijo (13).

Pri preucevanju vpliva okuZzbe z dolo-
¢eno bakterijo na klini¢no stanje bolnikov
je pomembna primerjava med posamezni-
mi centri in drZavami. Da je primerjava
lahko objektivna, pri terminologiji upo-
rabljamo dolocene standardne izraze. Ter-
minologija je bila zasnovana ob preuceva-
nju okuZbe s P. aeruginosa v CF-centru v
Leedsu v Veliki Britaniji, zato jo imenu-
jemo merila iz Leedsa (14, 15). Z leti se je
terminologija prenesla tudi na obravnavo
okuZb z drugimi bakterijami.

Po merilih iz Leedsa ima bolnik (15):

« kroni¢no okuZbo, kadar ima v enem
letu bakterijo osamljeno v ve¢ kot 50 %
odvzetih vzorcev,

. intermitentno okuZbo, kadar ima v
enem letu bakterijo osamljeno v manj
kot 50 % odvzetih vzorcev in

« predhodno okuZbo, e je imel Ze pred-
hodno osamljeno bakterijo, vendar ne v
zadnjih 12 mesecih.

» Nikoli okuZeni bolniki niso imeli 8e ni-
koli osamljene bakterije.

Razli¢ne bakterije imajo razlicen vpliv
na obolevnost bolnikov s CF. V zacetku le-
toSnjega leta so Hector in sodelavci obja-
vili ¢lanek z izsledki 10-letne retrospek-
tivne raziskave, v katero je bilo vkljucenih
770 bolnikov s CF iz Avstrije in Nemci-
je. Ugotavljali so klini¢ni vpliv intermi-
tentne in kroni¢ne okuZbe z razli¢nimi
bakterijami na plju¢no funkcijo bolnikov.
Potrdili so, da je kakrSnakoli okuZba in
kroni¢na kolonizacija z dolocenimi bakte-
rijami povezana s stabilno plju¢no funk-
cijo, okuZba z drugimi bakterijami pa s
slabSanjem plju¢ne funkcije s ¢asom (10).
Pregled kroni¢nih okuZb z bakterijami in
glivami pri bolnikih s CF in njihov klini¢-
ni pomen je predstavljen v tabeli 1.

Tako so pri bolnikih, intermitentno
ali kroni¢no okuZenih s S. aureus in H. in-
fluenzae ugotavljali stabilno oz. celo iz-
boljSano plju¢no funkcijo v primerjavi z
bolniki brez okuZbe. Nasprotno so pri bol-
nikih, ki so bili intermitentno ali kroni¢no
okuZeni z bakterijami P. aeruginosa, proti
meticilinu odpornim S. aureus (angl. me-
thicillin-resistant S. aureus, MRSA) in B. ce-
pacia ter glivama A. fumigatus ter Candida
glabrata, ugotavljali pomembno slabSanje
pljucne funkcije v primerjavi z bolniki, ki
niso bili nikoli okuZeni (16).

Do odrasle dobe pri ve¢ kot 60 % bol-
nikov vsaj prehodno osamimo P. aerugi-
nosa. Znano je, da tako intermitentna kot
kronicna okuZba s P. aeruginosa pomemb-
no vpliva na vecjo obolevnost in umrlji-
vost bolnikov s CF (17, 18). Zgodnje od-
krivanje okuZbe je pomembno, saj je za
P aeruginosa znacilno, da se Ze v kratkem
¢asu izredno prilagodi okolju. Bakterije se
fenotipsko spremenijo v tako imenovani
sluzni tip bakterij. Obdajo se z biofilmom,
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ki jih ob drugih mehanizmih §¢iti pred
ucinki antibiotikov. Zato je pomembno, da
bolnike redno sledimo in jim ob vsakem
pregledu odvzamemo kuZnino dihal za
osamitev P. aeruginosa. Ob prvi osamitvi
bakterije in ob osamitvi po predhodnem
uspeSnem eradikacijskem zdravljenju
pri¢nemo z agresivnim antibioti¢nim era-
dikacijskim zdravljenjem. Protokoli eradi-
kacijskega zdravljenja so razli¢ni, vendar
vsi vklju€ujejo dvotirno antibioti¢no tera-
pijo. Obi¢ajno zacnemo s terapijo doma s
peroralnim ciprofloksacinom za tri tedne
in inhalatornim kolistinom ali tobrami-
cinom za vsaj §tiri tedne. V kolikor na ta
nacin bakterije ne uspemo odstraniti, na-
daljujemo z dvotedenskim parenteralnim
zdravljenjem v bolniSnici. Veckratno ne-
uspedno eradikacijsko antibioti¢no zdra-
vljenje vodi v kroni¢no okuZzbo (17, 19, 20).

Pomembno prelomnico pri obravnavi
bolnikov s CF je predstavljala objava smer-
nic za vzpostavitev centrov za CF, ki svetu-
je lo€evanje bolnikov glede na v kuZninah
osamljene bakterije ob obravnavi v bolni-
$nici in ambulanti (21). Z upoStevanjem
priporocil lahko zmanjSamo prenos razli¢-
nih bakterij in razli¢nih bakterijskih sevov
med bolniki. Na ta nacin se je v velikem
Stevilu centrov Stevilo kroni¢no okuZenih
s P aeruginosa pomembno zmanjSalo. Gle-
de na podatke iz ECFS PR je s P. aeruginosa
v povpre¢ju kroni¢no okuZenih 10 % otrok
in 30 % odraslih bolnikov (12).

Prisotnost bakterij S. maltophilia in A.
xylosoxidans je tako pri otrocih in mlado-
stnikih kot pri odraslih bolnikih s CF re-
lativno pogosta. Doloceni centri opisujejo
pojavnost pri skoraj 25 % bolnikov, na-
tan¢nih podatkov in primerjav med posa-
meznimi evropskimi centri pa v podatkih
ECFS PR ni. Dolgotrajen klini¢ni pomen
kroni¢ne okuZbe s katerokoli izmed teh
bakterij ni povsem znan, znano pa je, da
lahko obe povzrocata akutna poslabSanja
bolezni, ob katerih je potrebno antibiotic-
no zdravljenje. Glede na obicajno obcu-

tljivost se priporo¢a zdravljenje s trime-
toprim-sulfametoksazolom, piperacilin/
tazobaktamom in pri odraslih s tetracikli-
ni, obi¢ajno v kombinaciji z inhalacijskim
kolistinom (4).

Med najhujSe okuZzbe uvrs¢amo okuz-
bo z bakterijami iz kompleksa B. cepacia.
Bakterije so obic¢ajno veckratno odporne,
kar prakticno onemogoca njihovo zdra-
vljenje. Kadar pri bolniku osamimo bakte-
rije iz kompleksa B. cepacia, je treba izvaja-
ti stroge lo¢evalne ukrepe, saj je znano, da
se bakterija lahko med bolniki hitro Siri.
Najhujsi potek okuZbe je tako imenovani
Cepacia sindrom, ki se lahko pojavi tako
pri bolniku, pri katerem prvi¢ osamimo
bakterijo, kot pri bolniku, ki ima Ze vec let
znano kroni¢no okuZbo. PoslabSanje pote-
ka izredno hitro in se obic¢ajno zacne po
virusni okuZzbi. Kmalu se pojavijo znaki
bakterijske sepse z visoko telesno tempe-
raturo, izgubo telesne teZe in hitrim na-
predovanjem vnetnih sprememb na plju-
¢ih. Kljub agresivnemu antibioticnemu
zdravljenju je umrljivost zelo visoka (22).

Vse vecji pomen v zadnjih letih pri-
pisujemo okuZbam z netuberkuloznimi
mikobakterijami (23). Obicajno osamimo
bakterije kompleksa Mycobacterium avi-
um in/ali Mycobacterium abscessus. OkuZz-
ba z M. abscessus obicajno poteka hitreje
in ima ve¢ji vpliv na povecano obolevnost
in umrljivost bolnikov s CF. Zdravljenje
je dolgotrajno, obicajno vecletno in zelo
zahtevno. Po vecini protokolov je po zace-
tni intenzivni fazi s parenteralnimi anti-
biotiki v bolnisnici potrebno dolgotrajno
zdravljenje doma, s kombinacijo treh do
Stirih peroralnih in inhalacijskih antibio-
tikov. Kljub taksni terapiji pa eradikacija
bakterij ve¢inoma ni uspesna (24).

Poleg bakterijskih okuZb so pri bolni-
kih s CF pomembne tudi okuzbe z gliva-
mi. Medtem ko je pristnost kvasovke Can-
dida albicans obiajno koristna, pa naj bi
imela kroni¢na okuZzba z vrsto C. glabra-
ta negativen ucinek na plju¢no funkcijo
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(16). Poleg gliv iz rodu Candida so najpo-
gostejSe iz kuZnin dihal osamljene plesni
iz rodu Aspergillus, predvsem vrsta A. fu-
migatus. Se desetletje nazaj so bila mne-
nja glede pomena okuZbe z A. fumigatus
deljena. Danes menimo, da je okuZba Kkli-
ni¢no pomembna in vefinoma poveza-
na s slabSanjem plju¢ne funkcije in splo-
$nega stanja bolnikov s CF. A. fumigatus
lahko povzroca razlicne oblike bolezni.
Najpogostejsi je aspergilusni bronhitis,
redkejsi pa so alergijska bronhopulmonal-
na aspergiloza (ABPA), aspergilom in in-
vazivna aspergiloza (4, 25). Aspergilusni
bronhitis je povezan s hitrim povecanjem
koli¢ine A. fumigatus v kuZninah iz dihal
s hkratnim poslabSanjem pljuc¢ne funkci-
je. Poslab3anje je obi¢ajno povezano s su-
him, bronhiti¢nim ka$ljem in epizodami
obstruktivnega dihanja, ki se pojavljajo
ob telesnih naporih in inhalacijah hiper-
tonic¢ne raztopine NaCl. Od ABPA se razli-
kuje predvsem po tem, da pri preiskavah
ne zadostimo vsem kriterijem za ABPA.
Kriteriji za ABPA pri CF so (4):
+ klini¢ni znaki akutnega ali kroni¢nega
poslabsanja (kaSelj, piskanje, obstruktiv-
no dihanje ob naporih, poslab$anje pljuc-

ne funkcije, povecana koli¢ina izmecka),

+ vrednosti celokupnih IgE proti A. fumi-
gatus nad 1000 IU/ml,

+ pozitiven koZni alergolo$ki test na A.
fumigatus s premerom urtike ve¢ kot
13 mm,

+ poviSane vrednosti IgG proti A. fumiga-
tus v krvi in

+ nove vnetne spremembe na rentgeno-
gramu ali CT pljug, ki ne izzvenijo po
obi¢ajnem antibioti¢nem zdravljenju
in intenzivni respiratorni fizioterapiji.

Medtem ko aspergilusni bronhitis
zdravimo s protiglivnimi zdravili, pa
ABPA zdravimo s protiglivnimi zdravi-
li v kombinaciji s sistemskimi steroidi.
Obicajno se zaradi zmanjSanja stranskih
ucinkov dolgotrajnega zdravljenja z niz-
jimi odmerki steroidov odlo¢imo za pul-
zno zdravljenje z metilprednizolonom v
kombinaciji z dolgotrajnej§im zdravlje-
njem s peroralnim itrokonazolom ali vo-
rikonazolom. Pomembno je, da se zaveda-
mo, da ima tak$no zdravljenje lahko tudi
stranske ucinke. Potrebno je redno spre-
mljanje metabolizma ogljikovih hidratov,
jetrne in ledvi¢ne funkcije, terapija z vo-

Tabela 1. Pregled kroni¢nih okuzb z bakterijami in glivami pri bolnikih s cisti¢no fibrozo in njihov klini¢ni

pomen (12, 16).

Bakterija/Gliva  Delez kroni¢no

Delez kroni¢no

Vpliv na dolgotrajno poslabsanje klinicnega stanja

okuzenih otrok okuzenih . N
. Ni dokonéno
odraslih Da Ne .
opredeljeno
H. influenzae Ni podatkov Ni podatkov X
S. aureus 36,8 % 31,7 % X X
P. aeruginosa 21,9 % 44,0 % X
S. maltophilia 6,8 % 5,3 % X
A. xylosoxidans Ni podatkov Ni podatkov X
B. cepacia 1,8 % 715 % X
Neilzuberkulo'z.ne 1.0% 2.4% X
mikobakterije
A. fumigatus Ni podatkov Ni podatkov X
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rikonazolom pa lahko povzroc¢a tudi mot-
nje vida (20).

ZAKLJUCEK

Stalna prisotnost goste sluzi, v kateri so
obicajno prisotne tudi bakterije in glive,
ob drugih mehanizmih v dihalih bolnikov
s CF povzroca kroni¢no vnetje. Posledica
kroni¢nega vnetja so kronicne spremem-
be dihalnih poti, ki se obi¢ajno pojavijo
Ze v zgodnji otroSki dobi, kljub odsotno-
sti klini¢nih znakov. Napredovanje kro-
ni¢nih sprememb s¢asoma vodi v kronic-
no dihalno odpoved. Ob trenutni oskrbi in
zdravljenju bolniki s CF povprec¢no Zivi-
jo vec€ kot 40 let, pricakujemo pa, da bodo
otroci, ki se rojevajo danes, Ziveli ve¢ kot
60 let. VzdrZevanje plju¢ne funkcije in
stanja dihal je zato izrednega pomena. Pri
tem je bistvena vloga bolnikov in njiho-

vih starSev. Z rednim izvajanjem inhala-
cij in redno respiratorno fizioterapijo lah-
ko pomembno pripomorejo k boljSemu
¢iS€enju dihalnih poti, kar zmanjSa obre-
menitev dihal z razli¢nimi mikroorganiz-
mi. Danes so bolnikom poleg redne te-
rapije na voljo novi antibiotiki, v novih,
inhalatornih oblikah. Na ta nacin je pove-
¢ano delovanje zdravil neposredno v diha-
lih z zmanjSanimi sistemskimi stranskimi
ucinki. Ugodno je, ker lahko bolniki inha-
latorne antibiotike prejemajo doma. Ob
hitrem napredku pri razvoju novih zdra-
vil za zdravljenje CF je vse veéje upanje,
da bo v prihodnosti CF postala dokon¢no
ozdravljiva bolezen. Do takrat pa je naSa
skupna naloga, da bolnikom zagotovimo
najboljSo oskrbo, da bo njihovo klini¢no
stanje takrat ¢im boljSe.
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Bronhiektazije so zanemarjena bolezen. Zdravljenje bronhiektazij tako vec¢inoma teme-
lji na ekspertnih mnenjih in znanjih, ki se v podroc¢je bronhiektazij prena$ajo iz dru-
gih podrocij obstruktivnih bolezni plju€ in cisti¢ne fibroze. Register EMBARC (Europe-
an Multicentre Audit and Research Collaboration) je prospektivna evropska opazovalna
Studija, ki vklju€uje klini¢ne, mikrobioloSke, radioloSke in funkcionalne podatke bolni-
kov z bronhiektazijami (izklju€eni so bolniki s cisti¢no fibrozo). V registru sodeluje 20
drZav, med njimi tudi Slovenija. SedeZ Registra za Slovenijo je na Kliniki Golnik. Namen
delovanja registra je izboljSanje raziskovalne dejavnosti, povezovanje centrov in konc-
no boljsa klini¢na obravnava bolnikov z bronhiektazijami. Pri teh je z mikrobioloSkega
stali$¢a problem kolonizacija z bakterijo Pseudomonas aeruginosa. V tem primeru se pri
nekaterih bolnikih z bronhiektazijami, ki niso posledica cisti¢ne fibroze, uvajajo inhala-
cijski antibiotiki in makrolidi. Cilj tega zdravljenja je zmanjSati frekvenco poslab8anj bo-
lezni in doseci boljSo kvaliteto Zivljenja. Odlocitev o zdravljenju naj bo vezana na cen-
tre z izkuSnjami na tem podro¢ju.

ABSTRACT
KEY WORDS: bronchiectasis, register, macrolides, inhaled antibiotics

Although bronchiectasis is not a rare disease, it seems to be a neglected pathology wi-
thin pneumonology. The number of clinical trials performed is low and therefore mana-
gement of bronchiectasis is largely based on expert opinions and knowledge, which is
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extrapolated into the field of bronchiectasis from other fields of obstructive diseases or
cystic fibrosis. Project EMBARC (European Multicentre Audit and Research Collabora-
tion), founded by the European Respiratory Society, deals with clinical, microbiological,
radiologic and functional data on patients with bronchiectasis (patients with cystic fi-
brosis excluded) with the goal of encouraging research and international scientific col-
laboration in this field. The Slovene segment of the EMBARC register is based at the
University Clinic Golnik. Pseudomonas aeruginosa is problematic in patients with bron-
chiectasis because it is associated with poorer lung function and lower quality of life.
Inhaled antibiotic therapy and macrolides are a possible option for treating these pa-
tients. The goal of suppressive antibiotic therapy is to reduce the bacterial burden and
the frequency of exacerbations in these patients. A decision for such treatment should

be reached at the level of expert centres.

POROCILO REGISTRA EMBARC ZA
SLOVENIJO

Kljub temu, da bronhiektazije niso red-
ka bolezen, gre za zapostavljeno patolo-
gijo v pulmologiji (1, 2). Opravljenih je
bilo le malo klini¢nih raziskav, zato zdra-
vljenje bronhiektazij ve¢inoma temelji na
ekspertnih mnenjih in znanjih, ki se v to
podrocje prenasajo iz drugih podrocij ob-
struktivnih bolezni plju¢ in cisti¢ne fibro-
ze (CF). V okviru Evropskega respirator-
nega zdruZenja je bil ustanovljen projekt
EMBARC (European Multicentre Audit
and Research Collaboration), prospektiv-
na evropska opazovalna Studija, ki vklju-
¢uje klini¢ne, mikrobioloSke, radioloSke
in funkcionalne podatke bolnikov z bron-
hiektazijami (bolniki s cisti¢no fibrozo so
izkljuceni), s ciljem spodbuditi raziskova-
nje in mednarodno raziskovalno sodelo-
vanje na tem podrocju (1). SedeZ sloven-
skega dela registra EMBARC je na Kliniki
Golnik.

Namen raziskave je bil predstaviti kli-
ni¢ne, funkcionalne, slikovne in mikro-
bioloSke znacilnosti odraslih bolnikov z
bronhiektazijami, ki niso posledica CF, v
Sloveniji na podlagi pri nas zbranih po-
datkov. Teh podatkov do sedaj v Sloveniji
nismo imeli urejenih in o njih tudi na ta
nacin nismo porocali.

Retrospektivno raziskavo smo izve-
dli na vzorcu 152 bolnikov z bronhiekta-
zijami, ki niso posledica CF. Pregledani
so bili na Kliniki Golnik med 27. 5. 2014
in 29. 7. 2015. Tako anamnesti¢ni in kli-
nicni kot tudi mikrobiolo$ki, laboratorij-
ski in slikovni podatki o bolnikih so bili
vneseni v register EMBARC ter statistic-
no obdelani. V nalogi pa smo se osredo-
tocili na klini¢ne znacilnosti bolnikov in
mikrobioloSko analizo izmecka ter kore-
lacijo le-teh.

Rezultati naSe raziskave kaZejo me-
diano starost bolnikov 67 let. Med bol-
niki je bilo 51 % mo8kih in 49 % Zensk,
izka$ljali so 5 ml izmecka dnevno (medi-
ana). Bolniki so imeli mediano forisira-
nega ekspiratornega volumna v prvi se-
kundi (FEV1) 1,805 1 (74 %) ter mediano
forsirano vitalno kapaciteto (FVC) 3,317 |
(102 %). Povezava med FEV1 in dispnejo
je bila statisti¢no znacilna (p < 0,001), ko-
relacije med FEV1 in koli¢ino izmecka (p
= 0,7) ter dispnejo in koli¢ino izmecka (p
= 0,506) pa niso bile statisticno pomemb-
ne. Plju¢na funkcija (mediana FEV1 57 %
ter FVC 91,7 %) bolnikov, koloniziranih
s Pseudomonas aeruginosa, je statisticno
pomembno manjsa (p = 0,012, p = 0,019)
kot pri nekoloniziranih bolnikih. Me-
diana hospitalizacij pri koloniziranih s
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P aeruginosa je bila ena v zadnjih 12 me-
secih, pri nekoloniziranih bolnikih pa ni¢
(p = 0,276). Bolniki, pri katerih smo osa-
mili bakterijo Staphylococcus aureus, niso
imeli ve¢ hemoptiz kot ostali bolniki.

Najpogosteje je bila iz izmecka prei-
skovancev izolirana normalna mikrobna
flora dihal (25 %), sledili so Haemophi-
lus influenzae (13,2 %), P aeruginosa
(8,8 %), Candida spp.(8,3 %), Staphylococcus
aureus (7,8 %), Streptococcus pneumoniae
(6,4 %), Moraxella catarrhalis (3,4 %).
Pri najpogosteje izolirani bakteriji Ha-
emophilus influenzae (27 izolatov) smo
ugotovili odpornost proti amoksicilinu s
klavulansko kislino (3,7 %), azitromicinu
(3,7 %) ter cefuroksimu (3,7 %) pri enem
sevu. Pri bakteriji P. aeruginosa (18 izola-
tov) smo pri 5,6 % ugotovili odpornost
proti ceftazidimu. Pri bakteriji S. aure-
us (16 izolatov) smo ugotovili odpornost
proti klindamicinu v 6,3 %, eritromicinu
18,8 % ter pricakovan visok deleZ sevov,
odpornih proti penicilinu 93,8 %. Noben
sev bakterije S. aureus ni bil odporen pro-
ti meticilinu. Pri izoliranih sevih bakte-
rije S. pneumoniae (13 izolatov) smo ugo-
tovili odpornost proti klindamicinu v
23,1 % ter eritromicinu v 23,1 %.

V zaklju¢ku raziskave ugotavljamo,
da so bolniki z bronhiektazijami z media-
no starostjo 67 let izka$ljali 5 ml izmecka
dnevno (mediana). Plju¢na funkcija je po-
kazala blago obstrukcijo. SlabSanje FEV1
bolnikov je statisti¢no znacilno koreliralo
z viSanjem stopnje dispneje, ne pa tudi z
vecanjem koli¢ine izmecka. Dokazali smo
pomembno slabSo pljuéno funkcijo pri
bolnikih, ki so kolonizirani s P. aerugino-
sa, nismo pa dokazali, da so bili tudi stati-
sti¢no znacilno veckrat hospitalizirani kot
nekolonizirani bolniki.

VLOGA INHALACIJSKIH
ANTIBIOTIKOV IN MAKROLIDOV
PRI BRONHIEKTAZIJAH, KI NISO
POSLEDICA CISTICNE FIBROZE
Predpisovanje supresivnega antibioti¢ne-
ga zdravljenja se pri oZji skupini bolnikov
z bronhiektazijami, ki niso posledica CF,
uvaja s ciljem zmanjSevanja bakterijske-
ga bremena dihalnih poti. Porocila kaZejo
na jasno povezavo med bakterijskim bre-
menom in jakostjo sistemskega vnetja in
vnetja na nivoju dihalne poti (3, 4). Od tod
tudi ideja o uvajanju kroni¢nega antibio-
ticnega zdravljenja.

Uvedba inhalacijskih antibiotikov
pri tej skupni bolnikov se lahko poka-
Ze z zmanjSanim nastajanjem izmecka
in bakterijskega bremena ter zmanjsa-
njem Stevila poslabSanj bolezni (5). Zna-
nja o predpisovanju inhalacijskih antibi-
otikov se prena$ajo iz znanj in klini¢nih
praks obravnave bolnikov s CF. Tobrami-
cin, gentamicin, kolistin in aztreonam
so inhalacijski antibiotiki, ki se jih lahko
uporabi v inhalacijski obliki (5-9). Izbira
antibiotika se med drZavami in instituci-
jami razlikuje glede na izku3njo in nacin
financiranja zdravil. Zdravila indiciramo
pri oZji skupini bolnikov predvsem ta-
krat, ko je v izmecku prisoten P. aerugino-
sa, kadar ima bolnik pogosta poslabSanja
bolezni kljub ustreznemu predpisu preo-
stalega zdravljenja ter se kasneje izkaZejo
ugodni klini¢ni uc¢inki teh zdravil.

Makrolidi pa imajo imunomodulator-
ni ucinek brez imunosupresivnega ucin-
ka (10). Ti u€inki vklju€ujejo spremenjeno
nastajanje mukusa, inhibicijo nastajanja
biofilma, zaviranje vnetnih mediatorjev,
modificiranje funkcije levkocitov (11, 12).
Med ugodnimi Kklini¢nimi ucinki uved-
be azitromicina 250 mg 3-krat na teden
ali 500 mg 2-krat na teden se pokaZejo
zmanjSana pogostost poslabSanja bolezni
in zmanj$ano nastajanje izmecka. Problem
je moZno nastajanje odpornosti proti ma-
krolidom (13). Kroni¢na uporaba makro-
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lidov lahko vodi tudi v nastanek odpor- radi moZnega vpliva na dobo QT (2, 4). In-
nih netuberkuloznih mikobakterij (NTM).  halacijski antibiotiki in makrolidi naj se
Pred uvedbo tega zdravljenja je potrebno  pribolnikih z bronhiektazijami, ki niso po-
izkljuciti okuzbo z NTM, bolniku pa pred  sledica CF, uvajajo v centrih z izku$njami
in po uvedbi azitromicina posneti EKG za-  in dobrim spremljanjem bolnikov.

LITERATURA

~N

12.

13.

. Chalmers |D, Aliberti S, Polverino E, et al. The EMBARC European Bronciectasis Registry: protocol for an

international observational study. ER] Open Res. 2016; 2 (1). pii: 00081-2015.

. Pasteur MC, Bilton D, Hill AT. British Thoracic Society guideline for non-CF bronchiectasis. Thorax. 2010; 65

Suppl 1:i1-58.

. Chalmers D, Aliberti S, Blasi F. Management of bronchiectasis in adults. Eur Respir J. 2015; 45: 1446-62.
. Chalmers JD, Smith MP, McHugh BJ, et al. Short- and long-term antibiotic treatment reduces airway and

systemic inflammation in non-cystic fibrosis bronchiectasis. Am ] Respir Crit Care Med. 2012; 186: 657-65.

. Orriols R, Roig ], Ferrer ), et al. Inhaled antibiotic therapy in non-cystic fibrosis patients with bronchiectasis

and chronic bronchial infection by Pseudomonas aeruginosa. Respir Med. 1999; 93: 476-80.

. Barker AF, Couch L, Fiel SB, et al. Tobramycin solution for inhalation reduces sputum Pseudomonas aerugi-

nosa density in bronchiectasis. Am ] Respir Crit Care Med. 2000; 162: 481-5.

. Scheinberg P, Shore E. A pilot study of the safety and efficacy of tobramycin solution for inhalation in pati-

ents with severe bronchiectasis. Chest. 2005; 127: 1420-6.

. Dhar R, Anwar GA, Bourke SC, et al. Efficacy of nebulised colomycin in patients with non-cystic fibrosis

bronchiectasis colonised with Pseudomonas aeruginosa. Thorax. 2010; 65: 553.

. Murray MP, Govan R, Doherty CJ, et al. A randomized controlled trial of nebulized gentamicin in non-cystic

fibrosis bronchiectasis. Am | Respir Crit Care Med. 2011; 183: 491-9.

. Cymbala AA, Edmonds LC, Bauer MA, et al. The disease-modifying effects of twice-weekly oral azithro-

mycin in patients with bronchiectasis. Treat Respir Med. 2005; 4: 117-22.

. Anwar GA, Bourke SC, Afolabi G, et al. Effects of long-term low-dose azithromycin in patients with non-CF

bronchiectasis. Respir Med. 2008; 102: 1494-6.
Wong C, Jayaram L, Karalus N, et al. Azithromycin for prevention of exacerbations in non-cystic fibrosis
bronchiectasis (EMBRACE): a randomised, double-blind, placebo-controlled trial. Lancet. 2012; 380: 660-7.

Altenburg J, de Graaff CS, Stienstra Y, et al. Effect of azithromycin maintenance treatment on infectious
exacerbations among patients with non-cystic fibrosis bronchiectasis: the BAT randomized controlled trial.
JAMA. 2013; 309: 1251-9.



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4: 65-71 65

Katja Seme', Viktorija Tomi¢2
MikrobioloSka diagnostika bakterijskih
okuzb dihal

Microbiological Diagnostics of Bacterial Respiratory Tract Infections

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: mikrobioloska diagnoza, bakterijske okuzbe, akutno vnetje Zrela, plju¢nica, cistiéna

fibroza, hitri antigenski test, kultura

Odpornost bakterij proti protimikrobnim zdravilom se povecuje povsod po svetu. Pre-
komerna in neustrezna uporaba protimikrobnih zdravil je poglavitni vzrok za pojav in
Sirjenje odpornosti. Najvedji deleZ protimikrobnih zdravil zdravniki v primarnem zdrav-
stvu predpiSejo za zdravljenje okuZb dihal, medtem ko se mikrobioloSke diagnostike pri
tovrstnih okuZbah posluZujejo le izjemoma. Na sekundarnem in terciarnem nivoju je
mikrobioloSka diagnostika okuZb dihal bolj uveljavljena, saj gre najpogosteje za teZje
potekajoce okuZbe in je izbira ustreznega antibiotika toliko bolj pomembna.
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Antimicrobial resistance is increasing all around the world. Excessive and inappropri-
ate use of antimicrobials is the main reason for resistance development and spread. In
the majority of cases, antimicrobial treatment is prescribed by primary care physicians
for the treatment of respiratory tract infections whereas microbiological diagnostics is
rarely used. In secondary and tertiary healthcare, microbiological diagnostics is well
established because patients are treated for more severe respiratory tract infections
where appropriate antimicrobial treatment is of much greater importance.
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uvoD

Okuzbe dihal so najpogostejSe in poten-
cialno ene najteZjih okuZzb, ki jih zdravijo
zdravniki na vseh nivojih zdravstvenega
varstva. OkuZbe spodnjih dihal, vklju¢no
z gripo, so tudi najpogostejsi vzrok smrti
zaradi okuZb. Dejavniki tveganja za okuz-
be dihal so Stevilni in sicer starost (zelo
mladi in starejsi), kajenje, alkoholizem,
imunosupresija, pridruZene kroni¢ne bo-
lezni. Najpogostejsi mikrobni povzrocite-
lji okuZzb dihal se razlikujejo glede na ana-
tomsko mesto okuZbe oz. tip okuZbe (npr.
sinusitis v primerjavi s plju¢nico), me-
sto nastanka (domace okolje v primerja-
vi z bolnidni¢nim okoljem), letni ¢as, po-
sebne skupine prebivalstva (npr. osebe s
cisti¢no fibrozo, osebe s presajenimi tki-
vi in organi). V Sloveniji je bila leta 2014
prijavna inciden¢na stopnja za gripo
27,85/100.000 prebivalcev, za streptoko-
kni tonzilitis 9,66/100.000, za legionelo-
z0 2,9/100.000 in za invazivno pnevmoko-
kno okuZbo 13,4/100.000 prebivalcev (1).

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA
OKUZB ZGORN]JIH DIHAL

Pri okuZzbah zgornjih dihal se zdravniki na
primarnem nivoju premalokrat odlocijo
za poskus vzrocne opredelitve, kar ima za
posledico ¢ezmerno in nepotrebno pred-
pisovanje antibiotikov, zlasti za zdravlje-
nje akutnega vnetja Zrela, ki je pri vec¢ kot
polovici bolnikov virusnega izvora. Osa-
mitev bakterijskih povzrociteljev okuZb
zgornjih dihal je nepogreSljiva, kadar Ze-
limo dobiti pregled nad najpogostejSimi
povzrocitelji tovrstnih okuZb v doloce-
nem okolju in nad njihovo obcutljivostjo
oz. odpornostjo proti antibiotikom. Podat-
ki nam olajSajo izbiro primernega antibi-
otika in omogocajo izdelavo priporocil za
izkustveno zdravljenje.

Akutno vnetje Zrela
Streptococcus pyogenes ali betahemolitic-
ni streptokok skupine A je edini povzro-

Citelj akutnega vnetja Zrela, ki ga moramo
zlasti zaradi preprecevanja poznih posle-
dic streptokokne okuZbe zdraviti z antibi-
otikom. Zato je treba S. pyogenes loc€iti od
ostalih moZnih povzrociteljev te okuZbe.
To nam zanesljivo omogocajo mikrobiolo-
Ske metode, s katerimi dokaZemo antigen
bakterije S. pyogenes neposredno v odvzeti
kuZnini (bris nebnic ali Zrela) ali bakteri-
jo osamimo iz kuZnine ali v kuZnini doka-
Zemo nukleinske kisline S. pyogenes (2, 3).

Odvzem kuZnine je eden od Kkljuc¢-
nih dejavnikov, ki vpliva na zanesljivost
rezultatov mikrobiolo§ke preiskave. Pri
akutnem vnetju Zrela je treba z ustreznim
brisom dobro obrisati nebnici oziroma
pri tem paziti, da se z brisom ne dotakne-
mo jezika in ustne sluznice. Ce kuZnina ni
odvzeta pravilno, se obcutljivost mikrobi-
olo8kih preiskav mo¢no zmanjsa (3, 4). Ka-
dar jemljemo bris za hitri antigenski test,
uporabimo brise, ki jih priporo¢a proizva-
jalec izbranih testov in jih zdravniku pri-
skrbi laboratorij, ki hitre teste izvaja. Za
klasi¢no osamitev bakterije S. pyogenes
iz kuZnine so najprimernejsi brisi s koni-
co iz umetnih materialov (npr. dakron ali
kalcijev alginat), ki jih v ustreznem tran-
sportnem gojis¢u posljemo v mikrobiolo-
ki laboratorij (4).

Priporocila Evropskega zdruZenja za
kliniéno mikrobiologijo in infekcijske
bolezni (angl. European Society of Clini-
cal Microbiology and Infectious Diseases,
ESCMID) za obravnavo akutnega vne-
tja Zrela priporocajo uporabo klini¢nih
toc¢kovnih sistemov, s katerimi ocenjuje-
mo verjetnost streptokokne okuZzbe in na
osnovi katerih se odlo¢imo o smiselno-
sti mikrobioloSke diagnostike, in opozar-
jajo, da je uporabnost tockovnih sistemov
pri otrocih manj zanesljiva kot pri odra-
slih (5). Evropska priporocila svetujejo pri
bolnikih z visokim tockovnim seStevkom
uporabo hitrih antigenskih testov za do-
kaz okuZbe s S. pyogenes. Evropska pripo-
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rocila tudi navajajo, da v primeru negativ-
nega rezultata hitrega testa pri takSnem
bolniku ni potrebno opraviti kulture bri-
sa Zrela (5). Najnovejsa priporocila Ameri-
Skega infektoloSkega zdruZenja (IDSA) za
obravnavo akutnega vnetja Zrela priporo-
¢ajo pri klini¢nih znakih faringitisa tako
pri otrocih kot pri odraslih uporabo hitre-
ga antigenskega testa ali kulture za do-
kaz S. pyogens, razen Ce so prisotni zan-
ki virusne okuZbe, kot so izcedek iz nosu,
kaSelj, razjede v ustih in/ali hripavost (0).
AmeriSka priporocila navajajo, da je ne-
gativni rezultat hitrega antigenskega te-
sta pri otrocih in adolescentih treba pre-
veriti s kulturo, ni pa ga treba preverjati
pri odraslih. Pri odraslih je namre¢ pojav-
nost streptokoknega faringitisa zelo nizka
in primarna revmatic¢na vrocica je pri njih
izjemno redka (0).

Kadar v mikrobioloski laboratorij za
klasi¢no bakterioloSko diagnostiko dobi-
mo bris, odvzet ob akutnem vnetju Zrela,
lahko razen bakterije S. pyogenes osamimo
tudi druge moZne bakterijske povzrocitelje
tovrstne okuZbe (betahemoliti¢ne strepto-
koke skupine C in G, Arcanobacterium hae-
molyticum) (3, 4). Pri sumu, da gre za red-
ke in z mikrobioloSkega stali§¢a zahtevne
bakterijske povzrocitelje vnetja Zrela (Co-
rynebacterium diphtheriae, Neisseria gonorr-
hoeae ali Francisella tularensis), mora lececi
zdravnik neposredno opozoriti mikrobio-
lo8ki laboratorij, kjer bo dobil tudi ustre-
zna navodila za najprimernejsi na¢in od-
vzema in transporta kuZnine (3, 4).

Vnetje srednjega usesa in obnosnih
votlin

Zdravniki na primarnem nivoju prakti¢no
ne morejo etioloSko opredeliti vnetja sre-
dnjega uSesa in obnosnih votlin, saj je za
ta namen potreben invaziven odvzem ku-
Znine, in sicer diagnosti¢na timpanocen-
teza ali odvzem kuZnine ob spontanem
razpoku bobnic¢a pri vnetju srednjega use-
sa in aspiracijska punkcija obnosne votli-

ne pri vnetju obnosnih votlin (3, 4, 7, 8).
Le osamitev povzrocitelja iz tako odvze-
tih kuZnin omogoca zanesljivo etioloSko
opredelitev okuzbe. Nekateri zdravniki
namesto invazivno odvzete kuZnine poSi-
ljajo v mikrobioloSke laboratorije pri vne-
tju srednjega uSesa bris nazofarinksa, pri
vnetju obnosnih votlin pa bris nosu. Zal
je pozitivnha napovedna vrednost rezulta-
tov osamitve povzrocitelja okuZbe iz brisa
nazofarinksa samo 47 %, ujemanje rezu-
tatov osamitve patogenih bakterij iz brisa
nosu in aspirata obnosne votline pa v no-
beni raziskavi ni preseglo 64 %. To jasno
potrjuje nesmiselnost neinvazivnega od-
vzema kuZnin za etioloSko opredeljevanje
tovrstnih okuZb (4, 7, 8). Pogojno upora-
ben je negativen rezultat kulture nazofa-
rinksa pri sumu na akutno vnetje srednje-
ga ulesa, ki ima zelo dobro negativno
napovedno verjetnost (3).

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA
OKUZB SPODN]JIH DIHAL

Okuzbe spodnjih dihal so eden najpogo-
stej§ih razlogov za obisk pri zdravniku.
Zdravniki na primarnem nivoju mikrobio-
loSke diagnostike ne izvajajo ali jo izvede-
jo le izjemoma, zato je antibioti¢no zdra-
vljenje teh bolnikov praviloma izkustveno.
Pri obravnavi bolnikov z okuZbo spodnjih
dihal v bolnisnici moramo opraviti mikro-
biolosko diagnostiko, saj so ti praviloma
huje bolni in za ugoden izid bolezni nuj-
no potrebujejo ustrezno ciljano antibioti¢-
no zdravljenje. Za izvedbo medicinsko in
ekonomsko najprimernejSe oz. najustre-
znejSe mikrobioloSke diagnostike moramo
poznati najverjetnejSe povzrocitelje pri
posameznih vrstah okuZb spodnjih dihal
in najprimernejSe mikrobioloSke diagno-
sti¢ne preiskave zanje. Enako pomembno
je poznavanje pravilnih nac¢inov odvzema
posameznih vrst kuZnin, nacina in trajanja
transporta oz. pogojev shranjevanja ku-
Znin ter dobra povezava med kliniki in kli-
ni¢nimi mikrobiologi (4, 9).
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Pljucnica

EtioloSka opredelitev pljucnice je zane-
sljiva, ¢e smo ob ustrezni klini¢ni sliki
pljucnice in potrditvi diagnoze s slikovno
diagnostiko osamili potencialno patoge-
no bakterijo iz primarno sterilne kuZnine
(kri, plevralni izliv, transtrahealni aspirat,
transtorakalni aspirat). Osamitev iz dru-
gih kuZnin, odvzetih iz spodnjih dihal, pa
je zanesljiva le, ko osamimo povzrocite-
lja, ki ne kolonizira zgornjih dihal (miko-
bakterije, legionele). EtioloSka opredeli-
tev pljucnice je ob ustrezni klini¢ni sliki
in rezultatu slikovne diagnostike zaneslji-
va tudi ob pozitivnem izvidu testiranja na
topni antigen bakterij Streptococcus pne-
umoniae in Legionella pneumophila v uri-
nu (10).

Hemokulture omogocajo zaneslji-
vo mikrobiolo$ko diagnozo povzrocitelja.
Imajo zelo visoko specifi¢nost, vendar so
pozitivne le v 4-18 % primerov zunajbol-
nidni¢nih pljucnic (4, 9, 10). DeleZ pozitiv-
nih hemokultur je praviloma visji pri bol-
nikih s pnevmokokno pljuc¢nico (do 25 %).
V do 40 % primerov plju¢nic se lahko po-
javi plevralni izliv. Enako kot pri hemo-
kulturah je specifi¢nost osamitev povzro-
¢itelja pljucnice iz plevralnega izliva zelo
visoka, obcutljivost pa nizka (4, 9, 10).

EtioloSka opredelitev pljucnice je ver-
jetna, ¢e smo ob ustrezni klini¢ni sliki
osamili potencialno patogeno bakterijo
iz kakovostne kuZnine iz spodnjih dihal.
Med neinvazivno odvzetimi kuZninami je
za diagnostiko okuZb spodnjih dihal naj-
pogosteje uporabljen izmecek. Z invaziv-
nimi postopki lahko iz spodnjih dihal od-
vzamemo nesterilne vzorce s pomocjo
bronhoskopa (izpirek bronha, bronhoalve-
olarni izpirek (BAL), odvzem z za$Citenim
katetrom in/ali za$c¢iteno krtacko). Pri in-
tubiranih in umetno predihavanih bolni-
kih sta poleg omenjenih invazivno odvze-
tih kuZnin uporabni Se dve neinvazivno
odvzeti, in sicer endotrahealni aspirat in
mini BAL (4, 9-11).

Iz vseh kuZnin iz spodnjih dihal lah-
ko pogledamo razmaz, obarvan po Gramu,
kar omogoca prvo in najhitrejSo informa-
cijo, ki jo mikrobiolo8ki laboratorij lahko
poslje kliniku. KuZnine za kulturo lahko
obdelamo kvalitativno, polkvantitativno
ali kvantitativno (4).

Odvzem izmecka je relativno enosta-
ven, Ceprav pogosto ne dobimo kakovo-
stnega vzorca. Za mikrobioloSko diagno-
stiko so uporabni le vzorci, ki vsebujejo
manj kot 10 celic ploS¢atega epitela in ve¢
kot 25 nevtrofilnih levkocitov pri mikro-
skopskem pregledu pod majhno (100-kra-
tno) povecavo (4, 9, 11). Mnogi bolniki s
plju¢nico ne izkaSljujejo, Se posebno sta-
rejsi bolniki oz. bolniki s plju¢nico, ki jo
povzro€ajo atipi¢ne bakterije (Mycopla-
sma pneumoniae, Chlamydia pneumoni-
ae, Chlamydia psittaci in L. pneumophila).
Kadar dobimo kakovosten vzorec izmec-
ka, lahko zdravniku Ze zelo hitro posre-
dujemo pomembne informacije o povzro-
¢itelju pljucnice, Ce je le-ta prevladujoc v
razmazu, obarvanem po Gramu (4, 9). Raz-
maz, obarvan po Gramu, olaj3a in obenem
omogocCi pravilnejSo interpretacijo re-
zultatov kulture izmecka. Obenem je re-
zultat mikroskopskega pregleda razma-
za zdravnikom v pomo¢ pri odlocanju o
izkustvenem antibioti¢cnem zdravljenju.
Pri prevladovanju ene znacilne bakterij-
ske oblike v razmazu je verjetnost pravil-
ne opredelitve povzrocitelja velika. Kadar
pri bolniku, ki ni prejemal antibiotikov, v
ustreznem izmecku z obilico polimorfo-
nuklearnih levkocitov ne vidimo bakterij,
je to lahko znak, da gre za atipi¢nega pov-
zrocitelja (9).

Ker pri vseh intubiranih bolnikih pri-
de do kolonizacije dihal z mikrobno floro
in ker se tudi pri invazivnem odvzemu ku-
Znin iz spodnjih dihal ne moremo v celoti
izogniti kontaminaciji kuZnine z izlocki in
mikrobno floro ustno-Zrelnega prostora,
se je uveljavilo priporocilo kvantitativne
kulture teh vzorcev za namen mikrobio-
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loSke diagnostike pljucnice, zlasti tiste,
povezane z mehanskim predihavanjem (4,
9). S tem pristopom naj bi laZje razlikovali
med kolonizirajo¢imi bakterijami in tisti-
mi, ki dejansko povzrocajo okuzbo (pljuc-
nico). Mejne vrednosti za koncentraci-
jo bakterij v vzorcih iz spodnjih dihal, ki
lo¢ijo kolonizirajoce bakterije od poten-
cialnih povzrociteljev okuZbe, so odvisne
od vrste vzorca in zna$ajo med 10°in 10°
CFU/ml za endotrahealni aspirat, 10* CFU/
ml za BAL ter 10° CFU/ml za mini-BAL in
za$Citeno krtacenje (4, 9, 11-15). Obcutlji-
vosti kvantitativne kulture vzorcev iz spo-
dnjih dihal v primerjavi s histopatolosko
potrjeno diagnozo pljucnice, ugotovljene
v razli¢nih raziskavah, znaSajo 19-83 %
za BAL, 36-83 % za zaSc¢iteno krtacenje in
44-87 % za endotrahealni aspirat. Primer-
jave specifi¢nosti pa znaSajo 45-100 % za
BAL, 50-95 % za za¢itno krtacenje in 31—
92 % za endotrahealni aspirat (11-15). Ce
Zelimo dose¢i maksimalno obcutljivost
kulture kuZnine, odvzete iz spodnjih di-
hal, zado§¢a kvalitativna obdelava, med-
tem ko s kvantitativno obdelavo lahko iz-
boljSamo specifi¢nost (14, 15).

Okuzbe dihal pri bolnikih s cisticno
fibrozo

Mikrobioloska diagnostika okuZb di-
hal pri bolnikih s cisti¢no fibrozo v naj-
vecji meri temelji na neposrednem do-
kazovanju za cisti¢no fibrozo znacilnih
povzrociteljev, kot so Staphylococcus au-
reus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa, vrste iz kompleksa Burkhol-
deria cepacia, Stenotrophomonas maltophi-
lia, Achromobacter xylosoxidans in atipic-
ne mikobakterije v ustreznih kuZninah
(16). NajprimernejSa kuZnina je izmecek
in ob ustrezni indikaciji bronhoskopsko
odvzet vzorec. Pri otrocih in bolnikih, ki
ne izka$ljujejo, je najboljsi pribliZek indu-
cirani izmecek. Pri majhnih otrocih zara-
di slabSega sodelovanja pogosto odvza-
memo globoki aspirat Zrela ali naka$ljan

bris, kjer je ve¢inoma Zal tudi mikrobiota

zgornjih dihal. Pri dojenckih in otrocih, ki

Se ne znajo izkaSljati izmecka, lahko upo-

rabimo aspirat Zrela, bris Zrela ali induci-

ran izmecek, izjemoma tudi bronhoskop-

sko odvzet vzorec (17-19).

Izolacija in identifikacija bakterij iz
sputuma bolnikov s cisticno fibrozo je
zahtevnej$a, kot pri ostalih bolnikih z
okuZbami spodnjih dihal, saj (16):

+ je izmecek praviloma zelo viskozen in
zato zahteva predhodno homogenizaci-
jo z ustreznim mukolitikom,

+ vecino okuZb povzroca vec vrst bakterij
z razli¢nimi rastnimi zahtevami,

- se bakterije zlasti pri dolgotrajni kolo-
nizaciji oz. kroni¢ni okuzbi tudi feno-
tipsko spremenijo ter so zato teZje pre-
poznavne in

+ hitro rastoce bakterije, kot je npr. sluz-
ni tip P. aeruginosa, pogosto prerastejo
druge bakterijske povzrocitelje okuZzb.

UspeSnost osamitve bakterijskih po-
vzrocCiteljev okuZzb dihal pri bolnikih s cis-
ti¢no fibrozo lahko povecamo samo z upo-
rabo kombinacije selektivnih gojis¢, ki jih
pri ostalih bolnikih ni smiselno uporabl-
jati. Zato je izjemno pomembno, da lececi
zdravnik laboratorij opozori, da gre za bol-
nika s cisti¢no fibrozo. Klju¢na je uporaba
selektivnega gojiS¢a in podaljSana inku-
bacija (5 dni) za osamitev bakterij iz kom-
pleksa B. cepacia (Burkholderia cepacia se-
lective agar - BCSA), selektivnega gojiSca
za S. aureus (manitol slani agar ali kromo-
geni agar za S. aureus), selektivnega gojis-
¢a za H. influenzae, selektivnega gojisca za
po Gramu negativne bacile ter porocan-
je sluznega fenotipa izolatov P. aerugino-
sa (16). Zavedati se moramo, da fenotipska
identifikacija in komercialni identifikacij-
ski sistemi (API 20NE, VITEK 2 (Biome-
rieux, Francija), BDPhoenix (BD, ZDA) in
MicroScan Walkaway (DadeBehring, ZDA,
zdaj Siemens)) niso zanesljivi za identifi-
kacijo nefermentativnih po Gramu nega-
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tivnih bacilov, ki jih osamimo iz spodnjih
dihal pri bolnikih s cisti¢no fibrozo. Iden-
tifikacijo netipi¢nih kolonij P. aeruginosa
in vseh vrst iz kompleksa B. cepacia je tre-
ba zato potrditi z molekularnimi metoda-
mi (16). Stevilne raziskave nakazujejo, da
bo uporaba masne spektrometrije MAL-
DI-TOF (angl. matrix assisted laser desorp-
tion ionization-time of flight) zmanjsala po-
trebo po molekularnih identifikacijskih
testih za nefermentativne po Gramu ne-
gativne bacile in poenostavila in pospesi-
la prepoznavanje teh pomembnih povzro-
Citeljev okuZzb dihal pri bolnikih s cisti¢no
fibrozo. Osamitev in identifikacija netu-
berkuloznih mikobakterij mora biti v pri-
stojnosti na tem podro¢ju izkuSenih labo-
ratorijev (10).

ZAKLJUCEK

Poraba protimikrobnih zdravil za zdra-
vljenje okuZb dihal je zelo velika, Ceprav
je vsaj za zdravljenje vecjega deleZa okuZzb
zgornjih dihal neupravicena in nepotreb-
na. Prekomerna uporaba protimikrobnih
zdravil pa je glavni spodbujevalec na-
stanka in Sirjenja odpornosti bakterij pro-
ti antibiotikom. S pomoc¢jo ustrezne mi-
krobioloSke diagnostike okuZb dihal na
vseh nivojih zdravstvenega varstva bi
lahko zmanj$ali predpisovanje protimi-
krobnih zdravil, omogo¢ili ciljano zdra-
vljenje tistih okuZb, ki jih je potrebno
zdraviti, ter obenem pridobili kakovostne
podatke za morebitno prilagajanje nacio-
nalnih priporoc¢il za protimikrobno zdra-
vljenje okuZzb dihal.
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Novosti v mikrobioloski diagnostiki
atipicnih bakterij

Recent Advances in Laboratory Diagnostics of Atypical Bacteria

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: atipitne bakterije, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella spp.,

laboratorijska diagnostika

Atipi¢ne bakterije, kot so Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae in Legionel-
la spp., so pogosto vpletene v okuZzbe dihal in lahko povzrocijo podobne klini¢ne znake.
Dokazovanje teh bakterij je teZavno zaradi njihovih posebnosti v zgradbi, obcutljivosti
na zunanje vplive okolja in zapoznelega imunskega odziva. Molekularne metode ima-
jo zato vedno vecji pomen v diagnostiki teh povzrociteljev bolezni dihal. V zadnjih le-
tih vse bolj prihajajo v ospredje tudi novejSe tehnike pomnoZitve nukleinskih kislin, ki
omogocajo v eni reakciji hkratno dokazovanje vecjega Stevila patogenov. Ve¢inoma so ti
testi ovrednoteni za dokazovanje virusnih povzrociteljev in manj za atipi¢ne bakterije.

ABSTRACT

KEY WORDS: atypical bacteria, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella spp., |a-

boratory diagnostics

Atypical bacteria such as Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae and Legionel-
la spp. are often implicated in respiratory tract infections with similar clinical symp-
toms. Laboratory diagnostics is laborious due to the particular structure of the bacteria,
their sensitivity to environmental effects and the delayed immune response. For these
reasons, molecular methods are quickly gaining in importance for the diagnosis of the-
se respiratory tract infection agents. Recently, newly developed multiplex methods that
allow for the detection of more pathogens in one reaction have become put to practi-
ce worldwide. However, such tests are usually validated only for viruses and to a lesser
extent for atypical bacteria.
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uvoD

Atipi¢ne bakterije, kot so Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae in Le-
gionella spp., so vpletene v okuZzbe dihal in
lahko povzrocijo podobne klini¢ne znake.
Pri otrocih so znane tudi meSane okuZbe
z respiratornimi patogeni, kar Se oteZuje
klini¢no sliko. Da bi zmanj3ali stroske di-
agnostike in ¢as, potreben za ugotovitev
povzro€itelja okuZbe, razvijajo razli¢ne
multiple molekularne teste, ki omogocajo
hkratno dokazovanje dveh ali treh atipi¢-
nih bakterij ali celo do 20 razli¢nih pov-
zroCiteljev bolezni dihal (1). Vendar pa so
multipli testi z veriZno reakcijo s polime-
razo (angl. polymerase chain reaction, PCR)
vec¢inoma ovrednoteni za dokazovanje vi-
rusnih povzrociteljev in manj za atipi¢ne
bakterije. Prav tako so ugotovitve ter re-
zultati primerjav teh testov z eno-tar¢ni-
mi testi PCR dostikrat nasprotujoci glede
obcutljivosti in specifi¢nosti. Navzocnost
Stevilnih zacetnih oligonukleotidov v re-
akcijski meSanici lahko namre¢ poveca
mozZnost povezave oligonukleotidov v di-
mere Kot tudi napacne vezave na taréno
DNA, posledica ¢esar so nespecifi¢ni po-
mnoZeni pridelki. Koncentracije soli, en-
cimov in temperaturni pogoji se lahko
tudi nekoliko razlikujejo pri pomnoZeva-
nju posamezne tar¢ne DNA. Vsi ti dejav-
niki morda vplivajo na manjSo obcutlji-
vost multiplih testov PCR (2). Poleg tega
atipi¢ne bakterije povzrocajo okuzbe sko-
zi vse leto in so manj vezane na sezonske
epidemije, kot je to znacilno za respirator-
ne viruse.

MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Mycoplasma pneumoniae je znana povzro-
Citeljica bolezni dihal pri ljudeh vseh sta-
rosti kot tudi izvenplju¢nih akutnih in
kroni¢nih okuzb (2). V preteklosti so okuz-
be z M. pneumoniae dokazovali z gojenjem
na umetnih gojis¢ih in identifikacijo na
podlagi morfoloSkih znacilnosti kolonij.
Danes je moZno kolonije M. pneumoniae

hitro prepoznati z metodo MALDI-TOF
MS. Osamitev bakterije nima vecjega dia-
gnosti¢nega pomena, saj zahteva tudi ve¢
tednov gojenja in ima relativno slabo ob-
Cutljivost (3).

Za diagnostiko okuZb, ki jih povzro-
¢a M. pneumoniae, tako uporabljamo pred-
vsem seroloSke in molekularne metode.
Encimsko-imunske metode za dokaz pro-
titeles IgM, IgG in IgA so enostavne za
dokazovanje okuZzb z M. pneumoniae, ven-
dar je serokonverzija protiteles IgG zapo-
znela; do nje pride Sele v treh do osmih
tednih po pojavu bolezenskih znakov,
medtem ko protitelesa IgM redkeje doka-
Zemo pri ponovnih okuZbah. Poleg tega
na protitelesni odziv vpliva tudi imunsko
stanje bolnika, ki je lahko oslabljeno zara-
di drugih spremljajocih bolezni (4).

Hitrej$i dokaz okuZb z M. pneumoni-
ae v vzorcih zgornjih ali spodnjih dihal
omogocajo metode PCR v realnem ¢asu,
ki kot tar€o izrabljajo gen za beljakovino
P1, 16S ribosomalno RNA, ATPazo, prote-
azo ali gen za toksin CARDS (2).

Vse pogosteje se za dokaz DNA M.
pneumoniae uporabljajo multipli testi
PCR v realnem casu, kjer se socasno do-
kazuje tudi nukleinska kislina (NK) dru-
gih atipi¢nih bakterij ali virusov, ki lah-
ko povzroc¢ajo okuzbe dihal (3). Klju¢na
problema tovrstnega pristopa k diagno-
stiki sta moZnost dokaza NK-patogena, ki
ni vzro€no vkljucen v bolezensko stanje,
ter nekoliko niZja obcutljivost (93-100 %)
(5). V&asih je zaradi pomanjkljive standar-
dizacije laboratorijskih testov in razli¢nih
rezultatov 3tudij vlogo M. pneumoniae v
dihalih Se vedno teZko opredeliti, pred-
vsem pri asimptomatskih nosilcih. Spue-
sens in sodelavci so v Studiji dokazali po-
doben deleZ okuzb z M. pneumoniae tako
pri otrocih z boleznijo dihal (16,2 %) kot
pri brezsimptomnih otrocih (21 %). Ven-
dar pa obstajajo tudi Stevilne druge razi-
skave, ki poro€ajo o statisticno znacilnih
razlikah med bolniki z dokazano mikopla-
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zemsKko okuzbo in zdravimi preiskovanci
(6). Potekajo tudi raziskave, ki sku$ajo z
ugotavljanjem bakterijskega bremena po-
jasniti dokaz NK M. pneumoniae pri navi-
dezno zdravih ljudeh (7).

V zadnjem casu se pojavlja vse vec
skrb vzbujajo¢ih objav zaradi naraScajo-
Ce rezistence M. pneumoniae na makroli-
de, ki je povezana s tockovnimi mutaci-
jami v domeni V gena 23S ribosomalne
RNA. V azijskih drZavah, predvsem na Ki-
tajskem, naj bi bilo Ze vec kot 90 % okuZb
povzrocenih s sevi M. pneumoniae, odpor-
nih na makrolide (8). V Sloveniji smo z
metodo pirosekvenciranja mutacije, po-
vezane z rezistenco, ugotovili pri manj
kot 1 % pregledanih sevov M. pneumoni-
ae (9). Ta rezultat je primerljiv s podatki iz
Evrope in Amerike, kjer je odpornost mi-
koplazem proti makrolidom ugotovljena v
manj kot 10 % (10, 11). Zaradi nara$cajoce
rezistence M. pneumoniae na makrolide se
tako pojavlja potreba po uvedbi moleku-
larnih testov, s katerimi bi so¢asno doka-
zovali okuZbe z M. pneumoniae in mutaci-
je, ki so povezane z rezistenco (2).

Genotipizacija M. pneumoniae postaja
vse pomembnejSa pri raziskovanju epide-
mij. Tradicionalno se je M. pneumoniae ti-
piziralo glede na razlike v ponavljajoc¢ih
se elementih RepMP2/3 in RepMP4 zno-
traj gena za adhezin P1 z uporabo tehni-
ke polimorfizma dolZin pomnoZenih fra-
gmentov (angl. restriction fragment length
polymorphism, RFLP) (12). To dolgotrajno
in zahtevno metodo danes nadomeS$cajo
metode visokoresolucijsko taljenje (angl.
high resolution melting - HRM), pirose-
kvenciranje, sekvenciranje po Sangerju,
analiza multilokusnih spremenljivo Stevi-
lo tandemskih ponovitev (angl. multilocus
variable number of tandem repeat analysis,
MLVA) in multilokusno sekvencno tipi-
zacijo (angl. multilocus sequence typing,
MLST) (13). S pomocjo metode MLVA so
raziskovalci ugotovili, da je bila svetov-
na epidemija leta 2010-2011 poliklon-

skega izvora (14, 15). Metoda sekvencira-
nja celotnega genoma (angl. whole genome
sequencing, WGS) ima najviSjo locljivost
in je zaradi razvoja vse bolj zmogljivih
platform ter zniZevanja cene tovrstne ana-
lize vedno dostopnejsa (5). Tako so samo v
letu 2015 raziskovalci sekvencirali 38 ge-
nomov izolatov M. pneumoniae (16, 17) in
pri tem ugotovili, da je M. pneumoniae ge-
netsko pestrejSa, kot so do sedaj predvi-
devali.

LEGIONELLA SPP.

Legionele so fakultativne znotrajceli¢ne,
po Gramu negativne bakterije, ki Zivijo v
vodnem okolju in zemlji. OkuZba poteka
predvsem preko vdihavanja okuZenih ae-
rosolov in redkeje preko mikroaspiraci-
je okuZene vode. Povzrocajo pljucnico oz.
legionarsko bolezen in milejSo pontiasko
vrocico. Do sedaj poznamo preko 60 vrst
legionel z vec kot 70 seroloSkimi skupi-
nami, med katerimi je vsaj 24 vrst takih,
ki lahko povzrocijo okuZbo pri ljudeh (18).
Najbolj patogena vrsta je L. pneumophi-
la seroloske skupine 1, ki povzroca vec
kot 90 % vseh legionarskih plju¢nic (19).
Druge vrste, kot so L. anisa, L. micdadei, L.
dumoffii in L. bozemanae, pogosto koloni-
zirajo vodovodne sisteme, a redkeje pov-
zro¢ajo okuzbe pri ljudeh, obicajno le
pri imunsko oslabljenih bolnikih v zdra-
vstvenih ustanovah. Po novejsih podatkih
iz ZDA in Avstralije je stopnja smrtnosti
med bolni$ni¢nimi okuZbami z legionelo
14 %, in 5-10 % med okuZbami, pridoblje-
nimi v domacem okolju (20).

Klini¢ni znaki in simptomi legionelo-
ze niso specifi¢ni, zato je pomembno, da
hitro identificiramo povzrocitelja, da lah-
ko uvedemo ustrezno zdravljenje, ugoto-
vimo vir okuZbe in prepre¢imo nadaljnje
Sirjenje okuZzbe (21). Zlati standard v dia-
gnostiki legionelnih okuZb Se vedno osta-
ja osamitev bakterije iz vzorcev spodnjih
dihal bolnikov, saj omogoca diagnostiko
okuZb z vsemi vrstami legionel, raziskavo
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izbruhov legioneloz, epidemioloSke Stu-
dije in ugotavljanje obcutljivosti na an-
tibiotike. Kljub temu se zaradi zahtevno-
sti izvedbe, relativno slabe obcutljivosti
(20-80 %) in dolgotrajnega postopka me-
todo le redko uporablja v mikrobioloSkih
laboratorijih. Nizka obcutljivost metode
je lahko posledica slabe kvalitete kuZni-
ne (predvsem izmecka), predhodne antibi-
oti¢ne terapije bolnika, kot tudi zahtevnih
pogojev rasti bakterije in slabe usposo-
bljenosti laboratorijskega osebja (22). Po-
leg tega vec kot polovica bolnikov nima
produktivnega kaslja (23).

V zadnjem desetletju je v diagnostiki
legioneloz opazen upad uporabe serolo-
§kih metod iz 61 % na manj kot 6 % (19).
Glavni razlog je predvsem v nastopu sero-
konverzije, do katere obi¢ajno pride v treh
do §tirih tednih ali celo v 10 tednih po na-
stopu bolezni. Posamicen visok titer pro-
titeles v akutnem serumu sicer nakazuje
verjetno okuZbo, a ni zanesljiv, saj so pro-
titelesa lahko navzoca zaradi predhodne
izpostavitve legionelam ali so navzkri-
Zno reaktivna. Poleg tega raziskave kaZe-
jo, da mnogi imunsko oslabeli bolniki ni-
majo protitelesnega imunskega odziva na
okuZzbo (22).

Encimska imunoadsorpcijska preiska-
va (angl. enzyme-linked immunosorbent as-
say, ELISA) in imunokromatografski testi
(angl. immunochromatographic test, ICT)
za dokaz topnega antigena L. pneumophi-
la v urinu (angl. urinary antigen, UAg) se
uporabljajo kar v 82-97 % vseh preiskav
za prepoznavanje legioneloze (19, 24). To-
pni antigen lahko dokaZemo Ze v enem
do treh dneh po pojavu bolezenskih zna-
kov. Specifi¢nost testa je 99 %, medtem ko
je obcutljivost testa od 70-90 % za dokaz
okuzbe z L. pneumophila seroloSke skupi-
ne 1, pridobljene v domacem okolju, in
manj kot 50 % za dokaz okuZbe z drugimi
seroloSkimi skupinami. Pomanjkljivost
testa se kaZe tudi v nizki obcutljivosti pri
blaZjih oblikah okuZbe in pri okuZzbah z le-

gionelami drugih vrst (25). Zato se tudi v
diagnostiki legioneloz vse bolj uveljavlja
metoda PCR v realnem ¢asu, predvsem za
hkratno odkrivanje DNA L. pneumophila
in DNA Legionella spp. DeleZ prijavljenih
primerov legioneloz, ugotovljenih z me-
todo PCR, se je tako povecal iz 2 % v letu
2008 na 8 % v letu 2014 (24).

Zal nobena od teh metod nima
visoke obcutljivosti,
priporoca testiranje bolnika s sumom
na legionelozo vsaj z dvema testoma. S
hkratno uporabo metode PCR in testa za
dokaz topnega antigena odkrijemo lahko
za 11 % vec bolnikov kot z uporabo samo
enega (26, 27).

Za ugotavljanje vira okuZbe in za pre-
precevanje nadaljnjih okuZb je nujno, da
primerjamo klini¢ne seve legionele in le-
gionele iz okolja, ki jim je bil bolnik iz-
postavljen. Trenutno je zlati standard na
tem podro¢ju tipizacija s sekvencno ana-
lizo (angl. sequence-based typing, SBT), ki
temelji na doloc¢anju nukleotidnega zapo-
redja izbranih regij sedmih genskih loku-
sov in se lahko izvaja tudi neposredno iz
kuZnine brez predhodne osamitve bakte-
rije. Vecjo locljivost posameznih podtipov
L. pneumophila seroloSke skupine 1 dose-
Zemo Se z dodatno serotipizacijo s speci-
fiénimi 21 monoklonskimi protitelesi. Na
ta nacin dolo¢imo fenotip in genotip po-
samezne legionele. Sekvenciranje celot-
nega genoma omogoca tipizacijo v 24
urah po osamitvi legionele in ima najvi§ji
indeks diskriminacije, kar po vsej verjet-
nosti predstavlja prihodnost v molekular-
ni tipizaciji legionel (28).

