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MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA INFEKTIVNIH BOLESTI

SNJEZANA ZIDOVEC LEPEJ*

Molekularne metode neizostavni su dio suvremene klinicke dijagnostike infektivnih bolesti zbog visoke osjetljivosti, specificno-
sti i mogucnosti testiranja unutar klinicki relevantnog vremena. U molekularnim laboratorijima najcescée se primjenjuju standar-
dizirani testovi koji se temelje na metodama lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time polymerase chain
reaction, PCR), hibridizaciji nukleinskih kiselina i sekvenciranju vaznih regija genoma. Metode molekularne dijagnostike u podru-
Cju infektivnih bolesti koriste se za detekciju i/ili kvantifikaciju nukleinskih kiselina mikroorganizama u svrhu dokazivanja infekcije
i indirektnog pracenja kinetike replikacije kao i za analizu rezistencije mikroorganizama te genotipizaciju.

Deskriptori: INFEKTIVNE BOLESTI, DIJAGNOSTIKA, PCR, HIBRIDIZACIJA, SEKVENCIONIRANJE

UvOD

Molekularne metode neizostavni su
dio suvremene klinicke dijagnostike in-
fektivnih bolesti zbog visoke osjetljivo-
sti, specifi¢nosti i brzine testiranja (1-4).
U klini¢kim laboratorijima naj¢e$ce se
koriste metode lan¢ane reakcije polime-
razom u stvarnom vremenu (engl. real-
time polymerase chain reaction, PCR),
hibridizacijske metode i sekvenciranje
nukleinskih kiselina. Posebno valja ista-
knuti da molekularne metode omoguca-
vaju dokazivanje infekcije mikroorgani-
zmima koji se ne mogu kultivirati kao
i onih kod kojih je kultivacija tehnicki
zahtjevna ili dugotrajna odnosno ne daje
rezultat unutar klini¢ki relevantnog vre-
mena (1-2). Molekularne metode iskazu-
ju iznimnu osjetljivost te omogucuju do-
kazivanje infekcija s vrlo malim brojem
uzroénika. Obzirom na to da su ciljne
strukture molekularnih testova DNA ili
RNA, vijabilnost mikroorganizma nije
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preduvjet testiranja. Stoga se molekular-
ni testovi uspjesno koriste za dokaziva-
nje infekcije u bolesnika kod kojih je ve¢
ranije zapocela empirijska antimikrobna
terapija (1-3). Molekularni testovi mogu
biti dizajnirani kao kvalitativni ili kvan-
titativni, a najéescée se primjenjuju za de-
tekciju nukleinskih kiselina u svrhu do-
kaza infekcije nekim mikroorganizmom,
pracenje tijeka bolesti kao i procjenu
ucinka lijecenja (1-4). Molekularne me-
tode vazan su dio dijagnosticke obrade
brojnih infektivnih bolesti od kojih se
posebno isticu:

e dijagnostika pandemijskih virusa t;.
virusa humane imunodeficijencije
tipa 1 (HIV-1), virusa hepatitisa B
(HBV)iC (HCV);

e dijagnostika uzro¢nika spolno preno-
sivih infekcija kao dio programa pra-
¢enja zenskog zdravlja (Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorhoeae,
humani papilomavirusi);

e dijagnostika respiratornih infekcija;

e dijagnosticka obrada bolesnika lije-
¢enih transplantacijom;

e dijagnostika neurotropnih virusa u
cerebrospinalnom likvoru;

e molckularna dijagnostika sepse.

Cilj ovog rada je prikazati moleku-
larne metode koje se najces¢e primje-
njuju u dijagnosti¢koj obradi osoba obo-
ljelih od infektivnih bolesti, poglavito
djece (1-6).