Genotipizacija bakterije L. pneumophi-
la ima pomembno vlogo pri dokazovanju
skladnosti klini¢nega in okoljskega seva
kot tudi pri primerjavi sekven¢nih profi-
lov legionel v razli¢nih drzavah. Ti podat-
ki so izjemnega pomena za razumevanje
epidemiologije in ekologije bakterije L.
pneumophila ter za razvoj smernic in pre-
ventivnih ukrepov.

zadosti zato se
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CHLAMYDIA (CHLAMYDOPHYLA)
PNEUMONIAE

Okuzbe, ki jih povzroca Chlamydia pneu-
moniae, je Se vedno zelo teZko dokazova-
ti. Najbolj omejujo¢ dejavnik je njihova
obcutljivost na zunanje vplive okolja in
majhna vsebnost bakterij v bolnikovi ku-
Znini. Laboratorijska diagnostika zato Se
vedno temelji na seroloskem testu mikro-
imunofluorescence in molekularnem do-
kazovanju s testi PCR. Ker M. pneumoni-
ae in C. pneumoniae povzro€ata atipi¢no
pljucnico s podobnimi klini¢nimi znaki, je
smiselno hkrati dokazovati obe povzroci-
teljici. V ta namen uporabljamo multiple

ZAKLJUCEK

Molekularne metode imajo velik pomen
v dokazovanju atipi¢nih bakterij kot pov-
zroCiteljev bolezni dihal. V zadnjih letih
vse bolj prihajajo v ospredje tudi novejse
tehnike pomnoZevanja nukleinskih kislin,
ki v eni reakciji omogocajo hkratno doka-
zovanje vecjega Stevila patogenov. Poleg
tega napredki na podrod¢ju tipizacije bak-
terij s tehnikami sekvenciranja celotnega
genoma neposredno iz kuZnine nakazuje-
jo, da bi lahko v bodoce postale metode iz-
bora za epidemioloSke raziskave.

teste PCR v realnem casu.
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Diagnostika virusnih okuZzb dihal je v zadnjih letih doZivela pravi razcvet, ki temelji na
uporabi razli¢nih, najnovejSih molekularnih tehnologij. Kljub vrhunski tehnologiji do-
kazovanja virusov ostaja Se precej nereSenih problemov. Ti so povezani predvsem s pre-
danaliti¢nim delom, ki zajema odvzem in transport vzorca, ¢asom, potrebnim do rezul-
tata preiskave, in interpretacijo izvidov. Kljub izjemnemu tehni¢nemu napredku pa je Se
zelo malo objavljenih raziskav, ki bi molekularno testiranje na respiratorne viruse ume-
stile v klini¢no pot diagnostike okuZb dihal in dolocile stroskovno uc¢inkovitost in al-
goritme uporabe. Za zagotavljanje najboljSe moZne kakovosti oskrbe bolnika je potreb-
na dobra komunikacija med klini¢nim mikrobiologom in zdravnikom, ki mora trajati od
odvzema kuZnine do interpretacije rezultatov.

ABSTRACT

KEY WORDS: respiratory infections, viruses, microbiological diagnostics

In recent years, laboratory diagnostics of respiratory viral infections is becoming one
of the most rapidly developing fields of virology mostly due to the use of molecular te-
chniques. Even with the most modern technologies many problems need to be addres-
sed. Preanalytic procedures, collection and transport of samples, turnaround time of te-
sts and interpretation of the analytical findings are among the most burning issues.
Further studies are required to place the newly developed tests in different clinical si-
tuations as are algorithms and recommendations for the most efficient and economical
use of these technologies. Continuous communication between the virology laboratory
and the physician from sample collection to data interpretation is of paramount impor-
tance to ensure the highest quality for patient care.
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uvoD
Virusne okuZbe dihal so med najpogostej-
§imi okuZbami nasploh (1). Ve€ina viru-
snih okuZb pogosteje prizadene zgolj zgor-
nja dihala. Ceprav prizadenejo okuZbe vse
starostne skupine, so bolj ogroZeni otro-
ci (predvsem do 3. leta starosti), starostni-
ki, bolniki z drugimi osnovnimi bolezni-
mi in imunsko oslabljeni bolniki (2). Pri
njih se pogosteje razvije tezka klini¢na sli-
ka okuZbe spodnjih dihal, kot so npr. pljuc-
nica, bronhitis, bronhiolitis in poslabSanje
osnovnih plju¢nih bolezni, kot sta astma
in kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen
(KOPB) (1, 3-5). Ceprav lahko v grobem
poveZemo virusne povzrocitelje z doloce-
no klini¢no sliko okuZbe dihal, je zgolj s
kliniénim pregledom nemogoce potrditi
etiologijo bolezni. Veliko nam pri tem lah-
ko pomagajo sveZi epidemiolo8ki podatki
(¢e jih imamo na voljo), pogoj za njihovo
generiranje pa je vzpostavljena mreZa kli-
nik in laboratorijev, ki pri tem sodelujejo.
Diagnostiko virusnih okuZzb dihal za-
pleta predvsem veliko Stevilo povzroci-
teljev, ki so lahko vzrok okuZbe. Dodaten
problem predstavlja interpretacija rezul-
tatov, ker se virusi v dihalih lahko zadr-
Zujejo Se vec€ tednov ali celo mesecev po
okrevanju, prav tako so pri majhnih otro-
cih pogoste zaporedne okuZbe (6). Danes
Se ne poznamo odgovora na vpra$anje,
kaj pomeni hkraten dokaz nukleinskih ki-
slin ve¢ respiratornih virusov, ki so lah-
ko vsak zase ali pa skupno etiolosko po-
vezani z okuZbo dihal. Ali hkratna okuZba
z veC virusi poteka drugace ali teZje kot
okuZba s samo enim virusom, Se ni pov-
sem jasno, saj so na voljo nasprotujoci si
podatki (1, 6).

RAZLOGI ZA DIAGNOSTIKO
VIRUSNIH OKUZB DIHAL

Vecina okuzb dihal je blage, trivialne nara-
ve in zaradi njih bolniki ne i8¢ejo zdravni-
Ske pomoci. VEasih je zaradi hudih ali dalj
¢asa trajajoc¢ih simptomov potreben obisk

zdravnika, ki pa se le redko konca z napo-
titvijo bolnika k specialistu ali s hospitali-
zacijo. Jasno je, da pri takih vrstah okuZb
etioloSka diagnostika ni potrebna. Speci-
fi¢na in natanc¢na diagnoza pa je pomemb-
na predvsem v naslednjih okoli§¢inah:

« pri bolnikih, ki prejemajo imunosupre-
sivna zdravila,

+ za ustrezno ukrepanje za zmanjSanje
hospitalnih okuZb,

- za uvedbo specifi¢nega zdravljenja ali
specifi¢ne preventive (gripa, respira-
torni sincicijski virus - RSV, adenovi-
rusi) in

+ za zbiranje epidemiolo$kih podatkov o
okuZbah v populaciji.

Druge pozitivne posledice uspesne re-
spiratorne viroloSke diagnostike so tudi
zmanjSanje uporabe antibiotikov, zmanj-
Sanje dodatnih laboratorijskih in klini¢-
nih preiskav in s tem dodatnih stroSkov
pri oskrbi bolnika (7). Najpomembne;jsi
razlog za virusno diagnostiko v klini¢nem
okolju je potencialni vpliv rezultatov te-
stiranja na triaZo in zdravljenje bolnikov.
V letu 2016 so bili prvi¢ objavljeni podat-
ki o vplivu hitre molekularne diagnostike
na klini¢ni izhod odraslih bolnikov (8). V
raziskavi, v kateri so primerjali dve obdo-
bji, v katerih so najprej uporabljali viru-
sno diagnostiko z dokazovanjem virusnih
antigenov z obdobjem, ko so viruse do-
kazovali s hitro molekularno metodo, so
ugotovili, da je uporaba molekularne di-
agnostike znatno skraj$ala ¢as do diagno-
ze. V prvem obdobju je bil ¢as do diagno-
ze gripe 7,7 ure, po uvedbi molekularnega
testiranja pa le Se 1,7 ure. Se bolj se je
skraj$al ¢as do diagnoze za druge respira-
torne viruse: s 13,5 ur na samo 1,5 ure. Se
pomembnejSa ugotovitev je bila, da se je
pri bolnikih s potrjeno okuZbo z virusom
gripe (pa tudi pri tistih, ki so imeli do-
kazan drug respiratorni virus) zmanj$ala
verjetnost za sprejem v bolniSnico, skraj-
sal se je tudi Cas hospitalizacije. Ceprav se
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pogostost uporabe protimikrobnih zdravil
ni zmanj$ala, se je skrajSal ¢as protimi-
krobnega zdravljenja pri bolnikih s potr-
jeno virusno okuzbo. Zmanjsalo se je tudi
Stevilo opravljenih rentgenskih pregledov
pljuc (8). Podobna S$tudija je bila izvedena
tudi z vklju€itvijo bolnih otrok. Tudi v tej
so dokazali znatno skrajSanje ¢asa do re-
zultata testiranja in skrajSanje ¢asa obrav-
nave na urgentnem oddelku (9).

KUZNINE

Izlo€anje virusov, ki povzrocajo okuzbe
dihal, je najvecje v prvih dneh od zacetka
okuZbe, zato je zelo pomembno, da vzo-
rec odvzamemo ¢im bolj zgodaj po pojavu
simptomov. V primeru okuZbe z virusom
influence A (InfA) so v nedavni raziska-
vi ugotovili, da je izloanje virusa najve-
¢je prvi in drugi dan bolezni, do 6. ali 7.
dneva pa se postopno zniZa na nicelne
vrednosti. Pri virusu influence B (InfB)
so ugotovili, da je izlo€anje virusa zelo
veliko Ze dva dni pred zacetkom simpto-
mov in vztraja do 6. ali 7. dneva po poja-
vu bolezni, in sicer v dvofazni obliki (10).
Primerne kuZnine za viroloSko preiskavo
so nazofaringealni aspirat (NFA), izpirek
nosu, nazofaringealni bris in bris Zrela.
Pri okuZbah spodnjih dihal pa so ob nave-
denih kuZninah primerni Se sputum, aspi-
rat traheje, bronhoalveolarni lavat (BAL)
in druge invazivno pridobljene kuZnine. V
vseh do sedaj opravljenih raziskavah se je
kot najprimernejSa kuZnina zgornjih dihal
izkazal NFA, ki pa ga v Sloveniji izjemno
redko dobimo v analizo (manj kot 0,5 %
vseh poslanih vzorcev v letu 2007). Za od-
vzem NFA potrebujemo izurjeno osebje in
tudi nekaj dodatne opreme (aspirator, ste-
rilno cevko ali kateter). Pri odvzemu NFA
je moZen nastanek aerosolov in s tem ne-
koliko ve¢ja moZnost za razvoj hospital-
ne okuzbe. Med kuZninami, ki jih lahko
odvzamemo iz spodnjih dihal, je najboljsi
BAL, sputum pa je zaradi specifi¢ne kon-
sistence (sluz) teZji za obdelavo (11).

Nazofaringealni bris (lahko tudi v
kombinaciji z brisom Zrela) se je v veci-
ni raziskav izkazal kot primerna kuZni-
na, vendar je obcutljivost molekularnih
preiskav, ki jih izvajamo iz vzorcev bri-
sov v primerjavi z NFA niZja za 3-10 %
(12). Posebno novost pri odvzemu kuZnin
iz zgornjih dihal predstavljajo novo razvi-
ti krtackasti brisi (angl. flocked swabs), za
katere je dokazano, da pri odvzemu zadr-
Zijo vec celic in tekocine, kasneje pa jih
pri obdelavi v laboratoriju tudi ve¢ spro-
stijo v transportni medij. Z uporabo mo-
lekularnih metod in krtackastih brisov so
se raziskovalci zelo pribliZali ob¢utljivosti
detekcije, ki jo izkazuje NFA (13). Zaradi
naStetih prednosti pri odvzemu in mini-
malni izgubi senzitivnosti, je bris praktic¢-
no v celoti nadomestil NFA tudi v okoljih,
kjer je bila to prej standardna kuZnina.

Poudariti moramo, da je bris Zrela
manj primeren, kadar je odvzet kot edina
kuZnina (11). V primeru, da Zelimo izvesti
osamitev virusa na celi¢ni kulturi, je po-
membno, da bris takoj po odvzemu odlo-
Zimo v ustrezen transportni medij za vi-
ruse in ga ¢im hitreje transportiramo v
laboratorij (transport mora biti izveden v
roku ene ure). Infektivnost virusov (Se po-
sebej RSV) Ze v nekaj urah zelo hitro pade,
¢e so izpostavljeni sobni temperaturi. In-
fektivnost virusov in s tem moZnost uspe-
Sne osamitve na celi¢ni kulturi se precej
zmanj3a tudi v vzorcih in kuZninah, ki so
izpostavljene veckratnim ciklom zmrzo-
vanja in odtajevanja. DanaSnje formula-
cije virusnih transportnih medijev (VTM)
so prilagojene tako, da lahko iz odvzete-
ga brisa izvedemo katerokoli preiskavo
za dokaz respiratornih virusov pod pogo-
jem, da je ta ustrezno hitro transportira-
na v laboratorij. Najbolje je, da ne glede
na zahtevano metodo diagnostike vse bri-
se hranimo v VTM. Zanimiva pa je ugo-
tovitev britanskih raziskovalcev, da lahko
za molekularne preiskave na respiratorne
viruse odvzamejo celo suhe brise in jih
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brez Skode za rezultate poSljejo na analizo

v laboratorij pri sobni temperaturi v roku

dveh dni (14).

Vzorcev, kot so BAL, NFA ali aspirat
traheje, ni potrebno transportirati v VTM,
ampak jih pri 4 °C ¢im prej prenesemo v
laboratorij v sterilni posodici ali epruve-
ti. Vzorce tkiva, odvzete pri biopsiji ali po-
smrtno, je najbolje transportirati v VTM,
¢e ni druge izbire tudi v sterilni fiziolo8ki
raztopini. Do preiskave jih lahko tudi za-
mrznemo na -70 °C.

NajpogostejSe napake, vezane na od-
vzem kuZnin dihal, ki jih zaznavamo pri
rutinskem delu, so:

- predolg transport,

+ bris je poslan brez transportnega goji-
§¢a ali druge primerne tekocine,

+ Vv transportnem gojisc¢u ni brisa,

+ bris je bil odvzet s setom za bakterio-
loSke preiskave in bakterioloskim tran-
sportnim gojis€em (trdno transportno
gojisce),

+ odvzet je samo bris Zrela za metodo
direktne imunofluorescence (DIF),

- tip kuZnine,

+ Cas odvzema in

» bolnikovi podatki niso ustrezno ozna-
ceni.

POVZROCITEL]I

Virusne povzrocitelje okuzb dihal lahko
razdelimo glede na vec kriterijev (vrsta ge-
noma, povzrocitelji okuzb zgornjih ali spo-
dnjih dihal, porajajo¢i ali klasi¢ni itd). Tudi
kraj$i opis lastnosti posameznih povzroci-
teljev bi presegal obseg in namen tega pri-
spevka, zato navajam samo ustrezno litera-
turo (11). Klasi¢nim povzrociteljem, kamor
spadajo adenovirusi, RSV, virusa influence
A in B ter virusi parainfluence, so se v za-
dnjih letih pridruZili nekateri novo identi-
ficirani virusi, kot so humani metapneu-
movirus (hMPV), novi koronavirusi NL63
in HKU1 (HCoV-NL63 in HcoV-HKU1), bo-
kavirusi, humani rinovirusi vrste C in po-
liomavirusi WU in KI (15, 16). Z njihovim

odkritjem in zacetkom uporabe molekular-
nih metod pa se je zacelo ponovno odkriva-
nje Ze dolgo znanih povzrociteljev virusnih
okuzb dihal, kot so npr. enterovirusi, rino-
virusi in koronavirusi.

METODE

Metode za pomnoZevanje nukleinskih ki-
slin so v zadnjih 15 letih temeljito spre-
menile pogled na diagnosti¢ni viroloski
laboratorij. Bliskovit razvoj novih tehnik,
metod in aparatur hitro dopolnjuje in celo
prehiteva naSe vedenje o biologiji pov-
zrociteljev okuzb. Tako danes v izkuSe-
nih in dobro opremljenih laboratorijih ni
vec velikih tehni¢nih problemov, kako hi-
tro, u¢inkovito in zanesljivo pomnoZiti del
DNA- ali RNA-genoma respiratornih (in
drugih) virusov. Vecji problem predstavlja
interpretacija velike koli¢ine podatkov, ki
v tem $e niso zadovoljivo vzporejani s kli-
ni¢nimi podatki o poteku bolezni pri bol-
nikih z virusnimi okuZbami dihal. Ker so
bile posebnosti za »klasi¢ne« metode viro-
loSke diagnostike Ze opisane drugje, tudi
v slovenscini, se omejujemo zgolj na opis
uporabe modernih molekularnih preiskayv,
ki so v zadnjih petih letih s tehnoloSkim
razvojem postale dosegljive Sirokemu kro-
gu uporabnikov in so prakti¢no izrinile
vse druge, prej uporabljane metode.

Kljub enostavnosti izvedbe, ki veci-
noma vkljuc¢uje zgolj stresanje (vorteksi-
ranje) vzorca in dodajanje v kaseto z rea-
genti, ne smemo nikoli spregledati, da gre
za zelo obcutljive molekularne metode, ki
kot kon¢no posledico vklju€uje nastanek
pomnoZzkov nukleinskih Kkislin. KuZnine
bolnikov lahko v akutnem obdobju, pred-
vsem Ce gre za otroke, vsebujejo velike
koli¢ine virusnih nukleinskih kislin, ki se
lahko tudi ob pazljivem ravnanju znajde-
jo na povrsini epruvet, v katerih se tran-
sportirajo brisi in so lahko vir kontami-
nacije med vzorci. Novo nastali pomnoZki
v kasetah z reagenti pa so lahko vir kon-
taminacije v naslednjih reakcijah. Pri rav-
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nanju tako s kuZninami kot z izrabljeni-
mi reagenti (kasetami) moramo biti zato
izjemno previdni, sicer lahko v diagno-
stiki povzro¢imo hude napake. Ker gre za
zaprte sisteme, moramo biti Se posebej
pozorni na kakr§nekoli znake pu$¢anja te-
kocine, kajti te lahko vsebujejo pomnoZke,
ki so vir kontaminacije. PuS¢anje takSnih
sistemov smo pri rutinski diagnostiki
opazili Ze vsaj pri dveh neodvisnih siste-
mih za diagnostiko respiratornih virusov
in vsaj v enem primeru dokazali kontami-
nacijo tako aparature kot okolja. Na take
primere moramo osebje nacrtno pripra-
viti (obvezno dnevno opti¢no preverjanje
notranjosti aparature in pregled porablje-
nih kontejnerjev z reagenti), saj lahko ta-
k8na napaka pri slepem zaupanju v sistem
ostane povsem neopazena.

NajsirSe uporabljana platforma v Slo-
veniji je trenutno FilmArray (Biofire, Bio-
merieux, Francija), ki vsebuje 15 virusnih
in 3 bakterijske tarce (9, 17). Sama zasno-
va testa z vkljucitvijo tako razli¢nih tar¢,
kot so virusi z genomom RNA in bakteri-
je pomeni sklepanje kompromisov pri po-
stopkih ekstrakcije in pomnoZevanja nu-
kleinskih kislin. Zato je obvezno natan¢no
branje spremne dokumentacije in dosle-
dno obveS¢anje naro¢nikov o morebitnih
posebnostih pri diagnostiki posamicnih
tar¢. Nekateri strokovnjaki se ne strinja-
jo s tako Sirokim naborom tar¢ in opozar-
jajo na razlike v klini¢nem izraZanju npr.
okuZbe s koronavirusi in oslovskega ka-
§lja. Drugi zagovarjajo strogo pragmati-
¢en pristop z vkljucitvijo samo tistih tar¢,
za katere je Ze jasno, da bodo v primeru
pozitivnega rezultata pomenile drugac-
no ukrepanje pri bolniku ali uporabljajo
restrikcijo nabora moZnih tar¢, kadar gre
za sezono gripe (18). Razli¢ni proizvajal-
ci zato omogocajo modularno sestavljanje
nabora tar¢ v razlicnih formatih testov.
Z laboratorijskega vidika je omogocanje
modularnosti tudi dvorezen me¢, saj ob
skromnem naboru virusnih tar¢ to pogo-

sto pomeni dodatna testiranja v primeru
negativnih rezultatov. Tudi izbor oZjega
nabora tarc¢ za uporabo v obdobju visoke
sezone okuZb (npr. InfA, InfB, RSV) lahko
vodi v situacije, ko s klasi¢nim molekular-
nim dodatnim testom dokaZemo virus, ki
ga s hitrim molekularnim testom nismo
(18). Tak$ne situacije pogosto povzrocajo
nezaupanje klinikov v uporabljene teste,
¢eprav se npr. obcutljivost lahko razliku-
je le za nekaj odstotnih tock v koristih kla-
si¢nih molekularnih metod.

POSEBNOSTI PRI DIAGNOSTIKI
GRIPE

Testiranje na viruse gripe zaradi uvedbe
zdravljenja ni potrebno pri vseh bolnikih z
znacilnimi simptomi in znaki gripe. Ko je
laboratorijsko potrjeno kroZenje virusov
gripe v populaciji, je za bolnike, ki niso
sprejeti na bolnisni¢no zdravljenje, mogo-
¢e diagnozo postaviti klini¢no, Se posebej
v obdobju epidemije. Testiranje na virus
gripe je priporocljivo za bolnike, ki potre-
bujejo sprejem v bolni$nico in bi poziti-
ven rezultat spremenili klini¢no obravna-
vo bolnika. Kliniki morajo biti seznanjeni
z znacilnostmi testa, ki ga uporablja mi-
krobiolo8ki laboratorij (specifi¢nost in ob-
¢utljivost), in s primernimi kuZninami. Ce
klini¢na slika narekuje potrebo po protivi-
rusnem zdravljenju, ga je potrebno uvesti
Se predno so na voljo rezultati testiranja,
Se posebej, Ce je to v obdobju epidemije
gripe. Uc¢inkovitost protivirusnega zdra-
vljenja je tem vecja, ¢e je uvedena ¢im
prej po razvoju simptomov bolezni, kar je
Se posebej pomembno za bolnike z doda-
tnimi dejavniki tveganja za hud potek bo-
lezni in zaplete. Pri bolnikih, ki se zdravijo
v bolniSnici, je primerno testiranje vzor-
cev zgornjih dihal, predvsem brisa nosno-
-Zrelnega prostora. Pri bolnikih z znaki
okuZbe spodnjih dihal je v primeru nega-
tivnega rezultata primerno tudi testira-
nja izmecka. Pri tistih bolnikih, kjer pride
do dihalne odpovedi, so primerne kuZni-
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ne tudi aspirat traheje in BAL. V nedavno
objavljeni raziskavi so ugotovili, da je op-
timalno obcutljivost testiranja za viruse
gripe mogoce doseci samo s hkratnim te-
stiranjem tako brisa nosno-Zrelnega pro-
stora kot tudi izmecka. Raziskovalci so
dokazali, da je bilo mo¢ virus gripe doka-
zati pri nekaterih bolnikih zgolj v izmec-
ku, med tem ko je bil bris nosno-Zrelnega
prostora negativen (17).

Uporaba molekularnih testov za gri-
po je pomembna tudi za namen odkri-
vanja epidemij v zdravstvenih ustano-
vah in ustanovah za dolgotrajno oskrbo,
kot so rehabilitacijske ustanove in domo-
vi za ostarele (19, 20). V primeru izbruhov
v ustanovah ni potrebno testiranje vseh
obolelih, ampak se odlo¢imo zgolj za po-
trditev enega ali nekaj epidemiolo$ko po-
vezanih primerov, ki nam olajSa uvedbo
specifi¢nih protivirusnih zdravil in dru-
gih potrebnih ukrepov (20).

Zal danes uporabljani molekularni
testi Se ne omogocajo, da bi bili rezulta-
ti na voljo v tako kratkem ¢asu, da bi bilo
mogoce ukrepanje na osnovi laboratorij-
skega testiranja. NajnovejSe tehnologi-
je dokazovanja virusov, ki jih lahko pri-
cakujemo Ze v najkrajSem casu, pa Ze
zdruZujejo preprostost in hitrost upora-
be imunodifuzijskih testov in obcutljivost
molekularnih testov. Tako so Ze na voljo
diagnosticne platforme, ki bodo rezultate
lahko podale v 15-20 minutah od zacetka
testiranja. Po podatkih, ki so na voljo, taki
testi v primerjavi s trenutno uporabljani-
mi molekularnimi testi (veriZna reakcija
s polimerazo) dosegajo obcutljivost med
70 in 100 % (21).

ZAKLJUCEK

NajpomembnejSe novosti na podrocju vi-
rusnih okuZb dihal lahko strnemo v na-
slednje ugotovitve. V zadnjih letih se je

moc¢no povecala dostopnost sodobnih,
specifi¢nih, zelo obcutljivih testov za la-
boratorijsko diagnostiko virusnih okuZb
dihal. Zelo se je povecalo Stevilo razli¢nih
virusov, ki jih lahko dokaZemo v kuZninah
dihal, saj vecina sodobnih neposrednih te-
stov vsebuje $irok nabor respiratornih vi-
rusov (9). Sodobni testi so zasnovani veci-
noma na principu »vse v enemc, kjer pri
testiranju ni ve¢ potreben poseben korak
ekstrakcije nukleinskih kislin in pri ve¢ini
testov tudi ne korak dodajanja reagentov.
Vse to se pozitivno odraZa v enostavnosti
in hitrosti izvedbe testiranja. NajnovejSe
razlicice testov, ki so tik pred uvedbo v ru-
tinsko diagnostiko, bodo ¢as do rezultata
v primerjavi s trenutno situacijo skrajsale
Se za dva do trikrat, kar bo resni¢no omo-
gocilo rezultat, na osnovi katerega bo mo-
goCe sprejemati na etiologijo usmerjene
klini¢ne odlocitve.

Najpogosteje testirana kuZnina je po-
stal bris nosno-Zrelnega prostora ali kom-
binirani bris ustnega in nosnega dela
Zrela. Glede na nedavne objave, je posta-
lo jasno, da bi bilo potrebno za optimal-
no obcutljivost testiranja na viruse gripe
pri bolnikih z znaki in simptomi okuz-
be spodnjih dihal, testirati tudi izmecek
(sputum) (17, 22-24). Za to kuZnino pa
bo potrebno Sele razviti optimalno meto-
do predpriprave. Nobeden od danes dose-
gljivih komercialnih testov namre¢ nima
ustrezne evaluacije za uporabo te kuZni-
ne, ki je zaradi svoje konsistence in vi-
skoznosti lahko zelo problemati¢na za
uporabo v avtomatiziranih sistemih. Za
racionalno uporabo testiranja na respi-
ratorne viruse je v zdravstvenih ustano-
vah smiselno pred sezono postaviti jasne
smernice oz. algoritme za razli¢ne klinic-
ne skupine in pravila testiranja, saj lahko
v nasprotnem primeru stroSki mo¢no pre-
seZejo potencialne koristi za bolnika (9).



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4: 85

LITERATURA

-

~N

10.

.

17.

18.

20.

21.

=

22.

. Byington CL, Ampofo K, Stockmann C, et al. Community Surveillance of Respiratory Viruses Among Famili-

es in the Utah Better Identification of Germs-Longitudinal Viral Epidemiology (BIG-LoVE) Study. Clin Infect
Dis. 2015; 61 (8): 1217-24.

. Falsey AR. Current management of parainfluenza pneumonitis in immunocompromised patients: a review.

Infect Drug Resist. 2012; 5: 121-7.

. Biancardi E, Fennell M, Rawlinson W, et al. Viruses are frequently present as the infecting agent in acute

exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease in patients presenting to hospital. Intern Med ).
2016; 46 (10): 1160-5.

. Meissner HC. Viral Bronchiolitis in Children. N Engl ] Med. 2016; 374 (1): 62-72.
. Self WH, Williams DJ, Zhu VY, et al. Respiratory Viral Detection in Children and Adults: Comparing Asymp-

tomatic Controls and Patients With Community-Acquired Pneumonia. Journal of Infectious Diseases. 2016;
213 (4): 584-91.

. Jartti T, Lee W-M, Pappas T, et al. Serial viral infections in infants with recurrent respiratory illnesses. Eur

Respir ). 2008; 32 (2): 314-20.
Templeton KE. Why diagnose respiratory viral infection? ] Clin Virol. 2007; 40: 52-4.

. Rappo U, Schuetz AN, Jenkins SG, et al. Impact of Early Detection of Respiratory Viruses by Multiplex PCR

Assay on Clinical Outcomes in Adult Patients. ) Clin Microbiol. 2016; 54 (8): 2096-103.

. Xu M, Qin X, Astion ML, et al. Implementation of FilmArray Respiratory Viral Panel in a Core Laboratory

Improves Testing Turnaround Time and Patient Care. Am ) Clin Pathol. 2012; 139 (1): 118-23.

Ip DKM, Lau LLH, Chan K-H, et al. The Dynamic Relationship Between Clinical Symptomatology and Viral
Shedding in Naturally Acquired Seasonal and Pandemic Influenza Virus Infections. Clin Infect Dis. 2015;
civ909-7.

Storch GA. Respiratory infections. In: Storch GA. Essentials of diagnostic virology. 1st ed. New York: Churchill
Livingstone; 2000. p. 59-78.

. Lambert SB, Whiley DM, O'Neill NT, et al. Comparing Nose-Throat Swabs and Nasopharyngeal Aspirates

Collected From Children With Symptoms for Respiratory Virus Identification Using Real-Time Polymerase
Chain Reaction. Pediatrics. 2008; 122 (3): e615-20.

. Walsh P, Overmyer CL, Pham K, et al. Comparison of Respiratory Virus Detection Rates for Infants and Tod-

dlers by Use of Flocked Swabs, Saline Aspirates, and Saline Aspirates Mixed in Universal Transport Medium
for Room Temperature Storage and Shipping. | Clin Microbiol. 2008; 46 (7): 2374-6.

. Moore C, Corden S, Sinha J, et al. Dry cotton or flocked respiratory swabs as a simple collection technigue for

the molecular detection of respiratory viruses using real-time NASBA. | Virol Methods. 2008; 153 (2): 84-9.

. Sloots TP, Whiley DM, Lambert SB, et al. Emerging respiratory agents: New viruses for old diseases? | Clin

Virol. 2008; 42 (3): 233-43.

. Berry M, Gamieldien J, Fielding BC. Identification of New Respiratory Viruses in the New Millennium. Viru-

ses. 2015; 7 (3): 996-1019.

Branche AR, Walsh EE, Formica MA, et al. Detection of respiratory viruses in sputum from adults by use of
automated multiplex PCR. | Clin Microbiol. 2014; 52 (10): 3590-6.

Ginocchio CC, McAdam AJ. Current Best Practices for Respiratory Virus Testing. ] Clin Microbiol. 2011; 49:
S44-8.

. Stupica D, Lusa L, Petrovec M, et al. Respiratory viruses in patients and employees in an intensive care unit.

Infection. 2012; 40 (4): 381-8.

Gorisek Miksi¢ N, Ursi¢ T, Simonovi¢ Z, et al. Oseltamivir prophylaxis in controlling influenza outbreak in
nursing homes: a comparison between three different approaches. Infection. 2015; 43 (1): 73-81.

Binnicker M), Espy MJ, Irish CL, et al. Direct Detection of Influenza A and B Viruses in Less Than 20 Minutes
Using a Commercially Available Rapid PCR Assay. ] Clin Microbiol. 2015; 53 (7): 2353-4.

Falsey AR, Formica MA, Walsh EE. Yield of sputum for viral detection by reverse transcriptase PCR in adults
hospitalized with respiratory illness. ] Clin Microbiol. 2012; 50 (1): 21-4.



86 Miroslav Petrovec  Mikrobiolo$ka diagnostika virusnih okuzb dihal

23. Huijskens EGW, Rossen JWA, Kluytmans JAJW, et al. Evaluation of yield of currently available diagnostics by
sample type to optimize detection of respiratory pathogens in patients with a community-acquired pneu-
monia. Influenza Other Respir Viruses. 2014; 8 (2): 243-9.

24. Wolff B}, Bramley AM, Thurman KA, et al. Improved Detection of Respiratory Pathogens Using High-Quality
Sputum with TagMan Array Card Technology. J Clin Microbiol. 2016; pii: JCM.01805-16



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4: 87-100 87

Rok Tomazin', Tadeja Matos?
Vlaknate glive in okuzbe dihal

Filamentous Fungi and Respiratory Infections

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: aspergiloza, mukormikoza, fuzarioza, scedosporioza, mikrobioloéka diagnostika

V sklopu povzrociteljev okuzb dihal se v zadnjem ¢asu ¢edalje pogosteje omenjajo tudi
razli¢ne vrste gliv. NajvidnejSe mesto med glivnimi povzrocitelji imajo Stevilne plesni,
ki prizadenejo predvsem imunsko oslabele bolnike. Najbolj ogroZena populacija so tako
bolniki po presaditvi ¢vrstih organov ali krvotvornih matiénih celic, hemato-onkolo§ki
bolniki in bolniki s kroni¢nimi boleznimi pljuc ter bolniki z virusno povzroc¢eno imu-
nosupresijo. V teh skupinah bolnikov se lahko iz zaCetnih blagih oblik okuZbe razvijejo
agresivno potekajoce, invazivne, diseminirane mikoze, ki so povezane z visoko smrtno-
stjo. Diagnostika glivnih okuZb dihal je zahtevna in poleg klini¢ne slike upoSteva ana-
lizo razli¢nih informacij iz podrocij radiologije, histopatologije in klini¢ne mikologije.

ABSTRACT

KEY WORDS: aspergillosis, mucormycosis, fusariosis, scedosporiosis, microbiological diagnostics

In recent times, fungal respiratory infections are gaining more attention than ever.
Most prominent causative agents are found among numerous species of filamentous
fungi that affect mostly the immunocompromised such as solid organ and haematopoi-
etic stem cell transplant recipients, patients with hematologic malignancies or chronic
lung diseases and patients with viral-induced immunosuppression. In these high-risk
groups, fungal infections can progress from mild respiratory syndromes to invasive
disseminated infections with high mortality rate. Diagnostics is not straightforward; it
is rather a complex process where clinical information has to be considered jointly with
radiological, histopathological and clinical mycology data.
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2 Doc. dr. Tadeja Matos, dr. med., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
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uvoD

Patogene glive povzrocajo Sirok spekter
okuZzb dihal, ki obsega vse od blagih gri-
pi podobnih okuZb do teZko potekajocih
pljucnic z razsiritvijo v druge organske
sisteme. Ve¢inoma gre za okuZbe, ki se po-
javljajo v specifi¢nih situacijah, predvsem
v primeru okvare ali oslabelosti imunske-
ga sistema. Tukaj imajo pomembno mesto
oportunisti¢no patogene vlaknate glive —
plesni - ki prizadenejo predvsem spodnja
dihala. Pomembnej$i povzrocitelji izhaja-
jo iz rodov Aspergillus, Fusarium in Scedo-
sporium ter reda Mucorales. Te okuZbe so
obi¢ajno agresivno potekajoce in zahtev-
ne za zdravljenje. Posamezne glivne vrste
so vpletene tudi v okuZbe zgornjih dihal,
kjer so najbolj prizadete obnosne votli-
ne. V tropskih predelih sveta so poleg kla-
si¢nih patogenov v etiologijo kroni¢nega
sinuzitisa vpletene Se vrste iz reda En-
tomophtorales. Poleg oportunisti¢no pa-
togenih gliv povzroc¢ajo okuZbe spodnjih
dihal Se primarno patogene glive, ki pri-
zadenejo tudi populacijo oseb z normalno
delujo¢im imunskim sistemom. V teh pri-
merih so kot povzrocitelji opisani rodovi
Histoplasma, Coccidioides in Blastomyces.
Diagnostika glivnih okuzb dihal temelji
na klini¢ni sliki, ocenah tveganja ter sli-
kovni, histopatoloski in mikrobiolo$ki di-
agnostiki. Slednja v zadnjem ¢asu doZivlja
velik napredek predvsem na podrocju ne-
konvencionalnih metod, katerih osnova je
dokazovanje glivnih antigenov, protiteles
in nukleinskih kislin v klini¢nih vzorcih.

ASPERGILOZA

Rod Aspergillus vkljucuje ve¢ kot 250 raz-
licnih vrst vlaknatih gliv, ki jih najdemo
prosto v okolju, primarno na razpadajo-
¢em rastlinju (1). So tako reko¢ ubikvi-
tarno prisotni in jih lahko osamimo iz
vode, zraka, prsti, razpadajofega organ-
skega materiala in prahu. Najpogoste-
je osamljene vrste so A. fumigatus, A. fla-
vus in A. niger. Glavna pot okuZbe je preko

vdihavanja aerosoliziranih konidijev, ki v

odsotnosti ustreznega imunskega odziva

povzrocijo Sirok spekter klini¢nih manife-

stacij (2).
NajpomembnejSe dejavnike tveganja

za okuzbo prepoznamo v (3):

+ dolgotrajni nevtropeniji (manj kot 500
celic/pl, vec kot 10 dni),

» presaditvi krvotvornih mati¢nih celic
in ¢vrstih organov - predvsem pljug,

-+ dolgotrajnem zdravljenju s kortikoste-
roidi (vec¢ kot trije tedni),

- hematolo8kih malignih obolenjih (pred-
vsem levkemija),

+ kemoterapiji,

» napredovanem aidsu in

+ kroni¢ni granulomatozni bolezni.

Poleg naStetih dejavnikov v zadnjih
letih pridobivajo na pomenu tudi manj
ocitni, kot so zdravljenje na oddelkih in-
tenzivne nege in virusne okuZbe dihal (4).
KakSen tip okuZbe se bo razvil, je odvisno
predvsem od imunskega statusa vsakega
posameznika in se lahko razlikuje od raz-
licnih tipov preob¢utljivostnih reakcij do
invazivne plju€ne aspergiloze.

Alergijska bronhopulmonalna
aspergiloza

Med pogostejSimi in bolj poznanimi aler-
gijskimi reakcijami je alergijska bronho-
pulmonalna aspergiloza (ABPA), ki pri-
zadene predvsem bolnike z bronhialno
astmo in cisti¢no fibrozo. Prizadetih je
do 6 % astmatikov in do 15 % bolnikov
s cisti¢no fibrozo. ABPA je posledica raz-
raS¢anja micelija po bronhialnem dreve-
su in kombinacije preobcutljivostnih re-
akcij tipa I in III. Za ABPA je znacilno,
da ne pride do invazije v plju¢ni paren-
him (5). Diagnostika ABPA temelji ve-
¢inoma na Kklini¢ni sliki in imunolo8ki
diagnostiki. Slednja daje ve¢ji pomen do-
kazovanju celokupnih ter specifi¢nih IgE
in IgG v serumu, medtem ko kultivacija
aspergilusov na mikolo8kih goji§¢ih nima
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Tabela 1. Kriteriji za diagnostiko alergijske bronhopulmonalne aspergiloze pri bolnikih z bronhialno ast-
mo (6). ABPA - alergijska bronhopulmonalna astma.

Diagnosticni kriteriji za ABPA pri bolnikih z bronhialno astmo

Radiolo3ko dokazani infiltrati v prsnem ko3u.

Pozitiven koZni test za antigene A. fumigatus.

Celokupna koncentracija IgE v serumu 2 1000 IU/mL. Nekateri priporocajo tudi niZje postavljeno mejo,

416 IU/mL.

Dokazana prisotnost precipitirajocih 1gG, specifi¢nih za A. fumigatus.

Povisana serumska koncentracija IgE, specificnih za A. fumigatus - dvakrat visja kot v primeru astmatikov

brez ABPA.

Periferna eozinofilija.

Povisana serumska koncentracija IgG, specifi¢nih za A. fumigatus.

Centralne bronhiektazije.

vidnejSega diagnosti¢nega pomena (5, 0).
Za postavitev diagnoze ABPA pri astmati-
kih morajo biti izpolnjeni kriteriji naste-
ti v tabeli 1.

V primeru bolnikov s cisti¢no fibrozo
je potrditev ABPA zahtevnejSa zaradi pre-
krivanja simptomatike osnovne bolezni z
ABPA (6). V primeru cisti¢ne fibroze je to-
rej potrebno upostevati kriterije, opisane
v tabeli 2.

Zdravljenje ABPA poteka s kortiko-
steroidi, ki blaZijo simptomatiko in pro-
tiglivnimi zdravili iz skupine triazolov,
ki zmanjSajo breme aspergilusov (6). Po-
leg ABPA se v sklopu preob¢utljivostnih

reakcij pojavljajo Se aspergilusno spro-
Zena astma, alergijski sinuzitis in pre-
obcutljivostni pnevmonitis, ki so obicaj-
no posledica dolgotrajne izpostavljenosti
aspergilusnim antigenom ali enkratni iz-
postavitvi ved¢ji koli¢ini konidijev (5).

Aspergilom

Najpogostej$a oblika aspergilusne okuz-
be dihal je aspergilom - skupek zgrajen iz
prepleta hif, prizadetega tkiva in vnetnih
celic. Aspergilomi se pojavljajo pri bolni-
kih s kavitarnimi boleznimi plju¢ - naj-
pogosteje v povezavi s tuberkulozo, lah-
ko pa nastanejo tudi kot sekundarni zaplet

Tabela 2. Kriteriji za diagnostiko alergijske bronhopulmonalne aspergiloze pri bolnikih s cisti¢no fibrozo

(6). ABPA - alergijska bronhopulmonalna astma.

Diagnosticni kriteriji za ABPA pri bolnikih s cisti¢no fibrozo

Subakutno ali akutno kliniéno poslabsanje bolezni v odsotnosti drugih mogo¢ih vzrokov.

Celokupna koncentracija IgE > 500 IU/ml razen, e se bolnik zdravi s kortikosteroidi - testiranje ponovimo
po konéanem zdravljenju. Ce se koncentracija IgE giba med 200 in 500 IU/mL, testiranje ponovimo po enem

do treh mesecih.

Eno od nastetega:

* Takojsnja koZna ob¢utljivost na antigene A. fumigatus, v primeru, da se bolnik ne zdravi z antihistaminiki.
* In vitro prisotnost serumskih IgE, specifi¢nih za A. fumigatus.

Eno od nastetega:
» Dokaz prisotnosti precipitirajocih protiteles.

« In vitro prisotnost serumskih 1gG, specificnih za A. fumigastus.
* Prisotnost novih ali nedavnih radioloskih nepravilnosti v prsnem ko3u, ki vztrajajo kljub fizioterapiji ali

zdravljenju z antibiotiki.
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ABPA (7). Aspergilomi so ne-invazivna ob-
lika plju€ne aspergiloze, ki vec¢inoma po-
teka subklini¢no. Najpogostej$i mozni kli-
ni¢ni znaki so hemoptize, ki so pri vecini
bolnikov blage (3, 7). Diagnostika se opira
na klini¢no sliko ter radioloske preiskave
in v manjsi meri na medicinsko mikrobio-
logijo. Klasi¢na kultivacija na mikoloSkih
gojisc¢ih je v priblizno polovici primerov
negativna. Uporablja se dokazovanje spe-
cifienih IgG v serumu, ki je pri bolnikih,
ki se zdravijo s kortikosteroidi, lahko laz-
no negativno, ter galaktomananski test iz
bronhoalveolarnih izpirkov, ki ima za zdaj
Se nejasen diagnosti¢en pomen (5, 7). Pri-
bliZno ena desetina vseh aspergilomov
spontano izzveni in specifi¢no zdravljenje
tako ni potrebno. Za zdravljenje se odlo¢i-
jo predvsem pri simptomatskih bolnikih
s (hudimi) hemoptizami. Sestavljeno je
iz protiglivnih zdravil, predvsem itrako-
nazola ali amfotericina B, in v dolo¢enih
primerih kirurSke odstranitve aspergilo-
ma (3). UpoStevati je treba, da je sistem-
sko zdravljenje z antimikotiki teZavno, saj
le-ti teZko prehajajo na mesto okuZbe (8).

Aspergiloze pri bolnikih z
oslabelim imunskim sistemom

Pri bolnikih z oslabelim imunskim sis-
temom se pojavljata v osnovi dve obli-
ki aspergiloze - kroni¢na nekrotizirajoca
aspergiloza v primeru blage imunosupre-
sije in invazivna plju¢na aspergiloza, ki
se razvije v obdobju hude imunosupresi-
je (3).

Kroniéna nekrotizirajoca aspergiloza
Kroni¢na nekrotizirajoa aspergiloza
(KNA), znana tudi pod imeni semi-inva-
zivna ali subakutna invazivna plju¢na
aspergiloza, je aspergilusna okuzba, ki se
pojavi pri bolnikih s kroni¢no obstruktiv-
no plju¢no boleznijo, z aktivno mikobak-
terijsko okuZbo, sarkoidozo, pnevmoko-
niozo, cisti¢no fibrozo in pri bolnikih z
blago obliko imunosupresije, kot so slad-

korni bolniki in alkoholiki. Povezana je s
precej visoko smrtnostjo, ki dosega tudi
67 %. Za KNA je znacilno pocasno napre-
dovanje tekom vec tednov ali mesecev.
OkuZba obi¢ajno poteka simptomatsko in
se diagnosticira na podlagi klini¢ne sli-
ke, radioloskih, histopatoloskih in mikro-
biolo8kih preiskav. Med slednjimi imajo
pomembno mesto poviSani aspergilusni
precipitini, katerih koncentracija je odvi-
sna od faze oz. aktivnosti bolezni (8). Ga-
laktomananski test ima v primerjavi s
precipitini manjSo obcutljivost. Dokazo-
vanje celokupnih in za aspergilus speci-
ficnih IgE za zdaj Se nima jasne vloge v
diagnostiki KNA. Pomembno vlogo ima
kultivacija bronhoskopsko in biopsijsko
odvzetih vzorcev na mikolo8kih gojis¢ih -
v kombinaciji s histopatolo$kimi preiska-
vami se doseZe visoka obcutljivost in spe-
cifi¢nost (3, 8). Aktivno zdravljenje poteka
predvsem v primerih teZko potekajoce
oblike KNA in je sestavljeno iz protigliv-
nega zdravljenja z antimikotiki iz skupi-
ne triazolov ali amfotericina B ter kirur-
8kih posegov (8).

Invazivna pljuéna aspergiloza

Najbolj znana in najbolj agresivno pote-
kajoca aspergilusna okuZba je invazivna
pljucna aspergiloza (IPA). Klasi¢ni dejav-
nik tveganja je dolgotrajna in huda nev-
tropenija v kombinaciji s trombocitopeni-
jo (9). V tem primeru smrtnost presega 50
% (3). Druga pomembna ogroZena skupina
bolnikov so osebe po presaditvi pljuc¢ ali
krvotvornih mati¢nih celic, kjer se smr-
tnost pribliza 90 % (3, 9). Opisani so tudi
redki primeri, ko se je IPA razvila pri sicer
zdravih osebah po izpostavljenosti visoki
koncentraciji konidijev. V tem primeru gre
za intersticijsko plju¢nico, ki sprva spomi-
nja na ekstrinzi¢ni alergijski alveolitis —
zdravljenje je posledi¢no napacno (korti-
kosteroidi) in vodi v klini¢no poslab$anje.
IPA lahko povzrocajo Stevilne vrste iz
rodu Aspergillus, najpogosteje je povezana
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z A. fumigatus. Znacilnost Aspergillus spp.
je angioinvazija, ki je skupaj z drugimi vi-
rulentnimi dejavniki razlog za trombozo,
lokalne infarkte in nekrozo prizadetega
tkiva. V nasprotju s KNA IPA ni omeje-
na le na pljuca, ampak se lahko hemato-
geno raz8iri in prizadene razli¢ne organe,
kot so moZgani, oc¢i ali koZa (9). Diagno-
stika IPA je zahtevna in upoS$teva klini¢no
sliko, slikovno diagnostiko - predvsem CT
ter rezultate histopatoloskih in mikrobio-
lo8kih preiskav. V sklopu slednjih se pri-
poro¢a analiza bronhoskopsko odvzetih
kuZnin, ki so ob pravilnem odvzemu in
transportu nekontaminirane z aspergilusi
iz okolja (3, 9). Za vzorce, ki niso aseptic¢-
no odvzeti ali niso vnaprej primarno ste-
rilni, vedno obstaja nevarnost kontamina-
cije z aspergilusi iz neposrednega okolja.
Temelj mikrobioloSke diagnostike je kul-
tivacija kuZnin na mikolo8kih gojisc¢ih ter
spremljanje galaktomanana v serumu ali
bronhoalveolarnih izpirkih. Od leta 2008
naprej sta definirani dve skupini IPA: po-
trjena in verjetna invazivna aspergiloza.
V tretjo skupino - moZna invazivna miko-
za - bolnike uvrstimo, kadar nimamo ni-
kakrSnega mikoloSkega dokaza, da gre za
okuZbo z vrstami iz rodu Aspergillus; po-
sledi¢no ne moremo govoriti o aspergi-
lozi. Diagnostika potrjene IPA temelji na
dokazovanju prisotnosti Aspergillus spp. v
asepti¢no odvzetem klinicnem materialu
s kultivacijo na mikoloskih gojiscih ter hi-
stopatoloSkim dokazom invazije aspergi-
lusov v prizadetem tkivu. V poStev pridejo
bronhoskopsko in biopsijsko odvzeti vzor-
ci spodnjih dihal. Pri marsikaterem bolni-
ku s sumom na IPA taka diagnostika Zal
ni mogoca - bolniki, pri katerih ni mogo-
¢e histopatoloSko dokazati IPA, postanejo
kandidati za verjetno IPA (10).

V teh situacijah je potrebno upoSteva-
ti (10):
+ Dejavnike bolnika:

- Dolgotrajna nevtropenija (< 500 nev-

trofilcev/ul vec kot 10 dni).

+ Dolgotrajno zdravljenje s kortikoste-
roidi (ve€ kot trije tedni) — bolniki z
ABPA so izkljuceni.

« Zdravljenje z imunosupresivnimi zdra-
vili, ki delujejo na limfocite T (npr.
ciklosporin, monoklonska protitele-
sa, nukleozidni analogi, blokatorji
TNFaq, ..) v zadnjih 90 dneh.

+ Klini¢ne kriterije (prisotnost ene od
teh treh radioloskih sprememb):

- kavitacije,

« znak polmeseca (angl. air-crescent
sign) in

- zgostitve z ali brez halo znaka.

« MikoloSke kriterije:

+ Neposredni dokaz aspergilusov:

« Prisotnost dihotomno razvejanih,
septiranih hif v mikroskopskih pre-
paratih.

- Prisotnost aspergilusov v primarno
sterilnih kuZninah, dokazana s kul-
tivacijo na mikolo8kih gojiscih.

+ Posredni dokaz aspergilusov:

- Pozitiven galaktomananski test (se-
rum, bronhoalveolarni izpirek).

- Prisotnost aspergilusne DNA v pri-
marno sterilnih kuZninah (obic¢ajno
bronhoalveolarni izpirek).

Med mikoloSke diagnosti¢ne kriteri-
je so se v zadnjih letih uvrstile Stevilne
nekonvencionalne metode, tudi iz podro-
¢ja molekularno-bioloSke diagnostike, ki
v primeru IPA temelji na veriZni reakciji
s polimerazo (angl. polymerase chain reac-
tion, PCR) v realnem c¢asu. Med vsemi in-
vazivnimi mikozami je prav molekularna
diagnostika IPA najbolj preucena in naj-
bliZje standardizaciji. Glede na rezultate
Stevilnih meta-analiz je u¢inkovitost PCR
povsem primerljiva z antigenskimi testi,
vendar se Zal v njih ne upoSteva forma-
ta PCR, kar onemogoca standardizacijo
in vkljucitev molekularne diagnostike v
smernice (11). Specificnost PCR za Asper-
gillus spp. se giba med 64 in 100 %, obc&u-
tljivost med 43 in 100 % (12). Razlogov za
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tako velik razpon je ve¢, med njimi zago-
tovo format PCR, uporaba razli¢nih zace-
tnih oligonukleotidov in tarénih mest, iz-
bor testirane kuZnine in metoda osamitve
DNA (12, 13). Kot uporabno diagnosti¢no
orodje precej obeta kombinacija galakto-
mananskega testa in PCR iz bronhoalve-
olarnega izpirka, ki moc¢no poveca obcu-
tljivost (100 %) in ima visoko negativno
napovedno vrednost (85-90 %) (14, 15).
Poleg bronhoskopsko odvzetih kuZnin se
najpogosteje opisuje PCR za dokazova-
nje aspergilusne DNA v vzorcih krvi. V
primeru invazivne aspergiloze pogostost
skoraj nikoli ne preseZe 15 %, zato je bolj
smiselno PCR iz plazme uporabljati kot
presejalni test za izkljucevanje okuZbe in
s tem preprecevanje nepotrebnega proti-
glivnega zdravljenja (16). PCR za Asper-
gillus spp. je dober kandidat za presejal-
ni test tudi iz razloga, ker je povezan z
visoko negativno napovedno vrednostjo,
ki presega 95 % (17). PCR za Aspergillus
spp. iz plazme naj bi se uporabljalo v kon-
tekstu ostale diagnostike v kombinaciji z
galaktomananskim testom za izkljuceva-
nje okuzbe (12-14). Kot pozitiven rezul-
tat se Stejeta dva zaporedna pozitivna te-
sta (12). PCR za Aspergillus spp. iz seruma/
plazme se lahko uporablja tudi za spre-
mljanje ucinkovitosti protiglivnega zdra-
vljenja: vztrajanje pozitivnosti po 14 do
20 dneh zdravljenja je povezano s slabo
prognozo in 90-dnevno smrtnostjo (17).
Poleg diagnostike naj bi PCR omogocal
laZjo in hitrejSo detekcijo glivnih izola-
tov, ki so odporni proti doloenim proti-
glivnim zdravilom (11).

Za zdravljenje IPA se v prvi vrsti pri-
poroca uporaba vorikonazola ali amfoteri-
cina B ter v dolo€enih situacijah zdravila
iz skupine ehinokandinov (9). V zadnjem
casu se med zdravila izbora Steje Se novi
predstavnik triazolov, izavukonazol, ki je
v ucinkovitosti primerljiv z vorikonazo-
lom. Prednost izavukonazola pred vori-
konazolom je predvsem v manjSem Ste-

vilu interakcij z drugimi zdravili ter SirSi
spekter protiglivnega delovanja (18). Ce-
dalje pomembnejSe postaja testiranje ob-
Cutljivosti za protiglivna zdravila in pra-
vilna identifikacija do nivoja vrste. Za
Aspergillus spp. je znacilna tako narav-
na odpornost, ki je vrstno specifi¢na, kot
sekundarno pridobljena odpornost. V pr-
vem primeru je nadvse pomembna pra-
vilna identifikacija plesni, ki v¢asih pre-
sega zmoznosti klasi¢ne identifikacije, ki
temelji na morfolo$kih znacilnostih. V za-
dnjem c¢asu ima tako velik pomen odkri-
vanje kripti¢nih vrst, ki so naravno odpor-
ne proti razli¢nim skupinam protiglivnih
zdravil; med najbolj znanimi so vrste iz
kompleksa A. fumigatus kot na primer A.
fischeri, A. lentulus in A. fumigatiaffinis. Vsi
trije omenjeni so naravno odporni proti
vorikonazolu, zadnja dva pa Se proti am-
fotericinu B (19). Ob naravni se pojavlja
tudi pridobljena odpornost proti triazo-
lom, povezana z mutacijami gena Cyp51A,
ki kodira lanosterol-14a-demetilazo, tar¢o
triazolov. Lo¢imo dva nacina pridobivanja
odpornosti: v prvem primeru gre za dol-
gotrajno zdravljenje s triazoli, v drugem
za okuZbo z Ze odpornim sevom iz okolja.
Vzrok pojavnosti odpornih sevov prosto
v okolju je povezan z uporabo triazolnih
fungicidov v kmetijstvu, ki so struktur-
no in funkcionalno zelo sorodni triazo-
lom, ki se uporabljajo v humani medicini.
Iz okolja in bolnikov pridobljeni odpor-
ni sevi imajo znacilne tandemske ponovi-
tve v promotorju tar¢nega gena in tock-
ovne mutacije: TR,,/L98H ali TR,,/Y121F/
T289A (20).

MUKORMIKOZA

Mukormikoze so agresivno potekajoce
glivne okuZbe povezane z visoko smrtno-
stjo, ki jih povzrocajo plesni iz reda Mu-
corales. Zargonsko se tem organizmom e
vedno pravi zigomicete (in okuZbam zigo-
mikoze) na racun dolgotrajnega uvrsca-
nja v deblo Zygomycota katerega obstoj
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so izbrisale raziskave na podroc¢ju mole-
kularne filogenije. Zigomicete so ubikvi-
tarno prisotne, termotolerantne plesni z
znacilnim cenociti¢nim micelijem, ki se
razmnoZzujejo nespolno s sporangiospo-
rami, ki se spro$cajo v neposredno okolje
organizma (21). Naceloma zigomicete iz-
kazujejo nizko stopnjo virulence, zato se
okuZbe pojavljajo le pri imunsko oslabe-
li populaciji. Glavni virulentni dejavniki
oz. lastnosti zigomicet so angio- in peri-
nevralna invazija (22). V okuZbe so najpo-
gosteje vpletene vrste iz rodov Rhizopus,
Mucor, Rhizomucor, Saksenaea in vrste iz
kompleksov Cunninghamella bertholleti-
ae in Lichtheimia corymbifera (21-24). Po-
membni dejavniki tveganja za okuZbo so
hematoloSka maligna obolenja, presadi-
tev krvotvornih mati¢nih celic in ¢vrstih
organov, granulocitopenija, sladkorna bo-
lezen in dializa s kelatorji Zeleza, pred-
vsem z deferoksaminom (21, 24). Glavna
pot okuZbe je vdihavanje aerosoliziranih
sporangiospor. Osnovni obliki mukor-
mikoze, ki vklju€ujeta dihala, sta plju¢na
mukormikoza, ki se razvije predvsem pri
hematolo$kih bolnikih, in rino-orbito-ce-
rebralna mukormikoza, ki prizadene veci-
noma bolnike z nenadzorovano sladkorno
boleznijo (24).

Pljuéna mukormikoza
Plju¢na mukormikoza (PM) prizadene ve-
¢inoma hudo imunsko oslabele bolnike,
kot so rakavi bolniki z nevtropenijo na in-
dukcijski kemoterapiji in bolniki po presa-
ditvi krvotvornih mati¢nih celic z reakcijo
presadka proti gostitelju. PM je povezana
z visoko smrtnostjo, ki doseZe tudi 76 %
(23). Zigomicete z angioinvazijo povzroca-
jo trombozo, infarkte in nekrozo okuZene-
ga tkiva. OkuZba se iz pljuc lahko hemato-
geno raz8iri v druge organe - govorimo o
diseminirani mukormikozi - in je poveza-
na s Se vi§jo smrtnostjo, do 96 % (22-24).
Diagnostika PM je teZavna, saj okuZ-
ba ni povezana z znacilno simptomati-

ko in spominja na druge invazivne mi-
koze, predvsem IPA (23, 24). Slikovna
diagnostika, predvsem CT, v zacetnih fa-
zah okuZbe deloma omogoca razlikova-
nje med IPA in PM: za slednjo so znacilni
multipli plju¢ni infiltrati (> 10), plevral-
ni izliv in zgostitve z reverznim halo zna-
kom (23). MikrobioloSka diagnostika Se
vedno temelji na kultivaciji bronhoskop-
sko in biopsijsko odvzetih kuZnin spo-
dnjih dihal na mikoloskih gojis¢ih. Ob
tem je potrebno poudariti, da so neZne
strukture zigomicetnih hif obcutljive za
mehanski stres, in se zato agresivna ho-
mogenizacija vzorcev prizadetega tkiva
odsvetuje. Sporangiospore so ubikvitarno
prisotne, zato so zigomicete znani konta-
minanti gojiS¢ - za dokazovanje okuZbe/
invazije se posledi¢no priporoca Se histo-
patolo8ki pregled klini¢nih vzorcev. Do-
kazovanje R-D-glukana v serumu je smi-
selno samo kot orodje, ki do neke mere
razlikuje med PM in IPA oz. drugimi gliv-
nimi okuZbami - v primeru PM je R-D-
-glukanski test naceloma negativen (25).
Molekularna diagnostika temelji na PCR
v realnem casu, vendar se za zdaj vrsi le
na eksperimentalnem nivoju.

Zdravljenje PM je teZavno in vkljucu-
je protiglivno zdravljenje ter zmanjSanje
vpliva dejavnikov tveganja. Kadar bolnik
ni trombocitopenicen, se lahko prizade-
to tkivo tudi kirur8ko odstrani (25). Kla-
si¢na zdravila izbora so predvsem amfo-
tericin B in posakonazol. V novejSem ¢asu
pride v poStev Se izavukonazol, ki omogo-
¢a ucinkovito zdravljenje v primeru neja-
snosti, ali gre za PM ali IPA, saj u¢inkuje
tako proti Mucorales kot proti Aspergillus
spp. (18).

Rino-orbito-cerebralna
mukormikoza

Rino-orbito-cerebralna mukormikoza
(ROCM) prizadene hematoloske bolni-
ke, bolnike po presaditvi krvotvornih ma-
ti¢énih celic ali ¢vrstih organov in v prvi
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vrsti bolnike s slabo nadzorovano slad-
korno boleznijo ali drugimi oblikami me-
tabolne acidoze (23). OkuZba se zacne v
nosni votlini in se preko oZilja in Zivé-
nih celic $iri v orbito, obnosne votline in
nazadnje v moZgane ter lobanjske kosti.
ROCM v zacetnih fazah spominja na si-
nuzitis in periorbitalni celulitis, v poznih
fazah pride do unicenja trdega neba in lo-
banjskih kosti (19, 21, 23, 25). Diagnosti-
ka se opira na klini¢no sliko in radioloSke
preiskave. Klini¢no so znacilne ¢rne ne-
kroti¢ne lezije in otekanje obraza (23). Za
ugotavljanje intraduralne in intrakrani-
alne vpletenosti ter perinevralne invazi-
je se priporoca (kontrastni) MRI (23, 25).
Za mikrobioloske preiskave so ustrezni le
endoskopsko odvzeti vzorci oz. biopti. Po-
leg kultivacije se tako kot v primeru PM
priporoca Se histopatolo$ka analiza za do-
kaz invazivne okuZbe (25). Zdravljenje je
podobno kot v primeru PM in temelji na
amfotericinu B, posakonazolu ali izavu-
konazolu ter obseZni kirurski odstranitvi
prizadetega tkiva (18, 25).

ENTOMOFTORAMIKOZA
Entomoftoramikoze so Kkroni¢no pote-
kajoce glivne okuZbe, ki prizadenejo tudi
imunokompetentno populacijo bolnikov
in so za zdaj relativno slabo raziskane.
Povzrocitelje uvr§¢amo v red Entomoph-
torales, ki je nekdaj spadal v deblo Zy-
gomycota. Entomoftoramicete vecinoma
povzrocajo okuzbe ZuZelk toda plesni iz
dveh rodov - Conidiobolus in Basidiobolus
- imajo pomen tudi v humani medicini,
kjer so znane kot povzrocitelji kroni¢no
potekajocih okuZb podkoZja (Basidiobo-
lus) in nosno-obraznega predela (Conidi-
obolus) (20).

OkuZbe, ki jih povzrocata plesni Co-
nidiobolus coronatus and Conidiobolus in-
congruus, imenovane konidiobolomikoze,
najdemo v tropskih in subtropskih regi-
jah, predvsem v ekvatorialni Afriki, Sre-
dnji Ameriki in Indiji. Ve€ina primerov

izhaja iz Nigerije, kjer je najbolj prizadeta
populacija mladih mo8kih. OkuZba se zac¢-
ne z vdihavanjem spor in kasnej$im Sirje-
njem v obnosne votline in okoliSka meh-
ka tkiva; moZgani in lobanjske kosti niso
prizadeti kot pri ROCM, saj Conidiobolus
spp. nima angioinvazivnih lastnosti. Ko-
nidiobolomikoza je tako omejena okuZz-
ba, ki ne pritegne pozornosti dokler se ne
pojavi intenzivno otekanje ustnic ali dru-
gih delov obraza. V redkih primerih se pri
imunsko oslabelih bolnikih okuZba hema-
togeno razsiri v druge organske sisteme
in je povezana z visoko smrtnostjo. Dia-
gnostika se zana$a na klini¢no sliko ter
histopatoloSke in mikrobioloSke preiska-
ve biopsijsko odvzetih vzorcev prizadete-
ga tkiva. Za uspeSno kultivacijo Conidio-
bolus spp. je potrebno paziti, da se kuznina
ne homogenizira preagresivno in da se ne
shladi pod 4 °C, saj pri tej temperaturi en-
tomoftoramicete ne preZivijo. Za zdravlje-
nje, ki poteka ve¢ mesecev, se uporablja
kalijev jodid in itrakonazol (20).

FUZARIOZA

Fuzarioza je druga najpogostejSa okuZz-
ba (takoj za aspergilozo) pri ljudeh, pov-
zro€ena s strani plesni. Povzrocitelji izha-
jajo iz rodu Fusarium, ki vkljucuje Stevilne
saprofitne in fitopatogene vrste, najde-
mo pa tudi pribliZno 70 vrst, ki povzrocajo
okuZzbe pri ljudeh - pribliZzno 60 % okuZzb
pripisujemo vrstam kompleksa Fusarium
solani, okrog 20 % pa vrstam kompleksa
Fusarium oxysporum (27). Fuzariji so zna-
ni povzrocitelji povrSinskih okuZb, kot je
na primer onihomikoza ali keratitis, ter in-
vazivnih okuZb, ki so povezane s 60-100
% smrtnostjo (27, 28). Glavni dejavnik tve-
ganja za invazivno obliko okuZbe je dol-
gotrajna in huda nevtropenija, predvsem
pri bolnikih s hematoloS8kimi malignimi
obolenji in pri bolnikih po presaditvi krvo-
tvornih mati¢nih celic (27).

Plju¢na fuzarioza (PF) predstavlja
50-80 % invazivnih fuzarioz in je bodi-
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si posledica vdihavanja aerosoliziranih
mikrokonidijev bodisi hematogene razsi-
ritve iz nekega drugega izvornega mesta.
Pomemben virulentni dejavnik Fusarium
spp. je angioinvazija, ki je v kombinaciji
z ostalimi virulentrnimi dejavniki odgo-
vorna za trombozo, lokalne infarkte in
nekrozo prizadetega tkiva ter hematoge-
no raz$irjanje. Dejavniki tveganja in kli-
nicna slika PF so precej podobni IPA, tako
da diagnostika temelji na radiolo$kih pre-
iskavah in histopatoloski ter mikrobio-
lo8ki analizi bronhoskopsko in biopsij-
sko odvzetih klini¢nih vzorcev (27, 28). V
primeru hematogene raz8iritve se na koZi
pojavijo lezije z nekroti¢nim sredi§cem,
ki so v dolocenih situacijah znacilne za
diseminirano fuzariozo. CT prsnega koSa
naj bi razkril pljucne infiltrate z zgostit-
vami brez haloja; verjetnost za fuzariozo
je vecja, Ce so radiolo8ko vpleteni Se mak-
silarni in etmoidni sinusi (28). Histopa-
toloSki preparati ne omogocajo zaneslji-
vega razlikovanja med PF in IPA, saj sta
si plesni morfoloSko v prizadetem tkivu
zelo podobni - dihotomno razvejane, sep-
tirane hife. Pomembna znacilnost PF in
diseminirane fuzarioze je fungemija, ki jo
s hemokulturnimi sistemi zaznamo v pri-
bliZno polovici primerov (27, 28). Posle-
di¢no imata kultivacija ustreznih kuZnin
in odvzemi hemokultur velik pomen v
diagnostiki PF. Identifikacija fuzarijev do
nivoja vrste je teZavna zaradi izjemne po-
dobnosti in neznacilne variabilnosti mak-
ro- in mikromorfologije ter kompleksne
in konstantno spreminjajoce se taksono-
mije (27, 29).