Molekularna dijagnostika uzro¢nika
infekcija sredi$njeg ziv€anog sustava
(SZS)

Suvremena dijagnostika uzrocnika
infekcija SZS-a u cerebrospinalnom li-
kvoru (CSF) temelji se na primjeni PCR-
a u stvarnom vremenu koji omogucuje
identifikaciju nukleinskih kiselina uzro-
¢nika infekcije unutar 2-3 sata (5). Mo-
lekularne metode posebno su znacajne u
podrucju dijagnosticke obrade virusnih
infekcija SZS-a. Infectious Diseases So-
ciety of America (IDSA) preporucuje da
se u dijagnostickoj obradi SZS infekci-
ja imunokompetentnih osoba PCR-om
analizira prisutnost DNA herpes simplex
virusa - 1/2 (HSV-1/2), varicella-zoster
virusa (VZV), Epstein-Barrovog viru-
sa (EBV) i enterovirusne RNA (5). U
imunokompromitiranih bolesnika pre-
porucuje se dodatna detekcija/kvantifi-
kacija DNA citomegalovirusa (CMV),
JC virusa, virusa zapadnog Nila (WNV)
i humanog herpesvirusa 6 (HHV-6) mo-
lekularnim metodama (5).
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Molekularna detekcija pan-enterovi-
rusne RNA u CSF-u danas je neizosta-
vni dio dijagnosticke obrade bolesnika s
aseptickim meningitisom uzrokovanim
non-polio enterovirusima (NPEV) (6).
Najcesce se koriste kvalitativni pan-en-
terovirusni testovi ¢ija je ciljna struktura
konzervirana 5' netranslatiraju¢a regija
genomske RNA. Navedeni testovi omo-
gucuju detekciju pan-enterovirusne RNA
u CSF-u unutar 24h od uzorkovanja.

Najsuvremenija generacija pan-en-
terovirusnih testova temelji se na Gene-
Xpert tehnologiji (Cepheid, Sunnyvale,
USA) koja se sastoji od potpuno auto-
matizirane izolacije nukleinskih kiselina
te izvodenja viSestrukog pan-enterovi-
rusnog PCR-a u samo 2.5 sata (7). Vali-
dacijske su studije pokazale da ovaj test
detektira 63 serotipa enterovirusa s gra-
nicom detekcije od 0,0002 to 200 TCID;,
(50% tissue culture infective dose).

Klasi¢ne metode kultivacije ente-
rovirusa in vifro ne primjenjuju se u
rutinskoj dijagnostickoj obradi bolesni-
ka s enterovirusnim meningitisom jer
iskazuju nizu osjetljivost u usporedbi s
molekularnim metodama i daju rezultat
izvan klinicki relevantnog vremena (oko
7 dana) (6). Medutim, metoda kultiva-
cije je znacajna za pracenje distribuciju
enterovirusa u populaciji. Molekularna
heterogenost enterovirusa analizira se
sekvenciranjem pojedinih regija virusa i
primjenjuje se u epidemioloskim istrazi-
vanjima.

U molekularnoj dijagnostici infekci-
je s HSV-1/2 primjenjuju se PCR testoviu
stvarnom vremenu (5). The International
Herpes Management Forum (IHMF) je
2004. g. izradio preporuke prema kojima
je detekcija HSV DNA u cerebrospinal-
nom likvoru PCR-om metoda izbora za
dijagnostiku HSV encefalitisa (8). Meto-
da kultivacije se primjenjuje samo u dija-
gnostickoj obradi neonatalnog herpesa,
dok se analiza intratekalne sinteze pro-
tutijela specificnih za HSV preporucuje
u dijagnostickoj obradi bolesnika kod
kojih je lumbalna punkcija ucinjena tek
nekoliko dana nakon pojave neuroloskih
simptoma a rezultat PCR-a je negativan
(8). IHMF takoder preporucuje ponoviti
PCR na HSV-1/2 DNA u CSF-u nakon
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zavrsetka lijeCenja kako bi se potvrdila
eliminacija repliciraju¢eg virusa (8-9).

Preporuke Infectious Diseases Soci-
ety of America (IDSA) iz 2008. g. tako-
der navode da se uzorci CSF-a svih bole-
snika s encefalitisom moraju testirati na
prisutnost HSV-1/2 DNA PCR-om (5).

Klini¢ka korisnost detekcije HSV-
1/2 ovisi o vremenu uzorkovanja CSF-a.
U vecine odraslih imunokompetentnih
bolesnika PCR-om se moze detektirati
HSV DNA neposredno nakon pojave pr-
vih simptoma te tijekom prvog tjedna an-
tivirusnog lije¢enja zbog povecanja broja
fragmenata DNA u CSF-u (5, 8).

Nekoliko studija je pokazalo da se
HSV DNA u CSF-u moze uspjesno de-
tektirati PCR-om 1-3 dana nakon zapoci-
njanja antivirusnog lije¢enja ¢ak i u bo-
lesnika kod kojih je prvi PCR bio negati-
van (10-12). Stoga IDSA preporucuje da
se u bolesnika s klinickom dijagnozom
HSV encefalitisa i negativnim PCR-om
prije lijeCenja ponovi testiranje nakon
3-7 dana primjene aciklovira te da se
negativan rezultat drugog PCR-a koji je
ucinjen tijekom lijeCenja moze smatrati
kriterijem za prekid lijeCenja (5).

Mejias i sur. (2009) su analizirali
klinicku znacajnost opetovano poziti-
vnog PCR-a na HSV-1/2 DNA u CSF-u
novorodencadi nakon 15-21 dana terapije
i pokazali da postoji potreba opseznijih
studija o ucestalost i klinickoj znacaj-
nosti perzistentno pozitivnog PCR-a na
HSV u djece (13).

Tang i sur. (1999) su analizirali pri-
sutnost HSV-1/2 DNA u 209 uzoraka
CSF-a s normalnim brojem leukocita i
koncentracijom proteina PCR-om na i
svi su uzorci bili negativni (14). Stoga se
molekularno testiranje likvora u kojem
nisu otkrivene citoloske i biokemijske
promjene ne preporucuje u rutinskoj di-
jagnostici (14).

U odraslih imunokompetentnih oso-
ba osjetljivost PCR-a u dijagnostici HSV
encefalitisa kreé¢e se od 96-98%, dok je
specifiénost (ovisno o metodi) u raspo-
nu od 95-99% (8). Literaturni podatci
o osjetljivosti i specifiénosti PCR-a na
HSV-1/2 u novorodencadi i djece su vari-
jabilni a osjetljivost molekularnih meto-
da procjenjuje se na 75-100% (9).

Klinicku znacajnost molekularne
detekcije nekih virusa u CSF-u potre-
bno je pazljivo interpretirati. Primjerice,
VZV DNA moze se uspjes$no detektirati
u CSF-u no negativan rezultat ne smatra
se dostatnim kriterijem za isklju¢ivanje
encefalitisa. EBV DNA u CSF-u se ta-
koder moze uspjesno detektirati i kvan-
tificirati no dokaz replikacije virusa ne
ukazuje uvijek na aktivnu CNS infekciju
ve¢ moze biti rezultat replikacije virusa
u latentno zarazenim mononuklearnim
stanicama te je rezultate potrebno inter-
pretirati u kontekstu klini¢ke slike i re-
zultata seroloske analize (5).

Molekularna dijagnostika sepse

Cilj primjene molekularnih metoda
u dijagnostici sepse je povecanje osjetlji-
vosti testiranja u usporedbi s klasicnim
mikrobioloskim tehnikama, skracenje
vremena testiranja te smanjenje inhibi-
cijskog ucinka antibiotika na detekciju
patogena (1-3). Od 2007. g. u Europi je
dostupan prvi standardizirani test za mo-
lekularnu dijagnostiku sepse koji je odo-
bren za in vitro dijagnosti¢ku primjenu
(LightCycler SeptiFast test, Roche Dia-
gnostics) (15).

Test se temelji na metodi visestrukog
PCR-a u stvarnom vremenu i omogucuje
detekciju DNA 25 najces¢ih uzro¢nika
sepse u perifernoj krvi za samo 6 sati
(15). Test detektira DNA Gram-negati-
vnih bakterija (Escherichia coli, Kleb-
siella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Serratia marcescens, Enterobacter clo-
acae, Enterobacter aerogenes, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Stenotropho-
monas maltophilia), Gram-pozitivnih
bakterija (Staphylococcus aureus, Co-
agulase-negative Staphylococci, Stre-
ptococcus pneumoniae, Streptococcus
spp., Enterococcus faecium, Enterococ-
cus faecalis) i gljiva (Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida parapsilo-
sis, Candida krusei, Candida glabrata,
Aspergillus  fumigatus) (15). Granica
detekcije za koagulaza negativni stafi-
lokok, C. glabrata 1 Streptococcus spp.
iznosi 100 CFU/ml (colony forming unit)
odnosno 30 CFU/ml za ostale patogene.
SeptiFast test detektira DNA zivih i mr-
tvih mikroorganizama kao i genomske

S. Zidovec Lepej. Molekularna dijagnostika infektivnih bolesti. Paediatr Croat 2011; 55 (Supl 1): 43-50

fragmente te moZze uspjesno identificirati
uzrocnika sepse i u bolesnika kod kojih
je ve¢ zapocCeta preemptivna antimikro-
bna terapija.