Zdravljenje PF je teZavno s srednje do-
brim odzivom na amfotericin B, vorikona-
zol in posakonazol. Plesni Fusarium spp.
so in vitro naravno odporne proti Stevil-
nim protimikrobnim zdravilom in najniz-
je minimalne inhibitorne koncentracije
dobimo v primeru amfotericina B (27).

SCEDOSPORIOZA

Scedosporiozo povzrocajo vrste, ki jih uvr-
§¢amo v skupino Scedosporium apiosper-
mum/Pseudallescheria boydii. Ta vkljucuje
ve¢ razli¢nih rodov plesni, ki jih najde-
mo v vodi in prsti, ve¢inoma na onesna-
Zenih podro¢jih. Glavni dejavniki tveganja
za razvoj invazivne scedosporioze so pre-
saditev ¢vrstih organov - predvsem pljuc
- in krvotvornih mati¢nih celic, hemato-
loSka maligna obolenja, kavitacijske bole-
zni pljuc ter sindrom skorajSnje utopitve
(30). Pri slednjem gre za aspiracijo plesni
v spodnja dihala in obnosne votline, iz ¢e-
sar se lahko razvije plju¢na ali moZganska
scedosporioza (30, 31).

Vrste iz kompleksa S. apiospermum/P.
boydii lahko prehodno ali kroni¢no kolo-
nizirajo dihalni epitelij, kar je znacilno za
bolnike s cisti¢no fibrozo (30-32). Ceprav
je v tej populaciji bolnikov deleZ koloni-
ziranih visok - do 10 % -, so invazivne
okuZbe izjemno redke, vendar so poveza-
ne s 100 % smrtnostjo. Posledi¢no je pri
bolnikih s cisti¢no fibrozo kolonizacija z
vrstami S. apiospermum/P. boydii kontrain-
dikacija za presaditev pljuc (32).

Plju¢na scedosporioza (PS) se pojavi
predvsem pri bolnikih po presaditvi plju¢
in po skorajSnji utopitvi. Klini¢no se kaZe
kot pljucnica ali mediastininis; v primeru
predhodnih kavitacij se lahko razvije ne-
-invazivna oblika scedosporioze, psevda-
leSeriom - skupki micelija in vnetnih ce-
lic - ki si deli Stevilne klini¢ne lastnosti z
aspergilomom (30, 31, 33). V tem primeru
je smrtnost pribliZzno 27 % (33).

PS se lahko iz plju¢ hematogeno raz-
§iri ter prizadene Se druge organe in tako
povzroci nastanek diseminirane invaziv-
ne scedosporioze, ki je povezana s smr-
tnostjo, ki se giba okrog 57 % (33). Za di-
seminirano scedosporiozo je tako kot za
fuzariozo znacilna prava fungemija, zato
se priporoc¢a odvzem hemokultur (30).
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Diagnostika temelji na klini¢ni sliki,
slikovni diagnostiki ter histopatolo§ki in
mikrobioloski analizi bronhoskopsko ali
biopsijsko odvzetih kuZnin (30-34). Zara-
di velike morfoloSke podobnosti Fusari-
um spp. z Aspergillus spp. histopatoloSke
metode ne locijo med posameznimi ro-
dovi in se uporabljajo predvsem za doka-
zovanje oz. potrjevanje invazivne okuZzbe.
Klasi¢ne kultivacijske metode se priporo-
¢ajo samo v primeru primarno sterilnih
klini¢nih vzorcev, ker je v nasprotnem
primeru prakticno nemogoce loc¢iti med
kolonizacijo, okuZbo in okoljsko konta-
minacijo. Zanesljiva identifikacija vrst
znotraj kompleksa S. apiospermum/P. bo-
ydii se zanaSa na sekvenciranje vmesne-
ga distan¢nika ribosomskega operona,
medtem ko se sam kompleks in njemu
sorodne rodove identificira na podlagi
makro- in mikromorfolo8kih znacilnosti
(31, 34).

Vrste kompleksa S. apiospermum/P. bo-
ydii so naravno odporne proti amfoterici-
nu B in flucitozinu, kar onemogoca zdra-
vljenje PS s tema zdraviloma. Protiglivno
aktivnost izkazujejo vorikonazol in posa-
konazol iz skupine azolov ter mikafungin
iz skupine ehinokandinov (34). Izbor zdra-
vila je torej odvisen od rezultatov testira-
nja obcutljivosti, eprav je obi¢ajno vori-
konazol prva izbira (33, 34).

ENDEMSKE MIKOZE

Endemske mikoze so v klasi¢nem smislu
okuZbe omejene na specificna geografska
obmodja in jih povzrocajo glive, za kate-
re je znacilen temperaturni dimorfizem.
Povzrocitelji so primarno patogene gli-
ve iz rodov Histoplasma, Coccidioides, Bla-
stomyces, Emmonsia, Paraccoidioides in vr-
sta Penicillium marneffei. Med naStetimi
so prvi §tirje rodovi Se najbolj povezani
z okuZbami dihal. Za vse je znacilen di-
morfizem, ki je tudi pomemben virulent-
ni dejavnik - vse nastete glive se v okolju
nahajajo v saprofitski micelijski obliki, v

¢loveSkem organizmu pa v parazitski kva-
sni obliki. OkuZbe se pojavljajo tudi pri
sicer zdravih osebah, hujSe oblike inva-
zivnih mikoz pa povzrocajo pri imunsko
oslabelih bolnikih. V zadnjem ¢asu se po-
javlja vedno vec prispevkov, ki opisuje-
jo pojavljanja tako samih gliv kot okuZb
izven tradicionalnih endemskih podrocij,
tudi v Evropi (35).

Histoplazmoza, blastomikoza, kokci-
dioidomikoza in emonsioza so povezane
s spodnjimi dihali tako pri imunokompe-
tentnih kot pri imunsko oslabelih bol-
nikih. V osnovi je potek okuZbe pri vseh
omenjenih boleznih podoben in se pri
imunokompetentnih bolnikih na zacetku
razvije bodisi v blago, gripi podobno obo-
lenje dihal bodisi poteka subklini¢no. V
primeru imunosupresije zacetna okuZba
napreduje v pljucnico, pri histoplazmozi
Se v mediastinitis ali mediastinalne gra-
nulome. Najbolj virulentni so prav Cocci-
dioides spp., ki so na endemskih obmocjih
odgovorni za pribliZzno 30 % vseh doma
pridobljenih plju¢nic. Razlike se pojavijo
predvsem, ko pride do hematogene raz-
Siritve in so glede na etiologijo prizade-
ti razli€ni organski sistemi. Dejavniki tve-
ganja za invazivne, diseminirane okuZzbe
so podobni kot pri vecini oportunisti¢nih
invazivnih mikoz in vkljucujejo okuZbo
s HIV, presaditev ¢vrstih organov ali kr-
votvornih mati¢nih celic ter zdravljenje z
inhibitorji TNF-a ali drugimi bioloSkimi
zdravili (35).

Endemske mikoze obicajno povezuje-
mo predvsem z Ameriko, tako Severno,
Srednjo kot JuZno, in Afriko. Histoplaz-
moza se tradicionalno omejuje na po-
dro¢ja dolin rek Mississippi, Ohio in St.
Lawrence v vzhodnem delu ZDA; blasto-
mikozo povezujemo z jugovzhodnim de-
lom ZDA; kokcidioidomikozo srecujemo
predvsem na zahodnem delu ZDA, v Sre-
dnji Ameriki in nekaterih predelih JuZne
Amerike; endemska podro¢ja emonsioze
pa povezujemo predvsem z JuZno Afriko
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Tabela 3. Pregled osnovnih znacilnosti endemskih mikoz, ki v prvi vrsti prizadenejo spodnja dihala.

Endemske mikoze Okuzbe dihal

spodnjih dihal

Povzrocitelji Geografska porazdelitev

Histoplazmoza blaga gripi podobna
obolenja, pljutnica,
mediastinitis,

mediastinalni granulomi

Blastomikoza blaga gripi podobna

obolenja, pljugnica

Kokcidioidomikoza blaga gripi podobna

obolenja, pljugnica

Emonsioza pljuénica,

adiaspiromikoza

endemska v dolinah
rek Ohio, Mississippi in
Missouri, sicer globalno
razsirjena

Histoplasma capsulatum

Blastomyces dermatitidis ~ doline rek Mississippi,
Ohio in St. Lawrence,

jugovzhodne ZDA

Coccidioides immitis,
Coccidioides posadasii

SrednjainJuzna
Amerika, susna podro¢ja
jugozahodnih ZDA

Juzna Afrika, Kitajska,
Evropa?

Emmonsia pasteuriana,
Emmonsia parva,
Emmonsia crescens

(35). V tabeli 3 je krajsi povzetek o endem-
skih mikozah spodnjih dihal.

Diagnostika endemskih mikoz teme-
lji na klini¢ni sliki ter histopatoloskih
preiskavah in klasi¢ni kultivaciji na mi-
kolo8kih gojis¢ih ob upoStevanju pravil
dela v laboratorijih tretje biovarnostne
stopnje. Med nekonvencionalnimi meto-
dami se dobro obnesejo razli¢ni antigen-
ski testi, ki dokazujejo prisotnost bolj ali
manj specificnih eksopolisaharidov di-
morfnih gliv v serumu ali sec¢u. Obcu-
tljivost in specifinost antigenskih te-
stov je moc¢no odvisna od oblike okuZbe
in testirane populacije. Glede na obliko
okuZbe so rezultati zanesljivejsi, e gre
za diseminirano okuZbo kot na primer
pri histoplazmozi, kjer obcutljivost dose-
Ze tudi 100 %. Glede na testirano popu-
lacijo pa govorimo o uporabi antigenskih
testov v imunokompetentni populaciji
in imunsko oslabeli populaciji bolnikov;
v primeru kokcidioidomikoze se ti testi
za postavitev diagnoze pri imunokom-
petentnih osebah odsvetujejo. Moleku-

larne diagnosti¢ne metode se opirajo na
PCR v realnem ¢asu, ve¢inoma iz seruma
in bioptov prizadetega tkiva, vendar Se
zdale¢ niso blizu standardizacije in se
uporabljajo samo Vv eksperimentalne
namene (35).

Zdravljenje endemskih respiratornih
mikoz je zahtevno in dolgotrajno. Veci-
noma temelji na itrakonazolu za blage do
zmerno teZke oblike okuZb in na amfoteri-
cinu B za agresivno potekajoce disemini-
rane okuZbe. Pogosta je tudi uporaba obeh
zdravil - zacetno zdravljenje z amfoterici-
nom B, ki mu sledi ve€mesecno zdravlje-
nje z itrakonazolom (35).

PREGLED MOZNOSTI
ZDRAVLJENJA GLIVNIH OKUZB
DIHAL

V tabeli 4 je prikazan povzetek moZnosti
zdravljenja prej opisanih glivnih okuZb
dihal in obsega vse od zdravljenja s pro-
tivnetnimi ali protiglivnimi zdravili, ki-
rurSke odstranitve prizadetega tkiva do
kombinacije vseh treh pristopov.
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Tabela 4. Pregled moZnosti zdravljenja okuZb dihal, ki jih povzrogajo vlaknate glive.

Mikoza

Moznosti zdravljenja

Alergijska bronhopulmonalna aspergiloza

Aspergilom

Kroni¢na nekrotizirajota aspergiloza

Invazivna pljuéna aspergiloza

Plju¢na in rino-orbito-cerebralna
mukormikoza,

Konidiobolomikoza
Plju¢na fuzarioza
Scedosporioza

Endemske mikoze spodnjih dihal

kortikosteroidi, rekombinantna monoklonska
protitelesa, vorikonazol, itrakonazol

itrakonazol, amfotericin B, kirurska odstranitev

vorikonazol, itrakonazol, amfotericin B,
kirurska odstranitev prizadetega tkiva

vorikonazol, izavukonazol, amfotericin B,
ehinokandini

amfotericin B, posakonazol, izavukonazol,
kirurska odstranitev prizadetega tkiva

kalijev jodid, itrakonazol
vorikonazol, amfotericin B, posakonazol
vorikonazol, mikafungin

itrakonazol, amfotericin B

ZAKLJUCEK

Plesni povzrocajo Sirok spekter okuZzb, ki
se obifajno zacnejo v dihalih, kjer lahko
vztrajajo ali pa se hematogeno razsirijo
v druge organske sisteme. V Evropi naj-
demo najpomembnejSe in najpogostejSe
povzrocitelje v rodovih Aspergillus, Fusa-
rium, Scedosporium in redu Mucorales. Pri-
zadenejo predvsem bolnike z okrnjeno ce-
li¢no posredovano imunostjo, pri katerih
se lahko razvijejo Zivljenjsko ogroZajoce
okuZbe. Diagnostika je zelo kompleksna

in zahteva tesno sodelovanje klinikov in
mikrobiologov. Poleg klasi¢nih metod di-
agnosti¢ne mikologije se v zadnjem casu
razvijajo tudi metode, ki temeljijo na imu-
noencimskih testih in PCR v realnem
Casu. Le-te omogocajo hitrejSo, visoko
specifi¢no in visoko obcutljivo diagnosti-
ko, ki pa Zal Se vedno ni na vseh podro-
¢jih dovolj preucena in standardizirana za
umestitev v smernice. Z napredkom v bi-
omedicinski znanosti se bo zagotovo od-
pravila tudi ta pomanjkljivost.

LITERATURA

1. Geiser DM, Klich MA, Frisvad JC, et al. The current status of species recognition and identification in Asper-

gillus. Stud Mycol. 2007; 59: 1-10.

2. Latgé |P. The pathobiology of Aspergillus fumigatus. Trends Microbiol. 2001; 9 (8): 382-9.
3. Kousha M, Tadi R, Soubani OA. Pulmonary aspergillosis: a clinical review. Eur Respir Rev. 2011; 20 (121):

156-74.

4. Baddley JW. Clinical risk factors for invasive aspergillosis. Med Mycol. 2011; 49 Supp 1: S7-12.
5. Shah A, Panjabi P. Allergic aspergillosis of the respiratory tract. Eur Respir Rev. 2014; 23 (131): 8-29.

6. Knutsen AP, Slavin RG. Allergic bronchopulmonary aspergillosis in asthma and cystic fibrosis. Clin Dev

Immunol. 2011; 2011: 843763.

~N

2014;19 (7): 1066-72.

. Lee JK, Lee YL, Park SS et al. Clinical course and prognostic factors of pulmonary aspergilloma. Respirology.



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4: 99

1.

17.

18.

20.

21,

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

=

32.

. Schweer KE, Bangard C, Hekmat K, et al. Chronic pulmonary aspergillosis. Mycoses. 2014; 57 (5): 257-70.
. Kosmidis C, Denning DW. The clinical spectrum of pulmonary aspergillosis. Thorax. 2015; 70 (3): 270-7.
10.

De Pauw B, Walsh TJ, Donnelly JP, et al. Revised definitions of invasive fungal disease from the European
Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the
National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG) Consensus Group.
Clin Infect Dis. 2008; 46 (12): 1813-21.

Alanio A, Bretagne S. Difficulties with molecular diagnostic tests for mould and yeast infections: where do
we stand? Clin Microbiol Infect. 2014; 20 Suppl 6: 36-41.

. Arvanitis M, Ziakas PD, Zacharioudakis IM, et al. PCR in the diagnosis of invasive aspergillosis: a meta-

-analysis of diagnostic performance. J Clin Microbiol. 2014; 52 (10): 3731-42.

. Arvanitis M, Anagnostou T, Fuchs BB, et al. Molecular and nonmolecular diagnostic methods for invasive

fungal infections. Clin Microbiol Rev. 2014; 27 (3): 490-526.

. Heng SC, Chen SCA, Morrissey CO, et al. Clinical utility of Aspergillus galactomannan and PCR in broncho-

alveolar lavage fluid for the diagnosis of invasive pulmonary aspergillosis in patients with haematological
malignancies. Diagn Microbiol Infect Dis. 2014; 79 (3): 322-7.

. Hoenigl M, Prattes ], Spiess B, et al. Performance of galactomannan, beta-D-glucan, Aspergillus lateral-flow

device, conventional culture, and PCR tests with bronchoalveolar lavage fluid for diagnosis of invasive pul-
monary aspergillosis. ] Clin Microbiol. 2014; 52 (6): 2039-45.

. White PL, Barnes RA, Springer, et al. Clinical performance of Aspergillus PCR for testing serum and plasma:

a study by the European Aspergillus PCR Initiative. ) Clin Microbiol. 2015; 53 (9): 2832-7.

Imbert S, Gauthier L, Joly I, et al. Aspergillus PCR in serum for the diagnosis, follow-up and prognosis of
invasive aspergillosis in neutropenic and nonneutropenic patients. Clin Microbiol Infect. 2016; 22 (6): 562.
e1-8.

Maertens JA, Raad I, Marr KA, et al. Isavuconazole versus voriconazole for primary treatment of invasive
mould disease caused by Aspergillus and other filamentous fungi (SECURE): a phase 3, randomised-control-
led, non-inferiority trial. Lancet. 2016; 387 (10020): 760-9.

. Verweij PE, Howard S}, Melchers W), et al. Azole-resistance in Aspergillus: proposed nomenclature and bre-

akpoints. Drug Resist Updat. 2009; 12 (6): 141-7.

Astvad KM, Jensen RH, Hassan TM, et al. First detection of TR46/Y121F/T289A and TR34/L98H alterations
in Aspergillus fumigatus isolates from azole-naive patients in Denmark despite negative findings in the
environment. Antimicrob Agents Chemother. 2014; 58 (9): 5096-101.

Richardson M. The ecology of the Zygomycetes and its impact on environmental exposure. Clin Microbiol
Infect. 2009; 15 Suppl 5: 2-9.

Morace G, Borghi E. Invasive mold infections: virulence and pathogenesis of mucorales. Int ] Microbiol. 2011;
2012: 349278.

Petrikkos G, Skiada A, Lortholary O, et al. Epidemiology and clinical manifestations of mucormycosis. Clin
Infect Dis. 2012; 54 Suppl 1: 523-34.

Tacke D, Koehler P, Markiefka B, et al. Our 2014 approach to mucormycosis. Mycoses. 2014; 57 (9): 519-24.
Skiada A, Lanternier F, Groll AH, et al. Diagnosis and treatment of mucormycosis in patients with hema-

tological malignancies: guidelines from the 3rd European Conference on Infections in Leukemia (ECIL 3).
Haematologica. 2013; 98 (4): 492-504.

El-Shabrawi MH, Arnaout H, Madkour L, et al. Entomophthoromycosis: a challenging emerging disease.
Mycoses. 2014; 57 Suppl 3:132-7.

Guarro J. Fusariosis, a complex infection caused by a high diversity of fungal species refractory to treatment.
Eur ) Clin Microbiol Infect Dis. 2013; 32 (12): 1491-500.

Sassi C, Stanzani M, Lewis RE, et al. Radiologic findings of Fusarium pneumonia in neutropenic patients.
Mycoses. 2016; doi: 10.1111/myc.12538.

Al-Hatmi AMS, Van Den Ende AH, Stielow B, et al. Evaluation of two novel barcodes for species recognition
of opportunistic pathogens in Fusarium. Fungal Biol. 2016; 120 (2): 231-45.

Johnson LS, Shields RK, Clancy CJ. Epidemiology, clinical manifestations, and outcomes of Scedosporium
infections among solid organ transplant recipients. Transpl Infect Dis. 2014; 16 (4): 578-87.

Tintelnot K, Wagner N, Seibold M, et al. Re-identification of clinical isolates of the Pseudallescheria boydii-
complex involved in near-drowning. Mycoses. 2008; 51 Suppl 3: 11-6.

Morio F, Horeau-Langlard D, Gay-Andrieu F, et al. Disseminated Scedosporium/Pseudallescheria infection
after double-lung transplantation in patients with cystic fibrosis. ) Clin Microbiol. 2010; 48 (5): 1978-82.



100 Rok Tomazin, Tadeja Matos Vlaknate glive in okuzbe dihal

33. Kantarcioglu AS, de Hoog GS, Guarro J. Clinical characteristics and epidemiology of pulmonary pseudalle-
scheriasis. Rev Iberoam Micol. 2012; 29 (1): 1-13.

34. Lackner M, de Hoog GS, Verweij PE, et al. Species-specific antifungal susceptibility patterns of Scedospori-
um and Pseudallescheria species. Antimicrob Agents Chemother. 2012; 56 (5): 2635-42.

35. Schwartz Sl, Kenyon C, Thompson GR. Endemic mycoses: what's new about old diseases? Curr Clin Micro
Rpt. 2016; 3 (2): 71-80.



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4: 101-10 101

Andrej Glaser', Erika Robit?, Petra Rogina Skvarée?, Barbara Soba Sparl*,
Sasa Simcic®, Miha Skvare®

Kolonizacija s Pneumocystis jirovecii
ali pnevmocisti¢na pljucnica - pregled
diagnosticnih metod

Pneumocystis jirovecii - Colonisation or Pneumonia - Review

of Diagnostic Methods

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Pneumocystis jirovecii, kolonizacija, pljunica, verizna reakcija s polimerazo, 3-(1-3)-D-

glukan, HIV-pozitivni bolniki, trimetoprim/sulfametoksazol

Pneumocystis jirovecii spada med patogene glive, ki pri HIV-pozitivnih in HIV-nega-
tivnih imunsko oslabelih ljudeh povzrocajo plju¢nico z visoko stopnjo umrljivosti. Med
najpogostejSe dejavnike tveganja spada okuzba s HIV, med HIV-negativnimi bolniki pa
so ogroZeni predvsem bolniki z razliénimi hematoloSkimi malignomi, osebe po aloge-
ni presaditvi krvotvornih mati¢nih celic ali ¢vrstih organov in osebe, ki so zaradi raz-
li¢nih kronic¢nih bolezni zdravljene z imunosupresivi in imunomodulatorji. Gostota gli-
ve P, jirovecii v razli¢nih delih dihal ni enaka. Najbolj ustrezen vzorec v mikrobioloski
diagnostiki pnevmocisti¢ne pljucnice je bronhoalveolarna lavaZa. Zlati standard mik-
robioloSkega testiranja je enostopenjska kvantitativna veriZna reakcija s polimerazo v
realnem casu, s katero lahko opredelimo glivno breme. V podporo rezultatom mole-
kularnih diagnosti¢nih metod za diagnostiko okuZbe s P, jirovecii se doloca tudi p-(1-3)-
-D-glukan kot panglivni oznacevalec in z dolo¢evanjem obeh Sele lahko dolo¢imo, ali
ima bolnik pnevmocisti¢no pljucnico ali je koloniziran z dovolj veliko diagnosti¢no na-
tancnostjo.
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ABSTRACT

KEY WORDS: Pneumocystis jirovecii, colonization, pneumonia, polymerase chain reaction, 3-(1-3)-D-

glucan, HIV-positive patients, trimethoprim/sulphamethoxazole

Pneumocystis jirovecii is a pathogenic fungus, which causes pneumocystic pneumonia
with very high mortality in HIV positive and HIV negative immunocompromised pati-
ents. The most common factor contributing to the development of pneumocystic pneu-
monia is infection with HIV. Other factors that contribute to the development of pneu-
monia are hematologic malignant diseases such as acute lymphoblastic leukemia and
lymphoproliferative disorders, solid cancers, allogenic stem cell transplantation, tran-
splantation of various solid organs, and treatment of chronic diseases with immuno-
supresive or immunomodulatory therapeutic agents. The highest fungal burden of P
Jjirovecii is in the alveolar space and much less in other parts of the respiratory tract; be-
cause of this discrepancy, the optimal specimen for molecular and microscopic diagno-
stic methods is bronchoalveolar lavage. The golden standard for the detection of P, jiro-
vecii is real time one-step quantitative polymerase chain reaction. The threshold value
determines the fungal burden. The detection of the pan-fungal marker -(1-3)-D-glucan
in serum specimens is complementary to the polymerase chain reaction method and
with both we can distinguish pneumocystic pneumonia and colonization with Pneumo-

cystis jirovecii with adequate diagnostic accuracy.

uvoD

Pnevmocisti¢na pljucnica, ki je posledica
okuZbe z glivo Pneumocystis jirovecii, po-
vzroca visoko stopnjo umrljivosti pri ose-
bah z oslabelim imunskim sistemom, pri
¢emer so vzrok za motnjo imunskega sis-
tema lahko bodisi okuZbe s HIV bodisi raz-
licne prirojene in pridobljene nenalezljive
bolezni. Prevalenca in stopnja smrtnosti
zaradi pljucnice, povzro€ene s P. jirovecii,
sta se moc¢no poviSali med pojavom pan-
demije aidsa v 80. letih prej$njega stolet-
ja, vendar sta se z uvedbo visoko aktivnih
protiretrovirusnih zdravil (angl. highly ac-
tive anti-retroviral therapy, HAART) in pre-
ventivnega zdravljenja ponovno zniZali.
Se vedno pa pnevmocisti¢na plju¢nica os-
taja pomemben vzrok smrti med ranljivi-
mi skupinami bolnikov (1, 2).

Glivo, ki jo danes uvrs¢amo v rod Pne-
umocystis, je prvi¢ opisal Carlos Chagas
leta 1909 kot posebno razvojno stopnjo
parazita Trypanosoma cruzi. Leta 1912 je
bila uvrs€ena v lasten rod parazitov Pne-

umocystis. Leta 1914 so jo v ¢ast Antoniju
Cariniju poimenovali P carinii. Tekom
druge svetovne vojne je bila prvi¢ opisana
povezava med intersticijsko plju¢nico in
oslabelostjo imunskega sistema pri pod-
hranjenih otrocih. S pomocjo genotipiza-
cijskih metod in filogenetske primerjave
zaporedij za malo ribosomsko podenoto je
bila uvrS¢ena med glive (3, 4). Ve¢vrstnost
rodu Pneumocystis so dokazali leta 1976
s seroloSkimi tipizacijskimi metodami.
Clovek se lahko okuZi le z vrsto P, jirovecii.
Tudi druge vrste pnevmocist so gostitelj-
sko specificne: P. carinii in P. wakefildae pri
podganah, P. murina pri misih in P. oryc-
talagi pri zajcih (1). Bistvena znacilnost,
po kateri se pnevmocista lo¢i od ostalih
gliv, je prisotnost holesterolnih gradnikov
v celi¢ni steni, kar omeji uporabo fungi-
cidnih sredstev (npr. amfotericina B) (5).
Zaradi vedno vecjega Stevila oseb s
pridobljeno oslabelostjo imunskega siste-
ma je pomembno ugotoviti, ali je pri bol-
niku prisotna kolonizacija ali okuZba s P.



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4:

103

jirovecii. V primeru okuZbe je namre¢ po-
trebno bolnika zdraviti s specifi¢no fungi-
stati¢no terapijo, ogroZene pa preventiv-
no kriti s trimetoprim/sulfametoksazolom
(1). V prispevku bodo orisane razli¢ne di-
agnostic¢ne metode dokazovanja P, jirovecii
in nacini razlikovanja med pnevmocistic-
no pljucnico in kolonizacijo.

DEJAVNIKI TVEGANJA, ZIVLJEN]SKI
KROG PNEUMOCYSTIS JIROVECII,
PRENOS IN KOLONIZACIJA

P, jirovecii povzroca izklju¢no pljucnico pri
osebah z motnjo delovanja imunskega sis-
tema, medtem ko so zdravi ljudje in otro-
ci kolonizirani z glivo. Najvi§ja prevalen-
ca pnevmocisti¢ne plju¢nice je pri osebabh,
ki so okuZene s HIV in imajo nizko Ste-
vilo celic T-pomagalk (< 200 celic/pl). V
ekonomsko razvitih drZavah z urejenim
zdravstvenim sistemom je stopnja umrlji-
vosti zaradi pnevmocisti¢ne pljucnice pri
HIV-pozitivnih osebah nizka, v delih sve-
ta, kjer ni dostopa do visoko aktivnih pro-
tiretrovirusnih zdravil, predvsem v Pod-
saharski Afriki, pa je pnevmocisticna
pljucnica Se vedno zelo pogost vzrok obo-
levnosti in smrtnosti (6).

Pomemben bazen klini¢nih stanj, ki
vplivajo na visoko prevalenco obolevnosti
s pnevmocisti¢no plju¢nico, je pri osebah,
ki imajo iatrogeno povzroceno imunosup-
resijo oziroma motnje imunskega sistema
zaradi nenalezljivih bolezni. Visoka obo-
levnost in umrljivost je pri bolnikih, ki
obolevajo zaradi razlicnih hematoloSkih
malignomov (akutna limfoblastna lev-
kemija, limfoproliferativne bolezni), pri-
marnih in sekundarnih malignih tumor-
jev (karcinom plju¢, ledvic, glioblastom),
kroni¢nih vnetnih bolezni (ulcerozni ko-
litis, Crohnova bolezen, granulomatozna
bolezen s poliangiitisom) ali pa so zdra-
vljeni s presaditvijo krvotvornih mati¢nih
celic (pojav je pogostejsi pri alogeni pre-
saditvi kot pri avtologni presaditvi), in-
dukcijsko imunosupresivno kemoterapijo

ali adjuvantno imunosupresivno in imu-
nomodulatorno terapijo, pri kateri je treba
upoStevati odmerek, frekvenco odmerjan-
ja in socasno uporabo drugih ucinkovin
(1,3,6,7).

Razvojni krog Pneumocystis spp. za-
radi nezmoZnosti kultiviranja in vitro,
izven plju€ cloveka in laboratorijskih Zi-
vali, Se ni docela razjasnjen. Predvidoma
se pnevmociste razmnozujejo s pomocjo
spolnega in nespolnega razvojnega kroga.
Oba nacina razmnoZevanja sta med se-
boj tesno povezana. V nespolnem razvoj-
nem krogu se haploidne trofozoitne obli-
ke z mitozo delijo, pri ¢emer nastaneta iz
enega haploidnega trofozoita dva. Spolni
razvojni krog se zacne s procesom Kkario-
gamije z zlitjem dveh trofozoitnih vegeta-
tivnih oblik, sledita mejoti¢na delitev in
sporogeneza. Na koncu sporogeneze na-
stane sporocista. Dodatne mitoti¢ne de-
litve in kompartmentalizacija jeder in or-
ganelov povzrocijo, da znotraj sporociste
nastane osem spor. Zaklju¢na faza spolne-
ga razvojnega kroga je okrogla cista, iz ka-
tere se izlo€ijo spore - trofozoiti, ki vsto-
pijo v nespolni razvojni krog (4, 23).

Se vedno ni popolnoma jasno, ali se
pnevmocisti¢na pljucnica razvije zara-
di reaktivacije okuZbe pri koloniziranih
osebah ob padcu njihovega imunskega
statusa ali gre za de novo okuzbo. Rezer-
voar pnevmocist so lahko osebe z nor-
malno delujo¢im imunskim sistemom
(npr. otroci, nosec¢nice, zdravstveni delav-
ci). Pri otrocih lahko pride do kolonizacije
Ze pred prvim letom starosti, Se preden se
njihov imunski sistem razvije tako dobro,
da bi odstranil kolonizacijo. Otroci so tudi
pomembni prenaSalci okuZbe, predvsem
ko zbolijo z virusnimi okuZbami zgornjih
dihal. Kolonizirane so lahko tudi osebe, ki
so pred kratkim prebolele pnevmocisti¢no
pljucnico - HIV-pozitivne osebe so lahko
nosilci tudi ve¢ kot leto dni. Zdravstveni
delavci so pomembni prenaSalci pnevmo-
cist, predvsem tisti, ki delajo na klini¢nih
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oddelkih, kjer je potrebna dodatna zasc¢ita
bolnikov zaradi osnovnih bolezni. P, jirove-
cii se prenasa bodisi iz imunokompetent-
ne osebe na imunonekompetentno osebo
ali obratno (6, 8, 9). S pomocjo genotipi-
zacijskih metod je bil dokazan kapljic-
ni in aerogeni prenos P jirovecii tako pri
bolnikih s pnevmocisti¢no plju¢nico kot
pri koloniziranih osebah. Pneumocista je
bila dokazana v oddaljenosti 1, 5 in 8 m
od bolniske postelje, kar je pomembno ve-
deti pri preprecevanju prenosov okuzbe v
zdravstvenih ustanovah (8).

KLINICNA SLIKA

Kolonizacija s P, jirovecii pri osebah z nor-
malnim delovanjem imunskega siste-
ma je brez klinicno pomembnih simpto-
mov. Potek pnevmocisti¢ne plju¢nice pri
HIV-pozitivnih in pri HIV-negativnih ose-
bah, ki imajo okvarjeno delovanje imun-
skega sistema, se razlikuje tako v hitrosti
napredovanja okuZzbe kot tudi v simpto-
matiki okuZzbe. Tar¢no tkivo pri okuzbi s
pnevmocisti¢nimi vegetativnimi celicami
- trofozoiti so alveolarne epitelijske celi-
ce oziroma pnevmociti tipa 1, ki tvorijo
substrat za razmnoZevanje pnevmocist in
patohistoloske spremembe ob okuZzbi. Za-
radi aktivacije plju¢nih makrofagov, celic
T-pomagalk in nevtrofilcev pride do pato-
loSkih sprememb na alveolarnem epiteli-
ju. Zaradi patoloskih sprememb se poveca

prepustnost alveolarnih kapilar in nasta-
ne intersticijski edem. Vnetna reakcija,
spremembe v alveolarni steni in preko-
merno razmnoZevanje trofozoitov vodijo
v moteno izmenjavo kisika in ogljikove-
ga dioksida s hiperkapnijo in hipoksemi-
jo ter v motnje kislinsko-baznega ravno-
vesja (4).

Pnevmocisti¢na plju¢nica spada med
netipi¢ne intersticijske plju¢nice. Klini¢na
slika in simptomi so neznacilni in nespe-
cifi¢ni. Bolniki imajo blago poviSano teles-
no temperaturo do 38,5 °C, izgubijo apetit,
telesno teZo, se znojijo in imajo suh kaSelj
brez izmecka. S poslabSanjem hipoksemije
pride do progresivnega povecanja dihalne-
ga dela, dispneje, tahipneje z visoko dihal-
no frekvenco (> 50 vdihov/minuto) in res-
piratorne odpovedi, ki vodi v vecorgansko
odpoved. Pnevmocisti¢na plju¢nica poteka
pri HIV-negativnih bolnikih, zaradi moc-
nega vnetnega odziva in tezkih osnovnih
bolezni hitreje in s teZjo klini¢no sliko.
Bolniki velikokrat potrebujejo podporno
respiratorno terapijo. Pri HIV-pozitivnih
bolnikih ima pnevmocisti¢na plju¢nica za-
radi motenega delovanja makrofagov in
mediatorjev vnetja subakuten potek. Ob
upoStevanju razlicnih klini¢nih in diag-
nosti¢nih spremenljivk lahko pnevmocis-
tiéno pljucnico razdelimo, glede na teZo
simptomoy, v tri razrede: v blago, srednjo
in teZko (tabela 1) (10).



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4:

105

Tabela 1. Stopnje teZe pnevmocisticne pljucnice.

Pnevmocisti¢na pljucnica

Srednja Tezka

Kliniéni znaki in povecanje dispneje ob

simptomi naporu z ali brez kaslja in
potenja
Tlak kisika v > 11,0 kPa
arterijski krvi
Saturacija kisika > 96 %

v arterijski krvi

RTG p/c normalni izvid oziroma
blago perihilarno

zasencenje

dispneja pri majhnem
naporu, obéasno ob
mirovanju, povisana

dispneja in tahipneja
ob mirovanju, povisana
telesna temperatura,

telesna temperatura kaselj
z/brez znojenja
8,1-11,0 kPa < 8,0 kPa
91-96 % <91%

difuzno intersticijsko
zasencenje

zelo razsirjeno
intersticijsko zasencenje
z/brez difuznega
alveolarnega zasencenja

V redkih primerih lahko pride do na-
stanka limfogenih ali hematogenih ku-
Znih zasevkov pnevmociste v razlicne
organske sisteme. NajpogostejSe mesto
izvenplju¢ne pnevmocisti¢ne okuZbe so
bezgavke, sicer pride do zasevanja tudi
v organe retikuloendotelijskega sistema,
nadledvi¢no Zlezo, §¢itnico, trebusno sli-
navko, ¢revesje in secila (4).

Klini¢na slika pnevmocisti¢ne pljuc-
nice je zelo nespecifi¢na, zato je treba
predvsem pri HIV-negativnih bolnikih,
ki lahko imajo za plju¢nico Stevilne nein-
fekcijske vzroke in prejemajo mo¢no imu-
nosupresivno terapijo, upoStevati Sirok
spekter diferencialnih diagnoz (npr. in-
vazivna plju¢na aspergiloza). Sedem od-
stotkov bolnikov z oslabelostjo imunske-
ga sistema nima klini¢ne simptomatike,
zato je pri teh potrebno uporabiti kombi-
nirano klini¢no, slikovno, mikrobioloSko
in biokemi€no obravnavo za diagnostici-
ranje pnevmocisti¢ne pljucnice (11).

Dolocanje Stevila limfocitov ali lim-
focitnih populacij v diagnostiki pnevmo-
cisti¢ne plju¢nice nima visoke specifi¢no-
sti. Zaradi poSkodbe alveolarnega epitelija
pride do nespecifi¢nega poviSanja laktatne
dehidrogenaze (LDH) v serumu. Nemikro-
bioloSko diagnostiko kombiniramo s sli-

kovnimi metodami, vklju€ujo¢ rentgensko
slikanje plju¢ in racunalniSko tomografi-
jo visoke locljivosti (angl. high-resolution
computed tomography, HRCT). HRCT je zla-
ti standard slikovne diagnostike s 100 %
obcutljivostjo, specifi¢nost je 89 %, zato je
treba ob pozitivnem HRCT izvidu izklju-
¢iti tudi druge vzroke pljucne patologije,
medtem ko negativni HRCT izvid izkljuci
pnevmocisti¢no pljuénico (12, 13).

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA
Pnevmocisti¢na plju¢nica je urgentno
stanje in zahteva hitro in to¢no diagnos-
ti¢no obravnavo. Ta temelji na razli¢nih
pristopih. V Kklini¢ni obravnavi bolnika
je treba opraviti temeljit anamnesti¢ni in
klini¢ni pregled, slikovno diagnostiko s
pomocjo RTG p/c in HRTC ter Sirok nabor
laboratorijskih preiskav.

Mikrobiolo8ka diagnosti¢na obravna-
va etioloSko opredeli, ali je bolnik le ko-
loniziran in ob dolo€enih indikacijah po-
trebuje profilakti¢no zdravljenje ali pa je
bolnik ogroZen s pnevmocisti¢no pljuc-
nico. Deli se na vrstno specifi¢no, kot je
npr. direktna imunofluorescenca in mole-
kularno-bioloske preiskave, ter nespeci-
fi¢no, kot je dolo¢anje B-(1-3)-D-glukana
in LDH. In vitro kultivacija pnevmocist
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na selektivnih gojis¢ih ni moZna. Zara-
di zelo visoke obcutljivosti je najbolj pri-
merna diagnosti¢na metoda kvantitativna
veriZna reakcija s polimerazo (angl. quan-
titative polymerase chain reaction, qPCR) v
realnem casu, saj je kolic¢ina gliv v inva-
zivno odvzetih vzorcih zelo razli¢na glede
na osnovno obolenje bolnika. Najbolj pri-
meren vzorec je bronhoalveolarna lavaZa
(BAL). Induciran sputum odvzamemo le
pri HIV-pozitivnih bolnikih, ki imajo v di-
halih visoko koli¢ino povzrocitelja. V red-
kih primerih lahko odvzamemo tudi tkivo,
pridobljeno s transbronhialno biopsijo,
odprto torakalno biopsijo ali z bronhial-
nim krtacenjem. V postev lahko pride tudi
spiranje ust, bris nosu ali aspirat ustnoz-
relnega prostora, vendar moramo ob tem
upoStevati, da se zaradi zorenja pnevmo-
cist na alveolarnih pnevmocitih tipa 1 go-
stota glive in s tem tudi obcutljivost de-
tekcije, bolj ko se pribliZujemo vzorcem
zgornjega respiratornega sistema, posto-
poma zniZujeta (11).

Klasina mikrobioloSka diagnosti-
ka pnevmocisti¢ne pljucnice je temeljila
na razli¢nih barvanjih razmazov respira-
tornih vzorcev - barvanje po Giemsi, s to-
luidinskim modrilom, s kalkofluor belim
ali Gomorijevim srebrenjem. V 90. letih
prejSnjega stoletja se je v mikrobioloSki
diagnostiki pnevmocisti¢ne plju¢nice za-
Cela uporabljati direktna imunofluores-
cenca z uporabo monoklonskih protiteles
proti P, jirovecii, ki se veZejo le na cisti¢ne,
ne pa tudi na trofozoitne oblike glive (4).

NajviSjo obcutljivost in specificnost
doseZemo z uporabo enostopenjskega
gPCR v realnem ¢asu s pomnoZevanjem
velike podenote mitohondrijske riboso-
malne RNA (mtLSU rRNA); sekundarne
tare pomnoZevanja v reakciji qPCR so
lahko Se msg (gen za veliki povrSinski gli-
koprotein), hsp70 (gen za protein toplotne-
ga Soka 70) in dhps (gen za dihidropteorat
sintetazo). Za diagnosticiranje pnevmo-
cisti¢ne pljucnice je obcutljivost gPCR pri

HIV-pozitivnih osebah 99 %, specifi¢nost
pa 91 % in je primerljiva s specifi¢nostjo
in obcutljivostjo pri HIV-negativnih ose-
bah z imunsko oslabelostjo. S pomocjo
gPCR je moZno lociti med pnevmocis-
ticno pljucnico in kolonizacijo s P. jirove-
cii glede na interpretiranje vrednosti Ct
(angl. cycle treshold). Ob upoStevanju ce-
lotne populacije bolnikov (HIV-pozitivne
in HIV-negativne) in pri HIV-negativnih
bolnikih je pnevmocisti¢na pljuénica pri-
sotna pri vrednostih Ct manj kot 31. Vred-
nosti Ct, ve¢je od 35, pomenijo kolonizaci-
jo bolnika s P, jirovecii. Pri HIV-pozitivnih
bolnikih so vrednosti Ct zaradi viSje ko-
licine gliv v BAL niZje (pnevmocistic-
na pljuc¢nica - Ct manj kot 27, koloniza-
cija - Ct vec kot 30). UpoStevati je treba
tudi sivo cono med dejansko pnevmocis-
ti€no plju¢nico in kolonizacijo; v sledn-
jem primeru se lahko opremo na rezultate
serumskih vrednosti 3-(1-3)-D-glukana in
direktne imunofluorescence (14, 15).
gPCR preiskava BAL-a je zlati stan-
dard v diagnostiki pnevmocisti¢ne pljuc-
nice. Ker pri hudo prizadetih bolnikih
odvzem invazivnih vzorcev pogosto ni
moZen, se ob molekularnih diagnosti¢nih
metodah opiramo tudi na dolocanje vred-
nosti B-(1-3)-D-glukana v serumu bolnika.
B-(1-3)-D-glukan je komponenta glivne
stene pri vecini medicinsko pomembnih
gliv, prisoten je pri rodovih Candida, As-
pergillus, Fusarium, Acremonium, Scedospo-
rium, Pneumocystis, odsoten pa pri redu
Mucorales in rodu Criptococcus (16, 17).

V rutinski diagnostiki dolo¢anja vred-
nosti B-(1-3)-D-glukana v serumu bolni-
ka se najpogosteje uporablja test Fungi-
tell" druzbe Cape Cod, ZDA. Preiskava se
uporablja kot panglivni diagnosti¢ni test.
Zaradi moZnosti laZno pozitivnih rezulta-
tov je treba upoStevati Siroko diferencial-
no diagnostiko. Do laZno pozitivnih rezul-
tatov lahko pride, kadar bolniki prejemajo
intravensko humani albumin, imunoglo-
buline, faktorje koagulacije ali plazemske
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Tabela 2. Pregled proizvajalcev testov B-(1-3)-D-glukana in njihove prazne vrednosti. FDA - Agencija za
hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration), / - test ni validiran za klinicne vzorce.

Test Proizvajalec FDA Vrsta raka Prazna vrednost
(pg/ml)
Fungitell Associates of Cape DA Limulus 80
Cod ZDA (kolorimetricni test) polyphemus
Glucatell Associates of Cape NE Limulus /
Cod ZDA (kolorimetrigni test) polyphemus
Endosafe-PTS Charles River Lab. NE Limulus /

glucan ZDA (kolorimetri¢ni test) polyphemus (obmotje 10-1.000)
FUNGITEC G-MK Seikagaku NE Tachypleus 20
Biobusiness (kolorimetri€ni test - tridentatus
Japonska odobren na Japonskem)
Beta glucan test Waco Pure NE Tachypleus 1
Chemical Ind. (turbidimetri¢ni test) tridentatus
Japonska
BGSTAR Maruha NE Tachypleus n
Japonska (turbidimetri¢ni test) tridentatus
GKT assay Gold Mountain NE Tachypleus 14
River Tech (odobren na Kitajskem) tridentatus
Kitajska
Fungus beta Dynamiker NE Tachypleus 70
glucan Biotechnology tridentatus
Kitajska

proteine. Pogosto je preiskava laZzno po-
zitivna pri bolnikih, ki prejmejo ledvic-
no nadomestno zdravljenje s hemodializo
(dializne membrane), ali so septi¢ni (po
Gramu pozitivna in po Gramu negativna
sepsa). Preiskava dolo¢anja f3-(1-3)-D-glu-
kana je validirana le za serumske vzorce
(18, 19). V tabeli 2 so predstavljeni razlic-
ni komercialni testi za dolo¢anje vrednos-
ti B-(1-3)-D-glukana v serumu bolnikov
ali v neklini¢nih vzorcih.

Evropska konferenca o okuZbah pri
levkemi¢nih bolnikih je nedavno izda-
la priporocila o mikrobioloski diagnosti-
ki pri hematolo8kih bolnikih s pnevmoci-
siténo plju¢nico. Najbolj reprezentativen
vzorec je BAL, alternativni vzorci so indu-
ciran sputum ali vzorci zgornjega respi-
ratornega sistema (bris nosu ali izpirek
ustnoZrelnega prostora). Zaradi subklini¢-
ne slike pnevmocisti¢ne pljucnice je ob-
vezno treba odvzeti serum za doloCevanje
serumske vrednosti f-(1-3)-D-glukana.

Zlati standard dokazovanja pnevmocisti¢-
ne pljucnice je molekularna diagnostika
- gPCR v realnem casu in direktna imu-
nofluorescenca. Serumska koncentracija
B-(1-3)-D-glukana potrdi diagnozo, saj se
koncentracija 3-(1-3)-D-glukana pri bolni-
kih s pnevmocisti¢no plju¢nico bistveno
vi§ja kot pri koloniziranih osebah in ne-
gativnih kontrolah (11, 20).

Pnevmocisti¢no pljucnico zaneslji-
vo izklju¢imo ob negativhem rezultatu
B-(1-3)-D-glukana, pozitiven izvid p-(1-
3)-D-glukana pa zaradi panglivne narave
preiskave pomeni, da moramo upoSteva-
ti tudi druge glivne povzrocitelje plju¢nic
(11, 21).

V Sloveniji se izvaja stopenjska dia-
gnostika okuZb s P, jirovecii v Laborato-
riju za parazitologijo in Laboratoriju za
humoralno imunologijo InStituta za mi-
krobiologijo in imunologijo Univerze v
Ljubljani. V tabeli 3 so predstavljeni re-
zultati preiskav 74 bolnikov s sumom na
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pnevmocisti¢no plju¢nico. Glede na Ct-
-vrednosti qPCR v realnem casu in vre-
dnosti B-(1-3)-D-glukana se dolodi, ali je
bolnik koloniziran ali ima pnevmocistic-
no pljucnico. Vecina bolnikov (n = 50) je
imelo vrednost f-(1-3)-D-glukana v se-
rumu med 300 in 500 pg/ml in nizek Ct
(29-35), kar nakazuje, da gre za pnevmo-
cisti¢cno pljucnico. Ostalih 18 bolnikov
ima visoke vrednosti Ct (34-37) in povi-
Sane vrednosti B-(1-3)-D-glukana (100-
300 pg/ml). Glede na te podatke, je pri
slednjih teZko dolo¢iti, ali gre dejansko za
pnevmocisti¢no plju¢nico ali za koloniza-
cijo s P. jirovecii. V takem primeru je po-
trebna dosledna anamnesti¢na, klini¢na
obravnava in Siroka diferencialna diagno-
stika, saj lahko tudi drugi glivni povzroci-
telji povzrocajo visoke vrednosti 3-(1-3)-
D-glukana.

PREPRECEVANJE OKUZBE S
PNEUMQOCYSTIS JIRGVECII
Kolonizacija respiratornega sistema zdra-
vih ljudi in otrok s P, jirovecii je pogosta,
zato prihaja do prenosa pnevmociste na
obcutljive bolnike. Z namenom preprece-
vanja prenosa je v zdravstvenih ustano-
vah, posebno na oddelkih, kjer se zdravijo
imunsko oslabljeni bolniki, potrebno uve-
sti stroge higienske ukrepe in smernice
za profilakti¢no zdravljenje.

Bolnike, okuZene s P, jirovecii, je tre-
ba izolirati v enoposteljne sobe, ki ima-

jo moZnost ustvarjanja negativnega tla-
ka. Ostale imunsko oslabele bolnike brez
znakov pnevmocisti¢ne pljucnice je tre-
ba hospitalizirati lo€eno od bolnikov s
pnevmocisti¢no plju¢nico. Zdravstve-
no osebje mora biti pouceno o nacinih
prenosa pnevmociste, saj so lahko vir
prenosa. Ob delu z imunsko oslabljenimi
bolniki se mora obvezno nositi kirurska
maska (7).

Osnovna profilakti¢na zac¢ita je s tri-
metoprim/sulfametoksazolom.  Trajan-
je le-te je glede na priporocila Nemske-
ga zdruZenja hematologov in onkologov
do zakljucka hematoloSke terapije oziro-
ma dokler se nivo celic T-pomagalk ne
vrne na vrednost vecjo od 200/pl. Pri bol-
nikih, ki so bili dlje ¢asa na profilakti¢-
nem zdravljenju, so se razvile razli¢ne
mutacije v genu za dihidropteorat sinta-
zo. Kljub temu je ucinkovitost profilak-
se in zdravljenja s trimetoprim/sulfame-
toksazolom dobra, saj so opisani primeri,
ko je bila odkrita mutacija, ki naj bi vodi-
la v neuspeh terapije, a so bolniki kljub
temu ozdraveli (10). Trimetoprim/sulfa-
metoksazol se uporablja kot fungistatic-
no sredstvo v zdravljenju pnevmocisti¢ne
pljucnice. Zaradi teZkega poteka pnevmo-
cisti¢ne pljucnice se kot adjuvantna te-
rapija zraven trimetoprim/sulfametok-
sazola uporabljajo Se kortikosteroidi in
ehinokandini (10, 11, 22).

Tabela 3. Vrednosti -(1-3)-D-glukana in srednje vrednosti Ct ciklov verizne reakcije s polimerazo pri
74 bolnikih s sumom na pnevmocisti¢no plju¢nico. Ct - vrednost Ct (angl. cycle of treshold), N - stevilo

bolnikov.
B-(1-3)-D-glukana (pg/ml) N Ct Standardni odklon

<100 34,77 542
100-200 n 34,82 3,65
200-300 4 37,33 2,36
300-400 7 35,27 2,75
400-500 7 29,41 6,25

>500 42 28,90 518
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Pnevmocisti¢na plju¢nica je resna, hitro
potekajoca okuZzba z visoko stopnjo smr-
tnosti pri HIV-negativnih imunsko osla-
bljenih bolnikih. Zato spada mikrobiolo-
Ska diagnostika med urgentne preiskave,
saj zamujanje s ciljno terapijo (trimeto-
prim/sulfametoksazol) mo¢no poveca sto-
pnjo smrtnosti, predvsem pri bolnikih, ki

potrebujejo intubacijo in podporno dihal-
no terapijo. Zlati standard mikrobioloSke
diagnostike je qPCR v realnem casu, ki je
najbolj obcutljiva in specificna metoda.
Zaradi potrebe po loCevanju med koloni-
zacijo dihal s P, jirovecii in pnevmocisti¢-
no pljucnico je treba dolociti tudi serum-
ski B-(1-3)-D-glukan, ki je visoko obcutljiv
test za pnevmocisti¢no pljucnico.
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Oslovski kaselj v Sloveniji - epidemiologija
in novosti v mikrobioloski diagnostiki
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Oslovski kaSelj ostaja kljub visoki precepljenosti prebivalstva ena pomembnej$ih bole-
zni dihal. KroZenje bakterije v populaciji predstavlja groZnjo za dojencke, ki Se niso bili
cepljeni in za katere je oslovski kaSelj huda, smrtno nevarna bolezen. Ve¢ primerov za-
sledimo tudi v starostnih skupinah, v katerih je imunost po cepljenju Ze upadla. Za mi-
krobiolo8ko potrjevanje oslovskega ka$lja je klju¢na izbira prave metode: osamitev v
kulturi, molekularna ali seroloska diagnostika ter kombinacija le-teh predvsem glede
na trajanje klini¢nih znakov. Evropski center za preprecevanje in obvladovanje bolezni
je zaradi potrebe po standardizaciji diagnostike izdal dva dokumenta za molekularno in
serolo$§ko dokazovanje povzrocitelja oslovskega kaslja. Pri molekularnih metodah je po-
membna uporaba pravih tarénih zaporedij, za dokaz Bordetella pertussis uporabljamo za-
poredje 1S481 in specifi¢ni odsek promotorske regije toksina oslovskega kaslja (angl.
pertussis toxin, PT). Pri seroloski diagnostiki je pomembno dokazovanje protiteles razre-
da IgG, usmerjenih samo proti PT, in moZnost potrjevanja bolezni tudi na osnovi testi-
ranja enega serumskega vzorca. Za nacrtovanje in oceno nacionalnega programa ceplje-
nja proti oslovskemu kaslju je pomembno ¢im boljSe spremljanje bolezni, laboratorijsko
potrjevanje pri vsakem sporadi¢nem bolniku z znacilno klini¢no sliko, ob izbruhu pa po-
trjevanje oz. odvzem kuZnin za osamitev povzroc€itelja pri vsaj enem bolniku.

Dr. Tamara Kastrin, univ. dipl. mikr., Oddelek za javnozdravstveno mikrobiologijo Ljubljana, Nacionalni laboratorij
za zdravje, okolje in hrano, Grabloviteva ulica 44,1000 Ljubljana; tamara.kastrin@nlzoh.si

Dr. Metka Paragi, univ. dipl. biol., Oddelek za javnozdravstveno mikrobiologijo Ljubljana, Nacionalni laboratorij za
zdravje, okolje in hrano, Grabloviceva ulica 44,1000 Ljubljana

Dr. Marta Grgic - Vitek, dr. med., Center za nalezljive bolezni, Nacionalni institut za javno zdravje, Zaloska cesta 29,
1000 Ljubljana

Dr. Irena Grmek Ko3nik, dr. med., Oddelek za medicinsko mikrobiologijo Kranj, Nacionalni laboratorij za zdravje,
okolje in hrano, Gosposvetska ulica 12, 4000 Kranj; Center za nalezljive bolezni, Nacionalni institut za javno zdravje,
Zaloska cesta 29, 1000 Ljubljana

Mag. Tjasa Zohar Cretnik, dr. med., Center za medicinsko mikrobiologijo, Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje

in hrano, Prvomajska ulica 1, 2000 Maribor

~

IS

«



112 Tamara Kastrin, Metka Paragi, Marta Grgit Vitek, Irena Grmek Kognik, Tjasa Zohar Cretnik  Oslovski kaselj ...

ABSTRACT
KEY WORDS: pertussis, epidemiology, microbiological diagnostics

Whooping cough remains a major respiratory disease, despite high vaccination covera-
ge. Circulation of the bacteria in the population presents a threat to infants who have
not been vaccinated and for them whooping cough is severe, life-threatening disease.
More cases can also be observed in the age groups with decreased immunity after va-
ccination. For microbiological diagnostics of whooping cough choosing the right me-
thod (isolation in culture, serology or molecular diagnostics) and a combination of the-
se tests, in particular in conjunction with clinical information, is important. Because of
the need for standardization of diagnostics, the European Centre for Disease Prevention
and Control has released two documents for molecular and serological diagnosis of hu-
man infection with Bordetella pertussis. Of major importance in molecular methods are
the right target sequences (IS481 and pertussis toxin promoter region), whereas in se-
rology the detection of subclass IgG antibodies directed only against the pertussis toxin
and the interpretation can be based on single-sample serology. For planning and eva-
luation of the national immunization program against pertussis it is important to opti-
mize the surveillance of the disease, to obtain laboratory confirmation for each of spo-
radic case with a typical clinical picture, and to isolate the agent in the culture in case

of an outbreak.

uvoD

Oslovski kaSelj je zelo nalezljiva akutna
bolezen dihal, ki jo povzroca bakterija Bor-
detella pertussis, redkeje Bordetella para-
pertussis. Oslovski kaSelj preprecujemo s
cepljenjem, ki je bilo v Sloveniji uvedeno
leta 1959, od leta 1999 dalje so otroci ce-
pljeni proti oslovskemu ka$lju z neceli¢-
nim cepivom (1). Imunost po cepljenju ni
trajna, temvec traja od 4-12 let, po prebo-
leli bolezni pa 4-20 let (2). Edini rezervoar
so ljudje, bolezen se prenasa kaplji¢no (3).
Bolezen je pri mladostnikih in odraslih
osebah precej blaZja in zato lahko nosijo
in Sirijo bakterijo ve¢ tednov ter so glav-
ni vir okuzbe za neza$¢itene posameznike
(4). V tipi¢ni obliki se bolezen pojavi pri
nezasc¢itenih (delno za$€itenih) dojenckih,
za katere je zelo nevarna in se lahko konca
celo s smrtjo. Kljub visoki precepljenosti,
ki je bila v letu 2014 v Sloveniji 94,9 %,
ostaja oslovski kaSelj endemicen in je ena
od najslabSe obvladovanih bolezni, ki jih
preprecujemo s cepljenjem (5). Bolezen se

pojavlja cikli¢no z viSjo pogostostjo vsa-
kih 2-5 let. Bolezen je v Evropi v porastu
in je leta 2012 dosegla najviSjo stopnjo
pojavnosti (10,93 primerov na 100.000
prebivalcev) (4). Dejavniki, ki so lahko pri-
spevali k ve¢ji pojavnosti oslovskega ka-
§lja v zadnjem desetletju vkljucujejo iz-
boljSan nacionalni epidemiolo$ki nadzor,
uvedbo bolj obcutljivih molekularnih di-
agnosti¢nih metod, genetske spremembe
bakterije in razhajanje s cepilnimi antige-
ni, pomanjkanje obnovitvenih cepljenj ter
spremembe v sestavi cepiv ali shem ce-
pljenja (6, 7). Evropski center za preprece-
vanje in obvladovanje bolezni (angl. Eu-
ropean Centre for Disease Prevention and
Control, ECDC) si prizadeva izboljSati epi-
demioloSko spremljanje bolezni in poe-
notiti laboratorijsko diagnostiko za bol;jsi
nadzor oslovskega ka$lja v Evropi in spre-
mljanje ucinkov cepljenja ter ucinkovito-
sti cepiv. Ocenjujejo, da je oslovski kaSelj
Se vedno premalo prepoznana in posle-
di¢no premalo diagnosticirana bolezen,
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zlasti pri odraslih, in vidijo potrebo po
boljsi ozaveScenosti zdravstvenih delav-
cev in javnosti (8).

EPIDEMIOLOGIJA OSLOVSKEGA
KASLJA V SLOVENI]I
Pred uvedbo cepljenja proti oslovskemu
kaslju v letu 1959 je bilo v Sloveniji pri-
javljenih vec tiso¢ bolnikov z oslovskim
kaSljem letno (v letu 1957 skoraj 7.000).
Po uvedbi poZivitvenih odmerkov v dru-
gem letu in v starosti Stirih let (v letih
1961 in 1969), se je Stevilo bolnikov hi-
tro zniZevalo in v 90-ih letih prejSnjega
stoletja padlo pod 100 prijavljenih letno.
V letu 1990 je bil drugi poZivitveni od-
merek (pri starosti 4 let) opuscen, pred-
vsem zato, da se je zniZalo Stevilo od-
merkov proti davici in tetanusu (z 8 na
7 odmerkov) in ker takrat ni bilo prica-
kovati povecanja pojavnosti oslovskega
kaslja. Poleg tega so v letu 1999 celi¢no
cepivo zamenjali z neceli¢nim (9). Zara-
di opaznega povecanja pojavnosti oslo-
vskega ka$lja od leta 2003 dalje, pred-
vsem Vv letih 2006 in 2007, je bil v letu
2009 uveden dodaten poZivitveni odme-
rek proti oslovskemu ka$lju za otroke v
starosti 8 let (v tretjem razredu osnovne
Sole), in sicer tako, da so cepivo proti da-
vici in tetanusu, ki se je do takrat upo-
rabljalo pri otrocih v tej starostni sku-
pini, zamenjali s trivalentnim cepivom,
ki vkljucuje tudi komponento proti oslo-
vskemu kaslju.

Podatki epidemioloskega spremlja-
nja kaZejo, da so bile v Sloveniji v zadnjih

desetih letih najviSje incidencne sto-
pnje oslovskega kaslja zabeleZene v letih
2007 (35,4/100.000 prebivalcev) in 2010
(29,8/100.000 prebivalcev) (tabela 1). Vi-
soke incidencne stopnje se izmenjujejo z
niZjimi vsakih 2-4 let. V tem obdobju je
bilo prijavljenih skupno 3.591 bolnikov z
oslovskim ka$ljem, od tega 54,4 % Zensk
in 45,6 % moskih. Skoraj 6 % (209) bolni-
kov je bilo mlaj§ih od enega leta, skoraj
polovica prijavljenih (47,2 %) je bila sta-
rih 10-14 let. Najve¢ zbolelih v tem ob-
dobju je bilo starih 12 let (404-11,3 %),
nekaj manj pa 13 (387) in 11 let (323). V
zadnjem petletju je bilo najve¢ prijavlje-
nih bolnikov starih 13 let (13,9 %).

Najvisje stopnje obolevanja se v za-
dnjih letih pomikajo proti viSjim staro-
stim, od 11 let v letu 2011 na 14 let v letu
2015 (slika 1), kar bi utegnilo biti posle-
dica dodatnega poZivitvenega odmerka v
starosti 8 let (pred uvedbo - v letih 2006
do 2008 - so imeli najvecjo starostno-spe-
cifi¢no incidenco otroci, stari od devet do
enajst let).

Po podatkih s prijavnic je bilo v tem
obdobju laboratorijsko potrjenih 71 %
primerov oslovskega kaSlja. Med zbole-
limi je bila dobra polovica (53 %) popol-
no cepljenih proti oslovskemu kaslju. Bol-
nidni¢no zdravljenje je potrebovalo 22
% zbolelih, med mlajSimi od enega leta
jih je bolniSnicno zdravljenje potrebo-
valo kar 79 % (166 od 209). Najvedja in-
cidentna stopnja oslovskega kaSlja se
seli iz ene regije v drugo: v letu 2015 je
bila najviSja obolevnost na Gorenjskem

Tabela 1. Prijavljeni primeri in incidenéne stopnje oslovskega kaslja, Slovenija 2006-2015 (10).

Leto 2006 2007 2008

2009

2010 20M 2012 2013 2014 2015

Stevilo prijavljenih
primerov

Stevilo primerov/
100.000 preb.

551 708 181 442

27,5 354 9,0 21,6

611 284 178 169 399 68

29,8 13,8 8,7 8,2 19,4 3.3
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Slika 1. Starostno specifi¢ne incidenéne stopnje oslovskega kaslja, Slovenija, 2011-2015 (10).

(7,4/100.000 prebivalcev), v 2014 na Ko-
roSkem (136/100.000), v 2013 v novome-
8ki regiji (52/100.000), v 2012 v goriski
regiji (30/100.000) in v 2011 v maribor-
ski regiji (33/100.000 prebivalcev). Zadnja
smrt zaradi oslovskega ka$lja je bila zabe-
leZena v letu 2004 pri dojencku, mlajSem
od dveh mesecev (10).

V Sloveniji zabeleZimo 1-4 izbruhe
oslovskega kaslja letno. Zanimiv je bil iz-
bruh letos poleti na Gorenjskem, Kjer je
za oslovskim kaSljem zbolel pediater, ki je
bil njegov prenaSalec (11). Tekom izbru-
ha so dokazali, da je od 221 izpostavljenih
oseb, od tega 64 tesnih kontaktov, poleg
pediatra zbolelo Se sedem oseb. Prime-
ri so bili med seboj povezani, kar so epi-
demiologi ugotovili z anketiranjem in is-
kanjem kontaktov, zato so jih dodali pod
obravnavani izbruh. V literaturi porocajo,
da se izbruhi oslovskega kaslja kljub veli-
ki precepljenosti prebivalstva nadaljujejo
v neonatalnih enotah. Ti izbruhi so pogo-
sto povezani z zdravstvenimi delavci. Za
zgodnjo prepoznavo in posledi¢no izolaci-
jo obolelih pacientov kot zdravstvenih de-
lavcev je potrebna visoka stopnja pozor-
nosti ne glede na cepilni status (12).

V letu 2014 je 29 drZav iz obmocja
Evropske unije (EU) in Evropskega go-
spodarskega prostora (angl. European Eco-
nomic Area, EAA) porocalo na ECDC pre-
ko Evropskega sistema spremljanja (angl.
The European Surveillance System). Takrat
je bila prijavljena inciden¢na stopnja oslo-
vskega kaSlja v evropskem prostoru 9,1
na 100.000 prebivalcev. Najvecja je bila
v starostni skupini mlajSih od enega leta
(51,6/100.000), sledijo mladi 10-14 let
(24,4/100.000) in 15-19 let (19,7/100.000).
DrZavam priporocajo ponoven pregled
strategij cepljenja, da bi zagotovile zaS¢i-
to dojenckov; moZni pristopi so cepljenje
nosecnic ali poZivitvena cepljenja mlado-
stnikov in odraslih (4).