Analiticke i klinicke validacije Se-
ptiFast testa pokazale su znacajno vecu
osjetljivost ovog molekularnog testa u
usporedbi s klasiénim mikrobioloskim
metodama, posebice u dijagnostici po-
limikrobnih sepsi i gljiviénih infekcija
(npr. Aspergillus fumigatus) imunokom-
promitiranih bolesnika. Veéina dosada-
$njih studija analizirala je klinicku kori-
snost SeptiFast testa u odraslih bolesnika
s klinickom dijagnozom sepse, bolesnika
s endokarditisom, bolesnika lijecenih u
jedinicama intenzivne medicine te bole-
snika lijecenih transplantacijom (15-19).
Literaturni podatci o primjeni moleku-
larne dijagnostike sepse u djece su osku-
dni. Mussap i sur. su 2007. g. dokazali
primjenjivost SeptiFast testa u dijagno-
sti¢koj obradi novorodenacke sepse (15).

Molekularna dijagnostika respiratornih
patogena

Razvoj molekularnih metoda koje
omogucavaju istovremenu detekciju nu-
kleinskih kiselina viSe razlicitih uzroc¢ni-
ka potaknuo je razvoj brojnih standardi-
ziranih testova za dijagnostiku ve¢eg bro-
jarespiratornih patogena (6). Suvremena
dijagnostika respiratornih virusa najce-
S¢e se temelji na testiranju panela koji
detektira nukleinske kiseline razlic¢itog
broja patogena (20-21). Osnovni moleku-
larni panel respiratornih virusa najcesce
ukljucuje detekciju nukleinskih kiselina
respiratornog sincicijskog virusa tipa A
i B, virusa influence tipa A (H1 i H3) i
B te HINI soja karakteriziranog 2009.
g. dok prosireni panel najéesce ukljucuje
i detekciju humanog metapneumoviru-
sa, virusa parainfluence 1-3, rinovirusa
i adenovirusa (20-21). Primjena mole-
kularnih metoda u dijagnostici respira-
tornih virusa ima znacajne prednosti u
usporedbi s drugim metodama od kojih
valja izdvojiti vecu osjetljivost u uspore-
dbi s klasicnim dijagnostickim metoda-
ma (DFA ili metoda kultivacije), brzinu
testiranja 1 moguc¢nost detekcije virusa
koji se ne mogu jednostavno kultivirati u
rutinskim laboratorijima. Medutim, mo-
lekularna detekcija panela respiratornih

virusa ima i odredena ograni¢enja jer je
dostupna iskljucivo u specijaliziranim
laboratorijima i znacajno je skuplja od
primjerice DFA metode.

0d 2009. g. do danas pojavio se veci
broj testova za molekularnu dijagnostiku
influence koji najces¢e ukljuCuju isto-
vremenu detekciju RNA virusa influen-
ce A (H1 i H3), influence tipa B i HIN1
(22-27). Vecina standardiziranih testova
za molekularnu dijagnostiku influen-
ce ukljucuje automatiziranu izolaciju
nukleinskih kiselina iz obrisaka nazo-
farinksa ili aspirata §to znacajno sma-
njuje moguénost kontaminacije tijekom
manuelne izolacije nukleinskih kiselina
te skracuje vrijeme testiranja. Od 2010.
g. dostupan je i prvi potpuno automati-
zirani molekularni test za dijagnostiku
influence (ukljucujuéi i HIN1) na GenX-
pert tehnologiji koji se u praksi najcesce
primjenjuje za brzu dijagnosticku obradu
bolesnika u jedinicama intenzivnog lije-
¢enja te imunokompromitiranih bolesni-
ka (27).

Osim molekularnih testova koji de-
tektiraju Citav panel respiratornih virusa,
dostupni su nam i PCR testovi u stvar-
nom vremenu koji detektiraju nuklein-
ske kiseline pojedinih respiratornih pa-
togena. Prednost ovog tipa testiranje jest
mogucnost ekonomski racionalne ciljane
dijagnostike (primjerice detekcija HIN1
tijekom pandemije) te ¢injenica da testo-
vi koji zasebno detektiraju nukleinske
kiseline pojedinih patogena imaju bolju
specificnost 1 osjetljivost. Primjerice, u
nekim standardiziranim panelima respi-
ratornih virusa pocetnice za detekciju ri-
novirusa iskazuju odredenu kriznu rea-
keiju s enterovirusima. Takoder je vazno
istaknuti da ve¢ina molekularnih testova
koji ukljucuju testiranje panela respira-
tornih virusa nije validirana za primjenu
u imunokompromitiranih osoba.

Molekularne metode primjenjuju se
iu dijagnostici drugih uzro¢nika respira-
tornih infekcija djece od kojih za potrebe
ovog ¢lanka izdvajamo molekularnu di-
jagnostiku pertusisa. Dostupnost PCR-a
u stvarnom vremenu za detekciju DNA
Bordetella pertussis u obriscima nazo-
farinksa i aspiratima djece omogucila je
brzu etioloSku dijagnostiku ove bolesti
unutar klinicki relevantnog vremena (2-

3 h) (28-31). Od 1980. g. do danas obja-
vljeno vise od 100 razlicitih protokola za
molekularnu detekciju B. pertussis DNA
odnosno za istovremenu detekciju DNA
B. pertussis i B. parapertussis (28-31).
Ciljne strukture molekularnih testova
opisanih u literaturi najéesc¢e su 1S481
gen, promotorska regija PT gena, gen
za adenilat ciklazu i gen za porin dok je
najcesca ciljna struktura gena za B. para-
pertussis IS1001 gen (28-31). U klinickim
laboratorijima danas se najcesce koriste
standardizirani testovi koji istovremeno
mogu detektirati DNA B. pertussis i B.
Parapertussis (29).

Literaturni podatci dokazuju visoku
osjetljivost (94%) 1 specifiénost (97%)
PCR-a za detekciju B. pertussis DNA
(32-34). Jedna od najopseznijih studija
koja je analizirala osjetljivost PCR-a i
metode kultivacije u dijagnostici infekci-
je s B. pertussis i parapertussis provede-
na je u Danskoj i obuhvatila je 3096 ho-
spitaliziranih bolesnika pracenih tijekom
3 godine (33). Rezultati studije pokazali
su da je osjetljivost metode kultivacije
bila 58%, dok je osjetljivost PCR-a bila
97% (33).

Preduvjet uspjesne primjene i inter-
pretacije molekularne dijagnostike per-
tusisa je utvrdivanje duzine respirator-
nih simptoma. U bolesnika kod kojih su
respiratorni simptomi krac¢i od 2 tjedna
preporucuje se primjena molekularne di-
jagnostike dok se u bolesnika kod kojih
respiratorni simptomi traju od 2-4 tjedna
u dijagnostici mogu koristiti molekular-
ne i seroloske metode (32). U bolesnika
kod kojih respiratorni simptomi traju
duze od 4 tjedna ne preporucuje se mole-
kularna dijagnostika ve¢ iskljucivo sero-
loske metode (PCR c¢e tada biti najcesce
negativan) (32).

Literaturni podatci o osjetljivost mo-
lekularne detekcije B. pertussis DNA u
djece tijekom antimikrobnog lijecenja
su oskudni. Bidet i sur. (2008.) su ana-
lizirali prisutnost B. pertussis DNA u
aspiratima nazofarinksa 22 djece tije-
kom antimikrobnog lijeCenja i pokazali
da je u 21/22 djece PCR bio pozitivan
nakon 5 dana lije¢enja (35). Nakon c¢ak
14 dana lijecenja, B. pertussis DNA bila
je detektabilna u aspiratima u ¢ak 10 od
12 djece Sto pokazuje da se molekular-
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ne metode uspje$no mogu primijeniti i u
dijagnosti¢koj obradi djece kod kojih je
zapocelo antimikrobno lijecenje (35).