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA
OSLOVSKEGA KASLJA

MikrobioloSko potrjevanje oslovskega
kaslja je zahtevno zaradi razli¢ne speci-
fi¢nosti in obcutljivosti posameznih me-
tod. DrZave znotraj EU uporabljajo razli¢-
ne metodologije, zato si ECDC prizadeva
standardizirati in izboljSati diagnostiko
ter tako zagotoviti kakovost in primerlji-
vost podatkov. V letu 2011 je ECDC zacel
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projekt Usklajevanje dejavnosti za labora-
torijsko spremljanje oslovskega kaslja v
drZavah clanicah. Eden od glavnih ciljev
tega projekta je bil pripraviti protokol za
metodo dokazovanja DNA-povzrocitelja z
veriZzno reakcijo s polimerazo v realnem
casu (angl. real-time polymerase chain reac-
tion, RT-PCR) in s serolosko metodo za do-
kazovanje protiteles razreda IgG, usmer-
jenih proti PT, pri bolnikih s sumom na
oslovski kaSelj (13,14).

Laboratorijska merila za dokazovanje
oslovskega kaSlja so: osamitev bakteri-
je B. pertussis iz klini¢nega vzorca, dokaz
nukleinske kisline B. pertussis v klini¢-
nem vzorcu in specifi¢en protitelesni od-
ziv proti bakteriji B. pertussis. Samo ob iz-
polnjevanju Kklini¢nih in laboratorijskih
meril lahko opredelimo primer oslovske-
ga kaslja kot potrjen. Ce gre za bolnika, ki
izpolnjuje klinicna merila in je bil v sti-
ku s potrjenim primerom oslovskega ka-
§lja, nimamo pa laboratorijske potrditve,
tak primer razvrstimo kot verjeten primer
oslovskega kaslja (3).

V laboratoriju Oddelka za javnozdra-
vstveno mikrobiologijo Ljubljana (OJZ-
ML) Nacionalnega laboratorija za zdrav-
je, okolje in hrano (NLZOH) smo razvili in
za mikrobioloSko diagnostiko oslovskega
ka$lja uporabljamo vse tri metode: osami-
tev bakterije iz kuZnine, dokazovanje bak-
terijske DNA z metodo RT-PCR in serolo-
Sko diagnostiko. Med seboj se razlikujejo
po specifi¢nosti, ob¢utljivosti in ustrezno-
sti glede na to, v katerem obdobju bolezni
je bil vzorec odvzet. Tako sta v prvih dveh
tednih od zacetka Kklini¢nih znakov pri-
merna kultura in RT-PCR. RT-PCR ostaja
zaradi boljSe obcutljivosti primeren do ce-
trtega tedna od zacetkov klini¢nih znakov.
Od cCetrtega tedna naprej je najprimernej-
Sa seroloSka diagnostika.

NajprimernejSe mesto za odvzem ku-
Znine za namene osamitve bakterije in
RT-PCR je bris ali aspirat nosno Zrelnega
predela, pri ¢emer je zelo pomembno, da

je kuZnina odvzeta pravilno. Nazoren pri-
kaz pravilnega odvzema kuZnine najdemo
na spletu (15). Za odvzem brisa so primer-
ne konice iz dakrona ali rajona. Bomba-
Zne in alginatne konice niso primerne,
saj lahko zavirajo proces RT-PCR (106). Za
transport priporocajo transportna gojisca
(Amies z ogljem ali Regan/Lowe) in me-
todo osamitve bakterije ter predvsem ¢im
hitrejSi transport na sobni temperaturi v
laboratorij (transport, krajsi od Stirih ur)
(13, 17).

Osamitev bakterije iz kuZnine Se ve-
dno ostaja zlati standard, vendar se za-
radi slabSe obcutljivosti (manj od 60 %),
pocasne rasti in obcutljivosti bakterije na
transport uporablja redkeje in v ospredje
prihajajo molekularne metode (18). Kljub
temu je metoda osamitve bakterije pri-
merna za diagnostiko v zacetni fazi bo-
lezni (prva dva tedna od zacetkov klini¢-
nih znakov) in v primeru, da bolnik Se ni
prejemal antibiotika, ter ob zagotavljanju
pravilnega in hitrega transporta vzor-
ca do laboratorija. Osamitev bakterije je
priporocljiva tudi v primeru epidemije.
B. pertussis je po Gramu negativen koko-
bacil in za rast potrebuje posebna goji-
§¢a (gojisce Bordet Gengou s cefaleksi-
nom ali Regan/Lowe z ogljem). Bakterija
raste pocasi; po nekaj dnevih so pri tipi¢-
ni morfologiji kolonij/bakterijske kulture
potrebni nadaljnji biokemic¢ni testi, mi-
kroskopiranje in aglutinacija s specific¢-
nimi antiserumi. Skupen ¢as do koncne-
ga rezultata traja sedem dni, lahko tudi
ve€. Metoda osamitve B. pertussis v kul-
turi je podrobneje opisana v prispevku,
pripravljenem za strokovno srecanje Sek-
cije za klini¢no mikrobiologijo in bolni-
$nicne okuZbe - OkuZbe dihal, leta 2008
(19). Ceprav zdravnika zanima predvsem
rezultat testa, je za javnozdravstveno mi-
krobiologijo izrednega pomena prido-
bivanje kultur. Le tako lahko bakterijo
natancéneje opredelimo, po potrebi tipizi-
ramo, potrjujemo izbruhe ter ugotavlja-



116 Tamara Kastrin, Metka Paragi, Marta Grgit Vitek, Irena Grmek Kognik, Tjasa Zohar Cretnik

Oslovski kaselj ...

mo ustreznost cepiv na podlagi Studij an-
tigenov.

V zadnjem casu je za dokaz prisotno-
sti B. pertussis v vzorcih najbolj uveljavlje-
na metoda PCR, Se posebej njena razlicica
RT-PCR (20). Metodo lahko izvaja le labo-
ratorij, ki upoSteva pogoje dobre laborato-
rijske prakse za molekularno diagnostiko,
saj se tako izogne napakam pri interpre-
taciji in moZnosti kontaminacije vzorca
(http://www.hpa.org.uk/SMI). V primerja-
vi s kulturo je metoda PCR hitra (rezultat
v nekaj urah), zelo obcutljiva (70-99 %)
in specifi¢na (86-100 %) (18). Zazna tudi
mrtve bakterije v vzorcu, tako da zmanj$a
problem transporta in morebitne predho-
dne antibioti¢ne terapije. Zaradi vseh na-
Stetih prednosti lahko potrdimo bolezen
Ze zelo zgodaj, tako pripomoremo k zdra-
vljenju ter zlasti k preprecevanju prenosa
bakterije na ne-imune posameznike.

Metoda PCR je primerna za diagno-
stiko v prvih treh tednih po nastopu pr-
vih znakov bolezni, kasneje se koli¢ina
bakterijske DNA v nosno Zrelnem prede-
lu hitro zmanj$a (21). Vecina laboratorijev
uporablja za tar¢no nukleotidno zaporedje
za dokaz B. pertussis insercijsko sekvenco
1S481, ki je v genomu bakterije prisotna
v velikem Stevilu kopij. Zaporedje 1S481
imata lahko tudi B. holmesii in B. bron-
chiseptica (17). Zato je za potrjevanje po-
zitivnih rezultatov potrebno dodati za B.
pertussis bolj specifi¢no tarc¢o, najprimer-
nejSa je promotorska regija PT (ptxA-Pr)
(13, 22). Ker je ta tarca v bakterijskem ge-
nomu bakterije B. pertussis prisotna samo
v eni kopiji, je zato ta PCR manj obcutljiv
od PCR, ki pomnoZuje 1S481. Ob hkra-
tnem dokazu IS481 in ptxA-Pr, lahko za-
nesljivo potrdimo prisotnost B. pertussis
v kuZnini. Tar¢ni odsek DNA za dokazo-
vanje B. parapertussis je insercijsko zapo-
redje IS1001, ki ga imajo lahko tudi ne-
kateri sevi B. bronchiseptica. 1z prakti¢nih
razlogov lahko pozitivno 1S481 PCR Ste-
jemo kot verjetno okuZbo z B. pertussis,

ko po klini¢nih znakih sumimo na oslo-
vski kaSelj. Podobno lahko pozitiven PCR
na IS1001 Stejemo kot verjetno okuz-
bo z B. parapertussis. V primeru nepozna-
nih klini¢nih podatkov pa pozitiven PCR
na IS481 obravnavamo le kot dokaz okuz-
be z bakterijo iz rodu Bordetella. Metodo-
logija je podrobno opisana v priporocilih
ECDC (13). Objavljenih je veliko protoko-
lov z razli¢nimi tar¢nimi zaporedji DNA
za dokazovanje B. pertussis, prav tako je za
ta namen na voljo vec razli¢nih komerci-
alnih kompletov (17). NajpomembnejSe je,
da poznamo, katero tar¢no zaporedje do-
kazujemo, saj bomo le tako pravilno raz-
lagali naSe rezultate.

SeroloSko testiranje je indicirano pri
bolnikih, kjer znaki bolezni trajajo Ze ve¢
kot dva do tri tedne. Pri posameznikih, ki
kaSljajo manj od treh tednov, je priporo-
¢ljiva kombinacija obeh metod: RT-PCR in
seroloSka diagnostika. Pri starejSih otro-
cih, mladostnikih in odraslih oslovski ka-
Selj v vecini primerov nima tipi¢ne klinic-
ne slike, temve¢ se bolezen pojavlja kot
dolgotrajen kaSelj. SeroloSka diagnostika
ni primerna za otroke, mlajSe od dveh let,
in za osebe, pri katerih je od zadnjega ce-
pljenja minilo manj kot eno leto (23). Ker
PT vsebujejo vsa neceli¢na cepiva, ne mo-
remo razlikovati med imunskim odzivom,
ki je posledica okuZbe, in med imunskim
odzivom, ki je posledica cepljenja. Zato je
pri interpretaciji seroloskih rezultatov po-
trebno upoStevati tudi pretekla cepljenja.

Za seroloSko diagnostiko oslovskega
kaSlja najpogosteje uporabljamo encim-
sko imunski test, s katerim kvantitativ-
no dolo¢imo koli¢ino specifi¢nih protite-
les. Po priporo¢ilih ECDC so to protitelesa
razreda IgG, ki so usmerjena proti PT. V
priporocilih je podana tudi potreba po po-
enotenju vrednosti, rezultat je potrebno
podati v internacionalnih enotah (IU/ml).
Kot referen¢ni reagent za ovrednotenje
metode priporocajo uporabo standardne-
ga seruma lst WHO International Refe-
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rence Reagent NIBSC 06/142. Protitelesa
razreda IgA proti-PT dolo¢amo kvantita-
tivno samo v primeru mejne vrednostih
protiteles IgG proti-PT ter si tako poma-
gamo vrednotiti rezultat (14, 23, 24). Na
trzis¢u vec¢ proizvajalcev ponuja komer-
cialne encimsko imunske diagnosti¢ne
komplete za dokaz protiteles proti pov-
zroCitelju oslovskega kaslja. Pri izbiri je
pomembno, da je kot antigen uporabljen
samo PT, da je rezultat podan v IU/ml in
da preko procesa ovrednotenja v labora-
toriju preverimo ustreznost komercialne-
ga kompleta.

Za interpretacijo seroloSkih rezulta-
tov je najprimernej$i parni vzorec seru-
moyv, odvzetih v razmiku 2 do 4 tednov. V
primeru serokonverzije ali 100 % zviSanja
ali zniZanja koncentracije protiteles lahko
zanesljivo potrdimo diagnozo oslovskega
kaSlja. Vendar dinamika protiteles pri po-
sameznikih ni enaka in koli¢ine protite-
les ne naraScajo oz. padajo vedno skladno
z literaturo. Poleg tega imamo v praksi
najveckrat na razpolago samo en vzorec
seruma. Zato so na podlagi razli¢nih $tu-
dij dolocili mejno koli¢ino IgG proti-PT,
ki naj bi bila med 50 IU/ml in 120 IU/ml
(14, 23). Tako lahko Ze z enim serumskim
vzorcem z ustrezno visoko koli¢ino proti-
teles IgG proti-PT potrdimo oslovski ka-
Selj. Pri evropski serolo3ki raziskavi, ki je
bila izpeljana v letu 2016 v 25 evropskih
referencnih laboratorijih, je 18 laboratori-
jev uporabljalo komercialne diagnosti¢ne
komplete. Raziskava je pokazala na dobre
rezultate komercialnih kompletov, ki do-
lo€ajo samo protitelesa IgG proti-PT.

ZAKLJUCEK

Oslovski kaSelj ostaja kljub visoki prece-
pljenosti populacije endemicen z vi§jimi
stopnjami pojavnosti na tri do pet let ter

znacilnim pojavljanjem izbruhov. Je bole-
zen, zaradi katere lahko tudi v razvitem
svetu umirajo dojencki. Najbolj u¢inkovit
nacin preprecevanja oslovskega kaslja je
cepljenje. V vecini drZav so celi¢na cepiva
zamenjali z neceli¢nimi. V zadnjih dvajse-
tih letih se je pojavnost oslovskega kaslja
povecala in zasledili so premik v starejSe
starostne skupine, hkrati pa tudi ve¢ pri-
merov pri neza$¢itenih dojenckih. Vzrok
bi lahko bili izboljSano spremljanje in di-
agnostika (uvedba PCR), boljSa osveSce-
nost zdravnikov, hitrej§i upad za$€itnih
protiteles po cepljenju z neceli¢nimi cepi-
vi in prilagoditev same bakterije. Dokaza-
ne so spremembe v bakterijskem genomu,
ki nakazujejo na prilagoditev bakterije na
cepivo (23, 24). Tudi zmanjSanje Stevi-
la antigenov v neceli¢nih cepivih bi lah-
ko vplivalo na laZjo prilagoditev bakteri-
je (25). Zaradi vsega naStetega je potrebno
oslovski kaSelj spremljati tako epidemio-
loSko kot laboratorijsko na nacionalnem
nivoju. O prisotnosti bolezni je treba
osveScati zdravnike, da ob znaéilni klini¢-
ni sliki pomislijo na bolezen in vzame-
jo kuZnine za mikrobiolosko potrjevanje.
Zgodnja diagnostika omogoca ucinkovito
zdravljenje, ki prepreci Sirjenje bakterije
v populaciji in hudo bolezen pri nezaS¢i-
tenih dojenckih. Z laboratorijskega vidi-
ka je pomembno poudariti pomen stan-
dardizacije diagnostike, predvsem uporabo
pravih tar¢nih zaporedij pri molekularnih
metodah za pravilno ovrednotenje rezul-
tatov in moZnost uporabe seroloSke dia-
gnostike z dolofanjem protiteles razreda
IgG proti PT v enem serumskem vzorcu.
Pomembno je tudi ohranjanje klasi¢ne di-
agnostike z osamitvijo B. pertussis zaradi
moznosti tipizacije in spremljanja bakte-
rijske evolucije ter ugotavljanja ustrezno-
sti cepiv.
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Invazivne pnevmokokne okuzbe po uvedbi
cepljenja s konjugiranim cepivom

v nacionalni program cepljenja

Invasive Pneumococcal Diseases After the Introduction of Conjugate

Vaccine in the National Immunization Program
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IZHODISCA. Slovenija je bila pred uvedbo cepljenja po podatkih Evropskega centra
za preprecevanje in obvladovanje bolezni ena od drZav z najvi$jo incidenco invaziv-
nih pnevmokoknih okuZb z nara$¢anjem incidence pri odraslih. Hkrati smo beleZili vi-
soko stopnjo odpornosti proti makrolidom pri otrocih. Z uvedbo neobveznega ceplje-
nja po podatkih iz literature pri¢akujemo zmanjSanje incidence teh obolenj, zmanjSanje
odpornosti proti antibiotikom in zmanj$anje nosilstva v populaciji. METODE. V okvi-
ru nacionalnega spremljanja invazivnih obolenj, povzro¢enih s Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis in Streptococcus pneumoniae, v Sloveniji na Oddelku za javno zdra-
vstveno mikrobiologijo Ljubljana Nacionalnega laboratorija za zdravje, okolje in hrano
od leta 1993 zbiramo invazivne izolate pnevmokokov. Od leta 1993 do septembra 2016
smo tako prejeli 4.032 izolatov. Vsem smo potrdili identifikacijo, dolo€ili obcutljivost
za antibiotike, jih tipizirali in zamrznili na -70 °C. V prispevku smo primerjali dve ob-
dobji: obdobje pred uvedbo konjugiranega pnevmokoknega cepiva v nacionalno cepilno
shemo (do leta 2014) in obdobje po uvedbi 10-valentnega cepiva (leto 2015 do septem-
bra 2016). REZULTATI. Incidenca invazivnih pnevmokoknih okuZb v letu 2014 je bila
26,2/100.000 otrok, v letu 2015 pa 15,6/100.000 (ob 48,8 % precepljenosti), kar je Se ve-
dno v mejah incidence zadnjih opazovanih let in o vplivu cepljenja Se ne moremo go-
voriti. Zaskrbljujoc¢a je situacija pri odraslih, ki kaZe najvecjo incidenco do sedaj ravno
v letu 2015, in sicer kar 16,1/100.000 odraslih. ZAKLJUCKI. Ker je cepljenje neobvezno,
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bo za jasno vidne rezultate potrebno pocakati. Za hitrejSe zmanjSanje javnozdravstvene
problematike pnevmokoknih okuZb v tem ¢asu bi bilo potrebno boljSe osveScanje jav-
nosti o pomenu cepljenja otrok, kakor tudi cepljenja odraslih s 13-valentnim konjugi-
ranim cepivom.

ABSTRACT

KEY WORDS: Streptococcus pneumoniae, invasive pneumococcal diseases, conjugate pneumococcal va-

ccines, vaccination

BACKGROUNDS. According to the European Centre for Disease Prevention and Con-
trol, Slovenia was one of the countries with the highest incidence of invasive pneumo-
coccal diseases before the introduction of vaccination. At the same time we had a high
degree of macrolide resistance in children and an increasing incidence of pneumococcal
invasive diseases in adults. With the introduction of the optional pneumococcal vacci-
nation, according to the data from the literature, a decrease of incidence, reduction of
the level of antibiotic resistance and carriage should be expected. METHODS. Within
the National suirveillance of invasive diseases caused by Haemophilus influenzae, Neis-
seria meningitidis and Streptococcus pneumoniae in Slovenia, at the Department for Pu-
blic Health Microbiology Ljubljana of the National Laboratory of Health, Environment
and Food, we have been collecting pneumococcal isolates since 1993. Until September
2016, we have received in total 4,032 pneumococcal isolates. All isolates were identifi-
ed, tested for antibiotic resistance, typed and frozen at -70 °C. In this paper, we compa-
red two periods: the period before the introduction of pneumococcal conjugate vaccine
in national vaccination scheme (until 2014) and the period after the introduction of the
vaccine (2015 to September 2016). RESULTS. The incidence of invasive pneumococcal
diseases was 26.2/100,000 children in 2014 and 15.6/100,000 in 2015 (at 48.8% immu-
nization coverage), which is still within the recent observed incidences, so the impact
of vaccination can not be detected yet. Worrying is the situation in adults, showing the
higher incidence in 2015, 16.1/100,000 adults. CONCLUSIONS. Considering that the va-
ccination is optional, more time is needed for the relevant results of vaccine impact. In
the mean time, a greater promotion of childhood vaccination as well as of adult vacci-
nation with 13-valent conjugate vaccine needs to be done for a faster reduction of pne-
umococcal diseases.

IZHODISCA

Bakterija Streptococcus pneumoniae pred-
stavlja glede na pogostost in resnost
okuZb velik javnozdravstveni problem
tako pri nas, v Evropi, kot tudi v svetu. Je
najpogostejsi bakterijski povzrocitelj ne-
invazivnih okuZb zgornjih in spodnjih di-
hal in hkrati najpogostej$i povzrocitelj in-
vazivnih okuZb, ki imajo izvor v dihalih
pri nas, zlasti po uvedbi cepljenja proti

Haemophilus influenzae b (Hib). Smrtnost
pri odraslih bolnikih s pljucnico, ki jo
spremlja bakteriemija in z meningitisom,
je v Sloveniji med 20-30 %, pri otrocih
pa je niZja (1). Velik problem pri zdravlje-
nju pnevmokoknih okuZb predstavlja vse
vecji deleZ proti enemu ali ve¢ antibioti-
kom odpornih izolatov. Pojav pnevmoko-
kov, odpornih proti penicilinu in drugim
betalaktamskim antibiotikom, je privedel
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do povecane rabe makrolidov, fluorokino-
lonov in drugih nebetalaktamskih anti-
biotikov, kar je imelo za posledico pojav
odpornosti tudi proti tem antibiotikom.
Poseben problem so tudi veckratno od-
porni izolati, ki se pojavljajo vedno pogo-
steje (2).

Od vseh bakterijskih okuZb, ki jih lah-
ko preprec¢imo s cepljenjem, imajo pnev-
mokokne najve¢jo smrtnost (3). Tako je
cepljenje pridobilo na pomenu pri obvla-
dovanju teh okuZb, zlasti z uvedbo pnev-
mokoknih konjugiranih cepiv (4-6). Ste-
vilne drZave po uvedbi cepljenja porocajo
o ob¢utno zniZani incidenci invazivnih
pnevmokoknih okuZb, zlasti pri otrocih
pod 2 leti (7-9). Enako poroc¢ajo o zniZeva-
nju nosilstva v cepljeni populaciji otrok,
kar je ena od prednosti konjugiranih ce-
piv (10, 11). BeleZijo tudi zmanjSano Ste-
vilo hospitalizacij zaradi pnevmokoknih
plju¢nic kakor tudi niZjo incidenco aku-
tnega vnetja srednjega uSesa (12, 13). Gle-
de na niZjo incidenco serotipov, ki so v
cepivih in ki so hkrati tudi najpogosteje
nosilci odpornosti, poro¢ajo po uvedbi ce-
pljenja tudi o zmanjSanju le-te (14, 15).

Z letom 2015 smo s Programom ce-
pljenja v Sloveniji za vse otroke, rojene
po 1. 10. 2014, uvedli neobvezno ceplje-
nje proti pnevmokoknim okuZbam s ko-
njugiranim 10-valentnim cepivom. Ker
na Oddelku za javnozdravstveno mikro-
biologijo Nacionalnega laboratorija za
zdravje, okolje in hrano (NLZOH) spre-
mljanje invazivnih pnevmokoknih okuZb
poteka Ze od leta 1993, smo pripravi-
li pregled pomembnih epidemioloskih
in mikrobioloskih podatkov pred in po
uvedbi cepljenja (4).

METODE

V okviru nacionalnega spremljanja in-
vazivnih obolenj, povzrocenih s H. influ-
enzae, Neisseria meningitidis in S. pneu-
moniae, v Sloveniji na Oddelku za javno
zdravstveno mikrobiologijo Ljubljana NL-

ZOH, okolje in hrano Ze od leta 1993 zbi-
ramo izolate pnevmokokov. S spremlja-
njem smo zaceli pri otrocih (< 15let) in ga
nato 1996 leta raz§irili Se na odrasle. Izo-
late prejemamo iz osmih oddelkov Cen-
tra za medicinsko mikrobiologijo NLZOH
(Maribor, Celje, Kranj, Novo mesto, Nova
Gorica, Murska Sobota, Koper), InStitu-
ta za mikrobiologijo in imunologijo Me-
dicinske fakultete v Ljubljani, Splo$nih
bolnisnic Nova Gorica, Slovenj Gradec in
Golnik. Od leta 1993 do septembra 2016
smo tako prejeli 4.032 izolatov. Vsem smo
potrdili identifikacijo, dolo¢ili obcutlji-
vost za antibiotike, jih tipizirali in zamr-
znili na -70 °C. Serotip pnevmokokov smo
dolo¢ili z reakcijo nabrekanja kapsule ali
Neufeld Quellung-ovo reakcijo z mono-
klonskimi protitelesi proizvajalca Statens
Serum Institut, Danska. V prispevku smo
zajeli in primerjali dve obdobji: obdobje
pred uvedbo konjugiranega pnevmoko-
knega cepiva v nacionalno cepilno shemo
(do leta 2014) in obdobje po uvedbi cepiva
(leto 2015 do septembra 2016).

Obcutljivost za antibiotike smo te-
stirali z metodo difuzije v agarju z diski
in z dolocanjem minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK) z E-testi (Biomérie-
ux). Podatke smo interpretirali v skladu s
standardi CLSI (angl. Clinical and Labora-
tory Standards Institute), po letu 2014 pa
v skladu s standardi EUCAST (angl. Euro-
pean Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing). V prispevku smo zajeli po-
datke o odpornosti izolatov od leta 2005
do 2015.

Vzroke za odpornost proti makroli-
dom smo na molekularnem nivoju dolo-
¢ili 158 izolatom pnevmokokov, odpornim
proti eritromicinu, ki so bili izolirani v le-
tih 2010-2012. Z metodo veriZne reakcije
s polimerazo (angl. polymerase chain reacti-
on, PCR) smo dokazovali prisotnost genov
erm(B), erm(TR), mef(A) in mef(E) (16, 17).

Z metodo gelske elektroforeze v pul-
zirajoem polju (angl. pulsed-field gel elec-
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trophoresis, PFGE) smo tipizirali 71 izo-
latov pnevmokokov, pri katerih smo
dokazali prisotnost gena mef(A). Restrik-
cijo smo izvedli z restrikcijskim enci-
mom Smal, elektroforezo na aparatu Gene
Path@System na programu 12 s pogoji
elektroforeze: 6 V/cm, naras¢ajo¢ pulzni
¢as od 1-17 s, trajanje 18,5 ur. Rezultate
smo analizirali s programom Bionumeri-
cs (Applied-Maths, Saint-Martens-Latem,
Belgium) in izrisali UPGMA dendrogra-
me s koeficientom Dice (optimizacija
1 %, toleranca 1,5 %). Skupine sorodnih
izolatov na podlagi restrikcijskih vzorcev
(pulzotipov) smo opredelili kot izolate z >
80 % sorodnostjo.

REZULTATI

Pregled incidence invazivnih obolenj
otrok po letih kaZe (slika 1), da se je po vpe-
ljavi cepljenja proti Hib incidenca inva-
zivnih pnevmokoknih obolenj povecala in
dosegla vrhove v letih 2009 (24,8/100.000

otrok) in 2014 (26,2/100.000 otrok). V letu
2015 je bilo uvedeno neobvezno cepljenje
otrok s konjugiranim 10-valentnim cepi-
vom (angl. pneumococcal conjugate vaccine,
PCV 10), ki se je po takratni epidemiolo8ki
situaciji ujemalo z 71,7 % kroZecih seroti-
pov invazivnih izolatov otrok pod dvemi
leti, za razliko od 13-valentnega (PCV 13),
ki se je takrat ujemalo z 90,2 % teh izola-
tov (slika 2).

Leto po uvedbi cepljenja s konjugira-
nim pnevmokoknim cepivom $e ne bele-
Zimo vecjega padca teh invazivnih obo-
lenj v letu 2015 (slika 1). Enako incidenca
invazivnih obolenj otrok pod dvemi leti v
letu 2015 ne kaZe padca (slika 3).

Pri odraslih pnevmokokna invaziv-
na obolenja prevladujejo glede na ostala
dva povzrocitelja v vseh opazovanih letih
(slika 4). Incidenca nara3ca. Najvec¢jo inci-
denco v vseh opazovanih letih so dosegla
v letu 2015 (16,1/100.000 odraslih).

35
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=

1997
1999
2000™

M S. pneumoniae
B N. meningitidis
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Slika 1. Kumulativna incidenca invazivnih obolenj, povzrocenih z bakterijami Streptococcus pneumoni-
ae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, pri otrocih (0-14 let) od leta 1993 do 2015 v Sloveni-
ji. * = uvedba neobveznega 10-valentnega konjugiranega pnevmokoknega cepiva v nacionalni program
cepljenja,** - uvedba cepljenja proti Hoemophilus influenzae b.
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Slika 2. Odstotek ujemanja kroZetih serotipov invazivnih pnevmokokov pri otrocih, po starostnih sku-
pinah, z zas¢itnimi serotipi v 7-, 10- in 13-valentnem konjugiranem cepivu v Sloveniji (2010-2014). PCV
- konjugirano pnevmokokno cepivo (angl. pneumococcal conjugate vaccine).
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Slika 3. Incidenca invazivnih obolenj povzrocenih z bakterijo Streptococcus pneumoniae pri otrocih, mlaj-
Sih od dveh let, od leta 2013 do 2015 v Sloveniji.
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Slika 4. Kumulativna incidenca invazivnih obolenj povzrogenih z bakterijami Streptococcus pneumoniae,
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae pri odraslih od leta 1996 do 2015 v Sloveniji.

Frekvenca najpogostej§ih serotipov  zimo vec kot 50 % padec prisotnosti cepil-
pred in po uvedbi cepljenja (slika 5) kaZe,  nih serotipov 23F in 6B, kar pa Se ni mo¢
da cepilnega serotipa 18C po uvedbi ceplje-  pripisati vplivu cepljenja zaradi prekratke-
nja zaenkrat ne zasledimo, ravno tako opa-  ga opazovanega obdobja po cepljenju.
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Slika 5. Frekvenca najpogostejsih serotipov pri otrocih v obdobju 2013-2014 (pred uvedbo cepiva v naci-
onalno cepilno shemo) in v obdobju 2015-2016 (po uvedbi cepljenja). O - serotipi zajeti v 10-valentnem
konjugiranem cepivu (PCV 10), ** - do konca septembra 2016.
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Tabela 1. DeleZi odpornosti (odporni in vmesno odporni) invazivnih izolatov pnevmokokov pri otrocih po

letih v Sloveniji.
Otroci Penicilin Cefotaksim Cefuroksim Eritromicin
Leto Stevilo S (%) 1+R (%) S (%) 1+R (%) S (%) 1+R (%) S (%) 1+R (%)
2005 39 79,5 20,5 94,9 51 87,2 12,8 82,1 17,9
2006 31 56,7 433 93,3 6,7 76,7 233 76,7 233
2007 65 70,8 29,2 96,9 31 86,2 13,8 754 24,6
2008 59 67,8 32,2 83,1 16,9 814 18,6 69,5 30,5
2009 70 85,7 14,3 94,3 5,7 90,0 10,0 714 28,6
2010 52 80,0 20,0 92,3 77 90,2 9,8 65,4 34,6
201 61 82,0 18,0 91,8 8,2 90,2 9,8 55,7 44,3
2012 59 89,8 10,2 93,2 6,8 93,2 6,8 61,0 39,0
2013 47 91,5 8,5 95,7 43 93,6 6,4 78,7 21,3
2014 74 83,8 16,2 973 2,7 91,9 81 73 27
2015° 47 87,2 12,8 97,9 21 93,6 64 70,2 29,8

2 EUCAST standard (angl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

V tabeli 1 je prikazana obcutljivost na
antibiotike invazivnih izolatov pnevmo-
kokov pri otrocih v obdobju od leta 2005
do leta 2015.

V opazovanem obdobju se je izkaza-
la odpornost na antibiotike problematic-
na zlasti pri otrocih, saj je bila v letu 2011
odpornost proti eritromicinu kar 44,3 %
(tabela 1, slika 6). Zato smo v letih 2010-
2012, ko je bila najvi$ja (slika 6), pri 158
izolatih odraslih in otrok z metodo PCR
molekularno opredelili prisotnost genov,
odgovornih za odpornost proti makroli-
dom: erm(B), erm(TR), mef(A) in mef(E).
Pri 71 izolatih smo dokazali prisotnost
gena mef(A), pri 61 izolatih gen erm(B),

pri 18 izolatih gen mef(E). Prisotnost gena
erm(TR) nismo dokazali pri nobenem izo-
latu, pri 8 izolatih nismo nasli nobenega
izmed teh genov.

Z metodo PFGE smo tem 71 mef(A)
izolatom dolocili stopnjo sorodnosti v
primerjavi z mednarodnimi kloni (Pneu-
mococcal Molecular Epidemiology Net-
work). Od tega je bilo 63 (88,7 %) med se-
boj genetsko sorodnih in hkrati sorodnih
z mednarodnim klonom England!-9 sero-
tipa 14, ki je najpogostejsi pri otrocih (sli-
ka 5). Poleg serotipa 14 so bili med najpo-
gostejSimi nosilci odpornosti Se serotipi
19A, 19F, 6A in 6B (slika 7).
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Slika 6. DeleZi odpornosti invazivnih izolatov pnevmokokov proti makrolidom pri otrocih (ERY children)
in odraslih (ERY adults) po letih v Sloveniji.
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Slika 7. Odpornost proti makrolidom glede na serotip pri invazivnih izolatih otrok od leta 2013 do septem-
bra 2016 v Sloveniji. O - serotipi zajeti v 10-valentnem konjugiranem cepivu (PCV 10), I+R - intermedi-
arno odporni in odporni, S - obéutljivi.

RAZPRAVA incidenco invazivnih pnevmokoknih obo-

Glede na evropske podatke zbrane pri  lenj, saj so Stevilne druge evropske drzZave
Evropskem centru za preprecevanje in ob-  Ze pred nami uvedle cepljenje v nacional-
vladovanje bolezni je bila Slovenija pred ne programe (18, 19). Prav tako smo bele-
uvedbo cepljenja ena od drZav z najvi§jo  Zili zelo visoke odstotke odpornosti zlasti
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proti makrolidom pri otrocih (2, 20, 24). V
letu 2013 smo celo beleZili prvi pojav epi-
demije pljucnic, povzrocene s serotipom
OA, pri odraslih v DSO (21). Incidenca pri
odraslih je v vsem opazovanem casu na-
kazovala trend nara$canja (slika 4) (24).
Vpeljava konjugiranega cepiva je bila zato
pomemben javnozdravstveni ukrep, ki bo
pomagal obvladovati pnevmokokne okuZz-
be ob primerni precepljenosti (22). Prece-
pljenost proti pnevmokoknim okuZbam
pomeni deleZ otrok, ki so bili do 12. me-
seca starosti cepljeni z dvema odmerkoma
cepiva. Precepljenost proti pnevmokokom
je v Sloveniji v letu 2015 znaSala 48,8 %
(najniZja v mariborski - 34,9 % in celjski
- 38,2 % zdravstveni regiji ter najvisja v
kranjski - 64,6 % in ljubljanski - 54,7 %
zdravstveni regiji; podatki NIJZ).

Incidenca invazivnih pnevmokoknih
okuzb v letu 2014 je bila 26,2/100.000
otrok, v letu 2015 pa 15,6/100.000 (ob
48,8 % precepljenosti), kar je Se vedno v
mejah incidence v zadnjih opazovanih le-
tih (npr. leta 2013 je bila 16,6/100.000) in
o ucinku cepljenja Se ne moremo govoriti.
V primerjavi z uvedbo obveznega ceplje-
nja proti Hib v letu 2000 vidimo, da je ta-
krat incidenca v enem letu padla s 6,8 na
2,5/100.000 otrok (ob 97,7 % precepljeno-
sti), kar je bila takrat najniZja opazovana
incidenca v vseh letih (slika 1). Te razlike
v padcu incidence po enem letu po uved-
bi cepljenja pripisujemo manjsi preceplje-
nosti s pnevmokoknim cepivom, ker je ce-
pljenje za razliko od cepljenja proti Hib
neobvezno.

Zaskrbljujo¢a je situacija pri odra-
slih, ki kaZe najvecjo incidenco do sedaj
ravno v letu 2015 (slika 4), in sicer kar
16,1/100.000 odraslih. Torej bi morali re-
sno razmisliti o ve¢jih moZnostih upora-
be 13-valentenga konjugiranega cepiva
za odrasle (PCV 13), saj bo cepljenje otrok
vplivalo na zmanjSanje incidence pri
odraslih kasneje, kot se je sprva morda
zdelo (23).

Zastopanost serotipov, ki so v cepi-
vu in med kroZe€imi, bo potrebno Se na-
dalje spremljati, da bomo lahko govorili o
zmanjSanih incidencah cepilnih in o mo-
Znih »nadomestnih necepilnih« serotipih
s statisti¢no gotovostjo.

Problem odpornosti proti makrolidom
pri otrocih je posledica vecje rabe tega an-
tibiotika (20, 25, 20). Za tako visoko sto-
pnjo odpornosti proti eritromicinu v letih
2010 do 2012 v Sloveniji je bila odgovor-
na tudi razSiritev skupine sorodnih izola-
tov seroskupine 14, sorodnih angleSkemu
klonu England!*-9. Z osve$Canjem stro-
kovne in lai¢ne javnosti o smotrni rabi an-
tibiotikov se odpornost proti makrolidom
pri otrocih od leta 2011 zmanj$uje (tabela
1). Dodatno pa lahko pri¢akujemo zmanj-
Sanje deleZa odpornosti tudi po vpeljavi
cepljenja za otroke, saj so cepilni seroti-
pi v glavnem tudi nosilci odpornosti (sli-
ka 5, slika 7) (27, 28). Pomemben je tudi
vpliv konjugiranih cepiv na nosilstvo, saj
ta cepiva za razliko od ostalih zmanjSujejo
nosilstvo v precepljeni populaciji in s tem
Sirjenje najpogostejSih serotipov, ki vpli-
vajo na incidenco invazivnih obolenj (29).

ZAKLJUCEK

Slovenija je bila pred uvedbo cepljenja po
podatkih Evropskega centra za preprece-
vanje in obvladovanje bolezni ena od dr-
Zav z najvisjo incidenco invazivnih pnev-
mokoknih okuZb z nara§¢anjem incidence
pri odraslih. Hkrati smo beleZili visoko
stopnjo odpornosti proti makrolidom pri
otrocih. Z uvedbo neobveznega ceplje-
nja po podatkih iz literature pri¢akujemo
zmanjSanje incidence teh obolenj, zmanj-
Sanje odpornosti proti antibiotikom in
zmanjSanje nosilstva v populaciji.

Ker je cepljenje neobvezno, bo za jasno
vidne rezultate potrebno pocakati. Za hi-
trejSe zmanj$anje javnozdravstvene pro-
blematike pnevmokoknih obolenj v tem
casu bi bilo potrebno boljSe osveScanje
javnosti o pomenu cepljenja otrok (prece-
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pljenost je le 48,8 %), kakor tudi ceplje- nadzor nad serotipi zaradi moZnosti po-
nja odraslih s 13-valentnim konjugiranim  vecanja incidence necepilnih serotipov in
cepivom. Za nadaljnje javnozdravstvene  moZnosti razSirjanja mednarodnih klonov
ukrepe je enako potreben laboratorijski kot nosilcev odpornosti.

LITERATURA

~N

12.

13.

15.

16.

. Cizman M, Paragi M, Gubina M, et al. Epidemiologija invazivnih pnevmokoknih okuzb v Sloveniji, 1997-1998.

Zdrav Vestn. 2000; 69: 587-92.

. Paragi M, Cizman M, Kastrin T, et al. Obéutljivost pnevmokokov za antibiotike v Sloveniji in pristop k zdra-

vljenju. In: Beovi¢ B, Strle F, Tomazic J, eds. Problemi protimikrobne odpornosti v Sloveniji: ali znamo odgo-
voriti?. Nalezljive izpus¢ajne bolezni. Ljubljana: Sekcija za protimikrobno zdravljenje, SZD; 2011. p. 11-20.

. 0'Brien KL, Wolfson L), Watt JP, et al. Burden of disease caused by Streptococccus pneumoniae in children

younger than 5 years: global estimates. Lancet. 2009; 374 (9693): 893-902.

. De Carvalho Gomes H, Muscat M, Monnet DL, et al. Use of seven-valent pneumococcal conjugate vaccine

(PCV7) in Europe, 2001-2007. Euro Surveill. 2009; 14 (12): 1-6.

. Paragi M, Kastrin T, Mio¢ V, et al. Epidemiologic situation (from 2004 to 2008) and origins for the introduc-

tion of PCV in childhood vaccination program in Slovenia. In: 7th International Symposium on Pneumococci
and Pneumococcal Diseases: book of abstracts. 2010 March 14-18; Tel Aviy, Israel. [S. |.: s. n.]; 2010. p. 110-11.

. Yeh SH, Gurtman A, Hurley DC, et. al. Immunogenicity and safety of 13-valent pneumococcal conjugate

vaccine in infants and toddlers. Pediatrics. 2010; 126 (3): e493-505.

. Waight PA, Andrews NJ, Ladhani SN, et al. Effect of the 13-valent pneumococcal conjugate vaccine on in-

vasive pneumococcal disease in England and Wales 4 years after its introduction: an observational cohort
study. Lancet Infect Dis. 2015; 15 (5): 535-43.

. Moore CE, Paul J, Foster D, et al. Reduction of invasive pneumococcal disease 3 years after the introduction

of the 13-valent conjugate vaccine in the Oxfordshire region of England. ) Infect Dis. 2014; 210 (7): 1001-11.

. Lepoutre A, Varon E, Georges S, et al. Impact of the pneumococcal conjugate vaccines on invasive pneumo-

coccal disease in France, 2001-2012. Vaccine. 2015; 33 (2): 359-66.

. Valente C, Hinds J, Gould KA, et al. Impact of the 13-valent pneumococcal conjugate vaccine on Streptoco-

ccus pneumoniage multiple serotype carriage. Vaccine. 2016; 34 (34): 4072-8.

. WHO Expert Committee on Biological Standardization. Recommendations to assure the quality, safety and

efficacy of pneumococcal conjugate vaccines. Replacement of WHO Technical Report Series, No. 927, Annex
2. WHO Technical Report Series. 20089.

Baldo V, Cocchio S, Gallo T, et al. Impact of pneumococcal conjugate vaccination: a retrospective study of
hospitalization for pneumonia in North-East Italy. ] Prev Med Hyg. 2016; 57 (2): E61-8.

Littorin N, Ahl J, Uddén F, et al. Reduction of Streptococcus pneumoniae in upper respiratory tract cultures
and a decreased incidence of related acute otitis media following introduction of childhood pneumococcal
conjugate vaccines in a Swedish county. BMC Infect Dis. 2016; 16 (1): 407.

. Imahl M, Reinert RR, van der Linden M. Antibiotic susceptibility rates of invasive pneumococci before and

after the introduction of pneumococcal conjugate vaccination in Germany. Int ] Med Microbiol. 2015; 305 (7):
776-83.

Picazo J). Management of antibiotic-resistant Streptococcus pneumoniae infections and the use of pneu-
mococcal conjugate vaccines. Clin Microbiol Infect. 2009; 15 (Suppl 3): 4-6.

Sutcliffe ), Grebe T, Tait-Kamradt A, et. al. Detection of erythromycin-resistant determinants by PCR. Anti-
microb Agents Chemother. 1996; 40 (11): 2562-6.

. Del Grosso M, lannelli F, Messina C, et al. Macrolide efflux genes mef(A) and mef(E) are carried by different

genetic elements in Streptococcus pneumoniae. ) Clin Microbiol. 2002; 40 (3): 774-8.

. European Centre for Disease Prevention and Control. Annual epidemiological report 2014 - Vaccine-preven-

table diseases - invasive bacterial diseases. Stockholm: ECDC; 2015.

. Paragi M. Pnevmokokne okuZbe in njihova razsirjenost v Evropi in Sloveniji. In: Strokovno posvetovanje

zdravnikov in medicinskih sester, ki izvajajo cepljenje v zdravstveni regiji Novo mesto; 2013 Oct 16; Novo
mesto, Slovenija. [S. |.: 5. n.]; 2013.



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4: 131

20.

21.

22.
23.

24,

25.

26.

28.

29.

Kastrin T, Paragi M, Kolman J, et al. Increase of the serotype 14 and m-phenotype among macrolide resistant
invasive pneumococci in Slovenia, 2000-2008. In: 7th International Symposium on Pneumococci and Pneu-
mococcal Diseases: book of abstracts. 2010 March 14-18; Tel Aviy, Israel. [S. I.: s. n.]; 2010. p. 87-8.

Prebil K, Beovi¢ B, Paragi M, et al. First report of an outbreak of pneumonia caused by Streptococcus pneu-
moniae serotype 6A. Wien Klin Wochenschr. 2016; 128 (1-2): 68-70.

Pravilnik o dolocitvi Programa cepljenja in zas¢ite z zdravili za leto 2016. Uradni list RS 5t. 35/2016.

Paragi M, Cizman M, Kastrin T, et al. Moznosti uporabe pnevmokoknih cepiv pri odraslih. In: Kraigher A,
Skaza A, eds. Javno zdravje - priloZnost za spreminjajoco se druzbo: zbornik izvle¢kov, 5. slovenski kongres
preventivne medicine. 2012 Nov 15.-17,; PortoroZ, Slovenija. Ljubljana: Sekcija za preventivno medicino Slo-
venskega zdravniskega drustva; 2013. p. 55.

Paragi M. Epidemioloska situacija invazivnih pnevmokoknih okuZb v Sloveniji in Evropi. In: Strokovni posvet
- Prve izkugnje ob uvedbi pnevmokoknega cepljenja za otroke. 2015 May 22; Ljubljana, Slovenia. [S.l.:s. n.];
2015.

Cizman M, Vre¢ar V, Starasini¢ N, et al. Regional variation in antibiotic use in children in Slovenia. | Pediatric
Infect Dis. 2014; 9 (3): 139-45.

Cizman M., Nacionalna komisija za smiselno porabo antibiotikov v Sloveniji. Poraba antibiotikov v sloven-
skih bolnisnicah v letu 2011. ISIS. 2012; 11: 64-6.

. Jokinen ), Rinta-Kokko H, Siira L, et al. Impact of ten-valent pneumococcal conjugate vaccination on invasive

pneumococcal disease in Finnish children--a population-based study. PloS One. 2015; 10 (3): e0120290.

Van der Linden M, Falkenhorst G, Perniciaro S, et al. Effects of Infant Pneumococcal Conjugate Vaccination
on Serotype Distribution in Invasive Pneumococcal Disease among Children and Adults in Germany. PLoS
One. 2015; 10 (7): e0131494.

Mameli C, Fabiano V, Daprai L, et al. A longitudinal study of Streptococcus pneumoniae carriage in healthy
children in the 13-valent pneumococcal conjugate vaccine era. Hum Vaccin Immunother. 2015; 11 (4): 811-7.






Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4: 133-42 133

Maja Gosnjak’, Andrej Rojnik?, Alenka Storman?, Darja Kese*
Legionele iz vzorcev okolja v povezavi

z okuzbami pri ljudeh

Legionella from Environmental Samples in Relation to Human

Infections
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KLJUCNE BESEDE: Legionella spp., vzorci okolja, klini¢ni vzorci, metode ugotavljanja legionel

IZHODISCA. Legionele so zelo razSirjene v vodnem okolju in lahko povzro¢ijo hude
okuZbe pri ljudeh, dovzetnih za okuZbo. Skoraj polovica vseh znanih vrst legionel lah-
ko povzroca okuzbe pri ljudeh, med njimi je v Evropi in Severni Ameriki najpogostejsa
Legionella pneumophila seroloSke skupine 1. METODE. Za uspeSen in neizpodbiten do-
kaz izvora okuZbe je potrebno legionele osamiti iz vzorca dihal pri bolniku in iz vzorca
bolnikovega okolja ter nato s tipizacijo ugotoviti ujemanje izolatov. Le na ta nacin lahko
potrdimo izvor okuZbe in ustrezno ukrepamo v smislu prepreevanja novih okuzb. RE-
ZULTATI. V primeru izvedene raziskave smo v obdobju od 2012 do 2015 opravili 6.322
preiskav na legionele v vzorcih pitnih in kopalnih vod in 4.880 preiskav klini¢nih vzor-
cev. V istem obdobju smo od 77 na legionelo pozitivnih bolnikov (antigen v urinu in/
ali veriZna reakcija s polimerazo) prejeli 25 vzorcev sputuma (32 %); od tega smo iz 15
(60 %) vzorcev po metodi kultivacije osamili legionele. ZAKLJUCKI. Povezavo med izo-
lati vzorcev okolja in bolniki je pogosto teZko dokazati. V nasi raziskavi smo jo uspeli
dokazati v treh primerih.

ABSTRACT

KEY WORDS: Legionella spp., environmental samples, clinical samples, Legionella detection methods

BACKGROUNDS. Legionella is wide spread in water environment and can cause se-
rious human infections in susceptible hosts. Nearly half of known Legionella spe-
cies cause infections in humans, among those Legionella pneumophila serogroup 1 is
most common in Europe and North America. METHODS. For a successful and definite
proof of the source of Legionella infection it is necessary to cultivate the bacteria from
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patient’s respiratory tract sample and from environmental sample and confirm match-
ing with typing tools. This is the only available way to confirm the source of infection
and take appropriate infection control measures. RESULTS. In our study performed be-
tween 2012 and 2015, we tested 6,322 environmental samples and 4,880 human sam-
ples for Legionella spp. In the same period, we had 77 Legionella positive samples (urine
antigen and/or polymerase chain reaction). From the positive patients, we received
25 (32%) sputum samples for cultivation out of which 15 were Legionella positive (60%).
CONCLUSIONS. The source of infection is often hard to confirm. In our study match-
ing between patient’s samples and environmental samples was confirmed with typing

methods in three cases.

uvoD

Izbruh hude plju¢nice med udeleZenci
zborovanja ameriSkih legionarjev v Fila-
delfiji leta 1976 je vodil v odkritje novega
rodu bakterij, Legionella species (1). Legi-
onele so v naravi, kjer je njihov glavni re-
zervoar voda, redkeje vlaZzna zemlja, pre-
cej razSirjene, vendar so naravna okolja
le redko povezana z okuZzbo, legionelozo,
saj pogoji v naravi vec¢inoma niso ustrezni
za intenzivno rast in razmnoZevanje teh
bakterij (2). Iz naravnega okolja legione-
le preidejo v umetne vodne sisteme, kjer
se v ugodnih pogojih namnoZijo. Najugo-
dnejSe razmere so v toplovodnih sistemih,
ohlajevalnih sistemih in termalnih kopa-
1is¢ih, kjer so prisotni tudi drugi faktorji,
ki pospeSujejo rast in razmnoZevanje le-
gionel, kot so zastajanje vode v sistemih,
prisotnost Zeleza in organskih ostankov v
vodi, poSkodbe cevi in posledi¢no nasta-
nek biofilmov (3, 4).

Skoraj polovica do sedaj znanih vrst je
povezana z legionelozami, ¢eprav je dale¢
najpogostejsi povzrocitelj v Evropi in Se-
verni Ameriki Legionella pneumophila se-
roloske skupine 1 (L. p. sg. 1) (5).

Vzorci okolja, v katerih iS¢emo legio-
nele, so poleg vzorcev vode Se brisi povr-
$in, usedline in sluzne obloge (6, 7). Zla-
ti standard je metoda kultivacije legionel
iz vzorcev okolja (3). Legionele za rast
in vitro zahtevajo posebne pogoje, kot je
prisotnost Zelezovih soli in aminokislin

(L-cistein), zato so za metode kultivaci-
je potrebna posebna selektivna gojisc¢a (2,
8). Vzorci se po obdelavi s toploto in ki-
slino nasadijo in inkubirajo pri 35-37 °C
(7). Prednosti metode so, da z veliko obc¢u-
tljivostjo zazna vecino vrst legionel, da je
Stevna in da pri pozitivnem izidu dobimo
material (kulturo) za nadaljnje preiska-
ve. Pomanjkljivosti metode so, da je poca-
sna (3-10 dni) in zaznava samo Zive bak-
terije, laboratorijsko osebje pa mora biti
za izvedbo metode in interpretacijo rezul-
tatov ustrezno usposobljeno. Zaradi nave-
denih omejitev metod kultivacije se tudi
za ugotavljanje legionel v vzorcih okolja
razvijajo molekularne metode, katerih po-
glavitna prednost je hiter rezultat (v nekaj
urah); metoda pomnoZevanja z veriZno re-
akcijo s polimerazo v realnem ¢asu (angl.
real-time polymerase chain reaction, real-ti-
me PCR) zazna DNA legionel, vendar ne
lo¢i med mrtvimi in Zivimi bakterijami (6,
9). Za vzorce okolja, kjer je v nizkem Stevi-
lu legionela pogosto prisotna, prisotnost
DNA legionel ni dovolj uporaben podatek.
Razvili so tudi Stevne PCR-metode vendar
interpretacija rezultata ostaja izziv (9, 10).

Tudi pri klini¢nih vzorcih je zlati stan-
dard kultivacija legionel. Izolirane seve
lahko tipiziramo in jih med seboj primer-
jamo. S primerjavo izolatov iz klini¢nih
vzorcev in iz vzorcev okolja lahko ugo-
tovimo izvor okuZbe, okuZbo lahko spre-
mljamo in nacrtujemo preventivne ukre-
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pe za prepreCevanje nadaljnjih okuzb (11,
12). V zadnjem casu je dale¢ najpogoste-
je uporabljena metoda dokaz topnega an-
tigena (Ag) v urinu, v Evropi in ZDA se
uporabi v 70-80 % primerov (2, 11). Upo-
rabnost seroloskih testov za ugotavljan-
je specifi¢nih protiteles je omejena zara-
di ¢asa, ki je potreben za imunski odgovor,
zato v akutni fazi legioneloze ti testi niso
uporabni (13). Z metodo pomnoZevanja
nukleinskih kislin dokazujemo legionelno
DNA predvsem Vv vzorcih spodnjih dihal
in v brisu nazofarinksa (9).

METODE

V Nacionalnem laboratoriju za zdravije,
okolje in hrano (NLZOH) na Oddelku za
mikrobiologijo Zivil, vod in vzorcev oko-
lja (OMA) ter Oddelku za medicinsko mi-
krobiologijo (OMM) Celje smo izvedli re-
trospektivno raziskavo rezultatov vzorcev
vod in klini¢nih vzorcev na prisotnost le-
gionel. Vse preiskave so bile opravljene v
okviru rednega dela.

V prvem delu raziskave smo zajeli
vzorce pitnih in kopalnih vod v §tiri le-
tnem obdobju (1. 1. 2012-31. 12. 2015), ki
smo jih analizirali po metodi ISO 11731
oziroma ISO 11731-2 (7, 14). Primerjali
smo deleZ pozitivnih vzorcev v posame-
znem letu ter deleZ pozitivnih vzorcev iz
razli¢nih vrst lokacij (zdravstvene ustano-
ve, domovi upokojencev in varstveni za-
vodi, turisti¢ni objekti, Sole, vrtci in Spor-
tni objekti ter ostalo). Vzorce smo glede
na Stevilo najdenih legionel razporedili
v §tiri razrede: 1-100 (CFU/1), 101-1.000
(CFU/1), 1001-10.000 (CFU/]) ter > 10.000
CFU/L. Primerjali smo tudi vrste legio-
nel in seroloske skupine pri vrsti L. pneu-
mophila (L. p. sg. 1 in L. p. sg. 2-15).

V drugem delu raziskave smo analizi-
rali rezultate preiskav klini¢nih vzorcev
na legionelo, prejetih v obdobju od 1. 1.
2012 do 30. 9. 2016, pri katerih smo iz-
vedli vsaj eno izmed diagnosti¢nih me-
tod: dokaz topnega Ag v urinu (Alere Bi-

naxNow Legionella Urinary Antigen Card,
Scarborough, ZDA), molekularne metode
za dokaz legionelne DNA (Seeplex Pne-
umoBacter ACE Detection, Seegene Inc,,
Seul, Koreja in Argene Legio pneumo/
Cc r-gene, bioMerieux SA, Mary I‘Etoile,
Francija), izvedene skladno z navodili pro-
izvajalca, kultivacijo iz vzorcev spodnjih
dihal po metodi, opisani v Clinical Micro-
biology Procedures Handbook, v kombinaci-
ji z metodo ISO 11731 (7, 15). Vse izolate,
sumljive za legionelo, smo identificirali z
metodo MALDI-TOF MS (angl. matrix as-
sisted laser desorption ionization-time of fli-
ght mass spectrometry; Bruker, Billerica,
ZDA) in z aglutinacijskim testom Legio-
nella Latex Rapid Test Kit (Mascia Bru-
nelli S.p.A., Milano, Italija).

V tretjem delu smo naredili pregled
klini¢nih vzorcev v povezavi z vzorci oko-
lja, pridobljenimi v namen ugotovitve
vira okuZbe. V primeru pozitivnega te-
sta Ag v urinu ali pozitivnega testa PCR
na legionelo smo rezultat takoj sporoci-
li naro¢niku ter se dogovorili za odvzem
vzorca spodnjih dihal za izolacijo bakte-
rije. Hkrati smo pozitiven rezultat sporo-
¢ili tudi na Nacionalni in§titut za javno
zdravje, ki je v nekaterih primerih ukre-
pal z odvzemom vzorcev okolja v poveza-
vi z bolnikom. V ta namen dobljeni vzorci
okolja so bili izklju€no vzorci vod, ki smo
jih nato preiskali po metodi ISO 11731 (7).

V primeru, ko smo dobili kulturo le-
gionel iz vzorca bolnika ter kulture legi-
onel iz vzorcev okolja v povezavi s tem
bolnikom, smo jih poslali na InStitut za
mikrobiologijo in imunologijo Medicin-
ske fakultete Univerze v Ljubljani, kjer so
uporabili tipizacijske metode za potrjeva-
nje vira okuZzbe.
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Tabela 1. Stevilo preiskovanih vzorcev vod na legionelo in deleZ pozitivnih v obdobju 2012-2015.

PITNE VODE

preiskovani vzorci

delez (%) pozitivnih

KOPALNE VODE

preiskovani vzorci delez (%) pozitivnih

2012 1.707 36 153 20

2013 1.982 36 146 21

2014 902 29 128 13

2015 1160 3 144 9
REZULTATI sledijo L. cherrii (8 %), L. rubrilucens (5 %)

Raziskava vzorcev pitnih

in kopalnih vod

V §tiri lethem obdobju smo opravili 6.322
preiskav na legionele v vzorcih pitnih in
kopalnih vod. DeleZ pozitivnih vzorcev za
celotno obdobje je bil 32 %: pri vzorcih pi-
tnih vod 34 % in pri kopalnih vodah 16 %
(tabela 1).

DeleZ pozitivnih vzorcev v opazova-
nem S§tiriletnem obdobju je bil v zdra-
vstvenih ustanovah ter domovih upo-
kojencev in varstvenih zavodih 42 %, v
Solah, vrtcih in Sportnih objektih 29 %, v
turisti¢nih objektih 26 %. DeleZi pozitiv-
nih vzorcev po letih po posameznih vr-
stah lokacij so prikazani v tabeli 2.

Legionelo smo osamili v 2.267 od
6.322 vzorcev pitnih in kopalnih vod.
Legionella pneumophila je predstavljala
80 % izolatov legionel (L. p. sg. 1 40 %;
L. p. sg. 2-15 40 %), 20 % izolatov je pri-
padalo drugim vrstam legionel (L. spp.),
kjer je bila najpogostej$a L. anisa (37 %),

ter v manj kot 5 % izolatov Se L. sainthe-
lensis, L. erythra, L. gormanii, L. bozemanii,
L. jamestowniensis, L. feeleii in L. santicru-
cis. Razmerja med deleZi L. p. sg. 1 in 2-15
ter Legionella spp. po letih so prikazana
na sliki 1.

Dovoljene oz. priporoene zgornje
meje koncentracije legionel v vodovodnih
omreZjih se razlikujejo v razli¢nih evrop-
skih drZavah (3). V Sloveniji velja priporo-
¢ilo, da so v domovih upokojencev in bol-
nidnicah dovoljene koncentracije do 100
CFU/I, na oddelkih z bolniki z ve¢jim tve-
ganjem za okuZbo (onkoloSki oddelki, od-
delki za transplantacije, oddelki inten-
zivne nege) pa celo brez legionel (10). V
ostalih vodovodnih omreZjih je ta krite-
rij vi§ji (nizko tveganje pri 1.000-10.000
CFU/1, srednje 10.000-100.000 CFU/I ter
visoko nad 100.000 CFU/1) (17). Rezulta-
te na legionelo pozitivnih vzorcev oko-
lja iz obdobja 2012-2015 smo razporedi-
li glede na koncentracijo legionel v Stiri
razrede. V razredu 1-100 (CFU/]) je bilo

Tabela 2. DeleZi pozitivnih vzorcev pitnih in kopalnih vod, preiskovanih na legionelo, po letih in posame-

znih vrstah lokacij.

DELEZ POZITIVNIH VZORCEV (%)

VRSTA LOKACIJE/LETO 2012 2013 2014 2015
Zdravstvene ustanove 42 42 45 35
Turizem (terme, hoteli, gostiséa ...) 32 28 23 24
Domovi upokojencev, varstveni zavodi ... 49 47 35 36
Sole, vrtci, $portni objekti 40 29 19 18
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Slika 1. Delezi Leginonella pneumophila seroloske skupine 1, Legionella. pneumophila seroloske skupine
2-15 in Legionella spp. v vzorcih pitnih in kopalnih vod pozitivnih na legionele (2012-2015).

45 % vseh pozitivnih vzorcev, v razredu
101-1000 (CFU/1) 29 %, v razredu 1.001-
10.000 (CFU/1) 19 % ter v razredu > 10.000
CFU/1 7 %.

Raziskava klini¢nih vzorcev
V opazovanem obdobju (januar 2012-sep-
tember 2016) smo od skupno 4.880 prei-
skav klini¢nih vzorcev na legionelo opra-
vili 4.038 (82,7 %) preiskav za dokaz Ag v
urinu, 815 (16,7 %) preiskav po metodah
PCR in 27 (0,6 %) preiskav z metodo kulti-
vacije (kultura). Stevilo preiskav se je po-
vecalo s 755 v letu 2012 na 1214 v letu
2015 (slika 2), medtem ko je Stevilo bolni-
kov z vsaj enim pozitivnim rezultatom ni-
halo, in sicer 21 v 2012, 11 v letu 2013, 12
v letu 2014 in 45 v letu 2015.

Z metodo dokazovanja Ag v urinu je
bil rezultat pozitiven v 1,81 % (73/4.038

preiskav), z metodo PCR v 1,9 % (16/815)
in s kultivacijo 60 % (15/27). Med 77
bolniki z najmanj enim pozitivnim te-
stom je bilo 56 moskih in 21 Zensk, raz-
merje med spoloma je bilo 2,6:1 v prid
moskim. Bolnike smo razdelili tudi v
pet starostnih skupin, kot je prikazano
na sliki 6. Najvec bolnikov je bilo v sku-
pini 41-60 let (46,7 %), v skupinah nad
60 let 37,7 %, v skupinah pod 40 let pa
25,6 % bolnikov.

Od 77 na legionelo pozitivnih bolni-
kov (Ag v urinu in/ali PCR) smo prejeli
25 vzorcev sputuma (32 %) na kultivaci-
jo; iz 15 (60 %) vzorcev smo osamili le-
gionele. V letu 2015, ko smo dosledno v
vseh primerih pozitivnhega rezultata te-
sta na legionelo zaprosili naro¢nika za
vzorec za kultivacijo, smo od 45 pozitiv-
nih bolnikov prejeli 18 vzorcev sputuma

1500
B Kultura

1000
m PCR

500 ® Agvurinu
B Skupaj

0 4 paj
2012 2013 2014 2015  1-9 20716

Slika 2. Stevilo preiskav na legionelo v klini¢nih vzorcih v obdobju januar 2012-september 2016. PCR -
verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction), Ag - antigen.
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W 0-20 let (2,6 %)
H 21-40 let (13 %)
B 41-60 let (46,7 %)
m 61-80 let (24,7 %)
m >80 let (13 %)

Slika 3. DeleZ bolnikov z najmanj eno pozitivno preiskavo na legionelo glede na starost

(40 %); od tega smo legionele osamili iz
12 (60 %) vzorcev.

Rezultati ugotavljanja vira okuzbe

V tabeli 4 so zbrani rezultati tipizacije
kultur legionel, ki smo jih osamili iz vzor-
cev bolnikov in/ali vzorcev okolja v pove-
zavi z bolniki. Lokacije 1, 2 in 5 smo kot
vir okuzbe uspeli povezati z bolniki. Pri
lokacijah 3 in 4 smo tipizirali samo kultu-
re legionel iz vzorcev okolja, vzorcev bol-
nikov v povezavi z okoljem nismo prejeli.

RAZPRAVA

Visok deleZ na legionelo pozitivnih vzor-
cev pitnih vod (34 %) v primerjavi z ba-
zenskimi kopalnimi vodami (16 %) gre
verjetno predvsem na racun kloriranja ba-
zenskih kopalnih vod. Legionele so sicer
slabo obcutljive na dezinfekcijo s klorom,
ob visokih koncentracijah pa jih vsaj del-
no zavre v rasti. Redno vzorcenje kopal-
nih vod na prisotnost legionel predpisuje
Pravilnik o minimalnih higienskih zahte-
vah, ki jih morajo izpolnjevati kopaliS¢a

Tabela 4. Rezultati tipizacije kultur legionel, ki smo jih osamili iz vzorcev bolnikov in/ali vzorcev okolja v
povezavi z bolniki. Ag - antigen, PCR - veriZna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction), L.
p. sg.1- Leginonella pneumophila seroloske skupine 1.

Lokacija/ Seroloska Fenotip Genotip Bolnik Agv PCR Kultura Seroloska Fenotip Genotip
vzorci skupina urinu skupina
okolja
1a L.p.sg.1 Knoxville  ST23 1 pozitiven  /  pozitivna L.p.sg.1 Knoxville  ST23
1b L.p.sg.1 Knoxville  ST23
pozitiven  /  pozitivna L.p.sg.1 Knoxville  ST23
1c L.p.sg.1T Knoxville  ST23
23 L.p.sg.1  Oxford ST1
1 pozitiven /  pozitivna L.p.sg.1 Oxford ST1
2b L.p.sg.1  Oxford ST1
3 L.p.sg.1 Portland ST1362 /
43 L.p.sg.1 Benidorm /
/
4b L.p.sg.1  Oxford /
5a L.p.sg.1 Benidorm ST1299
5b L.p.sg.1 Oxford ST1
1 pozitiven /  pozitivna L.p.sg.1 Benidorm ST1299
5c L.p.sg.1 Oxford ST1
5d L.p.sg.1 Oxford ST1
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in kopalna voda v bazenih (18). Pri pitnih
vodah se za preiskave na legionele veci-
noma odlo¢i upravljalec stavbe skladno
s HACCP (angl. Hazard Analysis Critical
Control Point) nacrtom ustanove ali v pri-
meru teZav.

V skupini L. pneumophila so bakterije
L p.sg. 1in L. p.sg. 2-15 v letu 2012 za-
stopane v razmerju priblizno 3:2, do leta
2015 pa se to razmerje obrne v prid L. p.
sg. 2-15 (2:3). Vzrok so Stevilni ponovni
odvzemi vzorcev odvzeti za namen pre-
verjanja uspeSnosti uvedenih ukrepov v
objektih, pri katerih smo iz vzorcev oko-
lja ve¢inoma osamili L. p. sg. 1.
vzorcev je bil v domovih upokojencev in
varstvenih zavodih (35-49 %) ter v zdra-
vstvenih ustanovah (35-45 %) (tabela 2).
To so pogosto velike zgradbe, kjer so mo-
Zni mrtvi rokavi v vodovodni napeljavi in
vecje Stevilo manj uporabljanih izlivk. Za-
radi dolZine napeljav je pogosto neustre-
zen temperaturni reZim (previsoka tem-
peratura hladne vode in prenizka tople
vode). DeleZ pozitivnih vzorcev v $olah,
vrtcih in Sportnih objektih izstopa v letu
2012. Tudi tu so vzrok Stevilni ponovni
odvzemi vzorcev v problemati¢nih objek-
tih za namen preverjanja uspesnosti uve-
denih ukrepov.