Molekularna dijagnostika
herpesvirusa

Molekularne metode najcesée se
primjenjuju za kvantifikaciju DNA EBV-
a, CMV-a Parvovirusa B19 i humanog
herpesvirusa 6 (HHV-6) u razlicitim
bioloskim uzorcima (krv, plazma, CSF)
(6-3). Kvantifikacija CMV DNA u dija-
gnostickom je smislu iznimno znacajna
u pracenju rizika od nastanka posttran-
splantacijske CMV-bolesti i ranog ot-
krivanja bolesti, dijagnostickoj obradi
kongenitalne CMV infekcije i CMV-
bolesti u HIV-om zarazenih osoba (26).
Longitudinalno pra¢enje CMV viremije
omogucuje pracenje ucinka antivirusnog
lijeCenja 1 moguce rezidualne virusne
replikacije koja predstavlja i indirektan
pokazatelj moguce rezistencije na ganci-
klovir. CMV DNA kvantificira se kvan-
titativnim PCR testovima najcescée u pla-
zmi, krvi i urinu.

U klinickoj dijagnostici kvantifika-
cija CMV DNA temelji se iskljuc¢ivo na
testovima s granicom detekcije koja je
definirana temeljem klinicke znacajnosti
viremije (najces¢e od 500-1000 kopija
CMV DNA/ml) dok se testovi vrlo ve-
like osjetljivosti (primjerice s granicom
detekcije <10 kopija CMV DNA/ml) ne
primjenjuju se u dijagnostici (37-38). Na-
ime, klinicka korisnost vrlo osjetljivih
testova za kvantifikaciju CMV DNA je
ogranicena zbog mogucnosti detekcije
latentnog virusa (38).

Primjerice, Halfon i sur. (2011.) su
izradili algoritam prema kojem se vire-
mija od 1130 kopija CMV DNA/ml pri-
mjenjuje kao kriterij za zapocinjanje pre-
emptivnog antivirusnog lije¢enja nakon
transplantacije hematopoetskih stanica
(osjetljivost 71%, specificnost 65%) (39).
U bolesnika lijecenih transplantacijom
solidnih organa, vecina klini¢kih studija
pokazuje da su klini¢ki znacajne viremi-
je >2000 kopija CMV DNA/ml (39, 40).

Kvantifikacija CMV DNA u amni-
onskoj tekucini te plazmi majke vazna je
komponenta dijagnosti¢ke obrade mogu-
¢e primarne CMV infekcije majke i fetu-
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sa a dijagnoza kongenitalne CMV infe-
kcije temelji na kvantifikaciji CMV DNA
u urinu unutar prva 2 tjedna od poroda
(41-43). Brojni literaturni podatci po-
kazuju da u postavljanju retrospektivne
dijagnoze kongenitalne CMV infekcije
detekcija CMV DNA u Guthire kartica-
ma (dried blood spots, DBS) moze biti
iznimno korisna (44). Preduvjet rutinske
primjene detekcije CMV DNA u DBS je
standardizacija metode ekstrakcije bio-
loskog uzorka s filter papira te prilago-
dba metodologije izolacije nukleinskih
kiselina iz ovakvog uzorka.

U molekularnoj dijagnostici EBV
infekcije takoder se koriste iskljucivo
kvantitativni PCR testovi. Kvantifikaci-
ja EBV DNA najces¢e se primjenjuje u
dijagnostickoj obradi transplantiranih
bolesnika u svrhu ranog otkrivanja post-
transplantacijske limfoproliferativne bo-
lesti (posttransplant lymphoproliferative
disorder, PTLD) (45).

Longitudinalno pracenje EBV vi-
remije u perifernoj krvi preporucuje
se u visokorizi¢nih bolesnika lijeCenih
transplantacijom (seroloski negativni
primatelji stanica ili organa seroloski
pozitivnih davatelja). Osim u transplan-
tacijskoj medicini, kvantifikacija EBV
DNA primjenjuje se za pracenje kinetike
virusne replikacije odnosno rezidualne
viremije u bolesnika s klinicki tezim
oblicima infekcijske mononukleoze od
kojih posebno treba izdvojiti bolesnike s
hemofagocitnim sindromom (46-47).