Glede na priporocila kriterijev za oce-
no tveganja skoraj polovica pozitivnih
vzorcev (45 %) spada v skupino, ko ukre-
panje Se ni potrebno, razen, ¢e so to vzor-
ci iz bolniSni¢nih oddelkov z bolniki z ve-
¢jim tveganjem za okuZzbo (16, 17). Ne
glede na postavljene kriterije tveganja, je
za ukrepanje bistvenega pomena, kdo so
ciljni uporabniki vode, kako je omreZje
vzdrZevano ter kak3ni so pogoji za nadalj-
nje razmnoZevanje legionel (temperatur-
ni reZim, mrtvi rokavi, malo uporabljane
izlivke).

V naS$i raziskavi je ugotovljen deleZ L.
pneumophila v vzorcih vod, pozitivnih na
legionelo, 80 % od tega polovica L. p. sg. 1,

kar je primerljivo z objavljenimi podatki
za Evropo, in sicer L. pneumophila v pribli-
Zno 75 %, L. p. sg. 1 pa v 30-56 % pozitiv-
nih vzorcev (19, 20). 1z klini¢nih vzorcev
so v 90-96 % izolirali L. pneumophila od
tega v najvecjem deleZu L. p. sg. 1 (88 %)
(21). V nasi raziskavi je bila izolirana iz-
kljucno L. p. sg. 1. Eden od razlogov je za-
gotovo razmeroma majhen vzorec in pa
dejstvo, da smo metodo osamitve izvedli
na respiratornih vzorcih bolnikov, pri ka-
terih smo pred tem prisotnost legionel za-
znali s testom dokaza antigena v urinu, ki
zazna le L. p. sg. 1.

Eden od dokazov, da se zavedanje po-
mena okuzb z legionelo krepi, je stalen
porast Stevila narocenih preiskav na le-
gionelo. Pri klini¢nih vzorcih se je Stevi-
lo povecalo s 755 v 2012 na 1.214 v letu
2015. Najpogosteje narocena preiskava ob
sumu na legionelozo je dokaz Ag v uri-
nu. Preiskava je hitra, zanesljiva in raz-
meroma poceni. Zavedati pa se moramo
njene omejitve. Ker z njo ugotavljamo le
okuzbo z L. p. sg. 1, moramo ob negativ-
nemu rezultatu opraviti Se dodatne pre-
iskave, s katerimi ugotavljamo tudi dru-
ge legionele.

Razmerje spolov pri bolnikih z naj-
manj enim pozitivnim testom na legio-
nelo je 2,6:1 v prid moSkemu spolu, kar
je enako kot poro¢a ECDC (angl. Europe-
an Centre for Disease Prevention and Con-
trol) za leto 2014 (22). Po podatkih ECDC
je najvec potrjenih primerov legioneloz v
starostni skupini > 80 let, v naSi raziska-
vi pa je najve¢ primerov v starostni skupi-
ni 40-60 let.

Zavedanje o epidemioloSkem po-
menu osamitve legionel se sicer krepi,
kljub temu je v&asih teZko pridobiti vzor-
ce za metodo kultivacije. NajboljSe je, da
se vzorec odvzame pred uvedbo antibio-
ti¢ne terapije ali najve¢ 48 ur po uved-
bi. Antibioti¢na terapija zmanjSa Stevi-
lo legionel, maloStevilne bakterije pa

.....
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flora (23). Ker smo v letih 2012-2014
prejeli zelo malo vzorcev za kultivaci-
jo legionel, smo v letu 2015 dosledno v
vseh primerih pozitivnega rezultata te-
sta na legionelo (45) zaprosili naro¢nika
za vzorec, primeren za kultivacijo. Prejeli
smo 18 vzorcev sputumov (40 % vseh po-
zitivnih vzorcev) in iz dvanajstih (60 %)
vzorcev osamili legionele.

Kriti¢na tocka je tudi odvzem vzorcev
okolja. Pomembna je hitra reakcija epide-
miologov, ki glede na pridobljene podat-
ke o gibanju bolnika odredijo odvzeme
vzorcev okolja. Za uspeSen in neizpodbi-
ten dokaz izvora okuZbe je potrebno osa-
miti legionele iz vzorca dihal pri bolni-
ku in iz vzorcev bolnikovega okolja ter
nato s tipizacijo ugotoviti ujemanje izo-
latov. Le na ta nacin lahko potrdimo izvor
okuZbe in ustrezno ukrepamo v smislu
preprecevanja novih okuZb. Po podatkih
ECDC so v letu 2014 od 666 kultur legi-
onel iz vzorcev okolja, odvzetih v prime-
rih izbruhov legioneloz, uspeli povezati z
bolniki 59 kultur (9 %) (22). V nasi razi-
skavi smo povezave med izolati vzorcev
okolja in bolniki v povezavi s tem oko-
ljem ugotovili v treh primerih. Izolate le-
gionel iz vzorcev okolja lokacij 1, 2 in 5

(tabela 4) ter izolate iz vzorcev bolnikov
v povezavi s temi lokacijami smo s tipi-
zacijo povezali ter na ta nacin dokazali
vir okuZbe. Zaradi velike raznolikosti le-
gionel v okolju veckrat dobimo iz vzor-
cev iste lokacije vec razli¢nih fenotipov
in/ali genotipov (kot npr. na lokacijah 4
in 5, tabela 4), in je zato potrebno tipizi-
rati vec¢je Stevilo izoliranih legionel, da
ugotovimo povezavo z bolnikom (lokaci-
ja 5 v tabeli 4) (21). Kulture iz vzorcev
okolja lokacij 3 in 4 smo poslali na tipi-
zacijo, vendar vzorca bolnika za izolacijo
bakterij nismo prejeli.

ZAKLJUCEK

Legionelne pljucnice so v Evropi in svetu
podcenjene, kliniki redko odvzamejo ku-
Znine na legionelo pred uvedbo antibioti-
ka (2). Tudi v naSem okolju ugotavljamo,
da kliniki le izjemoma poSljejo vzorce za
kultivacijo legionel, ¢eprav je osamitev
mikroorganizma nujno potrebna za epi-
demioloSke raziskave, ugotavljanje iz-
vora okuZbe in preprecevanja nadaljnjih
primerov. Metode kultivacije so prema-
lo uporabljene v diagnosti¢ne namene
tudi v primerih, ko je test na Ag v urinu
negativen.
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Spremljanje gripe v Sloveniji v sezonah
2000/2001 do 2015/2016

Influenza Surveillance in Slovenia Between Seasons 2000/2001
and 2015/2016

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: spremljanje gripe, influenca A, influenca B, podtipi influence, genotipizacija

IZHODISCA. Globalno breme okub z virusi gripe je precej$nje. Prepoznan je pomen
pravocasnega in stalnega spremljanja. V Sloveniji poteka sistemati¢no spremljanje gri-
pe od leta 1999. METODE. Preucili smo zadnjih petnajst sezon in jih primerjali s sezo-
nami v sosednjih drZavah in v Evropi. REZULTATI. V Sestih sezonah se je razmerje med
tipoma influence A in B ter podtipi v Sloveniji pomembno razlikovalo od kumulativnih
evropskih podatkov. V nekaterih od teh sezon so bili slovenski viroloski podatki skla-
dni s podatki, zbranimi v sosednjih drZavah; razmerje med tipi in/ali podtipi influence
je bilo podobno kot v Italiji, Avstriji, Hrvaski ali na MadZarskem. V treh sezonah so bile
hkratne razlike v razmerjih tipov in podtipov influence. Na podlagi podatkov iz sezone
2015/16 smo primerjali genotipe virusov iz Slovenije z evropskimi. Bistvenih razlik ni
bilo. ZAKLJUCKI. Potek kroZenja virusov influence je bil v ve¢ kot polovici sezon lokal-
no specificen in se je razlikoval od poteka v sosednjih drZavah.

ABSTRACT

KEY WORDS: influenza surveillance, influenza A, influenza B, influenza subtypes, genotyping

BACKGROUNDS. Influenza represents a high healthcare burden globally. The impor-
tance of timely and sustainable surveillance is well recognized. In Slovenia, systemat-
ic surveillance started in 1999. METHODS The data from the last 15 influenza seasons
were analyzed and compared to the data from neighboring countries and to cumulative
European data. RESULTS. In six influenza seasons, a significant difference was found
in proportion of influenza A and B types and subtypes in Slovenia compared to cumu-
lative European data. In some of the above mentioned seasons, Slovenian virological
surveillance data were in accordance with data gathered in neighboring countries—
the percentage of influenza types and/or subtypes was similar as in Italy, Austria, Cro-
atia or Hungary. In three seasons, differences were observed on the type and subtype
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level. Genotypes of influenza viruses isolated from Slovenian patients in season 2015/16
were compared to those from Europe. No major deviation has been observed on this lev-
el. CONCLUSIONS. In more than half of the analyzed seasons, the spread of influenza
had local specificity and it differed from the spread in neighbouring countries.

uvoD

Gripa je akutna okuZzba dihal, ki se poja-
vlja v hladnej$ih mesecih leta. Sezone gri-
pe so po zacCetku, obsegu, poteku in in-
tenziteti razlicne. Pojav virusa influence
v kratkem ¢asu poveca obolevnost v vseh
starostnih skupinah, obremeni zdravstve-
ni sistem in ne nazadnje poveca umrlji-
vost (1, 2). Potek sezone gripe je potrebno
skrbno spremljati. Poglaviten cilj spre-
mljanja je zmanjSevanje bremena gripe
z zagotavljanjem kvalitetne informacije
splo$ni in strokovni javnosti, pravo¢asno
nacrtovanje intervencijskih ukrepov (npr.
povecanje posteljnih kapacitet, prerazpo-
reditev zdravstvenih delavcev) in priporo-
¢il za obravnavo bolnikov (npr. predpiso-
vanje zaviralcev nevraminidaze).

V mednarodnem okolju je bil Program
spremljanja gripe zasnovan Ze leta 1947,
Se pred ustanovitvijo Svetovne zdravstve-
ne organizacije (SZO). Globalni podatki
o gripi se zbirajo preko spletne aplikaci-
je FluNet (3). Za zbiranje podatkov o gri-
pi v Evropski regiji sta zadolZena Evrop-
ski center za nadzor in spremljanje bolezni
(angl. European Center for Disease Control
and Prevention, ECDC) in Regionalna pisar-
na SZO za Evropo (WHO/Euro) (4). SZO je
izdala ve¢ priporocil za spremljanje gripe.
V letu 2014 je objavila publikacijo Global
epidemiological surveillance standards for
influenza, ki je zasnovana na dolgoletnih
izku$njah Stevilnih strokovnjakov (5, 6). V
Sloveniji smo mreZni pristop spremljan-
ja gripe in akutnih okuZb dihal uvedli leta
1999. V prispevku predstavljamo rezulta-
te spremljanja in primerjavo z dostopnimi
podatki spremljanja gripe v EU s poudar-
kom na drZavabh, ki mejijo na Slovenijo.

METODE

Epidemioloski in laboratorijski del
smo koordinirali ter izvajali v okviru Na-
cionalnega programa spremljanja gripe in
drugih akutnih okuZb dihal na InStitutu
za varovanje zdravja, danes razdeljenem
na Nacionalni inStitut za javno zdravje
(NIJZ) in Nacionalni laboratorij za zdra-
vje okolje in hrano (NLZOH). Ocena pote-
ka, obsega in vpliva sezone na zdravje v
Sloveniji je temeljila na spremljanju Ste-
vila obiskov zaradi gripi podobne bolez-
ni (GPB) in akutnih okuZb dihal (AOD) v
mreZnih ambulantah osnovnega zdrav-
stvenega varstva in analizi dolocenega
Stevila kuZnin zgornjih dihal v vzoréni po-
pulaciji. V mreZo je vsako leto vklju€enih
45 do 47 splo$nih zdravnikov, druZinskih
zdravnikov, pediatrov in Solskih zdravni-
kov. Tak vzorec zajame okoli 4 % popu-
lacije v Sloveniji. Vsak teden sporocajo
podatek o Stevilu bolnikov z GPB, mikro-
biolo8ko potrjeno ali brez potrditve (MKB-
10 koda J10 ali J11) in o Stevilu bolnikov
z AOD. Bolniki so razdeljeni v starostne
skupine (0-3, 4-7, 8-14, 15-19, 20-64 in
65 in ve€). KuZnine zgornjih dihal (ve¢ino-
ma bris nosu in Zrela, redkeje bris nosno-
-Zrelnega prostora), ki so odvzete v okvi-
ru Nacionalnega programa spremljanja
gripe in drugih akutnih okuZb dihal, so
poslane iz mreZnih ambulant osnovnega
zdravstvenega varstva in iz dveh splo$nih
bolnidnic, ki sta vkljuceni v mreZno spre-
mljanje, ter testirane na prisotnost viru-
sov influence in drugih respiratornih vi-
rusov. Vzorce, odvzete v Nacionalnem
programu spremljanja gripe, spremljajo
poleg osnovnih podatkov o bolniku tudi
dodatne informacije o klini¢nih znakih.
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Pri vzorcih, ki prihajajo iz bolni$nic, pa so
na voljo tudi podatki o predhodnih bolez-
nih bolnika ter o zdravljenju. Podrobnej-
§i opis mreZnega spremljanja, nabor po-
datkov in pristop k vzorcenju je opisan v
¢lanku Meerhoff in sod. (7).

Podatke o virusih influence, ki smo
jih potrdili v Laboratoriju za javno-zdra-
vstveno virologijo NLZOH (prej Labo-
ratorij za virologijo, IVZ) od 2001/2002
do 2015/2016, smo pridobili iz elektron-
ske podatkovne zbirke namenjene vode-
nju virolo§kih in klini¢nih podatkov Naci-
onalnega programa spremljanja gripe in
drugih akutnih okuZb dihal. NaSe ugoto-
vitve smo primerjali z javno dostopnimi
podatki viroloSkega spremljanja influen-
ce, ki so na voljo na spletnih straneh SZO
in ECDC za sezone od 2001/02 do 2015/16
(3 4).

Primerjali smo razporeditev deleZev
virusov influence A in B v Sloveniji z de-
leZi posameznih tipov virusov influence v
sosednjih drZavah in s kumulativnimi de-
leZi v Evropi. Nadalje smo primerjali Se
pojavljanje podtipov influence A, in sicer
A(H1), ki je kroZil do sezone 2008/09, pod-
tipa A(H1)pdm 09 in podtipa A(H3). Za do-
lo€anje tipov in podtipov influence smo v
Sloveniji uporabili veriZno reakcijo s poli-
merazo z reverznim prepisom. Od sezone
2007/08 smo uporabljali veriZno reakcijo
s polimerazo z reverznim prepisom v real-
nem casu. Vecinoma so drZave WHO/Eu-
rope regije uporabljale identien pristop
za detekcijo virusov influence.

Za primerjavo tipov in podtipov influ-
ence v Sloveniji, v sosednjih drZavah in
v Evropi smo analizirali podatke petnaj-
stih sezon. Do sezone 2006/07 so bili za
primerjavo na voljo skupni evropski po-
datki in podatki za Italijo in Slovenijo.
Od sezone 2007/08 naprej so bili na vo-
ljo skupni evropski podatki in podatki za
Slovenijo in vse sosednje drZave, le v se-
zoni 2008/09 manjkajo podatki za Avstrijo
in MadZarsko (slika 1, slika 2).

Za sezono 2015/16 smo primerjali gen-
sko podobnost sevov influence A(HIN1)
pdm09, A(H3N2) in influence B, ki so kro-
Zili v Sloveniji z referencnimi sevi in sevi
v sosednjih drZavah. Primerjali smo gen
HA, ki nosi zapis za hemaglutinin. Gen-
sko podobnost sevov influence A(HIN1)
pdmO09, A(H3N2) in influence B, ki so kro-
Zili v Sloveniji v sezoni 2015/16, smo pri-
merjali z referenc¢nimi sevi in sevi, ki so
bili dokazani v sosednjih drZavah. Sekven-
ce referencnih in drugih sevov smo prido-
bili iz baze GISAID (angl. Global Initiative
on Sharing All Influenza Data) (5). Primer-
jali smo gen HA, ki nosi zapis za hema-
glutinin. Informacijo o genskem zapisu
smo pridobili s sekveniranjem po Sanger-
ju. Sekvence smo analizirali s programom
BioEdit 7.2.5. (9). Za izdelavo filogenet-
skih dreves smo uporabili program Mega
7 in statisti¢ni metodi najvecje verjetno-
sti (10, 11).

REZULTATI

Analiza petnajstih sezon kroZenja viru-
sov influence je pokazala, da se je Slo-
venija v razmerju deleZev influence A
in B (slika 1) mocno razlikovala od sku-
pnega evropskega razmerja v Sestih sezo-
nah (2001/02, 2002/03, 2004/05, 2005/06,
2007/08 in 2015/16), vendar je bilo raz-
merje kar v treh od teh sezon v Slove-
niji zelo podobno kot v Italiji (2001/02,
2002/02 in 2005/06) in v enem primeru
podobno kot v Avstriji in na MadZarskem
(2007/08). Prav tako v Sestih sezonah
se je Slovenija razlikovala od evropske-
ga povprecja glede razmerja med kroZe-
¢imi podtipi influence tipa A (2004/05,
2005/06, 2012/13, 2013/14, 2014/15 in
2015/16) (slika 2), od tega je bilo raz-
merje med podtipoma v sezoni 2012/13
podobno kot v Italiji in Avstriji. V sezo-
nah od 2013/14 do 2015/16 je bilo raz-
merje med deleZi podtipov A(H1)pdmO9
in A(H3) sicer razli¢no kot v Italiji, a ven-
dar manj razli¢no od skupnega razmerja v
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Slika 1. DeleZi influence tipa A in tipa B v Sloveniji, v sosednjih drzavah in v Evropi v petnajstih sezonah.
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v petnajstih sezonah.
ke v razmerjih tipov in podtipov influen-

Evropi. V treh sezonah smo opazili razli-
ce hkrati (2004/05, 2005/06 in 2015/16).
Zelo ocitna je velika uniformnost sezone,
ko se je pricela pandemija (2008/09)

ca/3626/2013. Vsi sekvenirani virusi so
imeli v genu za hemaglutinin tudi muta-
cije znacilne za skupino 6B.1, ki se je po-
javila ob koncu sezone 2014/15 in je bila v
sezoni 2015/16 prevladujoca v Evropi. Ge-

treh sezon za njo.
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tne mutacije, ki jih razvr§cajo v Stiri pod-
skupine. Le en virus podtipa A(H3N2) je
spadal v skupino 3C.3a, katere predstav-
nik je A/Switzerland/9715293/2013. Tudi
velika vecina virusov A(H3N2) iz sose-
dnjih drZav spada v skupino 3C.2a, le v
Avstriji so dolocili nekaj ve¢ virusov, ki
spadajo v skupino 3C.3a.

Analizirali smo sekvence genov za he-
maglutinin osemnajstih virusov tipa B.
Vsi razen enega so bili uvrsceni v linijo
Victoria. Vseh sedemnajst virusov influ-
ence B iz linije Victoria se je uvrstilo v
gensko skupino 1A. Prav tako so se v to
skupino uvrstili tudi vsi virusi influen-
ce B iz linije Victoria iz sosednjih drZav.
Edini virus influence B iz linije Yamaga-
ta spada v gensko skupino 3, katere pred-
stavnik je B/Phuket/3073/2013. V isto
skupino se uvrscajo tudi virusi influen-
ce B iz linije Yamagata iz sosednjih drZav.

RAZPRAVA
Slovenija je ena manjSih drZav Evrope z
dnevnimi delovnimi migracijami med
sosednjimi drZavami, potovanji znotraj
Evrope in izven nje, zato naceloma ni pri-
cakovati, da bodo sezone gripe bistveno
drugacne kot v sosednjih drZavah ali v
Evropi nasploh. Kljub temu pa smo ugo-
tovili v Sestih od petnajstih sezon gripe
velike razlike v razmerju deleZev tipov in-
fluence A in B med Slovenijo in Evropo, v
treh sezonah od teh sezon pa tudi ni bilo
podobnosti s katero od sosednjih drZav. V
Sestih sezonah smo ugotovili tudi razlike
v deleZih podtipov influence A.
Intenzivnost sezone in pojavnost ti-
pov/podtipov kroZec¢ih virusov influen-
ce je med drZavami razli¢na, zato je izje-
mno pomembno, da pridobimo kvalitetne
podatke iz lokalnega okolja (12). Rezultati
spremljanja so v podporo izoblikovanju z
dokazi podprte informacije in javno-zdra-
vstvenih priporocil glede cepljenja. Kot
primer lahko navedemo sezono 2014/15,
ko sta se cepilni sev influence A(H3N2) in

sev, ki je kroZil v populaciji, slabo ujemala
in ni bilo pric¢akovati uc¢inkovitosti cepi-
va proti gripi za omenjeno komponento. V
Evropi, kjer je bilo kar 77 % virusov tega
podtipa, je slabo ujemanje precej vpliva-
lo na celokupno ucinkovitost cepljenja. Te
ugotovitve nikakor nismo mogli ekstra-
polirati na Slovenijo, saj je bil pri nas de-
leZ podtipa A(H3N2) le 21 %. Podoben pri-
mer je bila sezona 2015/16, ko je v Evropi
z 87 % prevladoval podtip A(H1N1)pdm
z gensko razlic¢ico 6B.1, ki se verjetno ni
najbolje ujemala s sevom virusa vkljuce-
nega v cepivu, a to na stanje v Sloveni-
ji ni bistveno vplivalo, saj smo ga zazna-
lile v 19 %.

Za sezono 2015/16 smo natancno pre-
ucili Se genske razlic¢ice virusov influen-
ce, ki so kroZili pri nas in v drugih evrop-
skih drZavah. Ugotovili smo, da so bili
genotipi pri obeh podtipih influence A in
pri influenci B enaki kot genotipi, ki so
v tem Casu kroZili po Evropi. Za sezono
2015/16 lahko recemo, da smo ugotovili
dobro ujemanje virusov influence v Slo-
veniji z virusi influence iz Evrope na gen-
skem nivoju, vendar je bilo razmerje med
posameznimi podtipi bistveno razli¢no.

ZAKLJUCEK

Pomen spremljanja sezon gripe globalno
in lokalno je dobro prepoznan. To smo po-
trdili tudi z analizo poteka petnajstih se-
zon v Sloveniji. Ne le, da so ¢im zgodnejsi
lokalni podatki nujni za pravocasno nacr-
tovanje intervencijskih ukrepov in pripo-
rocil za obravnavo bolnikov, temve¢ ugo-
tavljamo tudi, da je bil potek kroZenja
virusov influence v ve¢ kot polovici sezon
lokalno specificen in se je razlikoval celo
od poteka v sosednjih drZavah.
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Tatjana Lejko Zupanc’

Cepljenje zdravstvenih delavcev proti gripi -
miti in resnice

Influenza Vaccination of Healthcare Workers-Myths and Truths

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: gripa, cepljenje, zdravstveni delavci

Cepljenje zdravstvenih delavcev (ZD) proti gripi je Se posebej pomembno, saj je poleg
nevarnosti za okuZbo zdravstvenega delavca v bolniSni¢nem okolju ve¢ja tudi nevarnost
prenosa okuZbe na paciente. Kljub Stevilnim argumentom, ki govorijo v prid cepljenja
ZD proti gripi, pa je precepljenost ZD proti gripi nizka. Razlogi za to so Stevilni in marsi-
kateri ne dovolj dobro definirani, povezani s kulturnimi posebnostmi okolja. Politike ce-
pljenja ZD se med drZavami razlikujejo. Po podatkih iz let 2008/2009 in 2009/2010, kjer ni
podatkov za Slovenijo, je bila precepljenost ZD v evropskih drZavah od 10 do preko 90 %
(Romunija, Belorusija). V ve€ini evropskih drZav se je gibala med 10 in 40 %. V Sloveni-
ji je cepljenje proti gripi za ZD priporocljivo glede na oceno tveganja na delovnem me-
stu, precepljenost ZD pa je pod 10 %. Brez dvoma je dokazano, da je breme gripe in de-
leZ hudih oblik in umrljivosti najvecji pri kroni¢no bolnih in pri starostnikih. Podatki
o tem, ali cepljenje ZD zmanj$a pojavnost gripe pri bolnikih in oskrbovancih domov za
ostarele, so na videz nasprotujoci. Glede na hude posledice izbruha gripe v bolnis$nici
ali domu za ostarele, glede na znano ucinkovitost in varnost cepiva in na dokaze, da ce-
pljenje doloCenega segmenta populacije lahko prepreci gripo pri necepljenih osebah, pa
se ve€ina avtorjev nagiba k mnenju, da je treba cepljenje ZD priporociti tudi zaradi iz-
boljSanja varnosti bolnikov in oskrbovancev. Odgovor na vpra$anje, kako izboljsati pre-
cepljenost ZD, pa ni enostaven. Pri na¢rtovanju promocijskih kampanj je nujna angaZi-
ranost profesionalnih organizacij in vodilnih v zdravstvenih organizacijah.

ABSTRACT

KEY WORDS: influenza, vaccination, healthcare workers

Influenza vaccination of health care workers (HCW) is especially important, because in
addition to the risk of infection for the healthcare worker there is also great risk of tran-
smission of infection to patients in hospital environment. Despite many arguments that
speak in favour of vaccination of HCW against influenza, there is low vaccination cove-
rage of HCW against influenza. The reasons for this are numerous and many of them
are not well defined; they are mostly associated with the cultural specificities of the

' Doc. dr. Tatjana Lejko Zupanc, dr. med., Klinika za infekcijske bolezni in vroginska stanja, Univerzitetni klini¢ni center
Ljubljana, Japljeva ulica 2, 1000 Ljubljana; tatjana.lejko@kclj.si
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environment. The policies of vaccination of HCW vary between countries. According
to the data from the years 2008/2009 and 2009/2010, which do not include the data for
Slovenia, vaccination coverage of HCW against influenza in European countries vari-
ed from 10 to over 90% (Romania, Belarus). In most European countries, it ranged bet-
ween 10 and 40%. In Slovenia, vaccination against influenza for HCW is recommended
depending on risk assessment at the workplace, nevertheless vaccination coverage of
HCW is below 10%. Without a doubt, it is proven that the burden of influenza and the
proportion of severe forms and mortality are highest in the chronically ill and the elder-
ly. However, the data on whether the vaccination of HCW reduces the incidence of flu
in patients and nursing home residents do not offer the same straightforward conclusi-
on. Given the severe consequences of an outbreak of flu in a hospital or a nursing home,
known efficacy and safety of vaccines, and the evidence that vaccination of a particu-
lar segment of the population can prevent the flu in unvaccinated persons, most of the
authors are inclined to recommend vaccination of HCW also for improvement of pati-
ent safety and care. The answer to the question of how to improve the vaccination cove-
rage of HCW, however, is not simple. It is important to engage professional organisati-
ons and leaders in health care organizations in the planning of promotional campaigns.

uvoD

Cepljenje proti gripi se smatra za pomem-
ben ukrep preprecevanja obolevnosti za
gripo in Sirjenja te bolezni. Cepljenje zdra-
vstvenih delavcev (ZD) je Se posebej po-
membno, saj je poleg nevarnosti za okuZ-
bo zdravstvenega delavca v bolniSni¢nem
okolju vecja tudi nevarnost prenosa okuz-
be na paciente. To je Se posebej neugo-
dno za paciente s kroni¢nimi boleznimi in
okvaro imunskega sistema. Preprecevanje
zbolevanja zdravstvenega osebja je zelo
pomembno tudi za delovanje zdravstve-
nega sistema v primeru vecjih izbruhov
nalezljivih bolezni, ki jih preprecujemo s
cepljenjem. Kljub Stevilnim argumentom,
ki govorijo v prid cepljenja ZD proti gri-
pi, pa je precepljenost ZD proti gripi niz-
ka. Razlogi za to so Stevilni in marsikateri
ne dovolj dobro definirani, povezani s kul-
turnimi posebnostmi okolja. V prispevku
bomo obravnavali precepljenost proti gri-
pi ZD v posameznih drZavah, strokovne
argumente, ki govorijo v prid vecje prece-
pljenosti, ter razloge ZD, da se ne odloci-
jo za cepljenje.

PRECEPLJENOST ZDRAVSTVENIH
DELAVCEV PROTI GRIPI

Politike cepljenja ZD se med drZava-
mi razlikujejo. Evropska zakonodaja si-
cer dopusca izvajanje obveznega cepljen-
ja proti vsem povzrociteljem na podlagi
izdelanih ocen tveganja. Ve€¢inoma evrop-
ske drZave cepljenje urejajo s priporoci-
li, ki se nana3ajo na posamezne skupine
zaposlenih. Priporocilo cepljenja je v pri-
merjavi z obveznim cepljenjem nekoliko
blaZji in manj oster pristop v smeri do-
seganja cepljenosti ZD. Stevilne drZave
in strokovne organizacije priporocajo
cepljenje proti sezonski gripi vsem ZD, ki
delajo neposredno z bolniki. Kljub temu
je le malokateri drZavi uspelo doseci za-
Zeleni cilj, in sicer 75 % precepljenost
ZD. Precepljenost ZD proti gripi v sezoni
2015/16 je bila v ZDA ocenjena na 79 %,
kar je podobno kot v sezoni 2014/15 (77, 3
%). Precepljenost je najvisja med zaposle-
nimi v bolni$nicah (91,2 %) in niZja med
ZD, zaposlenimi v ambulantni dejavnos-
ti (79,8 %) in negovalnih ustanovah (69,5
%). Najbolje so bili precepljeni zdravniki
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(95,6 %). Veliko delodajalcev v ZDA zahte-
va obvezno cepljenje zaposlenih in v teh
primerih je precepljenost najvi§ja (96,5
%). V okoljih, kjer cepljenje ni obvezno
0z. ga zaposlenim niti ne ponudijo, pa je
precepljenost bistveno niZja (44,9 %) (1).
Globalnih podatkov o precepljenosti ZD v
Evropi ni; pribliZno polovica drZav teh po-
datkov nima. Po podatkih iz let 2008/2009
in 2009/2010, kjer ni podatkov za Slove-
nijo, je bila precepljenost ZD v evropskih
drZavah od 10 do preko 90 % (Romunija,
Belorusija). V vecini evropskih drZav se je
gibala med 10 in 40 % (2).

V Sloveniji je cepljenje proti gripi za
ZD priporocljivo glede na oceno tveganja
na delovnem mestu (3). Slovenija je, kar se
tice precepljenosti prebivalstva proti gri-
pi, med evropskimi drZavami na dnu le-
stvice. Ni¢ boljSe ni s precepljenostjo ZD,
ki v zadnjih letih ne dosega 10 % kljub
Stevilnim kampanjam, dostopnosti in
brezplacnosti cepljenja. V Univerzitetnem
klini¢nem centru Ljubljana je je bila leta
2014 precepljenost 9,4 %, leta 2015 je bila
le nekoliko nad 10 % (podatki SluZbe za
preprecevanje bolnis$ni¢nih okuZzb v UKC
Ljubljana - SPOBO) (4).

UCINKOVITOST CEPLJENJA
ZDRAVSTVENIH DELAVCEV ZA
PREPRECEVANJE GRIPE PRI
BOLNIKIH

Pred uvedbo programa za cepljenje ZD
bi bilo zaZeleno, da imamo dokaze iz kli-
ni¢nih raziskav, da je tak program ucinko-
vit pri za8¢iti ranljivih bolnikov in oskr-
bovancev ustanov za dolgotrajno oskrbo.
Smiselno je vpraSanje, kaks$ne dokaze po-
trebujemo, ¢e priporocamo ali zahtevamo
redno letno cepljenje ZD proti sezonski
gripi kot pomoc pri preprecevanju preno-
sa gripe na ranljive hospitalizirane bol-
nike in oskrbovance ustanov za kroni¢no
nego. Za to potrebujemo podatke o tve-
ganjih in posledicah gripe pri bolnikih,
podatke o varnosti in ucinkovitosti cepi-

va za prepreCevanje gripe pri ZD ter do-
kaze, da s tem preprecimo okuZbe pri pa-
cientih in varovancih ustanov za kroni¢no
nego. Brez dvoma je dokazano, da je bre-
me gripe in deleZ hudih oblik in umrlji-
vosti najvecji pri kroni¢no bolnih in pri
starostnikih (5, 6). Taki posamezniki so Se
posebej dovzetni za okuZbo z gripo in nje-
ne zaplete, ko so hospitalizirani ali insti-
tucionalizirani. Res pa je tudi, da cepljen-
je zdravih odraslih ljudi prepreci okrog
60 % laboratorijsko potrjene gripe (7).
Ceprav nepopolna, je zai¢ita s cepivom
vseeno dobra in varna ter se smatra kot
najbolj ucinkovita obstojeca strategija za
preprecevanje gripe.

Podatki o tem, ali cepljenje ZD zmanj-
Sa pojavnost gripe pri bolnikih in oskr-
bovancih domov za ostarele, so na videz
nasprotujoci. Medtem ko posamezne raz-
iskave kaZejo jasno dobrobit cepljenja za-
poslenih pri zmanj$anju prenosov gripe v
zdravstvenih ustanovah, pa meta-analize
tega vedno ne potrjujejo. V meta-analizi
Stirih randomiziranih kontroliranih raz-
iskav so Ahmed in sodelavci naSeli do-
kaze, da cepljenje ZD zmanj3a celokupno
smrtnost in pogostost gripi podobne bo-
lezni pri pacientih. Smrtnost zaradi kate-
rihkoli vzrokov je bila niZja za 29 %. In-
tervencije za povecanje precepljenosti ZD
so zmanjSale mortaliteto za 0,8 % do 8 %.
Statistiéno pomembno se je zniZala pogo-
stost gripi podobnih bolezni (42 % zmanj-
Sanje), med tem ko zmanjSanje laborato-
rijsko potrjene gripe ni bilo statisti¢no
pomembno (8). Problemi raziskav, ki oce-
njujejo zascitni ucinek cepljenja, so mno-
goteri: razlike v precepljenosti med usta-
novami, nezmoznost doseci velike razlike
v precepljenosti, vkljucitev let, ko je bila
incidenca gripe nizka. Pogosto manjka la-
boratorijska potrditev gripe ali pa se upo-
rablja teste z izrazito nizko obcutljivo-
stjo pri starejSi populaciji (npr. nekateri
hitri testi). Ocena kvalitete vecine razi-
skav je slaba, tako da je v meta-analize
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vklju€enih le malo raziskav. Od $tirih raz-
iskav, vklju€enih v pri¢ujo€o meta-anali-
Z0, sta obe zgodnejsi raziskavi imeli me-
todoloSke napake, ena od raziskav pa je
imela premajhno razliko v precepljeno-
sti (9-11). Carman in sodelavci so sledi-
li 50 % bolnikov s testi za dokaz gripe.
Precepljenost ZD je bila 50,9 % v ustano-
vah, kjer so cepljenje aktivno ponudili, in
4,9 % v ustanovah brez intervencije. Ce-
lokupna mortaliteta je bila niZja v usta-
novah z dobro precepljenostjo, obe sku-
pini pa se nista razlikovali v pogostosti
gripe. Zanimivo pa je, da v ustanovah z
boljSo precepljenostjo niso dokazali gripe
pri umrlih pacientih za razliko od usta-
nov, ki niso imele dobre precepljenosti (p
= 0,055) (9). Raziskava Haywarda in so-
delavcev pa je bila metodolo$ko mocna
in je dosegla pomembno razliko v prece-
pljenosti pred intervencijo in po njej. Raz-
iskava je trajala dve leti in vsaj ena od se-
zon je bila relativno huda. Vendar pa ta
Studija ni ocenjevala izhoda laboratorij-
sko potrjene gripe. Razlike v mortalite-
ti so bile le v ¢asu kroZenja virusa gripe,
izven sezone gripe je bila mortaliteta po-
dobna v posameznih ustanovah ne glede
na precepljenost ZD (12). Ne glede na za-
kljucke Ahmeda in sodelavcev je kasnej-
Sa Cochranova meta-analiza zakljucila, da
ni dovolj dokazov za priporocilo obvezne-
ga cepljenja ZD proti gripi, ker so iz ana-
lize izkljugili raziskave, ki niso upoSteva-
le samo laboratorijsko potrjene gripe (13).
Zadnja posodobljena Cochranova analiza
je bila objavljena pred kratkim. V tej ana-
lizi so ocenjevali vpliv cepljenja ZD na
incidenco laboratorijsko dokazane gripe,
pljucnice, smrti zaradi pljucnice in spre-
jema v bolniSnico zaradi okuZbe dihal pri
oskrbovancih domov za ostarele, starih
60 let in vec. Tudi ta analiza je zakljucila,
da ni zadosti dokazov, da cepljenje ZD, za-
poslenih v domovih za ostarele, pomemb-
no vpliva na pojavnost gripe pri oskrbo-
vancih in na sprejeme v bolniSnico (14).

V eni od zadnjih objavljenih raziskav so
avtorji upoStevali tri glavne vidike kori-
sti cepljenja ZD, in sicer: perspektivo var-
stva pri delu, perspektivo delodajalcev
in perspektivo varnosti bolnikov. Razi-
skave kaZejo stalen pozitiven ucinek ce-
piva glede preprecevanja bolezni, delno
zavajajo€ ucinek glede zmanjSanja absen-
tizma in precej nasprotujoce si informa-
cije glede varnosti bolnikov (15). Indirek-
tno (€redno) imunost proti gripi potrjuje
raziskava iz Kanade, kjer so dokazali, da
cepljenje 3-15 let starih otrok ni za$c¢iti-
lo samo otrok, ampak je tudi zmanjSalo
pojavnost gripe za 61 % pri necepljenih
¢lanih skupnosti (16). Ta in podobne razi-
skave dejansko sluZijo kot pomembne do-
kaz indirektne zaS¢ite, ki jo nudi cepljenje
proti gripi. Pozitiven ufinek na zmanj$a-
nje bolni$ni¢no pridobljene gripe so do-
kazali Frenzel in sodelavci, ki so v osmih
letih po uvedbi obveznega cepljenja ZD v
onkolo8ki bolnisnici ugotavljali statistic-
no pomembno zmanjSanje pojava gripe
pri pacientih (p = 0,045), pri Cemer je pre-
cepljenost ZD dosegla 94 % (17).

Glede na hude posledice izbruha gri-
pe v bolni8nici ali domu za ostarele, gle-
de na znano ucinkovitost in varnost cepi-
va in na dokaze, da cepljenje dolocenega
segmenta populacije lahko prepreci gripo
pri necepljenih osebah, se ve¢ina avtorjev
nagiba k mnenju, da je treba cepljenje ZD
priporociti tudi zaradi izboljSanja varnosti
bolnikov in oskrbovancev (18, 19).

RAZLOGI ZA ODKLANJANJE
CEPLJENJA

Kljub Stevilnim raziskavam, opravljenih
v razli¢nih okoljih, glavne razloge za od-
klanjanje cepljenja ni tako lahko izlus¢i-
ti. StarejSa raziskava s pregledom lite-
rature, objavljena leta 2000, je vkljucila
32 Clankov iz 32 raziskav. Najvecjo pre-
cepljenost so dosegle kampanje za cepl-
jenje, ki so vkljucevale enostaven dostop
do cepljenja in brezplacno cepljenje, zlas-



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4:

153

ti v ZDA. Vendar tudi ta vrsta kampanj
ni bila vedno uspe$na. Dve glavni ovi-
ri za izboljSanje precepljenosti, ki sta se
ponavljali v vecini raziskav, sta bili na-
pacno dojemanja pomena gripe, tvegan-
ja in vloge ZD pri prenosu gripe, pome-
na in tveganja cepljenja ter nedostopnost
(oz. navidezna nedostopnost cepiva) (20).
Zanimiva je raziskava, opravljena v Po-
dogorici (Crna gora), kjer so bili razlogi
za odklanjanje cepljenja najbolj poveza-
ni z neprepoznavanjem tveganja za okuz-
bo z virusom gripe. V tej drZavi, podobno
kot pri nas, obstaja moc¢no gibanje proti
cepljenju. Nacrt izboljSanja precepljenos-
ti je imel ve¢ delov, med njimi tudi izrazi-
to vkljuc€evanje profesionalnih organiza-
cij in vodij (21). Tudi v Sloveniji smo med
ZD opravili ve¢ anket, ki naj bi pojasni-
le razloge za odklanjanje cepljenja proti
gripi med ZD (22). Zadnja anketa, izvede-
na med zdravniki, Studenti in medicin-
skimi sestrami, je pokazala, da ZD veci-
noma podcenjujejo pogostost gripe in
njene nevarnosti (npr. odgovori: »ne zbo-
lim, ker sem mlad« ali »gripa zame ni ne-
varnac). Veliko je tudi strokovno povsem
neutemeljenih trditev (npr. »zaradi cepi-
va proti gripi sem zbolel z respiratorno
okuZbo« ipd. ) Videti je, da ZD pri nas pod-
cenjujejo socialni pomen cepljenja oz. da
ta v naSem kulturnem okolju nima nobe-
ne vloge pri odlocitvi za cepljenje (Petra
Krt, SPOBO, UKCL, neobjavljeni podatki).
KakSen pomen ima znanje, so dokaza-
1i Martinello in sodelavci, ki so dokazali,
da so bili ZD, ki so pravilno odgovorili na
pet osnovnih vpra$anj o gripi, statisticno
pomembno pogosteje cepljeni kot tisti, ki
so na katerokoli vpraSanje odgovoril na-
pacno (p = 0,002). Vendar je bila ta razli-
ka statistiéno pomembna le za negovalno
osebje, ne pa tudi za zdravnike, kar kaZe
na to, da so razlogi za necepljenje razlic-
ni med posameznimi poklicnimi skupina-
mi (23).

KAKO I1ZBOL)SATI PRECEPLJENOST
ZD PROTI GRIPI?

Odgovor na to vpraSanje ni enoznacen in
je odvisen od Stevilnih kulturnih in dru-
gih razlik med posameznimi okolji. Eden
od nacinov je nedvomno cepljenje proti
gripi oznaciti kot prosocialno dejanje. V
eni od raziskav so primerjali ZD iz JuZz-
ne Koreje (kolektivisti¢no kulturno ozad-
je) in ZDA (individualisti¢no kulturo
ozadje). Prosocialna motiviranost za ce-
pljenje je bila bolj verjetna v Koreji kot
v ZDA. Ce pa so se morali udeleZenci ak-
tivno odlocati za odklonitev cepljenja, je
to povecalo pogostost cepljenja v ZDA
(24). Percepcija ucinkovitosti cepiva in
stranskih ucinkov so obicajni dejavniki,
ki vplivajo na pogostost cepljenja. Ti de-
javniki lahko delujejo na osebni in druZz-
beni ravni in vplivajo na odnos in zna-
nje ZD. Na stopnjo precepljenosti vpliva
tudi pojav drugih oblike gripe npr. avi-
arne influence. Med pomembnimi upora-
bljenimi strategijami za izboljSanje pre-
cepljenosti so bili bolj strogo izvrSevanje
lokalnih priporocil, objavljanje jasnih za-
vezujo€ih smernic in politika obveznega
cepljenja, ki se izvaja v nekaterih regijah
v Severni Ameriki. Obvezno cepljenje je
sicer pripeljalo do vi§je precepljenosti,
vendar ni brez problemov. Konvencional-
ni izobraZevalni programi in akcije ima-
jo le zmeren vpliv. Vlogo ima dostopnost
cepiva in zgled vodilnih oz. spoStovanih
sodelavcev (25). Z multimedijsko kampa-
njo so v vedji italijanski bolniSnici skuSa-
li izboljSati stopnjo precepljenosti ZD in
vplivati na dojemanje cepljenja. Stopnje
odziva so bile 92,6 % (464/501) pred in-
tervencijo in 83,2 % (417/501) po inter-
venciji. S kampanjo za promocijo ceplje-
nja je bilo seznanjenih 93,8 % (391/417)
ZD. Internetne videospote je videlo 59,6
% (233/391) ZD. Nekateri razlogi za od-
klanjanje cepiva: »ni verjel v ucinkovitost
cepiva« (zmanjSanje od 34,7 % na 14,9 %),
»ne razmiSlja o gripi kot o resnem proble-



154 Tatjana Lejko Zupanc

Cepljenje zdravstvenih delavcev proti gripi - miti in resnice

mu« (od 24 % na 12,6 %), »ne zbolijo« (od
28,7 % na 18,2 %) ali »je proti cepljenjuc
(od 32,7 % na 21 %) so se statisti¢no po-
membno zmanj$ali po akciji. »Namera, da
se cepijo v naslednjem letu« se je poveca-
la (od 13,1 % na 36,6 %). Stopnja prece-
pljenosti je bila nizka, vendar se je stati-
sti¢no pomembno povecala (od 5,6 % na
7,6 %) (p < 0,005) (26). Sprejemanje ceplje-
nja pri ZD je kompleksno obnaSanje, zato
bodo verjetno imele najve¢ ucinka akci-
je, ki slonijo na teorijah vedenja, vendar
je malo podatkov, kako te teorije uporabi-
ti v praksi (27). Kot koristno orodje bi se
lahko izkazalo orodje Svetovne zdravstve-
ne organizacije TIP FLU (angl. Tailoring
immunization programmes for seasonal in-
fluenza), ki na osnovi analize dejanskega
stanja in problemov predlaga reSitve, na-

menjene specificnemu okolju, upoStevaje
kulturne in druge razlike (21).

ZAKLJUCEK

Cepljenje ZD proti gripi je Se vedno kon-
troverzna tema. Kljub splo§nemu prepri-
¢anju, da cepljenje ZD varuje ranljive pa-
ciente in oskrbovance domov za ostarele,
manjka kvalitetnih raziskav, ki bi to ne-
dvomno dokazale. Razlog za to so tudi
problemi tehni¢ne narave, s katerimi se te
raziskave soocajo. Vedenje, verovanja in
prepricanja ZD je teZko spremeniti, saj do-
stikrat nimajo povsem racionalne razlage.
Pri nacrtovanju spremembe vedenja mo-
ramo upostevati lokalno kulturo in dru-
ge posebnosti, obvezno pa moramo vklju-
Citi profesionalne organizacije in vodstva
zdravstvenih ustanov.
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Ukrepanje ob izbruhu gripe v zdravstveni
ustanovi
Managment of an Influenza Outbreak in a Health Care Institution

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: gripa, izbruh, obravnava, ukrepi

V Sloveniji vsako leto zaradi gripe zboli vec kot pet odstotkov prebivalstva. Gripa je zelo
nalezljiva, zato se pogosto pojavlja v obliki epidemij. Obicajno se v ¢asu intenzivnega
Sirjenja gripe poveca Stevilo bolnikov s plju¢nicami in $tevilo ljudi, ki morajo na bol-
niSnic¢no zdravljenje zaradi poslabSanja gripe ali drugih kroni¢nih bolezni. Pri obvlado-
vanju izbruha gripe in prekinitvi prenosa so poleg cepljenja in kemoprofilakse vseka-
kor pomembni tudi higienski ukrepi, ukrepi izolacije ter omejitve gibanja in stikov med
zdravimi in bolnimi osebami. Na nacionalnem nivoju imamo plan ukrepanja za primer
pandemije gripe in algoritem ukrepanja ob pojavu gripe v zdravstvenih ustanovah, ki
so ga pripravili epidemiologi Nacionalnega instituta za javno zdravje. Ukrepe ob izbru-
hu sezonske gripe v bolniSnicah bolj ali manj uspe$no usmerja Komisija za obvladova-
nje bolnisni¢nih okuZb. Pri tem je zelo pomembna pomoc epidemiologov kot tudi vsega
negovalnega osebja. V danih situacijah, posebej v psihiatri¢nih bolniSnicah, je pri obvla-
dovanju izbruha potrebno iskati kompromise oz. ves ¢as iskati manj$o Skodo za bolnika.

ABSTRACT

KEY WORDS: flu, influenza, outbreak, treatment, measures

More than 5% of the population falls ill with influenza in Slovenia annually. Since in-
fluenza is very contagious, it often occurs in the form of an epidemic. During periods
of rapid spread of the influenza, the number of patients with pneumonia and the num-
ber of patients who need hospitalization due to worsening of chronic diseases increa-
ses. Aside from vaccination and chemoprophylaxis, hygienic measures, patient isolati-
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Ukrepanje ...

on as well as limiting of contact between healthy and affected individuals are important
in managing an influenza outbreak. The algorithm designed by the National Institute of
Public Health, which specifies the procedures in the case of occurrence of pandemic and
influenza outbreaks in health care facilities, is in use in Slovenia. Measures taken in he-
alth care facilities during influenza outbreaks are more or less successfully directed by
the Commission for the Infection Control. Involvement of epidemiologists and an active
role of the nursing staff is an important aspect in dealing with the outbreaks in a pro-
per manner. There are certain specifics depending on the health care facility involved
(for example psychiatric institutions), where guidelines often cannot be followed com-
pletely, therefore compromises have to be sought.

uvoD

Gripa predstavlja veliko groZnjo za javno
zdravje in ima velik vpliv na obolevnost
in umrljivost. V Sloveniji vsako leto zara-
di gripe zboli vec kot pet odstotkov prebi-
valstva (1). Gripa je zelo nalezljiva, zato se
pogosto pojavlja v obliki epidemij. Viru-
si gripe se prenaSajo s kuZnimi kapljica-
mi (razSirjajo se po zraku s kihanjem, ka-
§ljanjem in govorjenjem), neposrednim
stikom (poljubljanje) in posredno preko
razli¢nih okuZenih predmetov (kljuke, te-
lefonske sluSalke itd.) (2, 3).

Bolezen pri mladih bolnikih brez kro-
ni¢nih bolezni vecinoma poteka kot ne-
kajdnevno vroc¢insko stanje z znaki okuz-
be dihal in bole¢inami v miSicah in
sklepih. Pri nosecnicah, bolnikih s kro-
ni¢nimi boleznimi, dojenckih in starej$ih
bolnikih pa bolezen lahko poteka s teZjo
klini¢no sliko s pogostimi zapleti in vis-
jo smrtnostjo. Obi¢ajno se v ¢asu inten-
zivnega $irjenja gripe poveca Stevilo bol-
nikov s plju¢nicami in S$tevilo ljudi, ki
morajo na bolni$ni¢no zdravljenje zara-
di poslabSanja drugih kroni¢nih bolezni,
kot so astma, bronhitis ali sréno popu-
S¢anje. Med izbruhi je celotna obolevnost
3-76 % in umrljivost 0-20 % (3). Proti
gripi se lahko najbolj u€inkovito zaS¢iti-
mo s pravocasnim cepljenjem. Cepljenje
je potrebno opraviti vsako leto znova, naj-
bolje Se pred sezono prehladnih obolenj.

Za starejSe ljudi je cepljenje v 30-40 %

ucinkovito pri preprecevanju pojava bole-
zni, v 50-60 % ucinkovito pri prepreceva-
nju hospitalizacij ali plju¢nic, povezanih z
gripo, in v 80 % ucinkovito pri preprece-
vanju smrti zaradi gripe (4, 0). Zaradi raz-
meroma slabe ucinkovitosti se priporoca
cepljenje ostalih druZinskih ¢lanov.

Cepljenje proti gripi je priporocljivo
za osebe, ki so pri svojem delu izposta-
vljene nevarnosti okuZbe ali pa lahko pre-
nesejo okubo na druge osebe. Se posebno
to velja za zdravstvene delavce in sodelav-
ce ter druge nujne sluzbe. Tudi drugi stro-
kovnjaki ugotavljajo, da bi bilo potrebno
zdravstvene delavce na vseh nivojih zdra-
vstva motivirati za cepljenje proti gri-
pi (7). O cepljenju zaposlenih proti gripi
moramo voditi evidenco za vsako leto po-
sebej. V primeru izbruha mora biti doku-
mentacija o cepljenju osebja takoj dosto-
pna skupini za obravnavo izbruha (1).

Pri zmanjSevanju prenosa in Sirjenja
virusa influence v skupnostih ucinkovi-
to delujejo inhibitorji nevraminidaze. Pri
nas imamo registrirani oseltamivir in za-
namivir, ki delujeta proti virusu influence
A in B, saj ublaZita obolenje in skrajSata
¢as bolezni. Problem je v tem, da jih mora
bolnik prejeti v 48 urah po nastopu klini¢-
nih znakov (8).

Poleg cepljenja in kemoprofilakse so
pri obvladovanju izbruha gripe pomemb-
ni tudi ukrepi izolacije z omejitvijo gi-
banja in stikov med zdravimi in bolnimi
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osebami, ukrepi glede zaposlenega osebja
in higienski ukrepi. Na nacionalnem ni-
voju imamo Nacrt pripravljenosti na pan-
demijo gripe na podroc¢ju zdravstva iz leta
2006 in Algoritem ukrepanja ob pojavu
gripe v zdravstvenih ustanovah (1, 9). V
prispevku bomo opisali ukrepe za obvla-
dovanje sezonske gripe ter izpostavili ne-
kaj omejitev, zaradi katerih nac¢rta ne mo-
remo Vv celoti uresnicevati.

OBRAVNAVA IZBRUHA
Izbruh gripe predstavljata dva ali vec pri-
merov (pacienti ali zaposleni) s simpto-
mi in znaki akutne okuZbe dihal v obdo-
bju 72 ur, ki so med seboj epidemiolosko
povezani, pri Cemer naj bi bil virus influ-
ence laboratorijsko potrjen vsaj pri enem
primeru. Epidemiolo$ko prijavljamo vsa-
ko osebo z gripi podobno boleznijo in vsaj
enim izmed znakov, kot so: poviSana tele-
sna temperatura, slabo pocutje, glavobol
in bole¢ine v miSicah, ter vsaj enim izmed
respiratornih simptomov, kot so: kaSelj,
vnetje Zrela, kratka sapa (1, 2).
Laboratorijska merila so izpolnje-
na v primeru, da je pozitiven eden od la-
boratorijskih testov: osamitev virusa in-
fluence iz klini¢nega vzorca, potrjevanje
prisotnosti nukleinske kisline virusa in-
fluence v klini¢nem vzorcu, identifikaci-
ja antigena virusa influence v klini¢nem
vzorcu z metodo direktne imunofluo-
rescence in porast specificnih protite-
les proti virusu influence. Epidemiolo-
Ska povezava pomeni prenos s ¢loveka
na cloveka. Vse primere razvrstimo kot
moZne (samo klini¢na merila), verjetne
(klini¢na merila in epidemiolo$ka pove-
zava) ali potrjene (klini¢na merila, epide-
mioloSka povezava in laboratorijska po-
trditev) (1). O izbruhu gripe ali sumu na
izbruh obvestimo epidemiolosko sluZzbo
na obmocni enoti Nacionalnega inStitu-
ta za javno zdravje (NIJZ), ta pa epidemi-
ologa v pripravljenosti v Centru za nale-
zljive bolezni NIJZ.

Za potrditev virusa gripe moramo od-
vzeti brise nosno-Zrelnega prostora prvim
obolelim. V primeru izbruha je smiselno
dolociti podtip virusa influence (moleku-
larno ali tipizacija izolata virusa influen-
ce). Dolocanje podtipov zagotavlja Labo-
ratorij za javnozdravstveno virologijo na
Nacionalnem laboratoriju za zdravje, oko-
lje in hrano (NLZOH). Ko je v izbruhu vi-
rus influence laboratorijsko potrjen, na-
daljnje laboratorijsko potrjevanje ni vec
potrebno. Ponovno potrjevanje je potreb-
no le izjemoma, v kolikor bi se v ve¢ kot
72 urah po uvedbi zdravljenja s protivi-
rusnimi zdravili pojavili novi primeri s
simptomi gripe. MoZno je, da je povzroci-
telj drug virus, ki povzro¢i okuzbo dihal. V
primeru potrditve virusa influence je lah-
ko vzrok neobcutljivost virusa na protivi-
rusno zdravilo ali pa drug tip virusa influ-
ence (8, 10).

OCENA TVEGANJA

Pogosto se pri gripi zaradi zmanj$anja od-
pornosti pojavijo dodatne okuZbe z bak-
terijami (pljucnica, bronhitis). Dodaten
zaplet, znacilen za otroke, je vnetje sre-
dnjega uSesa, pogoste komplikacije so
tudi bronhitisi in pljucnice. Pri pripravi
ocene tveganja je zdravstvenim ustano-
vam v veliko pomoc¢ epidemiolog. V oceni
tveganja upoStevamo deleZ cepljenih pro-
ti gripi med oskrbovanci in osebjem ter
pripravimo predlog moZnih, ucinkovitih
preventivnih ukrepov.

UKREPI OB IZBRUHU

Higienski ukrepi

Virus influence se prenasa s kuZnimi
kapljicami, ki nastajajo pri kasljanju, ki-
hanju, govorjenju, z neposrednim tesnim
stikom z obolelim ter s posrednim stikom
preko okuZenih povrSin in predmetov
(kljuke, telefonske sluSalke, jedilni pri-
bor) (1-3). Neposredni ali posredni stik z
izlo€ki dihal je glavni nacin prenosa viru-
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sa gripe. Pravilna higiena rok je najucin-
kovitej$i ukrep za preprecevanje Sirjenja
gripe (11).

Pred nudenjem oskrbe bolnemu varo-
vancu si masko skrbno namestimo tako,
da si pokrijemo nos in usta. Zamenjamo jo
takoj, ko postane mokra. Vsaki¢, ko rablje-
no masko odstranimo, si razkuZimo roke.
Rabljene maske odvrZemo v posebno em-
balaZo kot kuZni odpadek. Uporabljamo
navadne kirurSke maske.

Ukrepi standardne in kapljicne
izolacije za oskrbovance in
zaposlene z omejitvijo gibanja

V zdravstvu smo vsi zaposleni dolZni iz-
vajati ukrepe standardne izolacije pri
vseh bolnikih, ne glede na diagnozo.
Standardna izolacija preprecuje Sirjenje
okuZb pri stiku z bolnikom in njegovimi
izloC¢ki. Med ukrepe standardne izolaci-
je sodi higiena rok, uporaba osebne va-
rovalne opreme, ¢iS€enje in razkuZevanje
opreme, rokovanje s perilom, odstranje-
vanje infektivnih odpadkov, namestitev
bolnika, higiena kaSlja. Ukrep kaplji¢ne
izolacije preprecuje prenos okuZbe s ka-
pljicami bolnika ob ka$ljanju, kihanju in
govorjenju. Pri posegih, ki razprSujejo
izlo¢ke dihal je moZna tvorba aerosolov
oz. delcev, manjs$ih od 5 mikronov, zato
je v tak§nem primeru priporocena upora-
ba respiratorne maske. Ukrepi kaplji¢ne
izolacije predstavljajo ukrepe standardne
izolacije kot tudi noSenje kirur§ke maske
pri tesnem stiku s pacientom (do 1 m ),
razmik med posteljami ve¢ kot 1 m ter
kohortiranje (1).

Ker se gripa prena3a tudi s stikom, je
treba izvajati ukrepe kontaktne izolacije.
Potrebno je pogostejSe ¢iS€enje in razku-
Zevanje neposredne bolnikove okolice in
drugih povrS$in in predmetov, ki se jih pa-
cient in zdravstveno osebje pogosto doti-
kajo. Paciente namestimo v individualne
sobe, v kolikor imamo kapacitete, oz. jih
kohortno izoliramo v vecposteljne sobe.

Pacienti z gripo ne smejo zapusca-
ti svoje sobe vsaj pet dni od pojava prvih
znakov bolezni ali do popolne ozdravitve.
Ce je prevoz pacienta nujen, mu pred pre-
vozom namestimo kirur§ko masko. Ce je
izbruh omejen na eno enoto/oddelek, je po-
trebno omejiti stike in gibanje z drugimi
enotami/oddelki. V ¢asu izbruha sprejem
novih pacientov na oddelek ni priporo¢ljiv.
V primeru nujne premestitve varovanca iz
ustanove, kjer beleZimo izbruh gripe, v
bolni$nico, je osebje ustanove dolZno le-to
o izbruhu pisno obvestiti.

Ukrepi pri zdravstvenem osebju
Med izbruhom gripe ponudimo cepljen-
je vsemu necepljenemu osebju. V prime-
ru dolgotrajne zdravstvene obravnave je
smiselno cepljenje ponuditi tudi pacien-
tom. V primeru pojava gripi podobne bo-
lezni pri zaposleni osebi, mora le ta os-
tati doma in o tem obvestiti odgovorno
osebo. Vse zaposlene s simptomi gripe
(tudi Ce so cepljene ali jemljejo protivi-
rusna zdravila), je treba izkljuciti iz dela
za pet dni od pojava simptomov ali dokler
simptomi ne izginejo. Pred povratkom na
delo morajo biti najmanj 24 ur brez vro-
¢ine. O dolZini bolniSke odsotnosti odlo-
¢i lececi zdravnik (1). Med izbruhom gri-
pe cepljeno osebje brez simptomov nima
omejitve dela na drugih oddelkih, necepl-
jeno osebje pa mora pocakati eno inkuba-
cijsko dobo (3 dni) od zadnjega dne, ko so
delali v enoti/oddelku, kjer je izbruh, pre-
den lahko delajo na drugi enoti/oddelku,
kjer ni izbruha.

V primeru, da je izbruh gripe ome-
jen samo na nekatere enote, poskusimo
zmanj3ati pretok osebja tako, da oblikuje-
mo skupine, ki skrbijo samo za bolne va-
rovance, in skupine, ki skrbijo samo za
zdrave oskrbovance. V kolikor so zapo-
sleni cepljeni s cepivom, ki ustreza kro-
ZeCemu virusu oziroma prejemajo ustrez-
no protivirusno terapijo, to ni potrebno
(1). Med izbruhom naj bi na prizadetem
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oddelku/enoti delalo le osebje, ki je cepl-
jeno. PriporoCeno je takojSnje cepljenje,
razen pri tistih, pri katerih obstaja kontra-
indikacija za cepljenje. Necepljeno osebije,
ki nima znakov bolezni, lahko dela na pri-
zadetem oddelku, ¢e prejema ustrezno ke-
moprofilakso (1, 2).

Drugi ukrepi

Na vhodu v ustanovo namestimo obve-
stilo o izbruhu gripe s priporoenimi za-
§Citnimi ukrepi ter moZnimi tveganji za
obiskovalce. Obiskovalci morajo biti se-
znanjeni z omejitvami obiskov. Pacien-
ti in obiskovalci prejmejo tudi pisna na-
vodila (zloZenke) o preprecevanju prenosa
gripe. Na obisk lahko pridejo samo zdravi.
Seznaniti jih moramo z izbruhom in mo-
Znimi tveganji. Skupinski obiski niso do-
voljeni. Prav tako moramo omejiti obiske
ene osebe pri ve¢ oskrbovancih. Ce obisko-
valec po obisku zboli, mora o tem obvesti-
ti ustanovo. Primer se Steje k izbruhu. V
primeru obiska pacienta z gripo obisko-
valcem ponudimo kirurS8ko masko ter jih
poucimo o pravilni uporabi maske in hi-
gieni rok. Med izbruhom moramo dosle-
dno izvajati temeljito in pogosto ¢iS¢enje
delovnih povrsin in prostorov. Predvsem
je potrebno temeljito ¢iS¢enje povrSin ob
bolniku (2, 11).

Zdravljenje in kemoprofilaksa

V primeru izbruha gripe v zdravstveni
ustanovi je uporaba protivirusnih zdra-
vil kljuénega pomena za omejitev Sir-
jenje virusa influence. Uporabljamo jih
kot sredstvo za zdravljenje pacientov in
kot sredstvo za preprecevanje obolenja
pri necepljenih osebah, ki so bile z obo-
lelimi v stiku. V Sloveniji sta registrirani
dve protivirusni zdravili, ki sta u¢inkovi-
ti proti virusu influence A in B in spada-
ta v skupino zaviralcev nevraminidaz (12,
13). Pri odraslih bolnikih z gripo protivi-
rusna zdravila zmanj$ajo resnost obolenja
in skrajSajo potek bolezni. U¢inkovita so,

e jih bolnik prejme v 48 urah po nastopu
simptomov. Zaradi laZje aplikacije zdravi-
la je oseltamivir sredstvo izbora pri sta-
rejSih pacientih (1, 10).

V primeru izbruha v bolni3nici se stro-
Sek protivirusnih zdravil za zdravljenje
kot kemoprofilakso krije iz sredstev bolni-
$nice. Zdravljenje moramo priceti v prvih
48 urah obolenja, izjemoma tudi kasne-
je. Pri obeh vrstah protivirusnih zdravil
(oseltamivir, zanamivir) je ¢as zdravlje-
nja pet dni. Praviloma recept za posame-
znega pacienta napiSe sobni zdravnik, ker
je seznanjen z oskrbovancevim zdravstve-
nim stanjem, ki lahko predstavlja morebi-
tne kontraindikacije za to zdravilo.

Kemoprofilakso predpiSemo za deset
dni. Ce se po desetih dneh e vedno poja-
vljajo novi primeri, z njo nadaljujemo Se
deset dni od pojava obolenja pri zadnjem
primeru oziroma dokler izbruh ni koncan.
Ce se po vec kot 72 urah po uvedbi kemo-
profilakse pojavljajo novi primeri obole-
nja, moramo pomisliti na pojav novega vi-
rusa ali na neob¢utljiv sev (rezistenca). Za
dokaz novega virusa odvzamemo dodatne
brise Zrela. So¢asno kroZenje dveh ali ve¢
virusov ni tako redko. Ce je izbruha konec
prej kot v desetih dneh, prekinemo tudi
profilakso. Kemoprofilaksa bo ucinkovi-
ta, e je protivirusno zdravilo u¢inkovito
proti sevu virusa influence (ni rezistence)
in Ce isto€asno izvajamo vse druge pre-
ventivne ukrepe za obvladovanje okuZbe
(izolacija, umivanje rok, uporaba mask),
vkljuéno s cepljenjem necepljenih oskrbo-
vancev in osebja (12, 13).

Protivirusna zdravila je zaradi moZne-
ga razvoja odpornosti potrebno uporablja-
ti skrajno racionalno. Zdravila bi morali
hraniti za tiste osebe, ki jih ne smemo ce-
piti ali pri katerih cepivo ni u¢inkovito.

Spremljanje izbruha

S pomoc¢jo odgovorne osebe iz Komisi-
je za obvladovanje bolniSni¢nih okuZb
(KOBO) spremljamo potek izbruha in
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beleZimo nove primere med oskrbovanci
in osebjem ter spremljamo ucinkovitost
izvajanja preventivnih ukrepov. V prime-
ru, da se kljub doslednim izvajanjem vseh
preventivnih ukrepov, vklju¢no s kemo-
profilakso, e vedno pojavljajo novi pri-
meri, moramo pomisliti na odpornost na
protivirusno zdravilo ali pojav novega
povzrocitelja. Odgovorna oseba, v dogo-
voru z obmocnim epidemiologom NIJZ,
dnevno posreduje podatke o novo zbolelih
na predpisanem obrazcu, po faksu ali ele-
ktronski posti.

Konec izbruha

Preden razglasimo konec izbruha mora-
mo biti prepri¢ani, da nimamo ve¢ novih
primerov. Konec izbruha razglasimo, Ce je
od zadnjega primera minilo 7-10 dni in
ni novih bolnikov (4-5 dni inkubacijska
doba, 3-5 dni kuZnost bolnika) (1).