Razvoj hemofagocitnog sindroma u
sklopu infekcijske mononukleoze uzor-
kovane EBV-om naj¢es¢i je u osoba azij-
skog podrijetla no opisan je i u Europi
(47). Kvantifikacija EBV DNA primje-
njuje se i u dijagnostickoj obradi kroni-
¢ne aktivne EBV infekcije, EBV encefa-
litisa i malignih bolesti (45, 48).

Poseban izazov u kvalitetnoj mo-
lekularnoj dijagnostici EBV infekcije
vazno je odabrati odgovarajuci bioloski
uzorak (periferna krv, plazma, serum) te
pri longitudinalnom pracenju uvijek ko-
ristiti identican molekularni test (45).

Molekularna dijagnostika infekcije
virusom humane imunodeficijencije tipa
1 (HIV-1), virusom hepatitisa C (HCV) i

virusom hepatitisa B (HBV)

Molekularne metode koriste se za
pracenje kinetike aktivne virusne repli-
kacije, procjenu uspjeSnosti antiviru-
snog lije¢enja, dokazivanje rezistencije
na antivirusne lijekove kao i za analizu
molekularne heterogenosti HIV-a tipa 1,
HBV-a i HCV-a. Molekularna dijagno-
stika HI'V-infekcije sastoji se od nekoli-
ko podrucja testiranja:

e kvantifikacija HIV-1 RNA u plazmi;

e odredivanje rezistencije HIV-a na an-
tivirusne lijekove (inhibitore rever-
zne transkriptaze, inhibitore protea-
ze 1 inhibitore integraze);

e odredivanje tropizma virusa u svrhu
identifikacije bolesnika koji se mogu
lijeciti inhibitorom CCRS5 korecepto-
ra;

e detekcija HLA-B*5701 u kontekstu
preosjetljivosti na abakavir.

PCR testovi u stvarnom vremenu za
kvantifikaciju vanstaniéne HIV-1 RNA
u plazmi omoguéuju dijagnosticiranje
zaraze HIV-om u djece mlade od 18 mje-
seci kod kojih se zbog perzistencije maj-
¢inskih protutijela ne koriste seroloske
metode detekcije protutijela specificnih
za HIV (49, 50). Sukladno preporukama
ekspertnog panela iz SAD-a "Panel on
Antiviral Therapy and Medical Manage-
ment of HIV-infected Children", kvanti-
fikacija HIV-1 RNA u djece HIV-om za-
razenih majki preporucuje se u dobi od
14-21 dana, 1-2 mjeseca kao i nakon 4-6
mjeseci (49). Klinicka osjetljivost kvan-
tifikacije HIV-1 RNA raste s dobi od 25-
40% u prvih nekoliko tjedana zivota pa
do ¢ak 90-100% u dobi od 2-3 mjeseca
(51-54).

Dijagnoza zaraze HIV-om u djece
obvezno se temelji na dva PCR testa iz
dva zasebna bioloska uzorka u kojima
je dokazana virusna replikacija. Zaraza
HIV-om moze se definitivno iskljuciti te-
meljem najmanje dva PCR testa u kojima
HIV-1 RNA nije detektirana (prvi test
uc¢injen u dobi >1 mjeseca a drugi u dobi
>4 mjeseca zivota) (49). Kinetika HIV-
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1 RNA u plazmi perinatalno zarazene
djece razlikuje se u odnosu na uobicajeni
obrazac viremije u odraslih HIV-om za-
razenih osoba i adolescenata. Prospekti-
vna studija Shearer i sur (1997) pokazala
je da nakon relativno male viremije pri
rodenju (<10000 kopija HIV-1 RNA/ml),
u dobi od 2 mjeseca dolazi do porasta vi-
remija na vrijednosti koje su Cesto vece
od 100000 kopija HIV-1 RNA/ml (55).
Za razliku od kinetike viremije u odra-
slih osoba, kontrola virusne replikacije
u djece se teze uspostavlja te se visoke
vrijednosti viremije mogu detektirati i
nakon nekoliko godina §to se povezuje s
nepotpuno razvijenim imunoloskim su-
stavom kao i s pove¢anjem broja stanica
u kojima se HI'V moze replicirati tijekom
somatskog rasta djeteta (56-57).