Priprava porocila o izbruhu

Po koncanem izbruhu KOBO ob sodelo-
vanju vseh, ki so sodelovali pri obravnavi
izbruha v ustanovi, in ob pomoc¢i obmoc-
nega epidemiologa, pripravi kon¢no poro-
¢ilo o izbruhu (1).

OPIS PRIMERA OMEJITVE PRI
UKREPANJU OBVLADOVANJA
IZBRUHA GRIPE

V februarju letos smo v Psihiatri¢ni bol-
nidnici Begunje obravnavali izbruh gri-
pe. Zbolele so tri pacientke. Prvi primer
je bila pacientka z intenzivnim psihopa-
toloSkim doZivljanjem (sluSne halucina-
cije). Heteroanamnesti¢ni podatki so go-
vorili v prid heteroagresivnega vedenja v
domacem okolju (razbila Sipo na zunanjih
vratih v bloku), odklanjanja hrane in opu-
stitve psihiatricne medikamentozne te-
rapije. Ob sprejemu je bilo ocenjeno, da
je hospitalizacija nujna. Pacientka je bila
sprejeta na Zenski intenzivni oddelek. V
zacetku obravnave je bila slabo sodelu-
jo€a, bolezensko neuvidevna, teZje vodlji-

va na oddelku, jezna, higiensko neurejena.
Deveti dan hospitalizacije je postala paci-
entka febrilna, navajala je bolec¢ine v misi-
cah, Zrelu, glavobol in utrujenost. Ob tem
je bila na oddelku Se vedno teZje vodlji-
va in nekritiéna do svojega bolezenske-
ga stanja. Dne 3. 2. 2016 je bil odvzet bris
na virus influence, s katerim smo potrdili
influenco tipa A. Pri pacientki smo price-
li z ukrepi kaplji¢ne izolacije, ki pa zaradi
pacientkinega psihi¢nega stanja niso bili
ustrezno izvajani. Kljub navodilom osebja
se pacientka ni zadrZevala v bolniski sobi,
tako da jo je bilo potrebno neprestano opo-
zarjati. Navodil za preprefevanje prenosa
gripe zaradi dezorganizacije v vedenju in
miSljenju ni bila zmoZna upoStevati. Izvor
okuZbe ostaja nepojasnjen, mozno je, da je
bil virus vnesen preko obiskovalcev. Dru-
ga obolela pacientka za gripo, ki se je oku-
Zila v bolni3nici, je imela paranoidno shi-
zofrenijo. Na Zenski intenzivni oddelek je
bila sprejeta zaradi poslab3anja psihoti¢-
ne motnje ob opustitvi medikamentozne
terapije in suicidalne ogroZenosti (dva
poskusa samomora v dveh mesecih pred
sprejemom). Gospa je bila v sklopu oddel-
ka sicer vodljiva, vendar je bilo ocenjeno,
da je suicidalno ogroZena. Dne 6. 2. 2016
so pri pacientki ugotavljali poviSano tele-
sno temperaturo, ostalih simptomov, zna-
¢ilnih za gripo, pri pacientki niso ugota-
vljali oziroma jih pacientka ni navajala.
Tudi pri tej pacientki posumili, da bi Slo
lahko za virus influence, katerega smo 9.
2.2016 potrdili. Obe pacientki smo kohor-
tno osamili. Tretja pacientka je bila mlado
dekle, sprejeto zaradi poslabSanja psihic¢-
nega stanja na Zenski intenzivni oddelek.
Pacientka je bila v sklopu oddelka vodlji-
va, umirjena. Ob medikamentozni terapiji
se je psihi¢no stanje hitro izboljsalo. 8. 2.
2016 se je pri pacientki pojavila poviSana
telesna temperatura. Glede na to, da smo
9. 2. 2016 Ze pri dveh pacientkah na Zen-
skem intenzivnem oddelku potrdili virus
influence, se pri tej pacientki nismo odlo-
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¢ili za odvzem brisa. Ker je bilo pacientki-
no psihi¢no stanje izboljSano, smo jo z na-
vodili odpustili v domaco oskrbo.

Pri psihiatriénih pacientih pogosto
opaZamo Ze primarno slabe osnovne higi-
enske navade in $kodljive razvade (alko-
holiki, narkomani, duSevno manj razvite
osebe), lahko pa so te posledica psihiatric-
nih motenj (psihoze, demence, hude de-
presivne motnje, delirantne epizode). Pri
psihiatri¢nih pacientih narava njihove bo-
lezni pogosto onemogoca ustrezno izvaja-
nje ukrepov, ki so potrebni za prepreceva-
nje bolnidni¢nih okuZb (npr. dementnemu
pacientu, mani¢nemu ali akutno psihotic-
nemu pacientu je teZko dopovedati, da se
zadrZuje v svoji sobi, se ¢im manj dotika
povrsin, si dosledno razkuZuje roke, izvaja
vsakodnevno osebno higieno).

ZAKLJUCEK

Gripa je zelo nalezljiva bolezen in se po-
gosto pojavlja v obliki izbruhov. V ¢asu
kroZenja virusa so zdravstvene ustano-
ve najbolj oblegana mesta s strani obo-

lelih pacientov, tako da v ustanovo zelo
hitro dobimo obolele z gripo. V nadalje-
vanju je obveza zdravstvenih delavcev, da
znotraj Ze tako ranljive populacije bole-
zen zamejimo in je ne $irimo. Pri obvla-
dovanju izbruha gripe in prekinitvi pre-
nosa so poleg cepljenja in kemoprofilakse
pomembni tudi higienski ukrepi, ukre-
pi izolacije ter omejitve gibanja in stikov
med zdravimi in bolnimi osebami. Ukrepe
ob izbruhu sezonske gripe v bolniSnicah
bolj ali manj uspe$no usmerja KOBO. Pri
tem je zelo pomembna pomo¢ epidemio-
logov kot tudi vsega negovalnega osebja.
V danih situacijah, posebej v psihiatri¢-
nih bolni$nicah je pri obvladovanju izbru-
ha potrebno iskati kompromise oz. ves ¢as
iskati manjSo Skodo za bolnika. Poleg ne-
sodelovanja pacientov so najvecje omeji-
tve tudi pomanjkanje zdravstvenega ka-
dra, posebej zaradi velike obolevnosti v
primeru necepljenosti, neznanje obvlado-
vanja prenosa okuZbe vklju¢no z izolacijo
pacientov, higiena rok in uporaba osebne
varovalne opreme.
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Tatjana Mrvi¢", Uro$ Krivec?
Akutni bronhiolitis

Acute Bronchiolitis

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: akutni bronhiolitis, epidemiologija, diagnostika, zdravljenje, prepretevanje

Akutni bronhiolitis je ena najbolj pogostih virusnih infekcijskih bolezni dihal pri majh-
nih otrocih in vodilni vzrok za bolnisni¢no zdravljenje dojenckov, mlajSih od 12 me-
secev. Bolezen se pojavlja sezonsko v zimskih mesecih, kar sovpada s kroZenjem re-
spiratornega sincicijskega virusa. Ta je kot glavni povzrocitelj odgovoren za do 80 %
primerov bolezni. Ceprav $tevilo hospitalizacij zaradi akutnega bronhiolitisa v razvitem
svetu v zadnjih desetletjih nara$¢a, pa se je Stevilo umrlih otrok v tem ¢asu zmanjSalo
pod 1 %. TeZji potek lahko pric¢akujemo pri otrocih z dejavniki tveganja (nedonoSenost,
kroni¢na plju¢na, prirojena sréna bolezen). Za postavitev diagnoze ne potrebujemo mi-
krobiolo8kih ali laboratorijskih preiskav, kljucen je dober klini¢ni pregled (prisotnost iz-
cedka iz nosu, kaslja, pokov, piskov nad pljuci, teZkega, hitrega dihanja, teZav pri hranje-
nju, apneje, zaspanosti). Dokazano ucinkovito zdravljenje je po vec¢ kot 50 letih Se vedno
samo podporno z zagotavljanjem primerne hidracije in oksigenacije krvi in po princi-
pu minimalnega rokovanja z otrokom. Preprecevanje bolezni vkljucuje ustrezne higien-
ske ukrepe (umivanje/razkuZevanje rok, ¢is¢enje povrsin), v bolnidni¢nem okolju pa Se
kohortno izolacijo pacientov in dosledno uporabo osebne varovalne opreme (rokavice,
plas¢/predpasnik, maska) pri rokovanju z okuZenim otrokom. Za preprecevanje okuzb z
respiratornim sincicijskim virusom pa je za najbolj ogroZene skupine otrok na voljo od
leta 1998 tudi pasivna zasc¢ita z monoklonskimi protitelesi.

ABSTRACT
KEY WORDS: acute bronchiolitis, epidemiology, diagnostics, treatment, prophylaxis

Acute bronchiolitis is one of the most common viral infections of respiratory tract af-
fecting small children. It is the leading cause for hospital admissions in infants younger
than 12 months. The disease occurs seasonally with peak incidence during the winter
months which coincide with circulation of respiratory syncytial virus, which is the lea-
ding agent responsible for up to 80% of cases. Despite the fact that in developed world
hospitalization rates in the last decades are increasing, mortality rates have decreased
and are below 1%. A more serious course of the disease is anticipated in children with
risk factors (prematurity, chronic lung, congenital heart diseases). For the diagnosis, no
microbiological or laboratory tests are required. Essential is a good physical examina-

1 Tatjana Mrvig, dr. med., Klinika za infekcijske bolezni in vroginska stanja, Univerzitetni klinicni center Ljubljana,
Japljeva ulica 2, 1525 Ljubljana; tatjana.mrvic@kclj.si
2 Uros Krivec, dr. med., Pediatricna klinika, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Bohoriceva ulica 20, 1000 Ljubljana
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tion (runny nose, cough, crackles, wheezing on lung auscultation, difficult, rapid bre-
athing, apnea, difficulty in feeding, drowsiness). The only proven successful treatment
from the last 50 years is still supportive with maintaining good hydration and oxyge-
nation with a principle of minimal handling. Preventive measures include good hand
hygiene (washing / disinfection) and surface cleaning. In hospital settings, it is also im-
portant to cohort the patients and for healthcare workers to maintain a strict use of per-
sonal protective equipment (gloves, gowns/aprons, masks). Immunoprophylaxis for re-
spiratory syncytial virus is available since 1998 for children at increased risk of severe

disease.

uvoD

Akutni bronhiolitis je ena najbolj zgodaj
pridobljenih in pogostih bolezni dihal pri
dojenckih in majhnih otrocih. Je tudi vo-
dilni vzrok za bolni§ni¢no zdravljenje do-
jenckov do 12 mesecev starosti (1). Ceprav
se ve€ina otrok z akutnim bronhiolitisom
pozdravi brez ali z malo zapleti, pa bole-
zen pri manjSem Stevilu povzroci klini¢ne
ponovitve, ki potrebujejo nadaljnje obrav-
nave v ambulanti ali bolni8nici. Od 30 do
40 % otrok, ki so bili zaradi bronhioliti-
sa predhodno zdravljeni v bolni8nici, bo
imelo ponavljajoce epizode bronhospaz-
mov do najstniskih let ali celo Se kasneje
(2, 3). Kljub nedvomnemu klini¢nemu po-
menu obstajajo le omejeni dokazi o tem,
kateri otroci bodo po prvi epizodi bolezni
imeli ponovitve in bodo potrebovali na-
daljnjo zdravstveno obravnavo.

DIAGNOZA

Akutni bronhiolitis je virusna bolezen, pri
kateri obravnavo razdelimo na dva glavna
dela: klini¢no in etiolo$ko diagnozo.

Kliniéna diagnoza

Enotne definicije bolezni in dolocene zgor-
nje starostne meje pojava bolezni Se vedno
ni. V letu 2006 je AmeriSka pediatri¢na
akademija (angl. American Academy of Pedi-
atrics, AAP) skupaj z Evropskim respirator-
nim zdruZenjem (angl. European Respirato-
ry Society, ERS) poudarila, da je diagnoza
bronhiolitisa klini¢na. Prepoznamo ga kot

skupek klini¢nih simptomov in znakov,
ki vkljucuje prodrom virusnih znakov in
simptomov okuZbe zgornjih dihal, ¢emur
sledi povecano dihalno delo in piskanje pri
otrocih, mlaj§ih od dveh let (4). V Evropi
je pomen piskanja pri postavitvi diagnoze
manjsi kot v ZdruZenih drZavah Amerike
(ZDA) (5-7). Otroci z akutnim bronhioliti-
som imajo lahko zelo Sirok razpon Kklini¢-
nih simptomov, od blage dihalne stiske do
grozeCe dihalne odpovedi. Postavitev kli-
ni¢ne diagnoze in stopnje resnosti bolezni
je vezana izklju¢no na interpretacijo zdrav-
nika ob upoStevanju vseh znacilnosti in
nanjo ne vplivajo nobene specifi¢ne klinic¢-
ne ugotovitve in diagnosticni testi. Za dia-
gnozo sta potrebna skrben klini¢ni pregled
(prisotnost izcedka iz nosu, kaSlja, pokov,
piskov nad pljuci, teZkega, hitrega diha-
nja, teZav pri hranjenju, apneje, zaspano-
sti) v kombinaciji s klini¢no anamnezo (za
oceno poteka bolezni in pridobitev podat-
kov o predhodnih stanjih, ki lahko vplivajo
na teZji potek) (1, 8). Razviti so bili Stevilni
tockovni sistemi za objektivno ocenjevanje
teZe dihalnega napora, vendar nobeden ni
dosegel SirSe veljave in le nekateri so po-
kazali napovedno vrednost. Verjetno je to
posledica trenutnih nihanj klini¢nih zna-
kov pri otrocih z bronhiolitisom (9).
Diagnosti¢ni kriteriji bolezni (ni pa
nujno, da so prisotni samo ti) vkljucuje-

jo (10-12):
. zaCetek z izcedkom iz nosu in/ali zanki
okuZbe zgornjih dihal,
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« prvo epizodo dihalne stiske v pove-
zavi s poki in/ali piskanjem, uporabo
pomoznih dihalnih miSic ali ugreza-
nje spodnjega dela prsnega koS$a, niz-
ko zasicenost krvi s kisikom, poveca-
no frekvenca dihanja glede na starost,
spremembe barve koZe, plapolanje z
nosnimi krili, vro¢ina

+ izpostavljenost osebam, ki imajo znake
okuZbe zgornjih dihal in

+ pojavnost med epidemicno sezono.

Etioloska diagnoza

Za dokazovanje respiratornih virusov upo-
rabljamo dokazovanje antigenov z imuno-
fluorescenco ali pa dokaz genoma viru-
sa z metodo veriZne reakcije s polimerazo
(angl. polymerase chain reaction, PCR) v iz-
lockih dihal (izpirek ali bris nosno-Zrelne-
ga prostora). PCR velja za zlati standard
diagnosticnih testov s 93-100 % obcutlji-
vostjo (v primerjavi z antigenskim testom,
ki ima 80-90 % obcutljivost) in 64-100 %
specifi¢nostjo (8). Ceprav v klini¢ni praksi
etiolo8ka diagnoza ni potrebna in se tudi
ne priporoca, pa je lahko koristna v bol-
nisnici, saj se z dokazom virusnega pov-
zrocCitelja lahko izognemo uporabi antibi-
otikov, z zdruZevanjem pacientov glede na
dokazanega povzrocitelja pa lahko prepre-
¢imo prenos okuZzb. Preiskave za dolocitev
virusa imajo vsekakor tudi epidemiolo8ki
pomen. Zlasti v zadnjih letih se postavlja
vpradanje, ali so¢asna okuZba z ve¢ viru-
si vpliva na potek bolezni. V prospektivni
multicentri¢ni ameriski raziskavi (MARC-
30), v katero je bilo vklju¢eno 2.207 otrok,
starih pod dve leti z diagnozo akutnega
bronhiolitisa, je bilo dokazano, da je bilo
30 % hospitaliziranih otrok z bronhioliti-
som okuZeno z ve¢ kot enim virusom (13).
Raziskava je pokazala, da virusna etiolo-
gija ni napovedni dejavnik za apnejo, kar
postavlja pod vpraSaj dolgo ¢asa prevla-
dujoCe mnenje, da respiratorni sincicij-
ski virus (RSV) bolj poveca nevarnost za
apnejo kot drugi virusi pri bronhiolitisu

(14). Raziskava je pokazala Se, da ¢eprav je
imela virusna etiologija dolocen vpliv na
trajanje zdravljenja v bolni$nici, ni imela
vpliva na napoved o potrebi po zdravlje-
nju s kontinuiranim pozitivnim tlakom
(angl. continous positive airway pressure,
CPAP) (13). To je v skladu z nedavno Span-
sko raziskavo, ki zakljucuje, da so klini¢ni
dejavniki bolj pomembni za teZo bronhi-
olitisa kot pa virusna etiologija. Sofasna
okuZba z vec virusi tudi naj ne bi vplivala
na hujsi potek bolezni (15).

EPIDEMIOLOGIJA
Bronhiolitis je praviloma sezonsko obole-
nje. Pojavlja se najpogosteje v epidemijah
v zimskih mesecih. Za najpomembnejSe-
ga povzrocitelja - RSV, ki je odgovoren za
60-80 % primerov bolezni pri otrocih do
enega leta starosti - je znacilen enak vzo-
rec sezonskega pojavljanja po celem svetu,
z vecino primerov od oktobra do maja na
severni polobli (16-20). Odrasli s kronic-
no obstruktivno plju¢no boleznijo in dru-
gi imunsko oslabljeni pacienti imajo lahko
okuZbe z RSV preko celega leta in pred-
stavljajo moZni rezervoar virusa (21, 22).
Pri otrocih, mlaj$ih od enega leta, je dru-
gi najpomembnejsi povzrocitelj bolezni ri-
novirus (14-30 %), sledijo mu cloveski
bokavirus (14-15 %), ¢loveski metapmnev-
movirus (3-12 %), enterovirus, adenovirus,
koronavirus, virus parainfluence in virusi
gripe (1-8 %) (6, 17, 18, 23, 24).
Bronhiolitis je v razvitem svetu bole-
zen z visoko obolevnostjo in nizko smr-
tnostjo. Priblizno 20 % otrok v prvem letu
starosti dobi bronhiolitis (1). Do dopolnje-
nega drugega leta starosti pa vsaj 10 %
otrok potrebuje vsaj eno ambulanto obrav-
navo zaradi te bolezni (25). Priblizno 2-3
% otrok z bronhiolitisom potrebuje zdra-
vljenje v bolnidnici, manj kot odstotek pa
jih je sprejetih v enoto intenzivne terapi-
je (EIT) ali jih umre (4, 5, 16, 26). Stevilo
otrok, ki se zdravijo v bolni$nici s to di-
agnozo, v zadnjih 30 letih nara$¢a. Samo
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v ZDA se je Stevilo hospitaliziranih otrok
v 80. in 90. letih 20. stoletja povecalo za
2,4-krat (27, 28). Na to je verjetno vpliva-
la predvsem uporaba perkutanega merje-
nja zasicenosti krvi s kisikom in dejstvo,
da je hipoksemija postala kriterij za spre-
jem v bolni8nico. V istem obdobju se smr-
tnost zaradi bronhiolitisa ni povecala, kar
posredno kaZe, da verjetno vse hospitali-
zacije niso potrebne. Smrtnost zaradi di-
halne odpovedi ob bronhiolitisu, povzro-
cenem z RSV, je tako na primer v Veliki
Britaniji (VB) 2,9-, v ZDA pa 5,3/100.000
otrok, mlajSih od 12 mesecev (29, 30). Raz-
like so lahko posledica razli¢nih diagno-
sti¢nih preiskav kot tudi socio-ekonom-
skih pogojev. Studija iz VB tudi poudarja,
da se je smrtnost zaradi bronhiolitisa pri
otrocih, mlaj$ih od enega leta, v 20 letih
(od 1979 do 2000) znatno zniZala (z 21,5-
na 1,8/100.00 dojenckov), kar je odraz na-
predka pediatri¢ne intenzivne oskrbe (31).

PATOFIZIOLOGIJA

Virusna okuZba pri otrocih najprej priza-
dene zgornja dihala, nato pa se v nekaj
dneh razsiri v spodnja dihala. Za vnetje v
bronhiolih so znacilni peribronhialni in-
filtrati z levkociti, ve¢inoma mononukle-
arnimi celicami, in edem podsluznice ter
adventicije (5, 6). Poskodba epitelija lah-
ko nastopi zaradi neposrednega delova-
nja virusa ali pa posrednega vpliva z ak-
tivacijo imunskega odgovora (6). Edem,
izlo€anje sluzi in okvara epitelija dihal z
nekrozo celic, lahko povzroc¢ijo delno ali
popolno zaporo dihal, ujetje zraka distal-
no od zapore, sesedanje plju¢ in nesoraz-
merje med ventilacijo ter perfuzijo, kar
vodi do hipoksemije in pove¢anega dihal-
nega dela (5, 10). Stisnjenje gladkih miSic
v stenah dihal ne igra bistvene vloge v pa-
toloSkem procesu bronhiolitisa (5).

PREISKAVE
Kot je Ze bilo poudarjeno, diagnozo aku-
tnega bronhiolitisa postavimo klini¢no.

Zdravnik mora na podlagi anamneze pre-
poznati nevarnostne dejavnike za teZji po-
tek bolezni. Znano je, da niZja starost (zla-
sti < 1 mesec), nedonoSenost, prirojene
pljucne in sréne bolezni lahko vplivajo na
teZji potek in povecajo verjetnost zdravlje-
nja v EIT (1, 4).

Otroci z akutnim bronhiolitisom ne
potrebujejo rutinskih laboratorijskih ali
radiolo8kih preiskav (4-6, 33). Izjema je le
pulzna oksimetrija. Ta naj bo vkljucena v
kliniéno oceno bolezni, e je le mogoce,
saj z njo zaznamo hipoksemijo tudi v pri-
merih, ko klini¢no Se ni vidna (4, 5).

Laboratorijske preiskave — odvzem C-
reaktivnega proteina in kompletna krv-
na slika - so smiselne pri otrocih z bron-
hiolitisom le, ¢e sumimo na sekundarno
bakterijsko okuZbo; vrednosti elektroli-
tov v krvi pa pri teZavah s hranjenjem ali
znakih dehidracije. Plinska analiza krvi je
potrebna pri dojenckih s hujSimi dihalni-
mi teZavami oz. groze€o dihalno odpoved-
jo (6).

ZDRAVLJENJE

V enem prvih preglednih ¢lankov o bron-
hiolitisu iz leta 1965 sta Wright in Beem
opozorila: »nacelo primum non mnocere
mora brzdati mucno tesnobo, da bi nare-
dili nekaj - karkoli - za ublaZitev hude di-
spneje« in »dojencka se ne sme iz€rpava-
ti z nepotrebnimi, neuc¢inkovitimi zdravili
in preiskavami« (33). Na Zalost so ta opo-
zorila izpred 50 let Se vedno v veliki meri
neupoSstevana.

Zdravljenje otroka z akutnim bronhio-
litisom je v osnovi podporno, saj se je iz-
kazalo, da nobeno medicinsko zdravljenje
ne izboljSa pomembnih klini¢nih izho-
dov, kot so dolZina hospitalizacije ali pre-
mestitve v EIT. Za najbolj koristnega se
je izkazalo minimalno rokovanje z otro-
kom, Se posebej pri najmlajsih (< 3 me-
sece starosti) (5, 16, 19). Dvignjeno leZisce
lahko izboljSa oksigenacijo in se pripo-
ro¢a za otroke, ¢e so skrbno opazovani
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(16, 34). Previdna nosna aspiracija je lahko
koristna za dojencke z gostim sekretom v
zgornjih dihalih, ki imajo zaradi tega te-
Zave pri hranjenju ali oteZeno dihanje (16,
35, 30).

Kisilc

Kisik se aplicira hipoksi¢nim otrokom z
bronhiolitisom preko nazalnih kanil ali
obrazne maske. Se vedno ni soglasja, ka-
tera je Zelena vrednost zasicenosti krvi s
kisikom (SpO,). Tako v VB kisik aplicirajo
otrokom za vzdrZevanje SpO, 92 %, meja
po priporocilih AAP pa je SpO, 90 % pri
sicer zdravih otrocih (4, 5, 7, 16, 36). Opa-
zovalne $tudije kaZejo, da ima ciljna vre-
dnost 90 % v primerjavi s 94 % potencial-
no vlogo pri znatnem skrajSanju trajanja
hospitalizacije in AAP tudi priporoca
zmanj$ano stopnjo nadzora pri dojenckih,
katerih stanje se izboljsa (4, 37, 38).

Tekocine in hrana

VzdrZevanje hidracije je pomemben del
oskrbe otrok z bronhiolitisom. Na sta-
nje hidracije znatno vpliva povecano di-
halno delo, hitro dihanje in vrocina (39,
40). V blagih primerih bolezni se svetuje
oralno hranjenje, s poudarkom na bolj po-
gostih manj$ih obrokih, vkljuéno z doje-
njem (5, 16, 41). Veliko otrok, ki se zdravi v
bolniSnici, prejema tekocine intravensko
(i. v.) ali enteralno po nazogastri¢ni son-
di (NGS). Razli¢ne drZave po svetu ima-
jo razli¢na nacionalna priporocila. AAP
tako priporoca i. v. nadomeScanje teko-
¢in, Avstralija, Nova Zelandija, Nizozem-
ska, Norveska in Skotska pa zagovarjajo
hranjenje po NGS (4, 39-43). Prednosti i.
v. nadomeS$c¢anja teko€in so lahko zmanj-
Sana nevarnost aspiracije in neovirano
dojenje, pomanjkljivosti pa so moZnost
nastanka kataboli¢nega stanja zaradi niz-
kega vnosa kalorij in vec¢ja nevarnost pre-
obremenitve s tekocinami ter elektroli-
tno neravnovesje (40, 43-45). Hranjenje
po NGS zagotavlja boljsi prehranski sta-

tus in ravnovesje dusika, ki je lahko po-
memben za hitrejSe okrevanje. Preko NGS
lahko dodajamo tudi izbrizgano materino
mleko otrokom, ki so preve¢ utrujeni, da
bi sami sesali (16, 40, 46).

Praviloma otrokom nadomeS¢amo te-
kocine v 100 % glede na dnevne potrebe.
Pri tistih s teZjim potekom bolezni lah-
ko pride do zadrZevanja tekocin na ra¢un
neustreznega izlofanja antidiureti¢nega
hormona, zato morajo biti kliniki na to Se
posebej pozorni. V teh primerih morajo
nadomescati le 70-80 % dnevnih potreb
po tekoc¢inah (4, 16, 40).

Inhalacije s fiziolosko raztopino

Inhalacije se pogosto uporabljajo pri otro-
cih z bronhiolitisom z namenom poveca-
nja izlo€anja sluzi. Do sedaj ni bila opra-
vljena nobena randomizirana raziskava,
ki bi potrdila koristnost inhalacij z 0,9 %
NaCl pri akutnem bronhiolitisu (1). Na
drugi strani pa se izvajajo Stevilne raz-
iskave o wuporabi inhalacij hipertonic¢-
ne NaCl (3-5 %). Izkazalo se je, da inha-
lacije s hipertonicno fizioloSko raztopino
pri Stevilnih boleznih povecujejo muko-
ciliarno ¢iscenje, verjetno zaradi sproZe-
nja osmotskega toka vode v sloj sluzi in
prekinitve ionskih vezi v sluznem gelu
(47). Tudi nekatere metaanalize, opravlje-
ne pri otrocih z blagim do zmernim bron-
hiolitisom, so pokazale, da lahko inhala-
cije s hipertoni¢no fizioloSko raztopino
vplivajo na skrajSanje zdravljenja v bol-
nidnici in stopnjo hospitalizacije (48, 49).
Vendar pa so v ve€ini teh raziskav pacien-
ti zaradi nevarnosti bronhospazma preje-
li inhalacije hipertoni¢ne fizioloSke razto-
pine v kombinaciji z bronhodilatatorjem.
Ker niso uspeli opredeliti optimalnih ¢a-
sovnih intervalov, koncentracij raztopin
in aparatur za inhalacije in ker trenutno
Se vedno velja princip minimalnega roko-
vanja z dojenckom, inhalacije s hiperto-
ni¢no raztopino niso rutinsko priporoce-
ne pri zdravljenju akutnega bronhiolitisa
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(19). V prenovljenih priporo¢ilih AAP iz
leta 2014 so zapisali, da lahko uporaba in-
halacij s 3 % NaCl pri otrocih z blagim do
zmernim bronhiolitisom, ki se zdravijo v
bolnisnici ve¢ kot tri dni, izboljSa stanje,
zato pri tej skupini otrok o uporabi lahko
razmislimo (12).

Uporaba inhalacij z bronhodilatator-
ji ali adrenalinom pri otrocih z akutnim
bronhiolitisom ni pokazala klini¢nega po-
membnega ucinka (19, 50, 51). Enako ve-
lja za uporabo kortikosteroidov, ki se pri
zdravljenju akutnega bronhiolitisa ne pri-
porocajo (52).

Antibiotiki

Uporaba antibiotikov je rezervirana le
za zdravljenje sekundarnih bakterijskih
okuZb v poteku bolezni, kar je bolj pogosto
pri hujSem poteku. Pri otrocih z bronhio-
litisom obstaja < 1 % verjetnosti za bakte-
rijsko okuZbo krvi ali osrednjega Zivcevija,
pribliZno 1 % verjetnost za okuZbo secil,
medtem ko je verjetnost bakterijske pljuc-
nice pri neintubiranih otrocih zelo majhna
(53). TeZavo predstavlja akutno vnetje sre-
dnjega uSesa (AVSU), saj ima vec¢ kot po-
lovica otrok z bronhiolitisom ob pregledu
ugotovljeno to diagnozo (54). Vnetje lah-
ko povzrotajo tako virusi kot bakterije. Ce
je ob pregledu vidno izbocenje timpanic-
ne membrane, gre praviloma za bakterij-
sko AVSU (54, 55).

Protivirusna terapija

Pri zdravljenju akutnega bronhiolitisa
nima mesta, z izjemo oseltamivirja v pri-
meru dokazane gripe (56, 57).

Respiratorna fizioterapija

Respiratorna fizioterapija se pri otrocih
z akutnim bronhiolitisom ne priporoca.
Edem dihal, luS€enje dihalnega epitelija v
dihala in splo3$na hiperinflacija plju¢ sku-
paj s slabo razvito vzporedno ventilacijo
lahko pri otrocih z bronhiolitisom povzro-
C¢ijo atelektaze. Pregled osmih randomizi-

ranih raziskav je pokazal, da niti vibracije,
perkusije ali pasivne tehnike izdiha nima-
jo klini¢no koristnih u¢inkov (58-065).

Neinvazivno predihavanje
Neivazivno predihavanje se uporablja pri
teZje bolnih otrocih z akutnim bronhio-
litisom. CPAP preko nosnega katetra ali
maske se uporablja pri otrocih z zmernim
do hudim bronhiolitisom. CPAP ponovno
vzpostavlja delovanje sesedenih delov di-
hal z zmanjSanjem srednjega upora v di-
halih. To poveca praznjenje plju¢ med iz-
dihom in ima za posledico zmanj$anje
hiperinflacije in dihalnega dela, s ¢imer
se poveca izmenjava plinov (66, 67). Ob-
javljenih je nekaj manj$ih raziskav, kjer
so dokazali pozitiven ucinke kombinaci-
je helioksa in CPAP pri zdravljenju bron-
hiolitisa (66, 68-70). Helioks — meSanica
helija in kisika - je plin z nizko specifi¢-
no teZo. Pri zdravljenju bronhiolitisa ima
lahko pozitivne uc¢inke s spremembo toka
plinov iz turbulentnega v laminarni in s
tem izboljSanja oksigenacije in izplavlja-
nja CO, (71). Ceprav ni natan&no objavlje-
nih kriterijev za uporabo CPAP, pa so naj-
bolj pogosta stanja, kjer se le-ta uporablja
pri otrocih, dihalna stiska, velika potreba
po kisiku, zadrZevanje CO, in apneja (10).

Uporaba ogrevanega navlaZenega ki-
sika preko nosne kanile za zdravljenje z
visokim pretokom kisika (angl. high-flow
nasal cannulae, HFNC) je postala alter-
nativa nosnemu CPAP. Z njim doseZemo
povecanje pritiska v Zrelu in posledi¢no
zmanjSamo dihalno delo ter dihalno sti-
sko (72). Uporaba HFNC pri dojenckih z
bronhiolitisom lahko zmanjSa potrebo
po intubaciji in jo dojencki bolje prenaSa-
jo kot nosni CPAP (73, 74). Kljub vsemu
pa Se vedno ni dovolj dokazov o uc¢inko-
vitosti HFNC pri dojenckih z bronhioliti-
som. Opisani so tudi primeri hudega pu-
§¢anja zraka pri otrocih, zdravljenih na ta
nacin (75).
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Umetno (invazivno) predihavanje
Umetno predihavanje uporabljamo za
zdravljenje otrok z najteZjim potekom
bronhiolitisa. Nevarnostni dejavniki za
dihalno odpoved so nedonoSenost, nizka
porodna teZa, bronhopulmonalna displa-
zija, apneja, nizka saturacija s kisikom in
hud dihalni napor ob sprejemu v bolni$ni-
co. V skrajnem primeru, ko ni moZen do-
ber nadzor z umetno ventilacijo, pride v
postev Se izventelesna membranska oksi-
genacija (angl. extracorporeal membrane
oxygenation, ECMO) (67, 76).

PREPRECEVANJE
Kljuc¢na v preprecevanju prenosa respira-
tornih virusov, zlasti najbolj epidemiolo-
Sko pomembnega RSV, je dobra higiena s
poudarkom na umivanju ali razkuZevanju
rok in ¢iS¢enje povrsin, ki so lahko konta-
minirane z izlocki dihal. Znano je, da RSV
lahko na povrS$inah preZivi do sedem ur in
se prenaSa neposredno in posredno z do-
tikom (77). V leto$njem letu pa je bila ob-
javljena raziskava, v kateri so dokazali, da
se RSV lahko na oddelkih in v EIT, kjer
zdravijo okuZene otroke, zadrZuje v zraku
v obliki aerosola tudi dve uri (78). V bolni-
$nicah je poleg skrbnega razkuZevanja rok
z alkoholnimi razkuZili potrebno pri delu
z okuZenimi otroki uporabljati tudi oseb-
no varovalno opremo (plasce in rokavice).
Zascitne kirurSke maske je potrebno upo-
rabiti vedno, ko se predvideva izpostavlje-
nost aerosoliziranim izlockom dihal ob
negi otroka z bronhiolitisom (4).

Druge metode za nadzor nad okuZba-
mi vklju€ujejo Se izobraZevanje osebja in

druZinskih ¢lanov, kohortiranje ter epide-
mioloSko spremljanje zacetka RSV-sezo-
ne. Z vsemi temi ukrepi lahko zmanjSamo
prenos RSV v bolniSni¢nem okolju za 39-
50 % (79, 80).

Za preprecevanje RSV okuZb pri do-
jenckih z nevarnostnimi dejavniki za teZ-
ji potek (nedonoSenost, kroni¢na pljuc-
na bolezen, prirojene sréne napake) je od
leta 1998 na voljo imunoprofilaksa z mo-
noklonskimi protitelesi (palivizumb). Ce-
prav palivizumab ne vpliva na zmanjSanje
smrtnosti zaradi RSV okuZb, pa so razi-
skave pokazale zmerno zmanjSanje Ste-
vila hospitalizacij. Glavna ovira pri upo-
rabi zdravila je vsekakor njegova visoka
cena (81).

ZAKLJUCEK

V zadnjih 40 letih raziskovanja bronhio-
litisa so objavili Stevilne raziskave, kjer
so ocenjevali razli¢ne strategije zdravlje-
nja te bolezni. Stevilne terapije so na za-
cetku pokazale dolofeno upanje, vendar
so kasneje vecje Studije to ovrgle. Obsta-
ja nekaj vpraSanj glede moznih koristi do-
locenih terapevtskih intervencij pri spe-
cificnih podskupinah otrok (npr. otroci s
predhodnim piskanjem, atopijo, okuZba-
mi z dolo€enimi virusi - rinovirusi). Mo-
Zno je, da bodo rezultati prihodnjih Studij
o uporabi dolocenih zdravil ali intervencij
pokazali koristi pri posameznih podskupi-
nah otrok. Trenutno pa morajo biti napori
(tudi v luci visokih stroskov v zdravstvu)
usmerjeni v zmanjSevanje preiskav in te-
rapij bronhiolitisa, ki so se izkazali kot ne-
koristni.
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Okuzbe z respiratornim sincicijskim virusom
pri otrocih ter zascita s palivizumabom -
slovenske izkusnje

Respiratory Syncytial Virus Infection in Children and

Immunoprophylaxis with Palivizumab - Slovenian Experience

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: okuzba dihal, bronhiolitis, respiratorni sincicijski virus, palivizumab, nedonosenéek,
bronhopulmonalna displazija

Z respiratornim sincicijskim virusom (RSV) se okuZi ve¢ kot 90 % otrok pred drugim
letom starosti. OkuZbe z RSV se ponavljajo vse Zivljenje, ve¢inoma v obliki blage pre-
hladne bolezni. Pri otrocih s poveanim tveganjem (nedonoSencki, otroci s kroni¢no
pljucno boleznijo ali s hemodinamsko pomembno sréno napako) lahko okuZba prive-
de do Zivljenje ogroZajocih dihalnih premorov ali bolezni spodnjih dihal (bronhiolitisa,
pljucnice), ki ji sledi dolgotrajno, ponavljajoce se piskanje. Ker uc¢inkovitega zdravljenja
za bronhiolitis ni, je klju¢no preprecevanje okuZzbe, tako s higienskimi ukrepi in izogi-
banjem stika z virusi kot tudi s pasivno za3¢ito z monoklonskimi protitelesi proti RSV
(palivizumab). Slovenske smernice za imunoprofilakso RSV pri otrocih z visokim tve-
ganjem so bile prvi¢ objavljene leta 2002. Leta 2005 je bila za$€ita rizi¢nih otrok s pa-
livizumabom vklju€ena v drZavni Program cepljenj in imunoprofilakse. Po smernicah,
ki so bile dopolnjene leta 2006, 2009 in 2014, so v sezoni 2016/17 do za3¢ite upravice-
ni nedonoSencki, rojeni pred 29. tednom nosecnosti, ki so ob pricetku sezone RSV sta-
ri do 12 mesecev; nedonoSencki, rojeni med 29. in 32. tednom gestacije, s sorojencem,
mlajSim od Sest let, ki so ob pricetku sezone mlaj$i od Sest mesecev; otroci z bronhopul-
monalno displazijo, ki so v zadnjih Sestih mesecih pred pricetkom sezone RSV potrebo-
vali zdravljenje, do starosti enega leta; ter otroci s hemodinamsko pomembno prirojeno
sréno napako do operativne poprave napake oz. najdlje do starosti dveh let. Zagotavlja-
nje zdravila, oblikovanje seznama prejemnikov ter spremljanje u¢inkovitosti in morebi-
tnih sopojavov je v Sloveniji centralizirano, medtem ko so dajanje palivizumaba po letu
2006 prevzeli pediatri na primarni ravni.

' Asist. dr. Lilijana Kornhauser Cerar, dr. med., Klini¢ni oddelek za perinatologijo, Ginekoloska klinika, Univerzitetni
kliniéni center Ljubljana, Zaloska cesta 11, 1525 Ljubljana; lilijana.kornhauser-cerar@guest.arnes.si
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ABSTRACT

KEY WORDS: respiratory tract infection, bronchiolitis, respiratory syncytial virus, palivizumab, preterm

infant, bronchopulmonary dysplasia

Infection with respiratory syncytial virus (RSV) affects more than 90 % of children befo-
re the age of two years and lifelong repeated infections are common; in most cases, the
infection is mild. However, in young children with certain risk factors (such as preterm
birth, chronic lung disease or congenital heart disease), infection may lead to apnea or
to life-threatening lower respiratory tract disease and is associated with long-term re-
current wheeze. There is no effective treatment for bronchiolitis, therefore prevention
of infection is crucial, either with proper hygiene, avoiding exposure to the virus or by
passive protection with humanized monoclonal antibodies against RSV (palivizumab).
In 2002, the first Slovenian guidelines for RSV immunoprophylaxis in selected high-
risk children were published; they were updated three times (2006, 2009, and 2014).
In 2005, palivizumab for high-risk groups was included in the National Immunization
Programme. The enrollment criteria for the season 2016/17 include: infants with gesta-
tional age less than 29 weeks and younger than 12 months at the beginning of the RSV
season; infants with gestational age 29-32 weeks with a sibling 6 years or less, youn-
ger than 6 months; active bronchopulmonary dysplasia and age less than 12 months; or
haemodinamically significant congenital heart disease until surgically repaired or un-
til aged less than 2 years. While the distribution of palivizumab, the enrollment of chil-
dren and follow-up controls remain centralized in Slovenia, since 20006, the administra-

tion of the drug has been carried out by primary level pediatricians.

ZNACILNOSTI RESPIRATORNEGA
SINCICI)SKEGA VIRUSA

Respiratorni sincicijski virus (RSV), ki je
bil odkrit leta 1956, sodi v skupino para-
miksovirusov. Je RNA-virus, ki vsebuje
vsaj deset beljakovin, na katere se usmer-
jajo tudi raziskave v razvoju cepiv. Virus je
dobil ime po znacilnem zlivanju ¢loveskih
celic v tkivni kulturi, poimenovanem sin-
cicijski u¢inek. Znana sta dva podtipa (A in
B), ki se razlikujeta po antigenski razli¢no-
sti beljakovine G. V vecini epidemij je bil
dokazan podtip A. Virus je splo$no razsir-
jen in se pojavlja v vseh geografskih in so-
cialno-ekonomskih okoljih (1). Med ljudmi
se hitro Siri preko tesnega stika z okuZe-
no osebo ali predmeti, kjer lahko na sobni
temperaturi preZivi do 30 ur. Najpogostej-
$a vstopna vrata so o€i in nos, ¢as inku-
bacije je 3-5 dni. OkuZena odrasla oseba
virus izlo¢a 1-6 dni, otroci in ljudje z imun-

skimi pomanjkljivostmi pa lahko izlocajo
RSV tudi do Stiri tedne (2). OkuZba z RSV
sodi med najbolj pogoste bolezni v otroski
dobi: polovica otrok se okuZi v prvem letu,
do starosti dveh let pa 90 %. Pojavlja se v
epidemijah, v naSem geografskem podro-
¢ju predvsem v zimskih mesecih (med no-
vembrom in aprilom). Poznavanje lokalnih
znacilnosti epidemij je pomembno tako v
klini¢ni diagnostiki kot v optimalnem na-
¢rtovanju preprecevalnih ukrepov. Po bo-
lezni ne pride do dolgotrajne odpornosti,
zato se okuZbe pogosto ponavljajo celo v
isti sezoni (3). Ceprav okuZbe lahko pote-
kajo le s simptomi in znaki prehlada, je po
podatkih iz literature RSV (sam ali v kom-
binaciji z drugimi virusi) povzrocitelj 45—
90 % primerov bronhiolitisa (vnetja malih
dihalnih poti), 15-35 % pljucnic, 6-8 % la-
ringitisa, povzroca pa tudi apnejo in vne-
tje srednjega uSesa (4, 5). Bolnisni¢no zdra-
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vljenje potrebuje 0,5-3,2 % okuZenih otrok,
zato je RSV najpogostejsi vzrok hospita-
lizacije v prvem letu Zivljenja. TeZjo obli-
ko okuZbe prebolevajo zelo mladi dojencki
(do tretjega meseca starosti), nedonoSenc-
ki z ali brez kroni¢ne plju¢ne bolezni in do-
jencki s hemodinamsko pomembno pri-
rojeno sréno napako, predvsem zaradi
nezrelih ali spremenjenih plju¢nih funkcij
in nizke ravni protiteles (6). Pri teh skupi-
nah otrok je v 10-20 % potrebno zdravlje-
nje s kisikom ali celo z umetno ventilacijo
na enoti za intenzivno zdravljenje (7). Med
dejavnike tveganja za teZji potek sodijo Se
moski spol, podhranjenost, odsotnost doje-
nja ter dejavniki okolja, predvsem izposta-
vljenost cigaretnemu dimu. V zadnjih le-
tih opisujejo dodatne dejavnike tveganja za
dihalno odpoved ali celo smrt zaradi RSV-
okuZbe, med katere sodijo Zivéno-miSic-
ne bolezni, cisti¢na fibroza, trisomija 21,
prirojene ali pridobljene motnje imunosti
ter teZje prirojene napake (npr. hipoplazi-
ja plju¢, mielomeningokela) (8-12). RSV je
tudi pomemben povzrocitelj teZje bolezni
dihal pri starostnikih in rizi¢nih skupinah
odraslih (13).

PATOGENEZA OKUZBE Z
RESPIRATORNIM SINCICIJSKIM
VIRUSOM

RSV je omejen na dihala, kjer pride do zna-
Cilne peribronhialne infiltracije z limfoci-
ti. Virus, ki se razmnoZuje v zgornjih di-
halih, se veZe tudi na epitelij bronhiolov,
kjer povzroci propad celic, cemur sledi po-
vecano izlo¢anje sluzi. Infiltracija submu-
koze in adventicije z vnetnimi celicami
privede do dodatnega zmanjSanja svetli-
ne malih dihalnih poti. Ob ventilnem me-
hanizmu pride do kopicenja zraka in pre-
napihnjenosti plju¢, po resorbciji zraka in
popolnem zaprtju svetline bronhiolov pa
se v pljucih pojavljajo podrocja atelektaz.
S povrsine virusa se spros¢a topna obli-
ka beljakovine G (Gs), ki dodatno spre-
meni imunski odgovor organizma. Zaradi

spro$€anja mediatorjev se pri¢ne vnetna
reakcija, ki lahko povzroca okvaro tkiv Se
dolgo po koncu okuZbe (2). Pri teZi okuz-
be je poleg velikosti virusnega bremena
pomemben dejavnik dovzetnost organiz-
ma za okuZzbo, ki je odvisna od genetskih,
imunskih, plju¢nih tkivnih dejavnikov in
individualnega imunskega odgovora. Po
podatkih v literaturi igra pomembno vlo-
go v patogenezi okuZbe z RSV polimorfi-
zem genov, ki kodirajo citokine in njihove
receptorje ter naravni polimorfizem HLA-
sistema (14, 15).

KLINICNA SLIKA OKUZBE Z
RESPIRATORNIM SINCICI)SKIM
VIRUSOM

OkuZzba z RSV se pri dojenckih pravilo-
ma pri¢ne z blagimi znaki vnetja zgor-
njih dihal (nahod z vodenim izcedkom), ki
jim lahko sledijo kihanje, kaSelj, piskanje
ter pospeSeno in oteZeno dihanje z upora-
bo pomoZnih dihalnih miSic, kar je posle-
dica ovire v malih dihalnih poteh zaradi
bronhiolitisa ali plju¢nice (16). Pri sko-
raj Cetrtini dojenckov so prvi znaki okuz-
be nejeSc¢nost, razdraZljivost/zaspanost ali
celo apneja, najbolj ogroZeni so dojencki,
mlaj$i od treh mesecev, in nedonoSencki
(17). Obstajajo dokazi, da je RSV pomem-
ben vzro¢ni dejavnik za nenadno neprica-
kovano smrt dojencka (18). Stevilni epi-
demiolo8ki podatki potrjujejo povezavo
med RSV-okuZbo v zgodnjem otroStvu in
kasnejSo kroni¢no respiratorno obolev-
nostjo tudi pri predhodno zdravih, dono-
Senih otrocih. Po RSV-bronhiolitisu se na-
padi piskanja (reaktivna bolezen dihal oz.
recidivirajo¢i obstruktivni bronhitis) po-
javljajo pri do 50 % otrok (19, 20).

DIAGNOSTIKA OKUZBE Z
RESPIRATORNIM SINCICI)SKIM
VIRUSOM

V diagnostiki je najbolj pomembna Kkli-
nicna ocena, laboratorijski testi pravi-
loma ne spremenijo zdravljenja (21). Ob
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klini¢nih znakih bronhiolitisa rentgeno-
gram pljuc ni znacilen (hiperinflacija, pe-
ribronhialni infiltrati, atelektaze), med
diagnosti¢nimi testi se za dokaz RSV v
kuZninah uporabljata predvsem klasic¢-
na direktna imunofluorescenca (DIF) in
novejSa metoda veriZne reakcije s poli-
merazo (angl. polymerase chain reaction,
PCR), pri kateri se pomnoZuje nuklein-
ske kisline z veriZno reakcijo s polime-
razo. Za kuzZnino odvzamemo nazofarin-
gealni izpirek ali aspirat traheje, ki sta
boljsa kot bris nosu. Ce pa se odlo¢imo
za slednjega, mora biti ta odvzet s krta-
Castim brisom. Ceprav sta tako Kklasié-
na DIF kot PCR visoko specifi¢ni meto-
di in prvo odlikujeta tudi krajsi ¢as do
izvida in nizka cena, je v Sloveniji v za-
dnjem ¢asu v klini¢ni uporabi predvsem
PCR (2). Metoda je visoko obcutljiva, Se
zlasti ob okuZbi z vec respiratornimi vi-
rusi (22). Pomen ima tudi pri nacrtova-
nju ukrepov za prepreCevanje prenosov
bolnidni¢nih okuZb. Ceprav je RSV najpo-
membnejsi vzrocni dejavnik bronhioliti-
sa, lahko bolezen z enakim potekom pov-
zrocajo tudi drugi virusi, kot so humani
metapneumovirus, koronavirusi (HCoV-
NL63), bokavirus, rinovirusi, virus para-
influence ter gripe. MoZne so tudi hkra-
tne okuZbe z vec€ virusi, kar je povezano s
teZjim potekom obolenja (23).

ZDRAVLJENJE BRONHIOLITISA,
POVZROCENEGA Z
RESPIRATORNIM SINCICI)SKIM
VIRUSOM

Navkljub intenzivnim raziskavam za
bronhiolitis ni ucinkovitega zdravila,
zato se o nacinih zdravljenja Se vedno
kreSejo mnenja in objavljajo z dokazi bolj
ali manj podprte raziskave. Vecina otrok z
bronhiolitisom lahko okreva v domacem
okolju. Bolni$ni¢no zdravljenje je pripo-
rocljivo le za tiste, ki so izsuSeni, odkla-
njajo pitje in hranjenje, imajo dihalne
premore, kaZejo znake dihalne stiske ali

za vzdrZevanje nasicenosti krvi s kisikom
nad 90 % potrebujejo dodatek kisika. V
posameznih, praviloma manjsih, raziska-
vah nekatera od zdravil ali postopki naka-
zujejo ugoden vpliv na potek bronhioliti-
sa. Vendar sode¢ po rezultatih metaanaliz
protivirusna zdravila (npr. ribavirin, in-
terferon), antibiotiki, sistemski (deksa-
metazon, prednizolon, metilprednizolon,
hidrokortizon; dani per os, intramusku-
larno ali intravensko) ali inhalatorni ste-
roidi, bronhodilatatorji (salbutamol, al-
buterol, racemicni adrenalin), antagonisti
levkotrienov, vitamini (D), nadomestni
surfaktant, razlicni nacini ventilatorne
podpore (stalni nadtlak v dihalnih poteh,
visokofrekventna ventilacija z oscilacija-
mi) in dodajanje helija v dihalne pline in
fizioterapija prsnega koSa nimajo vpliva
na potek in trajanje simptomov bolezni,
¢as do izboljSanja, stopnjo hospitalizaci-
je, potrebo po mehanski ventilaciji ali tra-
janje bolniSni¢nega zdravljenja (24-20).
Nobenega dokaza tudi ni, da bi inhalacije
steroidov v ¢asu prebolevanja RSV-bron-
hiolitisa preprecile kasnejSe ponavljajo-
¢e se piskanje. Le inhalacije hipertonic¢-
ne (3 %) fizioloSke raztopine so bile v
raziskavah povezane z izboljSanjem Kli-
ni¢nih parametrov v prvih dneh bolezni
ter s skrajSanjem bolniSni¢nega zdravlje-
nja (27). Rezultati retrospektivne raziska-
ve na majhni skupini otrok s posebnimi
dejavniki tveganja za teZak potek okuZbe
z RSV (po transplantaciji hematopoetskih
maticnih celic) kaZejo, da teZo bolezni in
stopnjo umrljivosti zmanjSuje tudi in-
travensko zdravljenje z monoklonalnimi
protitelesi (palivizumab) v kombinaciji z
ribavirinom v inhalaciji (28). Zdravljenje
RSV-bronhiolitisa in plju€nice zato ostaja
omejeno na podporne ukrepe, med katere
sodijo vzdrZevanje energetskega in teko-
¢inskega ravnovesja, nezno izpiranje oz.
¢iScenje dihalnih poti (s fizioloSko razto-
pino), dodajanje kisika in ob dihalni odpo-
vedi podpora z mehansko ventilacijo.
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PREPRECEVANJE OKUZB Z
RESPIRATORNIM SINCICIJSKIM
VIRUSOM

Ker ucinkovitega zdravljenja RSV-bolezni
ni, je toliko bolj pomembno preprecevanje
okuzbe, predvsem z enostavnimi in poce-
ni higienskimi ukrepi. Zdravstveno ose-
bje, starsi in vsi, ki pridejo v stik z bolni-
kom z RSV, si morajo pravilno in pogosto
umivati in razkuZevati roke. V bolnisnic¢-
nem okolju je nujna osamitev ali zdruZe-
vanje (kohortni sistem) obolelih ob dosle-
dnem upoStevanju pravil preprecevanja
Sirjenja bolniSni¢nih okuZb. V domacem
okolju dojencka §c¢iti dojenje, prepoved ka-
jenja in zmanjSanje moZnosti okuZbe z vi-
rusom od sorojencev, ki naj v ¢asu epide-
mij ne bi obiskovali vrtca (29).

V devetdesetih letih prejSnjega stole-
tja so v zasciti pred teZko okuZbo veliko
obetala poliklonalna intravenska protite-
lesa proti RSV (RSV-IVIG, RespiGam”®), ki
so bila izolirana iz krvi ljudi z visoko rav-
nijo RSV nevtralizirajo¢ih protiteles. Bol-
niki z visokim tveganjem za teZak potek
okuZbe so jih dobivali v ¢asu sezone en-
krat mesecno v obliki Stiri urne intraven-
ske infuzije v odmerku 750 mg/kg. Dve
veliki multicentri¢ni raziskavi sta pri pre-
jemnikih v primerjavi s kontrolno skupi-
no dokazali statisticno pomembno zniZa-
nje stopnje in trajanja hospitalizacije ter
potrebe po sprejemu na enoto za inten-
zivno terapijo oz. po mehanski ventilaciji
(30, 31). Zaradi sopojavov, ki so vkljucevali
preobremenitev s tekocino, vrocinske re-
akcije, niZjo vrednost saturacije s kisikom
ter zaradi povecane umrljivosti v skupi-
ni otrok s hemodinamsko pomembno pri-
rojeno sréno napako, so dajanje RSV-IVIG
opustili.

Leta 1998 je bilo za preprefevanje
RSV okuZb pri posebnih skupinah bolni-
kov s strani AmeriSke agencije za zdravi-
la odobreno zdravilo palivizumab, ki je re-
kombinantno humanizirano monoklonsko
protitelo, pridobljeno s pomoc¢jo DNA-teh-

nologije v mielomskih celicah miSi. Gre
za nevtralizirajoce IgG1l protitelo, ki pre-
ko vezave z beljakovino F na povrsini RSV
prepreci zlitje virusa z epitelno celico go-
stitelja. V intramuskularnem odmerku 15
mg/kg enkrat mesecno je zdravilo petde-
setkrat bolj u€inkovito kot njegov predho-
dnik RSV-IVIG (32). Na trZis¢u je v obli-
ki vial (Synagis”), ki vsebujejo 50 mg (0,6
ml) ali 100 mg (1 ml) palivizumaba. Za-
§¢ito se lahko kombinira z drugimi ceplje-
nji, saj palivizumab ne vpliva na imun-
ski odgovor nanje. V literaturi so opisane
redke preobcutljivostne reakcije (ocena
tveganja za anafilaksijo je manj kot 1 na
100.000 primerov) (33). Raziskava IMpact-
RSV Trial je pri 1.502 otrocih s poveca-
nim tveganjem (nedonoSencki, rojeni pred
35. tednom nosecnosti, stari manj kot Sest
mesecev in otroci z bronhopulmonalno di-
splazijo do starosti dveh let) dokazala nje-
govo ucinkovitost v dajanju pasivne za$¢i-
te proti RSV, ki se je kazala z zmanjSanjem
stopnje hospitalizacije, za vec kot polovico
manjSo potrebo po sprejemu na intenziv-
no enoto, kraj§im bolniSni¢nim zdravlje-
njem ter manj dnevi na dodatnem Kkisiku
v primerjavi z otroki v kontrolni skupini,
ki so dobivali placebo (fizioloSko raztopi-
no) (34). Palivizumab je bil v dvojno slepi
s placebom kontrolirani raziskavi skupi-
ne Feltesa in sodelavcev preverjen tudi pri
otrocih s hemodinamsko pomembno pri-
rojeno sréno napako, ki so bili mlajsi od
24 mesecev (35). V Casu Stirih sezon RSV-
okuZb so v populaciji 1.287 otrok ugoto-
vili statisticno pomembno manjSo potre-
bo po sprejemu v bolnisnico ter za 56 %
krajSo hospitalizacijo, medtem ko med
skupinama ni bilo razlik v umrljivosti, po-
trebi po intenzivnem zdravljenju in ume-
tni ventilaciji. NovejSe raziskave obetajo,
da bi preprecevanje RSV-okuZbe spodnjih
dihal s palivizumabom lahko zmanjSa-
lo tveganje za dolgotrajno, ponavljajoce
se piskanje tudi pri otrocih brez kroni¢ne
pljucne bolezni (30).
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Ker je palivizumab zelo drago biolo-
§ko zdravilo (povprec¢na cena zascite tri
kilogramskega dojencka je vec kot 2.500
evIovV na sezono), njegova cena pogo-
sto presega pricakovani prihranek zara-
di manjSe stopnje ali krajSega ¢asa hospi-
talizacije ob okuZbi z RSV. Zato so bile v
svetu narejene (ali Se vedno potekajo) Ste-
vilne stroskovne analize, tako v posame-
znih drZavah kot tudi za to¢no dolocene
skupine bolnikov s povecanim tveganjem.
Presoja njihovih izsledkov je s strani upo-
rabnika teZavna, saj se stroski tako za vse
prejemnike kot za posamezne podskupi-
ne mocno razlikujejo. Ceno za pridobljena
leta zdravstveno kakovostnega Zivljenja
(angl. Quality Adjusted Life Year, QUALY)
za najbolj stroSkovno ucinkovito podsku-
pino iz raziskave Wanga (30.000 angle-
Skih funtov) je teZko primerjati s tisto iz
raziskave Rescha (9.754 EUR za otroke s
prirojeno sr¢no napako, 21.672 EUR za
otroke z bronhopulmonalno displazijo in
14.439 EUR za nedonoSencke z gestacij-
sko starostjo 35 tednov ali manj) (37-39).

V zadnjem desetletju so bile presku-
Sane tudi druge oblike monoklonalnih
protiteles, ki so imele v primerjavi s pa-
livizumabom drugacno aminokislinsko
zaporedje, kar jim je dalo boljSo sposob-
nost vezave z virusom, vecjo aktivnost v
nevtralizaciji virusa ter dalj$i razpolovni
¢as. Med njimi je bil tudi motavizumab
(Numax”), ki pa kljub dokazani ucinkovi-
tosti v preprecevanju okuZzbe tako v zgor-
njih kot v spodnjih dihalih zaradi s pali-
vizumabom primerljive ucinkovitosti ter
vi§je pojavnosti koZnih reakcij po injekci-
ji ni dobil odobritve AmeriSke agencije za
zdravila za $irSo klini¢no uporabo (40).

Trenutne raziskave s podrocja protite-
les proti RSV se usmerjajo na modifika-
cijo palivizumaba z daljS§im razpolovnim
¢asom (MEDI-577), antiRSV nanoprotite-
lesa (tehnologija Ablynx” - rezultati pr-
vih dveh faz klini¢nega raziskovanja kaZe-
jo, da v intranazalnem odmerku 5 mg/kg

ucinkovito preprecujejo vse oblike RSV-
okuZbe) ter protitelesa, usmerjena pro-
ti beljakovini G (z dvojnim delovanjem:
delujejo neposredno protivirusno in mo-
dulirajo imunski odgovor) (41-43). V prvi
fazi klini¢nih raziskav so tudi protiviru-
sna zdravila, ki naj bi preprecila razmno-
Zevanje RSV ali njegovo pritrditev na celi-
co, med njimi so sinteti¢na RNA (SiRNA,
ALN-RSVO01), inhibitorji beljakovine F in
druge t. i. majhne molekule (44-40).

Trenutno cepiva za preprefevanje
okuzbe z RSV ni. Idealno cepivo naj bi
bilo ucinkovito v preprecevanju bolezni
spodnjih dihal, primerno naj bi bilo za da-
janje kmalu po rojstvu (ali celo pred roj-
stvom, ko bi ga dobila nosec¢nica), izzvalo
naj bi hiter za8¢itni imunski odgovor pro-
ti obema podtipoma (A in B), zagotavljalo
naj bi dolgotrajno popolno zascito, moralo
bi biti varno in stabilno ter se v primeru
Zivega cepiva ne bi smelo prenesti na ne-
cepljene osebe. Poskusi v Sestdesetih letih
prejSnjega stoletja, ki so vkljucevali s for-
malinom inaktivirano cepivo (FI-RSV; tri-
je odmerki, dani i. m. dojenckom v starosti
2-7 mesecev), so dokazali dober imunski
odgovor s porastom protiteles, vendar je
pri cepljenih otrocih okuZba z RSV pote-
kala bistveno teZje v primerjavi z nece-
pljenimi, povecana je bila tudi umrljivost
(47). Dodatno teZavo pri razvoju cepiva
predstavlja raznolikost imunskega odgo-
vora na virus v razli¢nih starostnih obdo-
bjih. OkuZba z RSV poteka najteZje pri naj-
mlaj$ih otrocih, ki imajo Se Sibek imunski
odgovor tudi zaradi supresije s cirkulira-
jo¢imi protitelesi matere. Pri tej populaci-
ji bi bilo verjetno najbolj ucinkovito Zivo
oslabljeno in z genetskim inZeniringom
spremenjeno cepivo, dano intranazalno,
kar bi bil nebole¢ postopek, cepivo pa bi
sproZilo tako lokalni kot sistemski imun-
ski odgovor. Pri ve¢jih otrocih in odraslih
bi bila bolj primerna mrtva cepiva, ki bi
temeljila na podenotah virusa (usmerjena
na beljakovino F/G/M) (48).
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IMUNOPROFILAKSA

RESPIRATORNEGA SINCICIJSKEGA
VIRUSA V SLOVENIJI

Prva uporaba palivizumaba v imunopro-
filaksi RSV v Sloveniji je bila zabeleZena
leta 2000, ko je zdravilo prejelo 10 otrok z
najvecdjim tveganjem za teZak potek okuZz-
be (samo otroci z bronhopulmonalno dis-
plazijo, ki so bili v zafetku sezone mlaj§i
od Sest mesecev) (49). V tej majhni sku-
pini nismo ugotovili nobenih sopojavov
zdravila, nihce ni zbolel s teZjo RSV-okuz-
bo. V naslednjih sezonah je bil palivizu-
mab uporabljan le v Mariboru, stroske za-
SCite je krila bolniSnica. Leta 2001 je bila
oblikovana posvetovalna skupina, ki je po
Svedskem vzoru oblikovala slovenska pri-
porocila za imunoprofilakso RSV s pali-
vizumabom. V skupini je sodelovalo Sest
specialistov s podro¢ja neonatologije, pe-
diatri¢ne pulmologije, intenzivnega zdra-
vljenja otrok ter infektologije. Priporoci-
la so bila objavljena oktobra 2002; zas¢ita
je bila svetovana za nedonoSencke, roje-
ne z gestacijsko starostjo manj kot 26 te-
dnov in starostjo manj kot Sest mesecev v
zacetku sezone RSV-okuZb ter za otroke z
aktivno kroni¢no plju¢no boleznijo - bron-
hopulmonalno displazijo (BPD), mlajSe od
24 mesecev (50). Merilo za BPD je bila po-
treba po dodatnem kisiku za vzdrZevanje
saturacije 85-92 % v postmenstrualni sta-
rosti 36 tednov. Zas¢ita je bila svetovana
tudi za nedonoSencke z gestacijsko staro-
stjo 26-28 tednov, mlajSe od 6 meseceyv,
ki so imeli dejavnike tveganja za teZji po-
tek bolezni. Za uvrstitev otroka v to sku-
pino je bilo potrebno soglasje treh speci-
alistov. Sele leta 2005 je Zdravstveni svet
pri Ministrstvu za zdravje merila obrav-
naval in priporocil, da se za otroke s pove-
¢anim tveganjem imunoprofilakso RSV s
palivizumabom vkljuéi v drZavni program
cepljenj in imunoprofilakse ter da stroSke
zanj krije Zavod za zdravstveno zavarova-
nje Slovenije. Tako kot za ostala cepiva in
zaS¢ito pred nalezljivimi boleznimi je bil

za nabavo in oskrbo izvajalcev s palivi-
zumabom zadolZen InStitut za varovanje
zdravja (IVZ).

Med novembrom 2005 in aprilom
2016 je bilo v Sloveniji do zaS¢ite s palivi-
zumabom upravicenih 1.967 otrok, zdra-
vilo pa je dejansko dobilo 1.909 otrok (naj-
pomembnej§i razlog za neizvedbo pri 58
otrocih je bilo odklonilno mnenje starSev
do cepljenj). Vkljucevanje po posameznih
sezonah prikazuje slika 1.

V prvi sezoni (2005/20006) je bilo v za-
Sc¢ito vkljucenih le 49 otrok (vec¢ina nedo-
noSenckov z gestacijsko starostjo manj
kot 26 tednov in mlajSih od Sest mesecev
v zacetku sezone). Zaradi pomanjkanja pa-
livizumaba (zdravilo je potrebno za priha-
jajoco jesensko sezono narociti najkasneje
v maju) 16 otrok iz skupine z gestacijsko
starostjo 26-28 tednov z dejavniki tvega-
nja kljub izpolnjevanju meril za$c¢ite ni
dobilo. Dajanje palivizumaba je bilo pov-
sem centralizirano (Ljubljana, Maribor).
V sezoni 2006/2007 so bile smernice pr-
vi€ posodobljene z vkljucitvijo otrok s he-
modinamsko pomembno prirojeno sré-
no napako, v zaetku sezone starih manj
kot 24 mesecev. Vseh prejemnikov je bilo
103, najpomembnejSe merilo za vklju-
c¢itev so bile kroni¢ne bolezni (pri 28 %
kroni¢na pljucna bolezen, pri 25 % priro-
jena sréna napaka). Pri polovici prejemni-
kov sta bila prvi in zadnji odmerek dana
centralizirano (v Univerzitetnem klinic¢-
nem centru Ljubljana ali Maribor), daja-
nje preostalih treh odmerkov so prevze-
li pediatri na primarni ravni. Presenetila
nas je slaba odzivnost v skupini otrok s
prirojeno sréno napako, v kateri skoraj Ce-
trtina otrok ni prejela vseh petih odmer-
kov. Sezono 2007/2008 smo priceli z do-
datnimi ¢lani v Posvetovalni skupini za
imunoprofilakso RSV (pediater kardiolog,
pediatri primarne ravni, epidemiologi
IVZ), ki je pripravila zloZenke o nevarno-
stih RSV in nacinih preprecevanja okuzb
z njimi. ZloZenke so Ze v porodni$nici
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Slika 1. Prejemniki palivizumaba v Sloveniji med leti 2005 in 2016 (n = 1.967, 12 sezon) glede na izpolnje-
vanje merila za zasc€ito. GS - gestacijska starost (v tednih), KPB - kroni¢na plju¢na bolezen, VCC - priroje-

na sréna napaka (lat. vitium cordis congenitum).

prejeli starsi vseh novorojenckov, na voljo
so bile tudi v pediatri¢nih posvetovalni-
cah in na otro$kih oddelkih bolni3nic. Gle-
de na epidemioloske analize desetletnega
povprecja pojavnosti RSV je bil za ¢as pri-
Cetka zaScite izbran Cetrti teden v novem-
bru (51). Zaradi opozoril o prenizki ravni
protiteles za uc¢inkovito za$¢ito po prvem
odmerku je bil skrajSan interval med pr-
vim in drugim odmerkom (s $tiri na tri te-
dne). V tej in naslednji sezoni je palivizu-
mab prejelo po 141 otrok; prevladovali
so kroni¢ni bolniki, katerim je bilo zara-
di vecje teZe dano vec kot tri Cetrtine le-
tne porabe zdravila. Leta 2009 so bila po
strokovni obrazloZitvi ter analizi predvi-
denih stroSkov na RazSirjenem republi-
Skem strokovnem Kkolegiju za pediatrijo
in Zdravstvenem svetu pri Ministrstvu za
zdravje odobrena nova raz§irjena priporo-
¢ila. Spremenjena merila, povecanje Stevi-
la rojstev in s tem Stevila nedonoSenckov,

pa tudi laZja dostopnost do palivizumaba
so doprinesli k (pre)velikemu porastu pre-
jemnikov v naslednjih sezonah, ko je bilo
na seznam za za$c¢ito vkljucenih celo 252
otrok (2011/2012). V zadnji sezoni je bilo
na seznamu upravicencev 180 otrok (177
je zdravilo tudi dobivalo), kar pripisujemo
strogemu nadzoru nad izpolnjevanjem
meril, upoStevanju kronoloSke starosti
ob pricetku sezone (prej korigirana sta-
rost), zniZanju starostne omejitve v sku-
pini otrok s kroni¢no plju¢no boleznijo s
24 na 12 mesecev (od leta 2015) ter hitrej-
§i operativni popravi prirojenih srénih na-
pak (Ze v prvem letu starosti). Stevilo po-
rabljenih odmerkov je Se dodatno zniZal
zakljucek imunoprofilakse s 15. aprilom,
ko je pricakovano zmanjSanje intenzitete
kroZenja RSV v Sloveniji - zato otroci, ki
se rodijo v sezoni okuZb RSV po 1. januar-
ju, ne dobijo vseh 5 odmerkov.
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V dvanajstih sezonah uporabe pali-
vizumaba za preprecevanje tezkih okuZb
RSV smo od sopojavov beleZili predvsem
lokalne spremembe na mestu dajanja
zdravila (rdecina in oteklina, v manj kot 5
%). Pogostost okuZb dihal je bila v skupi-
ni prejemnikov primerljiva s pojavnostjo
v splosni populaciji otrok te starosti. Ker
palivizumab ne prepreci okuZbe zgornjih
dihal z RSV, so bili ob¢asno prijavljeni po-
zitivni izvidi testov na RSV iz brisov zgor-
njih dihal pri otrocih, ki so prejemali pali-
vizumab, pri¢akovani. Ceprav so nekateri
otroci zaradi dihalne odpovedi ob okuZbi
spodnjih dihal potrebovali zdravljenje s
kisikom ali celo z umetno ventilacijo, pa
so bili pri njih iz kuZnin spodnjih dihal
dokazani drugi virusi (bokavirusi, huma-
ni metapneumovirusi, pogosto v kombi-
naciji z rinovirusi), ne pa RSV.

Pred vsako sezono so merila obja-
vljena v Uradnem listu (Program ceplje-
nja in zaSc¢ite z zdravili), dostopna so
tudi na spletni strani IVZ (52). V sezoni
2016/2017 so do imunoprofilakse RSV s
palivizumabom v breme obveznega zava-
rovanja v Sloveniji upraviceni:

Vsi otroci, rojeni pred 29. tednom no-

secnosti (do vklju¢no 28 6/7 tedna), ki

so ob pricetku sezone RSV stari do 12

mesecevV (rojeni po 1. 11. 2015).

Otroci, rojeni med 29. in 32. tednom

gestacije (29 0/7 do 31 6/7 tedna), s so-

rojencem v predSolski starosti (6 let
ali manj), ki so v pricetku sezone RSV

stari do Sest mesecev (rojeni po 1. 5.

2016).

« Otroci z bronhopulmonalno displazijo,
ki so v zadnjih Sestih mesecih pred pri-
Cetkom sezone RSV potrebovali doda-
tni kisik in so kronoloSko stari do 12
meseceyv.

« Otroci s hemodinamsko pomembno
prirojeno sré¢no napako do kronoloSke
starosti 24 mesecev, ki imajo simpto-
me in znake plju¢ne hipertenzije, kon-
gestivnega srénega popuscanja, ne pri-

dobivajo teZe, se utrujajo pri hranjenju,
imajo ponavljajoce se okuzbe dihal,
nizko nasicenost krvi s kisikom, kaZe-
jo zaostanek pri doseganju razvojnih
mejnikov.

Do palivizumaba so upraviceni tudi ti-
sti, kjer se v naravnem poteku bolezni
te simptome pricakuje.

Za uvrstitev na seznam je potrebno pi-
sno priporocilo specialista pediatra - kar-
diologa. Po popolni kirurSki popravi sré¢-
ne napake bolniki do profilakse niso ve¢
upraviceni. V ¢asu sezone se bolniki z
novoodkrito sréno napako uvrScajo v se-
znam naknadno, palivizumab prejemajo
do popolne poprave sréne napake ali do
konca sezone (karkoli je prej).

Priporocila za preprecevanje tezkih
RSV-okuZb s palivizumabom se po sve-
tu razlikujejo, morda tudi zato, ker okuz-
be s tem virusom niso povsod enako ob-
seZen epidemioloSki problem. Slovenske
smernice so Se vedno primerljive s tistimi
v bolj restriktivnih drZavah (npr. Svedska
in Nizozemska) in so bistveno bolj ome-
jevalne kot v sosednjih drZavah (Avstrija,
Italija, Hrvaska, Ce$ka in Slovaska) (53).
Dodatna teZava je tudi v dejstvu, da mne-
nja avtorjev ¢lankov iz posameznih drzav
niso vedno skladna z drZzavnimi priporo-
¢ili, Se manj pa s pokrivanjem stroSkov
imunoprofilakse iz sredstev zdravstvene-
ga zavarovanja in dejanskim izvajanjem
zascite. Za razliko od drugih drZav Evrop-
ske unije in ZDA se v Sloveniji lahko po-
hvalimo z zelo visoko uc¢inkovitostjo: vsaj
95 % na seznam prejemnikov uvrscenih
otrok zdravilo tudi dobi, kar je predvsem
zasluga zavzetosti slovenskih pediatrov
na primarni ravni, ki so izvajalci imuno-
profilakse (54).
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Pomen dokazovanja respiratornega
sincicijskega virusa pri starostnikih
The Importance of Respiratory Syncytial Virus Detection in Elderly

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: respiratorni sincicijski virus, starostniki, multipleks molekularne metode, pljuénica

IZHODISCA. Respiratorni sincicijski virus (RSV) je izredno pomemben respiratorni pa-
togen tudi za starostnike. Obolevnost in smrtnost starostnikov zaradi RSV je primerlji-
va z obolevnostjo in smrtnostjo bolnikov okuZenih z virusi gripe. Raziskovalci opozar-
jajo, da so okuZbe starostnikov z RSV resen problem, ki zahteva ustrezno mikrobioloSko
diagnostiko, bolnisni¢ni nadzor nad okuZbo in razvoj novih protivirusnih zdravil in ce-
piv. V Sloveniji je RSV pri starostnikih e vedno zapostavljen. METODE. V petletnem
obdobju smo pri starostnikih starih 65 let in ve¢ dokazovali RSV z molekularno metodo
multipleks veriZne reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR), s katero
dokazujemo socasno ve¢ razli¢nih respiratornih patogenov in s specifi¢nim PCR za do-
kazovanje izklju¢no RSV. REZULTATI. V petletnem obdobju od leta 2012 do prve polovi-
ce 2016 smo pri starostnikih, starih 65 let in ve¢, dokazali RSV v 5,2 % (31/598) kuZnin.
Virus smo dokazali le z molekularno metodo multipleks PCR, ne pa tudi s specifi¢nim
PCR za dokazovanje izklju¢no RSV. Med RSV negativnimi kuZninami smo v do 43 % do-
kazali druge respiratorne viruse, predvsem viruse gripe in rinoviruse. KuZnine smo pre-
jeli iz razli¢nih oddelkov Univerzitetnega klini¢nega centra Maribor in drugih inStitu-
cij v severovzhodni Sloveniji, prevladovala sta Oddelek za plju¢ne bolezni in Oddelek za
nalezljive bolezni in vro¢inska stanja. Po klini¢nih podatkih sode¢ so imeli RSV okuZe-
ni starostniki teZjo obliko obolenja dihal, ki se je kazala kot plju¢nica, kroni¢na obstruk-
tivna plju¢na bolezen in/ali astma. ZAKLJUCKI. V Sloveniji moramo biti bolj pozorni na
okuZbe starostnikov z RSV. V zimskih mesecih je smiselno uporabljati multipleks mole-
kularne metode, s katerimi dokazujemo vsaj viruse gripe in RSV hkrati.
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ABSTRACT

KEY WORDS: respiratory syncytial virus, elderly adults, multiplex molecular methods, pneumonia

BACKGROUNDS. Respiratory syncytial virus (RSV) is increasingly recognized as an im-
portant cause of respiratory illness in elderly adults. Adults hospitalized for RSV infec-
tion have high morbidity and mortality, comparable to outcomes in seasonal influenza
patients. Strategies to improve case finding, diagnosis, hospital infection control, and
development of antiviral therapies and immunization of high-risk adults are urgently
needed. In Slovenia, the detection of RSV in elderly is an underestimated concern. ME-
THODS. Samples from elderly aged 65 and more were tested for the presence of RSV
infection in the five-year period. Virus was detected by using multiplex molecular me-
thod for simultaneous detection of several respiratory pathogens and specific polyme-
rase chain reaction (PCR) for RSV detection. RESULTS. In the five-year period from
2012 until the first half of 2016, 5.2% (31/598) of the elderly aged 65 and more were
proven to be infected with RSV. Virus was detected only by using multiplex molecular
method. When specific PCR for RSV detection alone was employed, none of the samples
tested positive. In up to 43% of the negative RSV samples, the presence of other respi-
ratory viruses was proven, with influenza and rhinoviruses being the most prevalent.
Samples were sent from different departments of the University Medical Centre Mari-
bor and from other institutions in north-eastern Slovenia, but the majority of samples
came from the Department of Pulmonary Diseases and the Department of Infectious
Disease and Febrile Conditions. Based on the clinical data provided by the two depart-
ments, RSV-infected elderly had signs of severe respiratory illness. They were diagno-
sed with pneumonia, chronic obstructive pulmonary disease and/or asthma. CONCLU-
SIONS. In conclusion, Slovenia needs to recognize the importance of RSV infection in
elderly adults. Multiplex molecular methods for simultaneous detection of influenza
viruses and RSV at least, should be used during winter months for microbiological dia-
gnosis of respiratory infection in elderly.

IZHODISCA
Respiratorni sincicijski virus (RSV) je v
zimskih mesecih pogost povzrocitelj vi-
rusnih okuzb dihal pri ljudeh (1). Pri
otrocih do dveh let starosti velja celo za
najpomembnejSega povzrocitelja bronhi-
olitisa in pljucnice (2). Dejavniki tveganja
pri otrocih, med katerimi virus Se pose-
bej hudo prizadene prezgodaj rojene otro-
ke, otroke z nizko porodno teZo in otroke z
drugimi osnovnimi boleznimi, so natanc-
no raziskani (2, 3).

Ravno nasprotno je vloga RSV pri
okuZbah dihal starostnikov slabSe razi-
skana. V svetovni literaturi zasledimo ob-

jave, kjer raziskovalci na osnovi klini¢nih,
epidemioloskih in mikrobioloskih podat-
kov ugotavljajo, da je RSV pomemben re-
spiratorni patogen pri starostnikih (4-0).
Preventivni ukrepi proti okuZbi z RSV bi
po njihovem mnenju znacilno zmanjsa-
li breme in zaplete ob teZjih respirator-
nih obolenjih starostnikov (4). Kljub temu
splo$nega prepricanja o pomenu RSV pri
odraslih in Se posebej pri starostnikih
med zdravniki in v viroloSkih knjigah ni
zaslediti (1). To bi lahko deloma pripisa-
li sezonskemu pojavljanju RSV, ki se pre-
kriva s pojavljanjem ostalih pomembnih
respiratornih patogenov pri odraslih, kot



Med Razgl. 2016; 55 Suppl 4:

189

so virusi gripe. Prav tako je teZko lociti
okuzbe z razli€nimi respiratornimi pato-
geni le na osnovi klini¢nih znakov, ki so
lahko med razli¢nimi kliniénimi oblikami
bolezni zabrisane (6). Kot eno izmed re-
Sitev pri reSevanju problema dokazova-
nja RSV pri starostnikih bi lahko predsta-
vljale multipleks molekularne metode. Te
omogocajo socasno dokazovanje ve¢ raz-
li¢nih patogenov v eni sami reakciji iz ene
kuZnine. Posledi¢no skrajSajo ¢as, potre-
ben za mikrobioloSko diagnostiko, in zni-
Zajo stroSke preiskav (7).

V Laboratoriju za klini¢no moleku-
larno diagnostiko Oddelka za medicinsko
mikrobiologijo Maribor Nacionalnega la-
boratorija za zdravje, okolje in hrano (NL-
ZOH) Ze nekaj let uporabljamo test Fil-
mArray Respiratory Panel (FilmArray RP
v 1.7; BioFire, BioMerieux Company, Fran-
cija). S testom, ki temelji na metodi ugnez-
dene veriZne reakcije s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR), so€asno
dokazujemo Sirok nabor respiratornih pa-
togenov med drugim tudi RSV. V petle-
tnem obdobju smo z uporabo testa zasle-
dili povecano Stevilo RSV pri starostnikih,
starih 65 let in ve€¢. Zanimalo nas je, ali je
prisotnost RSV v teh primerih naklju¢na
in ga dokaZemo le zato, ker je del upora-
bljenega testa, in ali je dokazovanje RSV
v omenjenih primerih pomembno tudi iz
Kklinicnega in mikrobioloSkega vidika.

METODE

Uporabili smo podatke testiranja kuZnin
bolnikov, starih 65 let in ve¢, ki smo jih
sprejeli v laboratorij od leta 2012 do prve
polovice leta 2016. Upostevali smo ku-
Znine, poslane iz vseh oddelkov in am-
bulant Univerzitetnega klini¢nega centra
(UKC) Maribor, Splosne bolnisnice Dr. Jo-
Zeta Potrca Ptuj, Zdravstvenega doma Dr.
Adolfa Drolca Maribor in Nacionalnega
inStituta za javno zdravje. Vrsta narocene
preiskave je bila multipleks PCR za respi-
ratorne patogene ali PCR za RSV.

Vse kuZnine smo shranili v hladilni-
ku pri 4 °C za najve¢ 1 dan. Brise smo ob
sprejemu v laboratorij po potrebi zalili s
sterilno fiziolo8ko raztopino do najvec 2
ml in vsebino premeSali na vorteksu. S
kuZninami vedno rokujemo v mikrobiolo-
8ki komori druge varnostne stopnje in pri
tem upoStevamo navodila za varno delo
v molekularnem bioloskem laboratoriju.

Za soCasno dokazovanje respiratornih
patogenov smo uporabili test FilmArray
RP (v 1.7, BioFire) z oznako CE-IVD. Test
smo izvedli po navodilih proizvajalca. Tri-
sto pl kuZnine smo dodali k reagentu Sam-
ple Buffer in rehidrali reagente v FilmAr-
ray kartu8i. Vnos reagentov in kuZnine v
kartu$o poteka po principu vakuuma. Kar-
tuSo smo oznacili s protokolno Stevilko in
jo prenesli v aparat FilmArray. V ra¢unal-
niski program, ki vodi aparat, smo vnesli
ustrezne podatke s Citalcem ¢rtne kode na
kartu$i. V roku 1 ure smo na aparatu od-
¢itali rezultat. Aparat je zaprt sistem, ki
omogoca socasno ekstrakcijo nukleinskih
kislin (NK), tj. DNA in RNA, dokazovanje
patogenov z ugnezdenim RT-PCR s talilno
krivuljo ter analizo rezultatov. Po koncani
reakciji smo kartuSo zavrgli.

V primeru zahtevanega PCR za RSV
smo iz kuZnin ekstrahirali NK po navo-
dilih proizvajalca s komercialnim kom-
pletom reagentov RTP" DNA/RNA Virus
Mini Kit (STRATEC Molecular GmbH,
Berlin, Nemcija). Princip ekstrakcije te-
melji na uporabi posebnih kolon s silika-
gelno membrano, na katero se zaradi ke-
mijskih lastnosti veZejo NK.

Prisotnost RNA RSV smo dokazova-
li z metodo RT-PCR v realnem casu, ki
smo jo validirali v laboratoriju. PomnoZi-
li smo 163 bp dolg odsek gena za prote-
in N RSV in uporabili zacetne oligonukle-
otide ter hidrolizirajoco sondo, kot so jih
opisali Bonroy in sodelavci (8). UpoSteva-
li smo pogoje reakcije, zapisane v citira-
nem c¢lanku. Metodo smo izvajali na apa-
ratu LightCycler 2.0 (Roche, ZDA). Meja
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detekcije (LoD) obeh testnih metod je do-
locena in znaSa v primeru FilmArray RP 2
TCID50/ml ter v primeru hiSnega RT-PCR
v realnem ¢asu 10 kopij RSV/ml.

Podatke o kuZninah, starosti bolnikov,
o posiljatelju, vrsti uporabljene metode in
rezultatu za vseh pet let smo zbrali v ra-
¢unalniSkih programih MBL in K21 anali-
ze, SRC Infonet d. o. o.

Klini¢ne podatke so posredovali zdrav-
niki specialisti iz Oddelka za plju¢ne bole-
zni Klinike za interno medicino in iz Od-
delka za nalezljive bolezni in vrocinska
stanja UKC Maribor.

REZULTATI

V obdobju od 1. januarja 2012 do 30. ju-
nija 2016 smo na prisotnost RSV testirali
598 kuZnin bolnikov, starih 65 let in vec.
V 5,2 % (31/598) smo z molekularno me-
todo dokazali genom RSV. V posameznih
zaporednih letih je nara$calo Stevilo po-
slanih kuZnin in Stevilo pozitivnih prime-
rov RSV, kot prikazuje tabela 1.

Sprejeli smo razli¢ne kuZnine - bris
nosno-Zrelnega predela, bris Zrela, bris
nosu, bris traheostome, aspirat bronha in
bronhoalveolarni izpirek - in RSV doka-
zali le v brisih nosno-Zrelnega predela in
brisih Zrela.

KuZnine so poslale razli¢ne inStitucije
iz obmocja severovzhodne Slovenije. Naj-
pogostejsi posiljatelji so bili razli¢ni od-
delki UKC Maribor, med katerimi izstopa-

ta Oddelek za plju¢ne bolezni in Oddelek
za nalezljive bolezni in vrocinska stanja
(slika la). Zato ni presenetljivo, da smo
najve¢ primerov RSV dokazali ravno pri
bolnikih iz omenjenih oddelkov (slika 1b).

RSV smo v kuZninah dokazovali z dve-
ma metodama. RT-PCR v realnem casu
smo po naro€ilu uporabili le v letu 2014 v
7 primerih (10 % vseh izvedenih RSV testi-
ranj), v letu 2015 v 1 primeru (0,4 % vseh
izvedenih RSV testiranj) in v letu 2016 v
2 primerih (0,7 % vseh izvedenih RSV te-
stiranj). V vseh ostalih 588 kuZninah smo
RSV dokazovali so¢asno z drugimi respira-
tornimi virusi z metodo FilmArray RP. Ka-
dar so na multipleks PCR za respiratorne
patogene (FilmArray RP) poslali kuZnine,
za katere test ni validiran, smo v teh kuZni-
nah rezultat potrdili z RT-PCR v realnem
¢asu za dokazovanje RSV. V vseh primerih
se je rezultat ujemal in je bil negativen.

Test FilmArray RP omogoca socasno
dokazovanje razli¢nih respiratornih pato-
genov, zato smo lahko preverili, ali smo
v RSV pozitivnih kuZninah dokazali Se
dodatne respiratorne viruse. V letu 2014
smo v 3 izmed 7 RSV pozitivnih kuZnin
hkrati dvakrat dokazali humani koronavi-
rus tip HKU1 in enkrat rinoviruse. V letu
2015 smo v 2 izmed 11 RSV pozitivnih
kuZnin dokazali hkrati e humani korona-
virus tip NLG63. V prvi polovici leta 2016
smo med 13 RSV pozitivnimi kuZninami
le v 1 dokazali humane rinoviruse.

Tabela 1. Prikaz testiranja na respiratorni sincicijski virus pri starostnikih v petletnem obdobju.

Leto St.vseh St. pozitivnih % pozitivnih
2012 5 0 /
2013 5 0 /
2014 68 7 10,2
2015 250 n 4.4
2016 (1/2)? 270 13 49
> 598 31 5,2

2 testno obdobje je prva polovica leta
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Tabela 2. Prikaz dokazanih virusov s FilmArray RP v za respiratorni sincicijski virus (RSV) negativnih
kuzninah. Flu A - virusi gripe A, Flu B - virusi gripe B, hRV - €loveski rinovirusi, hMPV - gloveski meta-
pneumovirus.

St. za RSV Dokazani drugi virusi Vrsta in $t. najpogosteje dokazanega virusa
negativnih
Leto kuznin st. % FluA FluB hRV hMPV
2014 61 5 8,19 / / 3 /
2015 239 103 43,09 36 17 20 /
2016 (1/2)? 257 91 35,41 37 / 15 14

2 testno obdobje je prva polovica leta

Tabela 3. Izbrani klini¢ni podatki za bolnike z dokazano okuZzbo z respiratornim sincicijskim virusom.
KOPB - kroni¢na obstruktivna plju¢éna bolezen, amb. - ambulantni pregled, * - prisoten akutni bronhitis,
NP - ni podatkov.

Leto Bolnilc 5t. si?er:)“ St:o:jnr:lc:’ ::r:I::Isi:: Pljuénica kops ernoA:::LaE,Eanie
1 91 6 ne da NP da
2 83 1 ne da NP da
87 5 ne ne* NP da
2014
70 25 da da NP ne
5 (2-krat) 85 19 ne da NP da
6 70 0, amb. ne da NP da
1 68 9 ne da da ne
2 76 5 ne da ne ne
3 78 8 ne da ne ne
4 70 9 ne ne da ne
2015 5 80 8 ne ne da ne
6 76 4 ne ne ne da
7 7 9 ne ne ne da
8 86 0, amb. ne ne* NP da
9 80 17 ne ne* NP da
1 81 5 ne da ne ne
2 78 8 ne ne da ne
3 79 4 ne ne ne da
2016
4 88 5 ne ne ne da
5 66 4 ne ne ne ne
6 91 7 ne da NP ne
Med kuZninami starostnikov, v kate- Klini¢ne podatke smo omejili na po-

rih nismo dokazali genoma RSV, smo naj-  datke, ki pricajo o teZji obliki respirator-
veckrat dokazali viruse gripe A in B ter nega obolenja. Zanimalo nas je, ali so
¢loveske rinoviruse (tabela 2). imeli bolniki okuZeni z RSV pljucnico,
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kroni¢no obstruktivno plju¢no bolezen
(KOPB) in/ali astmo, kakSen je bil njihov
imunski status in koliko dni so bili hospi-
talizirani. Podatke smo pridobili iz dveh
oddelkov: Oddelka za plju¢ne bolezni in
Oddelka za nalezljive bolezni in vro¢inska
stanja, ki so poslali najve¢ kuZnin, v kate-
rih smo dokazali RSV. Rezultate smo pri-
kazali v tabeli 3.

RAZPRAVA

Raziskovalci Ze dobrih 20 let opozarjajo
na pomen okuZb spodnjega respiratorne-
ga trakta starostnikov z RSV (1, 4-0). Spr-
va so o tem pisali informativno in se osre-
dotocali le na rezultate, ki so jih dobili z
matemati¢nimi modeli in so predstavljali
teoreti¢no oceno o pomenu RSV pri staro-
stnikih (9, 10). Kasneje so v svetovni lite-
raturi, v najbolj elitnih medicinskih revi-

jah, kot so The New England Journal of
Medicine, The Lancet itd., potrdili, da je
RSV izredno pomemben respiratorni pa-
togen tudi za starostnike (5, 6). V svetu se
danes ne postavlja ve¢ vpraSanje pome-
na RSV pri starostnikih temve¢ vpraSanje
preventivnih ukrepov proti okuzbi RSV v
tej populaciji.

V Sloveniji je trenutno zapisanih po-
datkov o RSV pri starejsih od 65 let malo
in so del ve¢jih Studij, ki niso posvecene
izklju¢no RSV (11, 12). Ob Stevilu razlic¢-
nih publikacij na temo RSV je verjetno
teZje zaslediti objave o RSV in starostni-
kih, ¢e jih seveda ne iS¢emo nacrtno. Z
uporabo multipleks molekularnih metod
za dokazovanje respiratornih patogenov
smo v preteklem petletnem obdobju v La-
boratoriju za klini¢no molekularno dia-
gnostiko, Oddelka za medicinsko mikro-
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a. Raznolikost posiljateljev in stevilo
kuznin poslanih na PCR za RSV

NIJZ in NLZOH

ZD DR. Adolfa Drolca Maribor

= SBDR. JoZeta Potréa Ptuj

® UKC Maribor, Drugi samostojni medicinski odd.
m UKC Maribor, Klinika za kirurgijo

B UKC Maribor, Klinika za interno medicino

® UKC Maribor, Odd. za pljuéne bolezni

B UKC Maribor, 0dd. za nalezljive bolezni in
vrotinska stanja

Slika 1a. Raznolikost posiljateljev in Stevilo kuznin starostnikov, poslanih na testiranje za respirator-
ni sincicijski virus (RSV). PCR - verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction), NI)Z -
Nacionalni institut za javno zdravje, NLZOH - Nacionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano, ZD -
zdravstveni dom, SB - splo3na bolnidnica, UKC - univerzitetni klini¢ni center.
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b. Raznolikost posiljateljev in stevilo

Stevilo pozitivnih RSV

T T

2012 2013 2014

Leto testiranja
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pozitivnih RSV kuznin

m NIJZ in NLZOH

= ZD DR. Adolfa Drolca Maribor

m SB DR. JoZeta Potréa Ptuj

B UKC Maribor, Drugi samostojni
medicinski odd.

m UKC Maribor, Klinika za kirurgijo
UKC Maribor, Klinika za interno medicino

m UKC Maribor, Odd. za plju¢ne bolezni

m UKC Maribor, Odd. za nalezljive bolezni
in vrotinska stanja

Slika 1b. Raznolikost posiljateljev in 3tevilo pozitivnih kuZnin za respiratorni sincicijski virus (RSV)

starostnikov.

biologijo Maribor, Nacionalni laboratorij
za zdravje, okolje in hrano, opazili pove-
¢ano Stevilo dokazanih primerov RSV pri
bolnikih, starejSih od 65 let.

Leta 2012 in 2013, ko smo zaceli upo-
rabljati test FilmArray RP, smo prejeli
manj3e Stevilo kuZnin na to vrsto preiska-
ve, ki so jih odvzeli starostnikom skupno
le v 10 primerih. V letih od 2014 do prve
polovice leta 2016 so poSiljatelji multi-
pleks PCR (FilmArray RP) zahtevali veli-
kokrat, posledi¢no smo nabrali tudi ve¢
kuZnin starostnikov. V tem obdobju smo
RSV dokazali v 5,3 % (31/588) kuZnin (ta-
bela 1). Zaradi prekrivanja klini¢nih zna-
kov in podobnega sezonskega pojavljanja
RSV, virusov gripe in drugih respirator-
nih patogenov, sklepamo, da RSV ni bil
prva izbira pri postavljanju diagnoze. To
potrjuje tudi dejstvo, da smo prejeli naro-
¢ilo za specifi¢en PCR na RSV v petletnem
testnem obdobju le 10-krat. Rezultat je bil

negativen v vseh 10 primerih. Zato je Se
bolj zanimivo, da smo takrat, ko smo potr-
dili okuZbo z RSV, virus v vec¢ini dokazali
kot edinega povzrocitelja. V Sestih prime-
rih smo sicer potrdili koinfekcijo z ostali-
mi respiratornimi virusi (koronavirusi in
rinovirusi), ki pa v vec¢ini ne povzrocajo
teZjih okuZb dihal (13).

V skoraj polovici kuZnin starostnikov,
v katerih nismo potrdili RSV, smo dokaza-
li druge patogene, najveckrat viruse gripe
in rinoviruse (tabela 2). S tem smo Se do-
datno potrdili, da je klini¢ne znake okuZb
z omenjenimi virusi teZko lociti. Podob-
ne podatke zasledimo tudi v literaturi (9,
10). V zadnjem ¢asu se pogosto sprasuje-
jo, kak8ne so prednosti testiranja na vse,
tudi klini¢no manj pomembne, respirator-
ne patogene. Z uporabo multipleks mo-
lekularnih metod, ki podajo informacije
o vseh prisotnih virusih pri bolniku, naj
bi zmanj$ali Stevilo bolniSni¢nih dni in
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racionalizirali porabo antibiotikov. Razis-
kovalci si glede tega niso enotni, vendar
velja prepricanje, da je v sezoni respira-
tornih obolenj potrebno kuZnine so¢asno
testirati vsaj na prisotnost virusov gripe,
RSV, ¢loveSkega metapneumovirusa in vi-
rusov parainfluence (7, 14). Ti podatki se
nanas$ajo na pediatri¢ne bolnike, vendar bi
jih lahko prenesli tudi na starostnike.
KuZnine starostnikov, okuZenih z RSV,
smo v vecini prejeli iz dveh oddelkov, iz
Oddelka za plju¢ne bolezni in Oddelka
za nalezljive bolezni in vrocinska stanja,
UKC Maribor. Z leti se je izkazalo, da Ste-
vilo razliénih oddelkov UKC Maribor in
drugih inStitucij, ki poSiljajo kuZnine sta-
rostnikov, okuZenih z RSV, narasca (slika
la in b). Verjetno smo tudi v teh prime-
rih RSV dokazali slu¢ajno, zaradi upora-
be multipleks molekularne metode. Iz od-
delkov, ki so poslali najve¢ RSV pozitivnih
kuZnin, smo prejeli tiste klini¢ne podat-
ke o bolnikih, ki kaZejo na teZjo okuZbo
spodnjih dihal. Bolniki starostniki v veci-
ni niso bili huje imunsko oslabljeni in so
ostali hospitalizirani od 4 do 11 dni (tabe-
la 3). V treh primerih s podaljSano hospi-
talizacijo so bili vzroki le te drugje. Z izje-

mo enega bolnika, ki je v bolni$nici ostal
4 dni in ni kazal znakov teZje okuZbe di-
hal, so imeli vsi ostali bolniki pljuc¢nico,
poslabSanje KOPB in astme ali sréno po-
puscanje (tabela 3). Tudi podatki iz sve-
tovne literature kaZejo, da ima vec kot 70
% hospitaliziranih odraslih bolnikov, oku-
Zenih z RSV, plju¢nico, bronhiolitis, po-
slabSanje KOPB ali astme (15-17). Obolev-
nost in smrtnost pri teh bolnikih je celo
primerljiva z obolevnostjo in smrtnostjo
bolnikov, okuZenih z virusi gripe (18). Ra-
ziskovalci opozarjajo, da so okuZbe od-
raslih in starostnikov z RSV resen prob-
lem, ki zahteva ustrezno mikrobiolosko
diagnostiko, bolni§ni¢ni nadzor nad okuz-
bami z RSV in razvoj novih ucinkovitih
protivirusnih zdravil in/ali cepiv.

ZAKLJUCEK

Respiratorni sincicijski virus je pomem-
ben respiratorni patogen, ki povzroca tez-
je okuZbe dihal pri starostnikih. Tudi v
Sloveniji moramo biti pri starostnikih
bolj pozorni na okuZbe z RSV. V zimskih
mesecih je smiselno uporabljati multi-
pleks molekularne metode, s katerimi do-
kazujemo vsaj viruse gripe in RSV hkrati.
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Virusi parainfluence tipa 4 - povecano
stevilo zaznanih okuzb pri otrocih v letu 2015
Parainfluenza Viruses Type 4—Increased Number of Detected Infections

in Children in 2015

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: virusi parainfluence tip 4, severovzhodna Slovenija, mikrobioloke diagnosti¢ne me-

tode, otroci

IZHODISCA. Virusi parainfluence so pogosti in pomembni povzrotitelji obolenj dihal
pri otrocih, pri katerih povzrocajo Sirok spekter klini¢nih znakov. Opisani so Stirje tipi
virusov parainfluence, med katerimi velja virus parainfluence 4 (angl. human parain-
fluenza virus type 4, HPIV-4) za najmanj zanimivega. Zaradi prepric¢anja, da povzroca le
blago okuZbo, in zaradi pomanjkljivih mikrobiolo$kih diagnosti¢nih testov so bile okuZz-
be s HPIV-4 do nedavnega povecini nezaznavne. METODE. V obdobju od januarja 2014
do junija 2016 smo z multipleks metodo za socasno dokazovanje patogenov FilmAr-
ray Respiratory Panel testirali 2.038 brisov nosno-Zrelnega predela. Vkljucili smo le
brise, ki so jih odvzeli bolnikom do 15. leta starosti v severovzhodnem delu Slovenije.
REZULTATI. Viruse parainfluence smo dokazali v 158 brisih (7,75 %), pri ¢emer smo
samo tip HPIV-4 dokazali skupno pri 33 bolnikih (21,52 %). Leta 2015 se je s HPIV-4
okuZilo 28/33 bolnikov. Z metodo veriZne reakcije s polimerazo, specifi¢no za dokazo-
vanje virusov parainfluence, smo uspeli potrditi 15/33 primerov. PomnoZili smo del od-
seka virusnega gena za beljakovino P. Na osnovi dolo¢enega nukleotidnega zaporedja
gena P smo ugotovili, da je v letu 2015 prevladoval podtip HPIV-4b (11 bolnikov), med-
tem ko se je podtip HPIV-4a pojavil trikrat. ZAKLJUCKI. Iz rezultatov $tudije lahko za-
klju¢imo, da je HPIV-4 tudi v Sloveniji pogoste;jsi, kot smo pri¢akovali. V mikrobioloske
diagnosticne teste je smiselno vkljuciti tip HPIV-4. NatancnejSe epidemioloSke in kli-
ni¢ne podatke o pojavljanju HPIV-4 je za Slovenijo potrebno Se pridobiti.
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ABSTRACT

KEY WORDS: parainfluenza viruses type 4, north-eastern Slovenia, microbiological diagnostic tests,

children

Backgrounds. Parainfluenza viruses (HPIV) are one of the most abundant respiratory
pathogens and are amongst the most important causes of respiratory illnesses with va-
riety of clinical manifestations in children. Four types of HPIV are known and HPIV-4
is considered as the least important. Due to the general opinion that the infection with
HPIV-4 is usually mild and because of the lack of good microbiological diagnostic te-
sts, HPIV-4 was until recently rarely detected. METHODS. In the period from January
2014 until June 2016, 2,038 nasopharyngeal swabs were tested with multiplex PCR Fil-
mArray Respiratory Panel. Swabs were taken from children aged up to 15 in the north-
-eastern part of Slovenia. RESULTS. Overall, parainfluenza viruses were detected in 158
swabs samples (7.75%) and in 33 samples (21.52%) type HPIV-4 was detected. In the
year 2015 alone, 28/33 cases of HPIV-4 were detected. Using the HPIV specific PCR as-
say, 15/33 cases were confirmed and the part of viral P gene was amplified. Nucleotide
sequences of P gene revealed type HPIV-4b as the most prevalent (11 patients) in 2015.
Type HPIV-4a was also present but less abundant (3 patients). CONCLUSIONS. Based
on the results of the present study, we can conclude that HPIV-4 is more abundant in
Slovenia than previously anticipated. It would be important to include HPIV-4 in the
microbiological diagnostic tests. Further studies are needed to obtain the complete

epidemiological and clinical information about HPIV-4 in Slovenia.

IZHODISCA

Virusi parainfluence (angl. human para-
influenza viruses, HPIV) so pogosti in po-
membni povzrocitelji okuzb dihal pri lju-
deh, predvsem pri otrocih do vstopa v
Solo (1). Do danes so opisali Stiri genet-
ske in antigenske tipe HPIV, ki jih uvrsca-
jo v druZino Paramyxoviridae. Tipa HPIV-
1 in HPIV-3 sodita v rod Respirovirus, tipa
HPIV-2 in HPIV-4 sodita v rod Rubulavi-
rus (http://www.ictvonline.org/virustaxo-
nomy.asp). Virusi parainfluence so v veci-
ni okrogli virusi, lahko so tudi polimorfne
oblike, velikosti od 150 do 600 nm (2). Ge-
nom predstavlja linearna enovijacna ne-
gativno polarna RNA molekula velikosti
reda 15 kbp. Obdana je s heliksno sime-
tri¢no nukleokapsido in z lipoproteinsko
ovojnico. Sest genov HPIV genoma nosi
informacijo za strukturne beljakovine, ki
so organizirane v zaporedju 3'-N-P-M-F-
-HN-L-5"(2).

HPIV-4 velja izmed vseh HPIV za kli-
ni¢no najmanj pomembnega in ga v ve-
¢ini povezujejo z blagimi respiratornimi
obolenji. Izolirali so ga leta 1959 iz ku-
Znine Studenta z blaZjo okuZbo zgornje-
ga respiratornega trakta (3). Leta 1993
so Rubin in sodelavci opisali 10 prime-
rov okuzb s HPIV-4 pri otrocih in zaklju-
¢ili, da lahko okuZba s HPIV-4 poteka teZz-
je, kot so sprva mislili (4). Izpostavil je,
da od prve izolacije HPIV-4 do leta 1993
ni zapisov o klini¢énem spektru bolezni, ki
jo lahko povzroca ta virus. Razlogov, da je
bil HPIV-4 znanstveno in strokovno dokaj
nezanimiv, je ve€. Med njimi je vsekakor
zahtevna izolacija in kultivacija virusa na
celiénih kulturah. HPIV-4 raste izredno
pocasi na celi¢ni liniji LLC-MK2, ki ni po-
gosta v virolo8kih laboratorijih. Prav tako
ne tvori vedno citopatskega ucinka (5).
Problem pri dokazovanju HPIV-4 so pred-
stavljale tudi diagnosti¢ne metode, bodi-
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si seroloSki bodisi molekularnobioloski
testi. PomnoZevanje RNA HPIV-4 z me-
todo PCR ni tehni¢no ni¢ zahtevnejSe od
dokazovanja ostalih virusov parainfluen-
ce. Dejstvo pa je, da so bili komercialno
dostopni kompleti reagentov pripravljeni
tako, da so zajeli le tipe HPIV 1 do 3 ne
pa tudi HPIV-4 (4, 6). Zaradi prepricanja,
da povzroca le blago okuZbo, in zaradi po-
manjkljivo pripravljenih molekularnobio-
lo8kih diagnosti¢nih testov so bile okuZbe
s HPIV-4 do nedavnega zapostavljene in
povecini nezaznavne.

V zadnjem desetletju so posvetili
HPIV-4 nekoliko ve¢ pozornosti in ga do-
kazali kot povzrocitelja nekaj izbruhov po
svetu (6, 7). V retrospektivnih Studijah so
opisali epidemiolo8ke znacilnosti kot tudi
spekter klini¢nih stanj pri okuZzbi s HPIV-
4 (8-11). Zakljucili so, da lahko HPIV-4
povzroca okuZbe spodnjega respiratorne-
ga trakta pri otrocih, kjer ga povezujejo z
bronhiolitisom in s plju¢nico. Zanimivo je
tudi, da je bil statisti¢no manj pogost pov-
zroc€itelj krupa od HPIV-1 in HPIV-2 (9).

V Laboratoriju za klini¢no moleku-
larno diagnostiko Oddelka za medicin-
sko mikrobiologijo Maribor Nacionalne-
ga laboratorija za zdravje, okolje in hrano
(NLZOH) Ze nekaj let uporabljamo test
FilmArray Respiratory Panel (FilmArray
RP v 1.7; BioFire, BioMerieux Company,
Francija). S testom, ki temelji na metodi
ugnezdeni PCR, sofasno dokazujemo Si-
rok nabor povzrociteljev okuzb dihal med
drugim tudi HPIV-4.

V letu 2015 smo pri otrocih zazna-
li povecano Stevilo dokazanih primerov
HPIV-4 v primerjavi z leti 2014 in 2016. V
literaturi so opisali, da ima lahko test Fil-
mArray RP pomanjkljivosti, kot so zmanj-
Sana specificnost in/ali obcutljivost za
dokazovanje dolocenih patogenov (npr.
Bordetella pertussis) (12). Zanimalo nas je,
ali je povecano Stevilo odraz dejanskega
stanja oziroma izbruha v letu 2015 ali je
morebiti posledica nespecifi¢nega delova-

nja testa. V nadaljevanju smo opisali tudi
nekatere genetske znacilnosti HPIV-4 pri
dokazanih primerih iz leta 2015.

METODE

V raziskavo smo vkljucili kuZnine bol-
nikov, starih do 15 let. To si bili dakron-
ski brisi nosno-Zrelnega predela, ki smo
jih sprejeli v laboratorij v letih 2014 do
2016. Upostevali smo kuZnine, poslane iz
vseh oddelkov in ambulant Klinike za pe-
diatrijo in iz Oddelka za nalezljive bole-
zni in vro€inska stanja, Univerzitetnega
klini¢nega centra Maribor, z naro¢eno vr-
sto preiskave multipleks PCR za respira-
torne patogene.

Brisom smo ob sprejemu v laboratorij
po potrebi dodali sterilno fiziolosko raz-
topino do najve¢ 2 ml, vsebino preme3a-
li na vorteksu in shranili v hladilniku pri
4 °C za najvec en dan. S kuZninami vedno
rokujemo v mikrobioloSki komori druge
varnostne stopnje in pri tem upoStevamo
navodila za varno delo v molekularnem
bioloSkem laboratoriju.

Za dokazovanje povzrociteljev okuZb
dihal smo uporabili test FilmArray RP (v
1.7, BioFire) z oznako CE-IVD. Test smo
izvedli po navodilih proizvajalca. K rea-
gentu Sample Buffer smo dodali 300 pl
kuZnine in reagente rehidrali v FilmArray
kartus8i. Vnos reagentov in kuZnine v kar-
tuSo poteka po principu vakuuma. Kartu-
So smo oznacili s protokolno Stevilko in jo
prenesli v aparat FilmArray. V racunalni-
8ki program, preko katerega je voden apa-
rat, smo vnesli ustrezne podatke s ¢ital-
cem Crtne kode na kartusi. V roku ene ure
smo na aparatu odc¢itali rezultat. Aparat
je zaprt sistem, ki omogoca soc¢asno ek-
strakcijo nukleinskih kislin (NK), tj. DNA
in RNA, dokazovanje patogenov z ugnez-
deno veriZno reakcijo s polimerazo v real-
nem casu (angl. real-time polymerase cha-
in reaction, RT-PCR) s talilno krivuljo ter
analizo rezultatov. Po koncani reakciji
smo kartuSo zavrgli.
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Iz kuZnin, v katerih smo s testom
FilmArray RP dokazali prisotnost RNA
HPIV-4, smo ekstrahirali NK $e za potre-
be specificnega PCR za dokazovanje vseh
tipov HPIV. Avtomatsko ekstrakcijo NK
smo izvedli na aparatu InviGenius® in
uporabili komercialni komplet reagen-
tov Invimag® Universal Kit/IG (STRATEC
Molecular GmbH, Berlin, Nemcija). Prin-
cip ekstrakcije temelji na uporabi magne-
tnih delcev in ustreznih pufrov. Reagenti
in aparat nosijo oznako CE-IVD ter omo-
gocajo ekstrakcijo iz 12 razli¢nih kuZnin
v roku 70 minut. Pri delu smo upoStevali
navodila proizvajalca.

V ekstrahiranih NK smo dokazovali
prisotnost RNA HPIV s komercialno do-
stopno metodo PCR v realnem casu Re-
alStar® PIV RT-PCR Kit 2.0 (Altona Dia-
gnostics GmbH, Hamburg, Nemcija), ki
vsebuje vse reagente za izvedbo testa. Z
metodo pomnoZimo dolo¢en del geno-
ma, ki ga proizvajalec v navodilih sicer ne
navede, zapiSe pa, da metoda temelji na
principu delovanja hidrolizirajo¢ih sond.
Vse reakcije smo izvedli in analizirali na
aparatu Rotor-Gene® Q5-plex Platform
(Qiagen, USA).

Za potrebe dolo¢anja nukleotidnega
zaporedja in tipizacije HPIV-4 smo po-
mnoZili kratek odsek gena za beljakovi-
no P, ki je v nukleokapsidi HPIV zastopa-
na s 300 molekulami (1). Uporabili smo
predhodno opisane zacetne oligonukleoti-
de PI4P F 5°CTGAACGGTTGCATTCAGGT
in PI4P R 5" TTGCATCAAGAATGAGTCCT,
s katerimi pomnoZimo 433 bp dolg odsek
gena P Za ugnezdeni PCR smo uporabi-
li zaCetne oligonukleotide PI4S F 5° AA-
AGAATTAGGTGCAACCAGTC in PI4S R
5'GTGTCTGATCCCATRAGCAG, s kateri-
mi pomnoZimo 246 bp dolg odsek gena P.
UpoStevali smo pogoje reakcije, opisane v
izvirnem c¢lanku (13). Nukleotidno zapo-
redje smo dolocili s Sangerjevim sekveni-
ranjem na aparatu 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, Cali-

fornia, USA). Uporabili smo komplet re-
agentov BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, 36 cm dolg osem kapi-
larni sistem in polimer POP7. Identite-
to zaporedij smo preverili v genski ban-
ki podatkov BLAST® (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) in jih obdelali z ra-
¢unalniSkim paketom MEGAG, pri ¢emer
smo za poravnavo sekvenc uporabili pro-
gram CLUSTAL, za izris dendograma me-
todo neighbor-joining, model K2 in 1000
ponovitev (14).

Podatke o kuZninah, o poSiljatelju, vr-
sti uporabljene metode in rezultatu za vsa
tri leta smo zbrali v racunalniSkih pro-
gramih MBL in K21 analize, SRC Infonet
d.o.o.

REZULTATI

V obdobju od 1. januarja 2014 do 30. ju-
nija 2016 smo prejeli 2.038 brisov no-
sno-Zrelnega predela, odvzetih pri otro-
cih, starih do 15 let. S testom FilmArray
RP smo HPIV dokazali v 158 brisih (7,75
%). Izmed vseh pozitivnih HPIV smo tip
HPIV-4 dokazali skupno v 34 brisih, od-
vzetih 33 bolnikom (21,52 %). Osemin-
dvajset od vseh 33 HPIV-4 bolnikov smo
glede na datum odvzema kuZnine uvr-
stili v leto 2015 (tabela 1). Pri 14 izmed
vseh HPIV-4 pozitivnih kuZnin smo doka-
zali prisotnost dodatnih respiratornih vi-
rusov in sicer rinovirusov, enterovirusov,
koronavirusov, adenovirusov, respirator-
nega sincicijskega virusa ter ostalih tipov
HPIV (tabela 1).

Iz vseh 34 kuZnin, ki smo jih hrani-
li na -20°C in v katerih smo s testom Fil-
mArray RP potrdili prisotnost HPIV-4,
smo ponovno ekstrahirali RNA. S speci-
ficnim PCR (RealStar® PIV RT-PCR Kit
2.0) smo potrdili prisotnost RNA HPIV-4
le v 7 primerih (tabela 1).

Odsek gena P HPIV-4 smo iz istih
RNA pomnozili v 15 primerih (tabela 1),
pri ¢emer smo v 4 primerih pridobili PCR-
-produkt Sele z ugnezdenim PCR.
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Nukleotidno zaporedje 403 oziroma
210bp dolgega odseka gena P HPIV-4 (dol-
Zina zaporedja potem ko smo odstranili
sekvence zacCetnih oligonukleotidov) smo
uspesno dolo¢ili pri 14 izmed 15 PCR-pro-
duktov (tabela 1). S primerjavo v BLAST

smo pokazali, da v je 11 primerih HPIV-
4 najbolj soroden HPIV-4b - sev QLD-
01, ki so ga izolirali iz odraslega bolnika
v Avstraliji (15). V treh primerih je HPIV-
4 iz te Studije pokazal najvecjo podobnost
s HPIV-4a - izolat QPID08-0015, ki je bil

Tabela 1. Rezultati potrjevanja HPIV-4 pozitivnih bolnikov, starih do 15 let (FilmArray RP). Neg - nega-
tiven, poz - pozitiven, AdV - adenovirusi, hRV - rinovirusi (angl. human rhinovirus), hEV - enterovirusi
(angl. human enterovirus), CoV - koronavirusi (angl. coronavirus), RSV - respiratorni sincicijski virus, HPIV
- virusi parainfluence 1do 4 (angl. human parainfluenza virus), Ct - vrednost praga zaznavne pomnoZene
DNA (angl. cycle treshold value), * - sekveniranje je bilo v tem primeru neuspesno.

Rezultat
. Datum FilmArray RP,
Leto Bolnik rojstva vsi HPIV-Z po’z RT-PCR Altona (Ct) RT-PCR P gen
koinfekcija 1. PCR/ugnezdeni PCR

2014 bolnik 15 27.12. 2010 AdV, hRV neg neg/neg
2014 bolnik 16 28.5.2010 RSV, hEV neg neg/neg
2014 bolnik17 27.10. 2013 neg neg/neg
2015  bolnik18  26.11.2008 neg neg/neg
2015 bolnik 5 1.4.2013 neg neg/poz
2015 bolnik 7 5.12.2001 AdV poz (33,75) poz
2015 bolnik 3 7.4.2013 neg poz
2015 bolnik 6 15.1. 2015 neg poz
2015 bolnik 19 27.11. 2012 neg neg/neg
2015 bolnik 4 4.11. 2014 RSV poz (24,67) poz
2015 bolnik 2 27.10. 2009 hRV poz (30,55) poz
2015  bolnik 20 18.1.2014 neg neg/neg
2015  bolnik 21 29.1.2014 neg neg/neg
2015 bolnik 1 21.11. 2013 AdV, hRV, hEV poz (25,31) poz
2015  bolnik 20 18.1. 2014 hRV neg neg/neg
2015  bolnik 22 11. 8. 2015 neg neg/poz*
2015 bolnik 14 6.6.2014 neg neg/poz
2015 bolnik 13 2.6.2014 neg neg/poz
2015  bolnik 23 4.11.2010 neg neg/neg
2015  bolnik 24 20.7.2013 neg neg/neg
2015 bolnik 11 7.5.2014 AdV, hRV neg poz
2015  bolnik 25 16.5. 2014 neg neg/neg
2015 bolnik 12 31.8.20M neg poz
2015  bolnik 10 11. 8. 2015 poz (28,83) poz
2015 bolnik 9 15.9. 2015 poz (30,44) poz
2015  bolnik 26 8.8.2015 HPIV-1, hRV neg neg/neg
2015  bolnik28  28.11.2007 neg neg/neg
2015  bolnik 29 10.7.201 HPIV-2 neg neg/neg
2015  bolnik 30 12.1.2013 hEV, CoV neg neg/neg
2015  bolnik 31 3.4.2012 HPIV-1 neg neg/neg
2016 bolnik 32 31.1.2012 neg neg/neg
2016 bolnik 33 14. 3. 2012 AdV, hRV, CoV neg neg/neg
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Slika 1. Dendogram, izrisan iz poravnave 210 bp dolgega odseka gena P razli¢nih HPIV-4 in HPIV-2. Ozna-
ke nukleotidnih zaporedij iz te Studije ustrezajo stevilkam bolnikov v tabeli 1. HPIV - virusi parainfluence

(angl. human parainfluenza virus).

prav tako opisan v Avstraliji (neobjavlje-
ni podatki). Za izris dendograma smo upo-
rabili 210 dolg odsek gena P HPIV-4, ker
v vseh primerih nismo pridobili daljSega
PCR-produkta. Dendogram prikazuje slika
1. Nukleotidna zaporedja iz te Studije smo
poslali v gensko banko podatkov za prido-
bitev identifikacijske Stevilke (angl. acces-
sion number), na katere Se ¢akamo.

RAZPRAVA

V druZbi je pogosto tako, da dolocene na-
videzne resnice ljudje prenasajo iz roda v
rod, ne da bi jih vsaj delno oziroma v ce-
loti potrdili. Iz prebiranja svetovne litera-
ture, delovnih izkuSenj v mikrobioloskem
laboratoriju in aktualnih podatkov, prika-
zanih v tej $tudiji, menimo, da je HPIV-
4 Solski primer prav take laZne resnice.
Na splo$no so virusi parainfluence po-

membni povzrocitelji respiratornih obo-
lenj pri otrocih in odraslih in povzrocajo
Sirok spekter klini¢nih znakov vkljucu-
jo¢ faringitis, otitis media, konjuktivitis,
krup, bronhiolitis in plju¢nico (1, 16). Se-
zonski izbruhi HPIV predstavljajo v svetu
40 % vseh hospitalizacij otrok zaradi obo-
lenj spodnjega respiratornega trakta in
celo 75 % vseh primerov krupa (16). Je pa
res, da so v vecini kot klini¢no pomembni
obravnavani le tipi HPIV-1, 2 in 3. Opisan
in pred mnogimi leti izoliran je tudi tip
HPIV-4, ki ga loc¢ijo na dva podtipa HPIV-
-4a in 4b. Ceprav je v zadnjem desetletju
pridobil na pomembnosti in je statistic-
no gledano celo bolj pogost povzrocitelj
bronhiolitisa in plju¢nice kot HPIV-1 in
2, je v literaturi Se vedno obravnavan kot
klini¢no najmanj zanimiv virus parainflu-
ence (6, 8, 9, 10).
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V Sloveniji je objavljenih epidemio-
loskih in/ali klini¢nih podatkov o HPIV
malo. Vecina so dostopni v tedenskih po-
roc¢ilih, ki ga izdajata NIJZ in NLZOH,
in izhajajo iz Nacionalnega programa za
gripo ali so del ve¢jih Studij s poudar-
kom na razli¢nih respiratornih virusih
(17). Dejstvu, da smo bili tudi v Sloveni-
ji nepozorni na HPIV-4, so najverjetne-
je botrovali izbrani diagnosti¢ni testi.
V zadnjem c¢asu smo v mikrobioloSkih
laboratorijih zaceli uporabljati razlic¢-
ne metode PCR za sofasno dokazovanje
respiratornih virusov, med katere je bil
vklju€en tudi HPIV-4. V severovzhodnem
delu Slovenije smo v letu 2015, v pri-
merjavi z leti 2014 in 2016, pri otrocih
zaznali povecano Stevilo okuZb s HPIV-
4. Pri 17 od 28 bolnikov iz leta 2015 smo
z metodo FilmArray RP dokazali HPIV-
4 kot edinega virusnega povzrocitelja re-
spiratornega obolenja, medtem ko smo v
preostalih 11 primerih dokazali Se doda-
tne viruse (tabela 1). V pilotni raziska-
vi, v kateri smo pregledali pojavljanje
HPIV v severovzhodnem delu Sloveni-
je v letih 2014 in 2015, smo ugotovili,
da je HPIV-3 najpogostejSi povzrocitelj
in predstavlja 49,71 % (86/173) vseh za-
znanih HPIV-okuZb, sledi mu HPIV-4, ki
predstavlja 21,39 % (37/173) in nato Se
HPIV-1 in HPIV-2 (18). Visoko 3tevilo za-
znanih HPIV-4 v letu 2015, ki je po li-
teraturi sode¢ najmanj pogost tip izmed
HPIV, je vzbudilo naSe zanimanje.

Za multipleks metode je znacilno, da
imajo lahko na racun socasne zaznave ve-
¢jega Stevila razli¢nih tar¢ v enem vzorcu
nekoliko zmanjSano specifi¢nost in obcu-
tljivost. Tudi test FilmArray RP se srecu-
je s podobnimi problemi (12). Vendar v
primeru dokazovanja HPIV-4 nismo za-
sledili objav, ki bi prikazovale slabSe de-
lovanje tega testa. S komercialnim, cer-
tificiranim PCR-testom, specificnim za
HPIV (Altona) smo uspeli potrditi le 7
od vseh 34 HPIV-4, zaznanih s FilmAr-

ray RP (tabela 1). MoZnosti za tak8no raz-
hajanje je ve¢, med prvimi slabSa speci-
ficnost testa FilmArray RP. Po klini¢nih
podatkih sode¢ (ustna komunikacija s
pediatrom) so rezultati sovpadali s sta-
njem bolnikov, ki so bili v vecini hospi-
talizirani. Tudi iz validacijskega porocila
testa FilmArray RP je razvidno, da je bil
HPIV zajet v validacijo in je pri vrednosti
30 TCID50/ml (LoD) pokazal 100 % po-
novljivost, zanesljivost ter nobene nav-
zKkriZne reaktivnosti z ostalimi tipi HPIV.
Ce privzamemo, da je test specificen, je
naslednja moZna razlaga slabsa obcutlji-
vost komercialnega PCR za HPIV proi-
zvajalca Altona. V tem primeru je potreb-
no preveriti ekstrakcijo NK in tar¢ni gen,
ki ga pomnoZujemo v obeh testih. Meto-
da, ki smo jo uporabili za avtomatsko ek-
strakcijo NK, temelji na enakem princi-
pu delovanja (magnetni delci) kot tista,
ki je vkljucena v test FilmArray RP. Tarc-
ni gen za dokazovanje HPIV v testu Fil-
mArray RP je gen za F-protein. Zal po-
datkov o tarénem genu v komercialnem
PCR nismo dobili. Smo pa z metodo PCR,
s katero smo pomnoZevali odsek gena P
za dokazovanje nukleotidnega zapored-
ja, dokazali ve¢ HPIV-4 in potrdili, da je
bilo vsaj 15 rezultatov testa FilmArray
RP pravilnih. V virusni nukleokapsidi je
beljakovina P zastopana s Stevilnimi mo-
lekulami (1). S primerjavo nukleotidnega
zaporedja v genski banki podatkov smo
pokazali, da sta med otroci v letu 2015
kroZila dva podtipa HPIV-4, to sta HPIV-4b
(11primerov,slikal)in HPIV-4a (3 primeri,
slika 1). V nekaj preostalih primerih, v ka-
terih z nobeno od dodatnih metod nismo
uspeli potrditi HPIV-4, lahko predvideva-
mo, da je bila klini¢na slika morebiti po-
sledica okuZbe z ostalimi respiratornimi
virusi, ki smo jih prav tako zaznali s Fil-
mArray RP v istih kuZninah (tabela 1).
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ZAKLJUCKI katerem sta med otroki, starimi do 15 let,
Iz rezultatov te Studije lahko zaklju¢imo, kroZila dva podtipa, HPIV-4a in 4b. Na-
da je HPIV-4 tudi v Sloveniji pogostejsi, tancnejSe epidemioloSke in klini¢ne po-
kot smo pricakovali. V SV Sloveniji smo  datke o pojavljanju HPIV-4 je za Slovenijo
bili v letu 2015 pri¢a izbruhu HPIV-4, v potrebno $e pridobiti.
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Kako pomemben je virus parainfluence 4

pri otrocih v Sloveniji?

How Important is Parainfluenza Virus 4 in Slovene Children?

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: virus parainfluence 4, okuzbe dihal, pediatri¢ni bolniki

Virus parainfluence 4 (PIV 4) je bil prvi¢ dokazan leta 1960. Poznamo dva podtipa PIV
4, in sicer PIV 4a in PIV 4b. Virusi parainfluence so najpogosteje odgovorni za milej-
Se oblike respiratornih teZav, rutinsko pa jih dokazujejo le posamezni laboratoriji. PIV
4 so slabSe poznani povzrocitelji okuZzb dihal; v literaturi je opisanih le malo epidemio-
lo8kih raziskav in klini¢nih primerov okuZzb dihal, osamitev virusa na celi¢ni kulturi je
teZavna, primanjkuje pa tudi antigenskih testov, s katerimi je moZen dokaz virusa. Ra-
zvoj in izboljSave specifiénega RT-PCR za dokaz PIV 4 ponuja nove moZnosti detekcije,
ki so hitrejSe, bolj specifi¢ne in obcutljivejSe v primerjavi s klasi¢nimi tehnikami dia-
gnostike. Novi podatki zaradi vse SirS§e uporabe naprednejSe diagnostike nakazujejo na
vecjo razsirjenost in pogostnost PIV 4, kot smo predvidevali do sedaj. V slovenski raz-
iskavi iz leta 2015, v katero smo vkljucili 2.474 otrok do Sestega leta starosti, smo PIV
4, kot edinega povzrocitelja okuZbe dihal, dokazali pri 40 otrocih (1,6 %) in je predsta-
vljal 33,9 % vseh okuZb, ki so jih v letu 2015 povzrocili PIV 1-4. Dokazali smo, da PIV
4 povzroca sezonske okuZbe z vrhom okuZb v avgustu, najpogosteje (3,1 %) smo virus
dokazali pri otrocih med petim in Sestim letom starosti. Akutna okuZba zgornjih dihal
(45 %) in pljucnica (22,5 %) sta bili najpogosteje postavljeni diagnozi. Podporno zdra-
vljenje s kisikom je potrebovalo 27,5 % otrok in kar 60 % otrok je imelo pridruZeno
drugo poglavitno osnovno bolezen. Rezultati naSe raziskave so pokazali, da je PIV 4
pomemben povzrocitelj okuZb dihal pri otrocih, zato ga vklju€ujemo v rutinsko diagno-
stiko respiratornega panela.
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ABSTRACT

KEY WORDS: parainfluenza virus 4, respiratory infections, hospitalized children

Parainfluenza virus 4 (PIV 4) was first described in 1960. There are two subtypes of
PIV 4, PIV 4a and PIV 4b. PIV 4 is rarely routinely detected. A limited number of stu-
dies showed that PIV 4 is mainly responsible for milder respiratory infections. It rema-
ins difficult to isolate the virus cell cultures and the lack of antigen tests further com-
plicates the diagnostics of PIV 4. The PIV 4 pathogenicity is underestimated since the
virus is rarely routinely detected and the available data comprise of only a small num-
ber of published reports of epidemiological studies and clinical cases of respiratory in-
fections. The development and improvement of specific RT-PCR for the detection of PIV
4 offers new possibilities for detection. These techniques are faster, more specific and
sensitive in comparison with conventional diagnostic techniques. Due to the wider use
of advanced diagnostics, new data indicate a higher prevalence of PIV 4 than we expec-
ted based on existing data. In 2015, we conducted a study, which included 2,474 Slovene
children less than 6 years of age, to assess the importance of PIV 4 infections in pedia-
tric patients. PIV 4 was detected as a single respiratory pathogen in 40 children (1.6%)
with respiratory infections and that accounted for 33.9% of all infections caused by PIV
1-4 in 2015. PIV 4 was most frequently (3.1%) detected in children between five and six
years of age. The seasonal distribution of PIV 4 infections with a peak in August 2015
was also detected. Acute upper respiratory infection (45%) and pneumonia (22.5%) were
the most commonly diagnosed. Supplemental oxygen for respiratory insufficiency was
given to 27.5% of children and 60% of children had an associated underlying disease.
The results of our study showed that PIV 4 is an important respiratory pathogen; the-
refore we included the virus into routine diagnostics in the so-called respiratory panel.

uvoD

V druZino Paramyxovirus uvrS$¢amo
sedem rodov, med njimi tudi rodova Re-
spirivirus, v katerega uvrS€amo virusa
parainfluence (angl. parainfulenza virus,
PIV) 1 in 3, ter Rubulavirus, v katerega
uvr§éamo PIV 2 in 4. PIV so veliki 150-
250 nm, obdani z ovojnico, v kateri je ne-
segmetiran negativno polaren RNA-ge-
nom velikosti 15 kilo baznih parov (kbp),
ki kodira Sest strukturnih beljakovin. Vi-
rusi parainfluence so pomembni respi-
ratorni patogeni, odgovorni za okuZbe
zgornjih in spodnjih dihal. Virusi parain-
fluence 1-3 ob okuZbi dihal povzrocajo Si-
rok spekter klini¢nih slik od blagega pre-
hlada, akutne okuZbe zgornjih dihal (angl.

upper respiratory tract infection, URTI)
do krupa ter teZke klini¢ne slike z bronhi-
olitisom in plju¢nico (1).

MoZne so seveda tudi asimptomat-
ske okuZbe (2). OgroZene so vse staro-
stne skupine, predvsem pa majhni otroci
in imunsko oslabljene osebe (3, 4). Viru-
se parainfluence 1-3 v laboratorijih rutin-
sko dokazujejo s seroloskimi metodami in
osamitvijo virusa na celi¢nih kulturah (5).
V zadnjem casu so se razvile molekular-
no diagnosti¢ne tehnike, predvsem dokaz
nukleinskih kislin PIV 1-4 z metodo veri-
Zne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu,
s predhodno reverzno transkripcijo (angl.
real-time reverse transcription polymera-
se chain reaction, RT-PCR) (6).
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PIV 4 je bil prvi¢ dokazan leta 1960.
Poznamo dva podtipa PIV 4, in sicer PIV
4a in PIV 4b (7). Vec¢inoma so odgovorni
za milejSe oblike respiratornih teZav, ven-
dar jih rutinsko dokazujejo le v posame-
znih laboratorijih. PIV 4 je manj poznan
povzrocitelj okuzb dihal; v literaturi je
opisanih le malo epidemiolo$kih raziskav
in klini¢nih primerov okuZb dihal, osami-
tev virusa na celi¢ni kulturi je teZavna,
primanjkuje pa tudi antigenskih testov,
s katerimi je moZen dokaz virusa. Razvoj
in izboljSave specificnega RT-PCR za do-
kaz PIV 4 ponujajo nove moZnosti doka-
zovanja, ki so hitrejSe, bolj specifi¢ne in
obcutljive v primerjavi s klasi¢nimi dia-
gnosti¢nimi tehnikami. Novi podatki za-
radi vse SirSe uporabe naprednejSe dia-
gnostike nakazujejo na vec¢jo raz8irjenost
in pogostnost PIV 4, kot smo predvideva-
li do sedaj.

EPIDEMIOLOGIJA

Virusi parainfluence so razsirjeni po vsem
svetu, vendar je znano, da virusa PIV 1 in
PIV 3 na podrocju Evrope dokaZemo po-
gosteje kot PIV 2 in PIV 4, slednja neko-
liko pogosteje dokaZejo v Ameriki in Ka-
nadi. Virusi parainfluence 1-4 se tako kot
drugi respiratorni virusi prenaSajo prek
izlockov dihal. Virusi parainfluence 1-4
povzroc¢ajo okuzbe dihal pri vseh staro-
stnih skupinah, Se posebno so nevarne
okuZbe pri imunsko oslabelih posamezni-
kih (8, 9). Pogostost okuZb, ki jih povzroca
PIV 4, je razli¢na, v literaturi opisujejo, da
okuZbe, ki jih povzroc¢a PIV 4, predstavlja-
jo med 5 % in 43 % vseh okuZb, ki jih pov-
zro€ajo virusi parainfluence (10-13).

REZULTATI SLOVENSKE
RAZISKAVE

Na Institutu za mikrobiologijo in imu-
nologijo Medicinske fakultete Univerze
v Ljubljani v sklopu rutinske diagnosti-
ke respiratornih virusov z metodo RT-
PCR v realnem casu dokazujemo priso-

tnost virusov influence A in B (Inf A/B),
respiratorni sincicijski virus (RSV), ¢lo-
veSki metapnevmovirus (angl. human me-
tapneumovirus, hMPV), rinoviruse (angl.
human rhinovirus, hRV), ¢loveSke koro-
naviruse (angl. human coronavirus, HcoV;
HCoV-HKU1, HCoV-NL63, HCoV-0C43 in
HCoV-229E), adenoviruse (AdV), ¢loveski
bokavirus 1 (angl. human bocavirus, HboV;
HBoV1), PIV 1-3 ter enteroviruse (EV).
Da bi ugotovili, kak$na je pogostost in kli-
ni¢na pomembnost PIV 4, smo zasnova-
li raziskavo. Vanjo smo vklju¢ili 700 obo-
lelih otrok, starih do Sest let, ki so bili v
letu 2015 poslani na diagnostiko virusnih
povzrociteljev okuZb dihal in so bili ne-
gativni na vse respiratorne viruse, ki jih
dokazujemo v sklopu respiratornega pa-
nela. PIV 1-4 smo v letu 2015 kot edine
povzrocitelje okuZbe dokazali pri 4,8 %
(118/2.474) otrok do Sestega leta starosti,
oziroma so PIV 1-4 pri le teh povzrocili
6,7 % (118/1.752) vseh virusnih okuZb di-
hal. PIV 4 smo, kot edinega povzrocitelja
dokazali pri 40 otrocih, medtem ko smo
PIV 1 dokazali pri 21 otrocih, PIV 2 pri
4 otrocih in PIV 3 pri 53 otrocih. OkuZz-
be s PIV 4 so tako predstavljale 33,9 %
vseh okuzb, ki so jih v letu 2015 povzro-
¢ili PIV 1-4.

OkuZbe dihal, ki jih je povzro¢il PIV 4
pri otrocih do Sestega leta, so bile v letu
2015 sezonsko razporejene, in sicer smo
PIV 4 najpogosteje dokazali med julijem
in novembrom, z vrhom okuZb v avgu-
stu. Medtem, ko smo PIV 3 dokazali skozi
celo leto, s prvim vrhom okuZb v juniju in
drugim ve¢jim vrhom okuZb v decembru,
smo okuZbe s PIV 1 dokazali le v drugi
polovici leta, z vchom okuZb v decembru.
PIV 2 smo dokazali le pri 4 pediatri¢nih
bolnikih, zato je o sezonah pri tem viru-
su, na podlagi razpoloZljivih podatkov In-
Stituta za mikrobiologijo in imunologijo,
teZko govoriti (slika 1).
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Slika 1. Sezonsko pojavljanje virusov parainfluence 1-4 v letu 2015 pri pediatri¢nih bolnikih do Sestega
leta starosti. PIV - virus parainfluence (angl. parainfulenza virus).

Mediana starosti otrok, okuZenih s
PIV 4, je bila eno leto, povprecna starost
pa 1,68 let (standardna deviacija = 1,52).
OkuZenih je bilo ve¢ deckov (n = 24) kot

deklic (n = 16), razmerje 1,5:1. Ceprav smo
najvecdje Stevilo otrok okuZenih s PIV 4
(14/40) dokazali v prvi starostni skupini
do enega leta starosti, pa glede na veliko
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Slika 2. Pogostnost pojavljanja virusov parainfluence 4 pri otrocih po starostnih skupinah. PIV - virus

parainfluence (angl. parainfulenza virus).
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Stevilo poslanih vzorcev otrok iz te staro-
stne skupine pogostost okuzbe s PIV 4 v
tej starostni skupini ni najvisja. Pogostost
okuZbe s PIV 4 pada do petega leta staro-
sti, nato pa v (3,1 %) v starostni skupini
otrok med petim in Sestim letom doseZe
najvisjo pogostost (slika 2).

V letu 2015 smo najviSjo pogostost
okuZzbe s PIV 3 kot edinim povzro€iteljem
dokazali pri otrocih v starostni skupini
med prvim in drugim letom starosti. Ugo-
tovili smo, da pogostost okuzbe s PIV 1 s
starostjo pocasi nara$¢a in je najvisja v sta-
rostni skupini med petim in Sestim letom.

Retrospektivno smo iz bolniske doku-
mentacije za otroke z dokazano okuZzbo di-

hal povzroceno s PIV 4 pridobili klini¢ne
podatke o poteku bolezni, simptomih in
znakih, diagnozi in morebitnih osnovnih
boleznih (tabela 1). Ve¢ina otrok (90 %), z
okuZbo dihal, povzroceno s PIV 4, je bila
hospitaliziranih. Sedem otrok (27,5 %)
je potrebovalo zdravljenje s kisikom, kar
15 (37,5 %) pa jih je prejemalo tudi an-
tibioti¢no terapijo. PoviSano telesno tem-
peraturo je imelo 29 otrok (72,5 %), kar
24 otrok (60 %) pa je imelo tudi osnov-
no bolezen. NajpogostejSi diagnozi sta
bili akutna okuZba zgornjih dihal, ki je
bila zabeleZena pri 18 otrocih (45 %), in
pljucnica, ki je bila potrjena pri 9 otrocih
(22,5 %) (tabela 1).

Tabela 1. Znatilnosti otrok z okuzbo dihal povzroceno z virusom parainfluence 4.

Znadilnosti otrok okuzenih z virusom parainfluence 4

Stevilo (%)

Spol decki : deklice 1,5:1
Starostne skupine 0>1leta 14 (35,0)
<122let 9(22,5)
<223let 6 (15,0)
<324let 3(75)
<4>5let 3(75)
<526let 512,5)
Zdravljenje bolnigni¢no 36 (90,0)
s kisikom 7(27,5)
antibioti¢no 15 (37,5)
Povisana telesna temperatura prisotna 29(72,5)
Diagnoza okuzba zgornjih dihal 18 (45,0)
laringitis 1(2,5)
akutni bronhitis* 5(12,5)
akutni bronhiolitis 3(7,5)
bronhopnevmonija 2 (5,0)
plju¢nica 9(22,5)
okuzba zgornjih dihal + AGE 1(2,5)
akutni broniolitis + OMA + AGE 1(2,5)
Osnovne bolezni prisotne 24 (60)
Dokazani drugi povzrotitelji v dihalih? 2(5)
drugje® 3(5)

2dihala: H. Influenzae, ®drugje: blato - rotavirus, urin - P. aeruginosa
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ZAKLJUCEK

PIV 1-4 so pomembni povzrocitelji okuzb
dihal tako pri otrocih kot tudi pri ose-
bah iz drugih starostnih skupin. V na$i
raziskavi smo viruse PIV 1-4 dokaza-
li pri 4,8 % vseh otrok z okuZbo dihal
do Sestega leta starosti, pri ¢emer je bil
PIV 4 drugi najpogostejSi povzrocitelj
(33,9 %) okuZb dihal med PIV. Iz litera-
ture je znano, da PIV 1-3 povzrocajo od
asimptomatskih okuZzb, akutnih okuZb
zgornjih dihal, laringitisa, pa vse do kru-
pa, bronhitisa in broniolitisa ter poslab-
Sanja osnovnih bolezni (14), vendar naj bi
PIV 1 in PIV 2 pogosteje povzrocala krup,
PIV 3 pa so veckrat povezali z bronhio-
litisom in plju¢nico (14-16). V na$i razi-
skavi smo pokazali, da tudi PIV 4 povzro-
¢a tako akutne okuZbe zgornjih dihal kot
tudi bronhitis, bronhiolitis ter pljucnico,
slednja je bila druga najpogosteje posta-
vljena klini¢na diagnoza (22,5 %). O pre-
valenci PIV 4 v Evropi se je do nedavnega
vedelo zelo malo. Spanska prospektivna

raziskava na otrocih do 14. leta starosti
iz leta 2011 je podobno kot naSa raziska-
va pokazala, da sta med parainfluencami
najpogostejSa PIV 3 in PIV 4 (17). V trile-
tni (2010-2013) kanadski raziskavi, obja-
vljeni v letoSnjem letu, so dokazali 2.300
primerov okuZbe s PIV 1-4, pri ¢emer je
bila okuZba s PIV 3 najpogostejsa (46 %),
sledile so okuZbe s PIV 1 (27 %), PIV 4
(16 %) ter PIV 2 (11 %). Med bolniki, pri
katerih so dokazali okuZbo s PIV 4, sta
bili najpogoste;jsi klini¢ni diagnozi pljuc-
nica (21 %) in bronhiolitis (18 %) (18). V
nasi raziskavi smo virus PIV 4 dokaza-
li kot drugi najpogostejsi PIV v letu 2015
pri otrocih do Sestega leta starosti. Glede
na rezultate raziskave in obstojeco litera-
turo smo po opravljeni evalvaciji in razi-
skavi PIV 4 vkljucili v respiratorni panel;
tako bomo PIV 4 v sezoni 2016/2017 do-
kazovali rutinsko, skupaj z ostalimi zna-
nimi virusnimi povzrocitelji okuzb dihal
(PIV 1-3, Flu A/B, RSV, hMPV, hRV, hCoV,
HBoV1, AdV in EV).
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Primer izbruha gripi podobne bolezni
v regionalni bolnisnici
Outbreak of an Influenza-like Disease in a Regional Hospital

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: rinovirusi, izbruh okuzbe dihal, starostniki, oddelek za zdravstveno nego

IZHODISCA. Virusi so pogosti povzro€itelji resnih okuZb dihal in izbruhov pri staro-
stnikih in osebah z oslabljeno imunostjo. Prikazujemo izbruh okuZb dihal na Oddelku
za zdravstveno nego SploSne bolniSnice Jesenice. METODE. V ¢asu od 24. 2. do 27. 2.
2014 je na oddelku zbolelo deset od sedemnajstih bolnikov in ena zdravstvena delav-
ka. Pri vseh obolelih smo zbrali podatke o pojavu bolezni, klini¢ni sliki in osnovnih bo-
leznih. Pri vseh smo opravili mikrobiolo$ko diagnostiko gripe, pri petih bolnikih in pri
zdravstveni delavki pa tudi diagnostiko na viruse parainfluence, respiratorni sincicijski
virus, ¢loveski metapnevmovirus in na respiratorne adenoviruse. Ker so bili rezultati
vseh mikrobiolo$kih preiskav negativni, smo pri treh bolnikih in pri zdravstveni delav-
ki diagnostiko razsirili Se na ostale viruse okuZzb dihal vklju¢no z rinovirusi, bokaviru-
si in respiratornimi enterovirusi. REZULTATI. Pri vseh bolnikih je bila preiskava na vi-
rus gripe negativna; pri dveh bolnicah sta bila pozitivna hkrati rinovirus in respiratorni
enterovirus, pri eni bolnici je bil pozitiven ¢loveski bokavirus. Pri zdravstveni delavki je
bil rezultat vseh preiskav negativen. Z ukrepi za obvladovanje okuZb smo izbruh zame-
jili v §tirih dneh, od 28. 2. 2014 dalje novih primerov nismo zaznali. ZAKLJUCKI. Glede
na mikrobiolo$ke rezultate, €asovno in geografsko povezanost primerov ter klini¢no sli-
ko zaklju€ujemo, da je bil izbruh najverjetneje povzrocen z rinovirusom. Z dobrim tim-
skim delom smo izbruh hitro in uspe$no omejili.
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ABSTRACT

KEY WORDS: rhinovirus, outbreak of lower respiratory infection, elder patients, long-term care

BACKGROUNDS. Viruses are a frequent causing agent of serious respiratory infecti-
ons and outbreaks in elderly and immune-deficient persons. We present the outbreak
in the long-term-care department of the Regional hospital Jesenice. METHODS. Bet-
ween February 24 and 27, 2014, ten patients (of seventeen) and one health care worker
showed respiratory symptoms. We collected data about the illness onset, clinical signs
and symptoms, chronic diseases and performed flu diagnostics in all patients and the
care worker. In five patients and the health care worker, an additional microbiological
test, which included parainfluenza virus, syncytial respiratory virus, human metapne-
umovirus, and respiratory adenovirus, was performed. All test results were negative;
therefore, microbiology diagnostics was expanded to other respiratory viruses, inclu-
ding rhinoviruses, respiratory enteroviruses and human bocaviruses in three patients
and health care worker. RESULTS. All patients were negative for flu, two patients were
positive for rhinovirus and respiratory enterovirus, one patient was positive for human
bocavirus. The health care worker was negative with all tests. With all infection control
measures in place, the outbreak ended in four days on February 28. CONCLUSIONS. Ac-
cording to the microbiological results, the geographical and temporal relatedness of ca-
ses, clinical signs and symptoms, we concluded the outbreak was most probably caused

by rinoviruses. Good teamwork resulted in a rapid end of the outbreak.

uvoD

Gripa in gripi podobne bolezni (GPB) so
pogost povzroc€itelj izbruhov okuzb di-
hal v zdravstvenih in socialno-varstvenih
ustanovah v zimskih mesecih. Med pov-
zroCitelji so najpogostejsi virusi gripe, vi-
rusi parainfluence, respiratorni sincicijski
virusi (RSV), v zadnjih letih pa vse pogo-
steje porocajo tudi o rinovirusih (RV), re-
spiratornih enterovirusih (REV), humanih
bokavirusih (HBoV) in humanih meta-
pnevmovirusih (hMPV) (1, 2).

RV in REV uvr§¢amo v druZino Picor-
naviridae, rod Enterovirus. Pri RV pozna-
mo 101 serotip, razdelimo jih v skupine
A, B in C, pri enterovirusih pa 66 sero-
tipov, ki jih uvr§¢amo v §tiri skupine: A,
B, Cin D (1). RV so najpogostejsi povzro-
¢itelj okuZzb zgornjih dihal v vseh staro-
stnih skupinah. OkuZba je obi¢ajno blaga
in mine brez zapletov sama od sebe. Pov-
sem drugace je pri starostnikih in imun-

sko oslabljenih, pri katerih se lahko raz-
vije huda pljucnica, poslab$anje kroni¢ne
obstruktivne bolezni ali zagon astme, lah-
ko se pojavijo tudi obseZni izbruhi (1, 3-8).
Pri skoraj dveh tretjinah starostnikov z
okuZbo z RV se razvije tudi okuZba spo-
dnjih dihal (8). Pomembno vlogo pri na-
stanku hude okuZbe imajo osnovne bole-
zni, kot so kroni¢na obstruktivna plju¢na
bolezen, astma, cisti¢na fibroza in kajenje
(1, 8). Enterovirusi so obseZna skupina vi-
rusov s tropizmom za Stevilne vrste ce-
lic (npr. celice sréne miSice, perikarda). V
skupinah C in D so enterovirusi, ki jih naj-
demo le v dihalih in jih imenujemo REV.
Sorodni so rinovirusom in povzrocajo po-
dobne okuzbe (1).

HBoV so razmeroma novi virusi, zna-
ni dobrih deset let. UvrS§¢amo jih v dru-
Zino Parvoviridae, poddruZino Parvovirinae
in rod Bocavirus. Razdelimo jih v Stiri sku-
pine (HBoV 1 do 4), okuZbe dihal povzroca
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le prva (HBoV1) (2, 10, 11). OkuZbe dihal
so najpogostejSe pri majhnih otrocih. Pri
odraslih se pojavljajo predvsem pri imun-
sko oslabljenih, o okuZbah pri starostni-
kih pa so podatki skopi. Sicer so okuZbe
s HBoV pogoste, protitelesa proti HBoV
so ugotovili pri 94 % odraslih (10). Gal-
van in sodelavci navajajo, da virusi gri-
pe povzrocijo 8 % doma pridobljenih viru-
snih pljuc¢nic pri odraslih, RV 6 % in HBoV
<1% (11).

Hitra prepoznava GPB in mikrobiolo-
Ska diagnostika sta pomembni za zgodnjo
zamejitev Sirjenja okuZbe in za pravoc¢asno
zdravljenje gripe, za druge virusne okuZz-
be dihal protivirusnih zdravil ni. Se pred
nekaj leti so v vecini klini¢nih mikrobio-
lo8kih laboratorijev za diagnostiko okuZb
dihal uporabljali le direktni imuno-fluo-
rescencni test (DIF), ki vkljuc¢uje diagno-
stiko virusov influence A in B, parainflu-
ence 1, 2 in 3, hMPV, RSV in respiratornih
adenovirusov. Pomanjkljivost DIF je raz-
meroma majhna obcutljivost (12). Vegji la-
boratoriji so imeli na voljo tudi teste za
veriZzno pomnoZevanje nukleinskih kislin
s polimerazo (angl. polymerase chain re-
action, PCR) za viruse influence, nekateri
tudi za RSV. To je veljalo tudi za laborato-
rije v Sloveniji. Ce s temi testi povzro€ite-
lja okuZbe niso ugotovili, je ostal vecino-
ma neopredeljen; redko so vzorce poSiljali
v referen¢ne in druge laboratorije z ve-
&jim naborom testov. Sele sodobne mo-
lekularne metode, ki vkljucujejo tudi dia-
gnostiko RV, REV in HBoV, so omogocile
§irSe dokazovanje teh virusov in prepo-
znavanje njihovega pomena, tako pri po-
samic¢nih primerih kot tudi pri izbruhih
okuZzb. Ne glede na izboljSano diagnosti-
ko pa nekaj retrospektivnih raziskav doka-
zuje, da se incidenca in prevalenca okuzb
z RV in REV vecata (1).

V pri¢ujocem prispevku prikazujemo
primer izbruha GPB v februarju 2014 na
Oddelku za zdravstveno nego (OZZN) v
Splosni bolni8nici Jesenice.

METODE

Potek izbruha
Na OZZN je 15 postelj za neakutno obrav-
navo in pet postelj, ki so namenjene pa-
cientom s kroni¢no rano in so akutno
obravnavani. Oddelek vodi diplomirana
medicinska sestra. Pacienta na OZZN pre-
mestijo iz drugih oddelkov bolni$nice. Bi-
vanje je omejeno na 30 dni. Ob spremem-
bi zdravstvenega stanja se v obravnavo
ponovno vkljuéi zdravnik, ki je pacienta
obravnaval pred prihodom na OZZN. Iz-
bruh GPB se je na OZZN zacel 24. 2. 2014,
ko sta v sobi 56 zboleli dve bolnici (bol-
nica 1: 73 let; bolnica 2: 90 let). Imeli sta
vrocino (38,5 °C in 37,9 °C), kaSelj, 90-le-
tna je navajala slabo pocutje in utruje-
nost. V isti sobi so 26. 2. in 27. 2. 2014
s podobnimi znaki zbolele Se tri bolnice
(bolnica 3: 91 let; bolnica 4: 88 let, bol-
nica 5: 93 let), imele so poviSano telesno
temperaturo (37,8 °C do 38,8 °C), kaSelj in
utrujenost. Dva dni po zacetku izbruha,
26. 2. 2014, sta z znaki okuZbe dihal zbo-
lela tudi dva bolnika v sobi 53 (bolnik 6:
73 let in bolnik 7: 62 let). Bolnik 7 je bil
na oddelek premesc¢en po ortopedski ope-
raciji, pred leti je prebolel moZgansko kap,
imel je kroni¢no obstruktivno plju¢no bo-
lezen (KOPB) in bronhiektazije. Zbolel je
s temperaturo 39 °C, teZkim dihanjem
in splo$no oslabelostjo. Iz vzorca aspira-
ta traheje, odvzetega 27. 2. 2014, je bila
ugotovljena bakterija Moraxella catarrha-
lis. Zaradi naglega slab8anja stanja in di-
halne stiske je bil Se isti dan premeScen v
internisti¢no intenzivno enoto, kjer je na-
slednji dan umrl. Vzrok smrti je bil septi¢-
ni Sok ob obojestranski pljucnici. V eno-
ti intenzivne terapije so bili izpostavljeni
Stirje bolniki in devet zaposlenih, vendar
v ¢asu dveh tednov po stiku z zbolelim pri
nobenem ni bilo ugotovljenih znakov vi-
rusne okuzbe dihal.

Do 27. 2. je bilo na OZZN izpostavlje-
nih 17 bolnikov, skupaj jih je zbolelo 10.
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Casovni potek izbruha je prikazan na sli-
ki 1. Devet bolnikov je bilo sprejetih na
oddelek 48 ur ali ve¢ pred pojavom prvih
znakov, ena bolnica pa okrog 24 ur. Vsi
bolniki so bili v bolni$nico sprejeti naj-
manj §tiri dni pred pojavom prvih zna-
kov. Dva bolnika sta bila na OZZN pre-
meScena z internega oddelka, osem pa s
kirur§kega. Sedem jih je navajalo utruje-
nost, dva bole¢ine v miSicah, pri sedmih
je bil prisoten kaSelj. Bolniki so bili stari
od 52 do 93 let, povprec€na starost je bila
77 let. Vsi bolniki so bili stari in/ali imeli
resno osnovno bolezen: KOPB (3 bolniki),
sladkorno bolezen (3 bolniki), demenco
(2 bolnika) in po en bolnik sréno popu-
S¢anje, kroni¢no ledvi¢no bolezen, stanje
po moZganski kapi in multiplo sklerozo s
paraplegijo. Trije bolniki so bili nepokre-
tni, sedem pa jih je bilo delno pokretnih.
Samo en bolnik je bil v sezoni 2013/2014
cepljen proti gripi. Simptomi so trajali
od 2 do 7 dni. Od 28. 2. 2014 dalje novih
primerov okuZb ni bilo. Razen umrlega
so vsi bolniki okrevali brez posledic. Na
OZZN je bilo €asu izbruha izpostavljenih
21 zaposlenih zdravstvenih delavcev (ZD),
med katerimi je ena zbolela 24. 2. 2014.
Nekaj dni pred tem je bila na dopustu. Po-
vezava z izbruhom je bila vprasljiva.

Mikrobioloska diagnostika

Vsem desetim bolnikom in oboleli ZD so
bili za diagnostiko gripe z metodo PCR
odvzeti vzorci nosno-Zrelnega predela;
rezultati so bili pri vseh negativni. Pri
petih bolnikih je bil opravljen tudi test
DIF na RSV, hMPV, viruse parainfluen-
ce in respiratorne adenoviruse, vsi rezul-
tati so bili negativni. Teste PCR in DIF
so opravili na Oddelku za medicinsko
mikrobiologijo Centra za medicinsko mi-
krobiologijo NLZOH Kranj. Da bi raz§iri-
li diagnostiko Se na druge viruse okuzb
dihal, smo vzorce nosno-Zrelnega prede-
la treh bolnic in obolele ZD poslali na In-
Stitut za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete Univerze v Ljublja-
ni, kjer je bil opravljen multiplex PCR-
-test na viruse: RSV, hMPYV, rinoviruse,
¢loveSke koronaviruse, viruse parainflu-
ence, viruse influence A in B, adenovi-
ruse, ¢loveSke bokaviruse in enteroviru-
se (FilmArray, BioFire Diagnostics, LLC,
Utah, ZDA). Izbrali smo prvo zbolelo in
dve bolnici, stari 91 in 88 let, ki sta bili
najbolj prizadeti. Pri bolnici 1 je bil ugo-
tovljen bokavirus, pri bolnicah 3 in 4 sta
bila ugotovljena REV in RV, pri ZD je bil
rezultat negativen.

M stevilo obolelih

24 .2.2014 25.2.2014

26.2.2014

27.2.2014

Slika 1. Casovni potek izbruha s &tevilom obolelih glede na datum zacetka znakov okuzbe v obdobju od

24.2.do 27.2.2014.
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Ukrepi za omejitev izbruha

Za viruse, ki povzroc¢ajo okuzbe dihal, na
splos$no velja, da se prenaSajo predvsem
kapljicno s kihanjem, ka$ljanjem in go-
vorjenjem ter z drobnimi delci v zraku, ki
se sproZzijo predvsem pri invazivnih pose-
gih v dihalih. Pri RV pa je pomembnejsi
prenos s stikom (neposredno, posredno),
ki ga olajSuje tesen stik z onesnaZenimi
rokami in/ali z onesnaZenimi povrSinami
(1, 13). RV na onesnaZenih rokah preZivi
tudi vec¢ ur (1). Vstopno mesto za okuzbo
so nos ali o€i, iz slednjih se virusi Sirijo v
nos preko solznega kanala.

Po prvih dveh primerih je osebje od-
delka aktivno spremljalo pojavljanje no-
vih primerov z rednim merjenjem tele-
sne temperature in ugotavljanjem znakov
okuZbe dihal, predvsem ka$lja. Pri bolni-
kih so izvajali standardne higienske ukre-
pe, ukrepe kaplji¢ne in kontaktne izola-
cije. Zaposleni so bili opozorjeni, da je
potrebno dosledno izvajanje higiene rok
in uporaba osebne varovalne opreme (za-
$¢itne maske, po potrebi zas€ite za oci in
zaS¢itnih rokavic). Okrepili so higienske
ukrepe v bolnikovi neposredni okolici in
drugih povrSinah v bolniSki sobi, upora-
bljali so pripomocke za enkratno upora-
bo. Prevoz bolnikov so omejili le na nujne
preiskave, pred prevozom so bolniku na-
mestili zaS¢itno masko. V 5 sob, kjer so
bili bolniki z znaki okuZbe dihal, novih
bolnikov do konca izbruha niso sprejema-
li. Obiski na oddelku so bili omejeni na
eno zdravo odraslo osebo. Medicinske se-
stre so izvajale zdravstveno vzgojno delo
z bolniki in obiskovalci (higiena kaSlja: ob
kaSljanju in kihanju si mora bolnik pokri-
ti nos in usta s papirnatim rob¢kom, ki ga
po uporabi odvrZe v posebej pripravljeno
vrecko za odpadke; po vsakem kaSljanju,
kihanju in drugem onesnaZenju rok z iz-
lo€ki dihal si mora roke umiti ali razkuZi-
ti). Ce je bolnik nosil kirursko masko, mu
jo je ZD zamenjal, ko je bila mokra oz. naj-
kasneje po 30 minutah in po tem izvedel

higieno rok. Izbruh so prijavili epidemio-
lo8ki sluzbi Nacionalnega inStituta za jav-
no zdravje, enota Kranj.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Hkratna ugotovitev RV in REV pri dveh
bolnicah ni pomenila, da sta bili okuZe-
ni z obema, ampak, da sta pri metodi PCR
hkrati reagirala gena na obeh tarcah (1).
Zaradi genetske podobnosti obeh vrst je
bilo namre¢ v ¢asu izbruha z metodo PCR
praktiéno nemogoc€e popolno locevanje.
Virusa bi bilo moZno lociti s sekvenira-
njem, za kar se nismo odlo¢ili, ker je bil
izbruh hitro omejen. Ceprav je bil RV/REV
ugotovljen le pri dveh od treh testiranih
bolnikov, pa geografska in ¢asovna pove-
zanost primerov ter klini¢na slika kaZejo
na to, da je bil izbruh najverjetneje pov-
zroCen z RV. RV in REV v zimskem ¢asu
intenzivno kroZijo med prebivalstvom, na
OZZN bi ga lahko zanesel obiskovalec ali
zdravstveni delavec. Ker so bili na oddel-
ku le starostniki in resno bolni, se je virus
raz8iril, najverjetneje preko rok zdravstve-
nih delavcev in/ali preko onesnaZenih po-
vr§in in opreme. Nekaj bolnikov je bilo
delno pokretnih, zato so lahko z virusom
onesnazili povrsine, ki so se jih dotikali.
Z ucinkovitimi ukrepi je bil izbruh hitro
omejen, po Stirih dneh novih primerov ni-
smo vec ugotovili.

Natancnejsi pregled strokovnih ¢lan-
kov je pokazal, da so RV med najpogostej-
Simi povzrocitelji izbruhov okuZb dihal
med oskrbovanci v varstvenih ustanovah.
Longtin in sodelavci navajajo, da so RV
v drugi polovici leta 2009 povzro¢ili kar
59 % izbruhov okuzb dihal v varstvenih
ustanovah v Kanadi (5). Smrtne primere
so zabeleZili v Stirih izbruhih; med skupaj
102 obolelima je bilo smrtnih primerov
13 (13 %) (5). Tudi v obravnavnem izbru-
hu so zboleli bolniki, starejsi od 65 let. Le
dva bolnika sta bila mlajsa, stara 52 in 62
let, vendar sta imela resno kronic¢no bole-
zen. Pri 62-letnem bolniku po ortopedski
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operaciji, moZganski kapi, s KOPB in
bronhiektazijami se je dan po pojavu kli-
ni¢nih znakov razvila huda dihalna stiska,
bolnik je bil premeS¢en v intenzivno eno-
to in je naslednji dan umrl. Iz dokumenta-
cije je bilo razvidno, da se je septi¢ni Sok
razvil ob obojestranski pljucnici, h kateri
je lahko poleg okuZbe z bakterijo M. catar-
rhalis pripomogla tudi okuZba z RV. Med
obolelimi je bila tudi zdravstvena delav-
ka, vendar povezave z izbruhom nismo
mogli potrditi.

Ker so v tem ¢asu (februar 2014) med
prebivalstvom kroZili tudi drugi respira-
torni virusi in glede na to, da je bil pri eni
izmed bolnic ugotovljen humani bokavi-
rus, je mozno, da je bilo nekaj primerov
povzrocenih tudi s tem virusom. OkuZzbe z
bokavirusi so praviloma blage, porocila o
izbruhih so izjemno redka (2, 11).

V €asu izbruha smo v laboratoriju Od-
delka za medicinsko mikrobiologijo NL-
ZOH Kranj uporabljali multiplex PCR-
-preiskavo za ugotavljanje virusov gripe,
preiskav na RV, REV in HBoV nismo iz-
vajali. Danes uporabljamo PCR-preiskavo
tudi za druge viruse, ki povzrocajo okuz-
be dihal, vklju¢no z RV, in pri¢akujemo, da
bomo imeli v prihodnjih letih veliko po-

datkov o razSirjenosti RV in drugih viru-
sov v regiji in o njihovi povezavi z izbruhi.

ZAKLJUCEK

Izbruh okuZzb dihal na OZZN je bil naj-
verjetneje posledica okuZbe z RV. Kot je
razvidno iz drugih raziskav, so RV pogo-
sti povzrocitelji okuZb spodnjih dihal pri
starostnikih in pri odraslih bolnikih z mo-
tnjami imunosti ter so med virusi najpo-
gostej§i povzroc€itelj izbruhov okuZb pri
starostnikih. Izbruh je bil razmeroma hi-
tro zamejen, kar je posledica ucinkovite
obravnave, doslednega izvajanja higien-
skih ukrepov in zelo dobrega sodelovanja
ter pretoka informacij med zdravniki, za-
poslenimi v zdravstveni negi, mikrobiolo-
gi in epidemiologi.

ZAHVALA

Za pomoc pri obravnavi izbruha se zahva-
ljujemo gospe Lidiji Ahec, dipl. m. s, ki je
bila v ¢asu izbruha sestra za obvladova-
nje bolni$ni¢nih okuZb v Splo$ni bolnisni-
ci Jesenice. Za sodelovanje se zahvaljuje-
mo tudi zaposlenim v zdravstveni negi in
drugemu osebju Oddelka za zdravstveno
nego SploSne bolniSnice Jesenice.
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Diagnostika virusov, ki povzrocajo

okuzbe dihal, s testom Film Array

(Idaho Technology): prednost ali slabost?
Detection of Respiratory Viruses with FilmArray (Idaho Technology):

Advantage or Disadvantage?

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: respiratorni virusi, akutna virusna okuzba dihal, FilmArray, RT-PCR v realnem éasu

IZHODISCA. Diagnostika virusov, ki povzrotajo okuzbe dihal, je zelo pomembna zara-
di epidemioloskega vidika ter predvsem zaradi zmanjSevanja nepotrebne uporabe anti-
biotikov. METODE. V tej raziskavi smo primerjali FilmArray panel za respiratorne vi-
ruse (Idaho Technology, Inc., Salt Lake city, UT) z molekularno diagnostiko (RT-PCR v
realnem casu), ki jo rutinsko uporabljamo za dokazovanje virusov, ki povzrocajo okuz-
be dihal. REZULTATI. Med 234 vzorci bolnikov, ki so bili v obdobju med junijem 2012
in julijem 2016 poslani na diagnostiko virusov, ki povzrocajo okuzbe dihal, smo z meto-
do FilmArray RP potrdili etiologijo akutne okuZbe dihal pri 135/234 (57,7 %) bolnikov,
z RT-PCR v realnem ¢asu pa pri 122/234 (52,1 %). ZAKLJUCKI. Metodi se popolnoma
ujemata le pri doloc¢anju respiratornega sincicijskega virusa (RSV). Najve¢ja odstopanja
so se pokazala pri dolo¢anju rinovirusov (HRV) in enterovirusov (EV). Predvsem pa me-
toda ni primerna za testiranje majhnih otrok z akutnim bronhiolitisom, saj ne vkljucu-
je CloveSkega bokavirusa (HBoV). Zaradi nizke ob¢utljivosti metoda ni primerna za te-
stiranje virusa influence A (FluA). Metoda FilmArray je zaradi visoke cene, enostavne
in hitre izvedbe primerna predvsem za nujne bolnike, predvsem tiste poslane izven de-
lovnega ¢asa. Metoda ni primerna za uporabo v ¢asu epidemij, ko se sre¢ujemo s pove-
¢anim Stevilom vzorcev.
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ABSTRACT

KEY WORDS: respiratory viruses, acute viral respiratory tract infection, FilmArray, real time RT-PCR

BACKGROUNDS. Diagnostic of respiratory viruses is very important from the epidemi-
ological point of view and due to over-prescription of antibiotics. METHODS. We com-
pared the FilmArray RP (Idaho Technology, Inc., Salt Lake City, UT) and Real Time PCR
which is used for routine diagnostic of respiratory viruses. RESULTS. Viral etiology was
confirmed in 135/234 (57.7%) patients by FilmArray RP and in 122/234 (52.1%) patients
by RT-PCR that were sent to the laboratory between June 2012 and July 2016. Among
pathogens tested for by both methods, the results converged only in the case of respir-
atory syncytial virus (RSV). CONCLUSIONS. The greatest comparative difference in
agreement between the methods was in detection of rhinoviruses (HRV) and enterovi-
ruses (EV). The FilmArray RP is not suitable for diagnostic of small children with bron-
chiolitis, because human bocavirus (HBoV) was not included in the respiratory panel.
In addition, the method is not suitable for detection of influenza virus A (FluA). FilmAr-
ray RP is easy to use and fast. Therefore, and because of high costs, the method is suit-
able only for urgent patients as point of care testing. The method is not suitable for de-
tection of respiratory viruses during times of outbreaks, when the number of samples

increases.

IZHODISCA
Virusne okuZbe dihal so zelo pogost vzrok
za obisk zdravnika. OkuZbe se najpogo-
steje pojavljajo pri otrocih, starostnikih
in imunsko oslabljenih posameznikih, pri
katerih lahko potekajo v teZji obliki. Kli-
ni¢na slika je pri vecini virusov, ki pov-
zro¢ajo okuZbe dihal, zelo podobna, zato
je diagnoza brez laboratorijskega testira-
nja skoraj nemogoca. Prednosti diagno-
stike virusov, ki povzro¢ajo okuZzbe dihal,
so predvsem epidemioloske narave (spre-
mljanje in sledenje lokalnih izbruhov in
epidemij ter posledi¢no pravilno ukrepa-
nje) ter zmanjSevanje nepotrebne uporabe
antibiotikov. Hitra identifikacija virusov,
ki povzrocajo okuZbe dihal, je Se posebno
pomembna pri virusu gripe, ker imamo
na razpolago protivirusno terapijo (1-3).
Za diagnostiko virusnih okuZb dihal
je na voljo veliko razli¢nih hitrih diagno-
sti¢nih testov, ki temeljijo ali na principu
dolocanja virusnih antigenov z metodo
imunokromatografije ali na molekular-

ni diagnostiki s pomocjo veriZzne reakci-
je s polimerazo (angl. polymerase chain re-
action, PCR). Hitri testi so enostavni za
uporabo in zato namenjeni izvajanju ob
samem bolniku. Slabost teh testov je obi-
¢ajno nizka obcutljivost, ki se v razli¢nih
starostnih skupinah zelo razlikuje, in ne
pokrivanje vseh virusnih povzrociteljev
(4-7). Metoda izbire za dolo¢anje virusov,
ki povzroc¢ajo okuzbe dihal, je zaradi viso-
ke obcutljivosti in specifi¢nosti Se vedno
PCR (2, 8).

V tej raziskavi smo primerjali FilmAr-
ray panel za respiratorne viruse (RP) (Ida-
ho Technology, Inc,, Salt Lake city, UT) z
molekularno diagnostiko (RT-PCR v re-
alnem casu), ki jo rutinsko uporabljamo
za dokazovanje virusnih povzrociteljev
okuZzb dihal.

POTEK RAZISKAVE

V raziskavo smo vkljucili 234 vzorcev bol-
nikov, ki so bili med junijem 2012 in juli-
jem 2016 rutinsko poslani na diagnostiko
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virusov, ki povzrocajo okuzbe dihal v La-
boratorij za virusne infekcije na Institut
za mikrobiologijo in imunologijo, Medi-
cinske fakultete v Ljubljani. Vzorce smo
socasno testirali Se s testom FilmArray
RP. V vzporedno testiranje smo vkljuci-
li vzorce, ki so bili poslani izven rednega
delovnega €asa, in tako zagotovili, da so ti
bolniki prejeli izvid Se isti dan.

PRIMERJAVA METOD ZA
DOLOCANIJE VIRUSOV, KI
POVZROCA]O OKUZBE DIHAL:
FILMARRAY PANEL ZA
RESPIRATORNE VIRUSE/ RT-PCR
V REALNEM CASU

V laboratorij za virusne infekcije smo leta
2015 prejeli 9.026 vzorcev za dolocanje
virusov, ki povzrocajo okuZbe dihal, od
tega 7.133 vzorcev za dolofanje celotne-
ga panela respiratornih virusov in 1.893
za dolocanje virusa gripe, ki ga izvajamo
v panelu skupaj z virusom RSV. V najbolj
kriti¢nih zimskih mesecih (od decembra
do aprila) smo v laboratorij v povprecju
prejeli 35 vzorcev na dan, maksimalno
tudi do 120. Za dokazovanje vseh virusov,
ki povzrocajo okuzbe dihal v naSem pro-
storu, imamo rutinsko v respiratorni pa-
nel vklju€enih 16 razli¢nih virusnih tar,
ki jih dolo¢amo lo¢eno v 8 reakcijskih me-
Sanicah z metodo RT-PCR v realnem ¢asu
in uporabo TagMan (MGB) lovk (tabela 1).
Vse reakcije potekajo v instrumentu Ste-
pOne (Applied Biosystems, Carlsbad, CA)
ter pod enakimi reakcijskimi pogoji. V
vsak vzorec sta v sam postopek osamitve
nukleinske kisline vkljuceni tudi interni

kontroli, in sicer EHV1 (Equine herpesvirus
1) za viruse z DNA in EAV (Equine arthri-
tis virus) za viruse z RNA. V eni mikroti-
terski plos¢i s 96 vdolbinami lahko hkrati
doloc¢amo vseh 16 tar¢ in 2 interni kon-
troli pri desetih bolnikih oziroma vzorcih.
Za to potrebujemo strokovno usposoblje-
no osebje, primerno lo¢ene prostore in in-
strumente. Za posameznega bolnika izda-
mo izvid najkasneje v 3 urah od sprejema
vzorca, 6 dni na teden vse leto in 7 dni na
teden v sezonskih mesecih.

Metoda FilmArray RP je v primerjavi
z naSo obstoje¢o metodo veliko bolj pre-
prosta, enostavna za izvedbo in popolno-
ma avtomatizirana. Omogoca nam doloc¢a-
nje 17 razli¢nih virusnih tarc¢ in 3 bakterij
(tabela 1) v 1 uri in 3 minutah (9, 10). V
respiratorni panel ni vklju€en c¢loveski
bokavirus (HBoV), ki je takoj za respira-
tornim sincicijskim virusom (RSV) in ri-
novirusi (HRV) zelo pomemben povzroci-
telj bronhiolitisov pri otrocih do treh let
(2, 11-13). Metoda nam omogoca loceno
testiranje vsakega vzorca v posameznih
kartuSah in z minimalno predhodno pri-
pravo vzorca, brez osamitve nukleinske
kisline. Popolnoma avtomatiziran sistem
omogoca lizo celic, osamitev nukleinske
kisline ter detekcijo tar¢nih organizmov
s pomocjo vgnezdene hkratne PCR in ta-
lilne krivulje, s ¢imer med seboj lo¢imo
razli€ne hkrati prisotne patogene. Zara-
di zaprtega sistema, ki je namenjen samo
enemu VzoIcu, je v primerjavi s standar-
dnimi drugimi molekularnimi metodami
zelo majhna verjetnost kontaminacije (9).
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Tabela 1. Pregled nabora tar¢nih organizmov pri primerjalnih metodah (RT-PCR v realnem ¢asu in Film
Array RP). RSV - respiratorni sincicijski virus, HRV - ¢loveski rinovirus, EAV - Equine arthritis virus, hMPV
- ¢loveSki metapnevmovirus, EHV1 - Equine herpesvirus 1, HCoV 229E - ¢loveski koronavirus 229E, HCoV
HKU1 - Eloveski koronavirus HKU1, HCoV 0C43 - ¢loveski koronavirus 0C43, HCoV NL63 - Eloveski korona-
virus NL63, HBoV - ¢loveski bokavirus, AdV - adenovirus, PIV1-4 - parainfluenca virusi 1-4, Flu A - virus

influence A, FluB - virus influence B, EV - enterovirus.

Organizem Taréni gen (RT-PCR) RT-PCR Traéni geni (Film Array RP)
RSV polimeraza matriks
HRV 5'UTR hkratna 5'UTR
EAV nukleokapsida /
hMPV nukleoprotein hkratna nukleoprotein
EHV1 glikoprotein /
HCoV 229E polimeraza 1b hkratna polimeraza
HCoV HKU1 polimeraza 1b nukleoprotein
HCoV 0C43 polimeraza 1b nukleoprotein
HCoV NL63 polimeraza 1b nukleoprotein
HBoV NS1 hkratna /
AdV hekson hekson
PIV1 polimeraza hkratna hemaglutinin
PIV2 polimeraza fuzijski
PIV3 matriks fuzijski
PIV4 fuzijski
Flu A matriks hkratna matriks, NS1¢, HA1, HA3
FluB matriks hemaglutinin
EV 5'UTR 5'UTR
Bordatela pertusis / toksin
Chlamydia pneumoniae / ompA
Mycoplasma pneumoniae / toksin
PRIMERJAVA REZULTATOV terijo Mycoplasma pnemoniae (M. pnemo-

Vzporedno smo testirali 234 brisov no-
snoZrelnega prostora pri bolnikih z aku-
tno okuzbo dihal s FilmArray RP in RT-
PCR v realnem casu, ki ga uporabljamo
v vsakodnevni diagnostiki. Z metodo Fil-
mArray RP smo potrdili etiologijo akutne
okuZbe dihal (dokazan vsaj en virus) pri
135/234 (57,7 %) bolnikov, z RT-PCR v re-
alnem Casu pa pri 122/234 (52,1 %). Med
18 bolniki, pri katerih je bila etiologija bo-
lezni potrjena s FilmArray RP ne pa tudi
z RT-PCR v realnem ¢asu, smo pri 11 bol-
nikih dokazali prisotnost HRV, pri dveh
metapnemovirus (hMPV), pri dveh bak-

niae), pri enem virus influence B (Flu B)
in pri enem bakterijo Bordetella pertussis
(B. pertussis). Metodi se popolnoma uje-
mata le pri dolo€anju RSV (slika 1, tabe-
la 2). Najvecja odstopanja so se pokazala
pri dolo¢anju HRV in enterovirusov (EV),
ki sta najbolj zahtevna virusa za diagno-
stiko in loevanje med vrstami ter je ne-
pravilna tipizacija lahko posledica nav-
zkriZzne reaktivnosti med HRV in EV (10).
Veliko bolj$a se je izkazala naSa obstojeca
metoda predvsem pri dolo¢anju virusa in-
fluence A (Flu A), kakor tudi pri dolo¢anju
EV, c¢loveskih koronavirusov (HCoVs) in
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adenovirusov (AdV). Metoda FilmArray
RP je bolja pri dolo¢anju hMPV in parain-
fluenca virusov (PIV), vendar sta 2/3 PIV,
ki sta bili z RT-PCR v realnem ¢asu nega-
tivni in s FilmArray RP pozitivni, tipizira-
ni kot PIV4, ki Se ni bila vklju€ena v nas
respiratorni panel. Zelo podobne rezulta-
te so dobili tudi Pierce in sodelavci, ki so
prav tako primerjali FilmArray RP z RT-
PCR v realnem casu. Oba testa sta se po-
polnoma ujemala v 98,6 % (kappa = 0,92),
najvecja odstopanja pa so dokazali pri
AdV, saj FilmArray RP ni pokrival seroti-
pov 6 in 41 in je imel zmanjSano obcutlji-
vost za serotipe 2, 20, 35 in 37. V tej razi-
skavi so s FilmArray RP zgresili pribliZzno
polovico klini¢nih vzorcev, ki so bili pozi-
tivni na AdV (10). Dolo¢anje AdV je zelo
velik izziv za molekularne hkratne PCR-
teste, saj je do sedaj znanih kar 57 ¢love-
Skih adenovirusnih serotipov. Popowitch
in sodelavci so ugotovili veliko niZjo ob-
Cutljivost za AdV, kot jo je navajal proi-
zvajalec, in sicer 57,1 % namesto 88,9 %
(14). Proizvajalec Biofire zaradi niZje ob-
Cutljivosti pri AdV priporoca, da se vzorce,

ki so negativni na AdV, Se dodatno testira
z alternativnim testom. Obcutljivost me-
tode FilmArray RP (BioFire Diagnostics,
Salt Lake City, UT) za AdV je v primerjavi
Z RT-PCR v realnem ¢asu 89,4 % in speci-
fiénost 99,6 % (10). Pri primerjavi FilmAr-
ray RP s tremi komercialnimi molekular-
nimi metodami (eSensor RVP (respiratory
viral panel; GenMark Dx, Carlsbad, CA),
Luminex XTAG RVPvl ter Luminex xTA-
GRVP fast (Luminex Molecular Diagno-
stics, Austin, TX) so ugotovili, da je ob¢u-
tljivost FilmArray RP za hMPV, FIuA/A3,
PIV1-3, RSVB > 92 %, medtem ko je ob-
cutljivost za AdV, FluA/H1N1/2009, FluB,
RSV A, HRV/EV niZja (14). Zelo podobne
rezultate so dobili Se s tremi drugimi raz-
iskavami, kjer so dokazali niZjo obcutlji-
vost FilmArray za AdV in PIV v primer-
javi z RT-PCR v realnem casu (15) ter za
AdV, HRV/EV in FluA v primerjavi s Lu-
minex XTAG RVP (16). Ob¢utno niZjo ob-
cutljivost za PIV4 pa so dokazali za Fil-
mArray v primerjavi s XTAG RVP fast, saj
je bila ta le 50 % (17).

Stevilo vzorcev

RSV HRV EV EV +

HRV

hMPV  HCoV

PIV INFA INFB  AdV

Slika 1. Prikaz ujemanja metod FilmArray RP in RT-PCR v realnem €asu po razli¢nih virusih. RSV - respi-
ratorni sincicijski virus, HRV - €loveski rinovirus, EV - enterovirus, hMPV - Eloveski metapnevmovirus,
HCoV - Eloveski koronavirus, PIV - parainfluenca virusi, Flu A - virus influence A, FluB - virus influence

B, AdV - adenovirus.
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Tabela 2. Pregled dokazanih povzrociteljev pri bolnikih z akutno okuZzbo dihal z dvema primerjalnima
metodama (RT-PCR in FilmArray RP). RSV - respiratorni sincicijski virus, HRV - €loveski rinovirus, EV -
enterovirus, hMPV - ¢loveski metapnevmovirus, HCoV - €loveski koronavirus, PIV - parainfluenca virusi,

Flu A - virus influence A, FluB - virus influence B, AdV - adenovirus, HBoV - Eloveski bokavirus.

Organizem RT-PCR FilmArray RP RT-PCR RT-PCR Kappa (SD)
pozitiven, negativen,
FilmArray FilmArray
Stevilo Stevilo negativen pozitiven
pozitivnih pozitivnih
(%), N=234 (%),N=234 Stevilo (%) Stevilo (%)
RSV 17 (7,3) 17 (7,3) 0 0 1(0)
HRV 45 (19,2) 61(26,1) 6/45 (13,3) 22/61(36,1) 0,66 (0,06)
EV 22(9,4) 3(1,3) 20/22(30,9) 1/3(33,3) 0,14 (0,09)
EV + HRV 51(21,8) 62 (26,5) 6/51(11,8) 17/62 (274) 0,73 (0,05)
hMPV 6(2,6) 9(3,8) 0 3/9(33,3) 0,79 (0,12)
HCoV 16 (6,8) 15 (6,4) 2/16 (12,5) 1/15 (6,7) 0,9 (0,06)
PIV 18 (7,7) 19 (8,1) 2/18 (11,1) 3/19 (15,8) 0,85 (0,06)
INF A 32(13,7) 26 (11,1) 6/32(18,7) 0 0,88 (0,05)
INF B 13 (5,5) 13 (5,5) 113 (7,7) 113 (77) 0,92 (0,06)
AdV 10 (4,3) 9(3,8) 2/10 (20) 1/9 (11,1) 0,84 (0,09)
HBoV 14 (6) / / / /
Bordetella pertusis / 1(0,4) / / /
Chlamydia pneumnoniae / 0 / / /
Mycoplasma / 4(1,7) / / /
pneumoniae

PREDNOSTI IN SLABOSTI OBEH
METOD

Obe metodi imata mnogo prednosti kakor
tudi slabosti, odvisno od tega, kakSen je
laboratorij in koliko vzorcev prejme dnev-
no za diagnostiko virusov, ki povzrocajo
okuZbe dihal. Metoda FilmArray RP ne
zahteva visoko strokovno usposobljenega
osebja in opremljenega prostora ter je na-
menjena, kot hitri test, uporabi ob samem
bolniku (14). Za izvedbo testa potrebuje-
mo manj$o koli¢ino vhodnega materiala v
primerjavi z naSo metodo (100 pl/200 pl),
vendar je primerna le za brise, ne pa tudi
za druge kuZnine (aspirati, bronhoalveo-
larne lavaZe, biopti in kri). Metoda je zelo
hitra, vendar lahko z enim panelom naen-
krat testiramo le en vzorec. To je praktic-
no nemogoce izvesti v laboratorijih, kjer
je dnevni nabor vzorcev velik. Na voljo je

Ze nadgradnja tega instrumenta (FilmAr-
ray Torch), ki omogoca hkratno doloca-
nje pri 12 vzorcih in je sestavljen iz 12
lo€enih a hkrati v en instrument poveza-
nih enot. Za razliko od omenjene metode
lahko z RT-PCR v realnem casu, hkrati te-
stiramo 10 vzorcev na enem instrumentu
in 30 na treh instrumentih, ki jih imamo
v laboratoriju. Prednost te metodologije
v primerjavi s klasi¢nim RT-PCR je tudi
zelo nizka stopnja kontaminacije. Pri Film
Array RP so vkljucene Se tri bakterije, ki
jih mi v naSem panelu ne dolo¢amo. Iz-
med 234 vzorcev smo pri petih (2,1 %) do-
kazali bakterije, in sicer pri Stirih vzorcih
bakterijo M. pneumoniae in pri enem vzor-
cu bakterijo B. pertussis. Glede na podat-
ke te bakterije ne igrajo velike vloge pri
teh klini¢nih vzorcih, ki smo jih zajeli v
to primerjavo, saj so bili poslani na dia-
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gnostiko virusov, ki povzrocajo okuZzbe di-
hal in temu primerna je bila tudi klini¢-
na slika bolnikov. Bolniki, katerih klini¢na
slika kaZe na okuZbo s temi bakterijami,
je v vecini primerov tako znacilna, da se
njihovi vzorci posiljajo ciljano na doloca-
nje teh bakterij. Velika pomanjkljivost te-
sta je, da ne vkljucuje HBoV, saj je ta zelo
pomemben povzrocitelj bronhiolitisov pri
majhnih otrocih. V Sloveniji smo v treh
razli¢nih raziskavah dokazali zelo visoko
pogostnost okuZbe s HBoV pri majhnih
otrocih, in sicer od 12,3 % (neobjavljeni
podatki) do 20,9 % (11, 18). Zato FilmAr-
ray RP pri tej starostni skupini ni prime-
ren za diagnostiko. Zelo velika slabost Fil-
mArray RP je neprimerno vi$ja cena na
posamezen vzorec v primerjavi z RT-PCR
v realnem casu. Glede na to, da so rezul-
tati izdani zgolj kvalitativno in nimamo
nobenega vpogleda v analizo vzorca, teh
rezultatov ne moramo naknadno analizi-
rati in se sami odlociti, ali je vzorec po-
zitiven ali negativen. Pogosto je koli¢ina
dolocenih virusov tako nizka, da je njihov
klini¢ni pomen vprasljiv. Pri brisih nosne-

ga dela Zrela je kvantifikacija virusov ne-
mogoca, ker nimamo nobenega nadzora o
samem odvzemu. Prav tako je dolocitev
enih virusov bolj pomembna kot drugih,
saj lahko DNA predvsem HBoV in AdV
dokaZemo Se zelo dolgo po preboleli aku-
tni okuZbi. Zato je razumevanje okuZb z
vec virusi hkrati in vpogled v njihovo ko-
li¢ino ter sodelovanje s kliniki in razume-
vanje klini¢ne slike pri posameznih bolni-
kih zelo pomembno.

ZAKLJUCEK

Film Array RP je zaradi visoke cene in
omejenega Stevila testiranih vzorcev pri-
meren le za nujne primere, pri katerih je
potrebna zelo hitra obravnava in ki so po-
slani izven delavnega ¢asa, ter za bolni-
ke, ki potrebujejo sindromski pristop. Ker
v panel ni vklju¢en HBoV, metoda ni pri-
merna za majhne otroke (mlajSe od 3 let),
predvsem tiste z diagnozo akutnega bron-
hiolitisa. Predvsem pa ni primerna meto-
da izbire v ¢asu epidemije z virusom in-
fluence A.

LITERATURA

. Templeton KE. Why diagnose respiratory viral infection? | Clin Virol. 2007; 40 (Suppl 1): 52-4.

A W ON

. Mahony JB. Detection of respiratory viruses by molecular methods. Clin Microbiol Rev. 2008; 21 (4): 716-47.
. Fox JD. Respiratory virus surveillance and outbreak investigation. | Clin Virol. 2007; 40 (Suppl 1): 524-30.
. Takahashi H, Otsuka Y, Patterson BK. Diagnostic tests for influenza and other respiratory viruses: determi-

ning performance specifications based on clinical setting. | Infect Chemother. 2010; 16 (3): 155-61.

. Chartrand C, Leeflang MM, Minion J, et al. Accuracy of rapid influenza diagnostic tests: a meta-analysis. Ann

Intern Med. 2012; 156 (7): 500-11.

. Casiano-Colon AE, Hulbert BB, Mayer TK, et al. Lack of sensitivity of rapid antigen tests for the diagnosis of

respiratory syncytial virus infection in adults. ] Clin Virol. 2003; 28 (2): 169-74.

Brendish NJ, Schiff HF, Clark TW. Point-of-care testing for respiratory viruses in adults: The current landsca-
pe and future potential. ) Infect. 2015; 71 (5): 501-10.

. Mahony JB. Nucleic acid amplification-based diagnosis of respiratory virus infections. Expert Rev Anti Infect

Ther. 2010; 8 (11): 1273-92.

. Poritz MA, Blaschke AJ, Byington CL, et al. FilmArray, an automated nested multiplex PCR system for mul-

ti-pathogen detection: development and application to respiratory tract infection. PloS One. 2011; 6 (10):
e26047.



228

Monika Jevénik, Tina Ursi¢, Lara Lusa, Miroslav Petrovec  Diagnostika virusov, ki povzrocajo okuzbe ...

10.

.

12,

13.

15.

16.

Pierce VM, Elkan M, Leet M, et al. Comparison of the Idaho Technology FilmArray system to real-time PCR
for detection of respiratory pathogens in children. | Clin Microbiol. 2012; 50 (2): 364-71.

Ursic T, Jevsnik M, Zigon N, et al. Human bocavirus and other respiratory viral infections in a 2-year cohort of
hospitalized children. ) Med Virol. 2012; 84 (1): 99-108.

Allander T, Jartti T, Gupta S, et al. Human bocavirus and acute wheezing in children. Clin Infect Dis. 2007; 44
(7): 904-10.

Chen ZR, Ji W, Wang YQ, et al. Etiology of acute bronchiolitis and the relationship with meteorological con-
ditions in hospitalized infants in China. ) Formos Med Assoc. 2014; 113 (7): 463-9.

. Popowitch EB, O’Neill SS, Miller MB. Comparison of the Biofire FilmArray RP, Genmark eSensor RVP, Lumi-

nex XTAG RVPv1, and Luminex xTAG RVP fast multiplex assays for detection of respiratory viruses. | Clin
Microbiol. 2013; 51(5): 1528-33.

Loeffelholz M, Pong DL, Pyles RB, et al. Comparison of the FilmArray Respiratory Panel and Prodesse real-
-time PCR assays for detection of respiratory pathogens. | Clin Microbiol. 2011; 49 (12): 4083-8.

Rand KH, Rampersaud H, Houck HJ. Comparison of two multiplex methods for detection of respiratory viru-
ses: FilmArray RP and xTAG RVP. | Clin Microbiol. 2011; 49 (7): 2449-53.

. Babady NE, Mead P, Stiles J, et al. Comparison of the Luminex xTAG RVP Fast assay and the Idaho Techno-

logy FilmArray RP assay for detection of respiratory viruses in pediatric patients at a cancer hospital. ] Clin
Microbiol. 2012; 50 (7): 2282-8.

. Jevdnik M, Ursic T, Zigon N, et al. Coronavirus infections in hospitalized pediatric patients with acute res-

piratory tract disease. BMC Infect Dis. 2012; 12: 365.



==

8. BANICEVI DNEVI: OKUZBE DIHAL

Epidemiology of Tuberculosis, Examinations and Testing of Health Care Workers - Presentation of Guidelines -
Petra Svetina, Sanja Grm Zupan

Special Features and Novelties of Laboratory Diagnostics of Active Tuberculosis and Mycobacteriosis in
Slovenia - Manca Zolnir - Dové, Irma Perko, Eva Sodja

Laboratory Diagnosis of Latent Tuberculosis—11-Years' Experience with QuantiFERON Testing -
Eva Sodja, Sandra AZman, Manca Zolnir - Dové

Challenges in Treating Patients with Nontuberculous Mycobacteriosis - Petra Svetina, Sanja Grm Zupan
Clinical and Microbiological Characteristics of Nocardia Isolates in Slovenia in 2004-2015 - Katarina Osolnik,
Manca Zolnir - Dové, Viktorija Tomié

Community-Acquired Pneumonia in Adults—Experience from Golnik Hospital - Renato Erzen, Luka Rebolj,
Viktorija Tomi¢

Pulmonary Infections and Non-invasive Mechanical Ventilation - Irena Sarc

Respiratory Infections in Patients with Cystic Fibrosis - Ana Kotnik Pirs

Brief Report from EMBARC (European Multicentre Bronchiectasis Audit and Research Collaboration) and the
Role of Inhaled Antibiotics and Macrolides in non Cystic Fibrosis Bronciectasis - Sabina Skrgat, Dasa Nagli¢

Microbiological Diagnostics of Bacterial Respiratory Tract Infections - Katja Seme, Viktorija Tomic
Recent Advances in Laboratory Diagnostics of Atypical Bacteria - Darja Kese, Rok Kogoj
Microbiological Diagnostics of Viral Respiratory Tract Infections - Miroslav Petrovec

Filamentous Fungi and Respiratory Infections - Rok Tomazin, Tadeja Matos

Pneumocystis jirovecii - Colonisation or Pneumonia - Review of Diagnostic Methods - Andrej Glaser,
Erika Robi¢, Petra Rogina Skvaré, Barbara Soba Sparl, Sasa Siméic, Miha Skvaré

Whooping Cough in Slovenia—Epidemiology and Updates in Microbiological Diagnostics - Tamara Kastrin,
Metka Paragi, Marta Grgic - Vitek, Irena Grmek Kosnik, Tjasa Zohar Cretnik

Invasive Pneumococcal Diseases After the Introduction of Conjugate Vaccine in the National Immunization
Program - Metka Paragi, Verica Mio¢, Tamara Kastrin, Alenka Kraigher, Tjasa Zohar Cretnik,

Slovenska skupina za meningitise

Legionella from Environmental Samples in Relation to Human Infections - Maja Gosnjak, Andrej Rojnik,
Alenka Storman, Darja Kese

Influenza Surveillance in Slovenia Between Seasons 2000/2001 and 2015/2016 - Katarina Prosenc Trilar,
Natasa Berginc, Maja Socan

Influenza Vaccination of Healthcare Workers-Myths and Truths - Tatjana Lejko Zupanc

Managment of an Influenza Outbreak in a Health Care Institution - Irena Grmek Ko3nik, Helena Ribic,
Matej Dolenc, Jana Lavtizar, Tanja Cebin Skale, Metka Veluscek

Acute Bronchiolitis - Tatjana Mrvic, Uros Krivec

Respiratory Syncytial Virus Infection in Children and Immunoprophylaxis with Palivizumab -

Slovenian Experience - Lilijana Kornhauser Cerar

The Importance of Respiratory Syncytial Virus Detection in Elderly - Darja Duh, Andrej Golle,

Nina Goriek Miksi¢, Dusanka Vidovic¢

Parainfluenza Viruses Type 4—Increased Number of Detected Infections in Children in 2015 - Darja Duh,
Barbara Blazi¢, Andrej Golle, Vojko Berce

How Important is Parainfluenza Virus 4 in Slovene Children? - Tina Ursi¢, Marko Kozjek,

Martin Sagadin, Monika Jevsnik, Uros$ Krivec, Marko Pokorn, Miroslav Petrovec

Outbreak of an Influenza-like Disease in a Regional Hospital - Helena Ribic, Irena Grmek Kosnik, Edita Eber!
Gregoric, Matej Dolenc, Gordana Sivec, Miroslav Petrovec

Detection of Respiratory Viruses with FilmArray (Idaho Technology): Advantage or Disadvantage? -
Monika Jevsnik, Tina Ursic, Lara Lusa, Miroslav Petrovec




MEDICINSKI RAZGLEDI
Letnik 55

Supplement 4
November 2016

8. BANICEVI DNEVI: OKUZBE DIHAL
Zbornik predavanj

ORGANIZATORJI

Sekcija za klini¢no mikrobiologijo
in bolniSni¢ne okuZzbe SZD,

Center za medicinsko mikrobiologijo
Kranj, Nacionalni laboratorij za
zdravje, okolje in hrano,

Klinika Golnik

GLAVNI UREDNIK

prof. dr. Miroslav Petrovec

ORGANIZACIJSKI IN STROKOVNI ODBOR
prof. dr. Miroslav Petrovec, prof. dr. Katja
Seme, doc. dr. Irena Grmek Ko3nik,

doc. dr. Tatjana Lejko Zupanc, Helena Ribi¢,
doc. dr. Viktorija Tomi¢, mag. Edita Eberl
Gregori¢, mag. Mateja Ravnik

RECENZENTI

Miroslav Petrovec, Katja Seme, Manica
Mueller Premru, Miha Skvar¢, Tadeja Matos,
Irena Grmek Ko3nik, Petra Svetina,

Helena Ribig, Iztok Strumbelj, Andrej Golle,
Katarina Osolnik, Manca Zolnir Dov¢

UREDNISKA EKIPA
Matej Goricar, Sara Kukman, Miha OraZem,
Lana Vodnik, Nika Vrabic

UREDNISTVO

Drustvo Medicinski razgledi
Korytkova ulica 2

1000 Ljubljana

Slovenija

T (01) 524 23 56 F (01) 543 70 11
E info@medrazgl.si
S www.medrazgl.si

POR: 02014-0050652588

GLAVNI UREDNIK

Rok Kucan

ODGOVORNA UREDNICA

Hana Zavrtanik

TEHNIENI UREDNIKI
Valentina Ahac, TjaSa Gortnar,
Sara Kukman, Urban Neudauer

UREDNISKI ODBOR

TjaSa Divjak, Matej Goricar, Kristina
Jevnikar, Vanesa Koracin, Nik Krajnc,

Irena KrapeZ, Klemen LovSin, AndraZ Nendl,
Jure Puc, Lana Vodnik, Nika Vrabi¢

LEKTOR

Kristijan Armeni

PRELOM
Boex DTP, d. o. o.

TISK
Itagraf, d. o. o.

FOTOGRAFIJA NA NASLOVNICI
Vinko Sribar, MGMI

ZBORNIK ABSTRAHIRA]JO IN/ALI
INDEKSIRAJO

Biological Abstracts, Biomedicina
Slovenica, Bowker International,
Chemical Abstracts, Nutritional Abstracts

COPYRIGHT © MEDICINSKI RAZGLEDI 2016

Vse pravice pridrZzane. RazmnoZevanje ali razSirjanje posameznih delov ali celotne publikacije s katerim koli
sredstvom brez pisnega privoljenja zalozbe je prepovedano.