U djece s dokazanom HIV-infekci-
jom, kvantifikacija HIV-1 RNA prepo-
rucuje se neposredno nakon dijagnoze
te kasnije u intervalima pracenja od 3-4
mjeseca (49). Standardizirani testovi za
kvantifikaciju HIV-1 RNA dostupni na
trzistu temelje se na tri tipa tehnologije:
PCR (klasi¢ni i u stvarnom vremenu),
NASBA (nucleic acid sequence-based
amplification test) i bDNA (branched
chain nucleic acid probe assay) testovi-
ma. Molekularna heterogenost HIV-a
iznimno je znacajna u podrucju kvantifi-
kacije HIV-1 RNA. Naime, ranije verzije
klasicnih PCR testova nisu adekvatno
kvantificirale non-B subtipove HIV-a
(primjerice subtip K i neke cirkularne
rekombinantne forme virusa) dok je dio
testova (npr. NASBA i bDNA testovi)
validiran samo za detekciju subtipova A-
G iz grupe M. Klinicku znacajnost ne-
adekvatne detekcije/kvantifikacije non-
B subtipova HIV-A pokazuje i primjer
HIV-1 DNA testova kojima su dobiveni
lazno-negativni rezultati u djece zaraze-
ne non-B subtipovima HIV-a (58-62).

U Europi, kvantifikacija HIV-1 RNA
najcesce se temelji na novim generacija-
ma PCR testovima u stvarnom vremenu
koji su validirani za detekciju i ekviva-
lentnu kvantifikaciju svih subtipova iz
grupe M kao i za izolate iz grupa O i N
HIV-a (63). Analiza molekularne hete-
rogenosti HIV-a u Hrvatskoj pokazala
je znacajnu zastupljenost non-B genoti-
pova te brojne cirkularne rekombinantne
forme Sto potvrduje vaznost primjene

najsuvremeniji PCR testova u stvarnom
vremenu u rutinskoj dijagnostici (64).

Odredivanje rezistencije HIV-a na
antiretrovirusne lijekove u djece pre-
porucuje se prije zapocinjanja lijeCenja
(primarna rezistencija) kao i u djece s vi-
rusoloskim neuspjehom terapije (65). Za
odredivanje rezistencije HIV-a na lijeko-
ve u rutinskoj dijagnostici preporucuje
se primjena standardiziranih genotipi-
zacijskih testova koji se temelje na se-
kvenciranju regija genoma koji kodiraju
sintezu reverzne transkriptaze, proteaze
i integraze. Klinicka znacajnost mutacija
za rezistenciju procjenjuje se primjenom
algoritma The International AIDS So-
ciety-USA (ISA-USA) Drug Resistance
Mutations Group iz 2010. g. (65).

U dijagnostickoj obradi osoba s
akutnim ili kroni¢nim hepatitisom C
molekularne metode primjenjuju se za
kvantifikaciju HCV RNA u serumu prije
i tijekom lijecenja kao i za genotipizaciju
virusa (66-68). Metoda izbora za dokazi-
vanje aktivne virusne replikacije HCV-a
je PCR u stvarnom vremenu zbog vrlo
viske osjetljivosti (5-10 IU/ml seruma)
i linearnog raspona detekcije od cak 8
logl0 IU/ml. Druge metode za kvanti-
fikaciju/detekciju HCV RNA poput kla-
sicnog PCR-a ili hibridizacijskih meto-
da rjede se koriste uglavnom zbog nize
osjetljivosti (66-68).

Obzirom na znacajnost genotipa kao
prediktora ishoda lijeCenja pegiliranim
interferonom alfa i ribavirinom, genoti-
pizacija virusa obvezni je dio predterapij-
ske obrade bolesnika s kroni¢nim hepa-
titisom C (67). Genotip HCV-a najcesce
se odreduje standardiziranim testovima
koji se temelje na kombinaciji PCR-a ire-
verzne hibridizacije na nitroceluloznim
membranama s probama koje su specifi-
¢ne za sekvence u 5' nekodirajucoj regiji
genoma ili metodom sekvenciranja poje-
dinih regija genoma virusa (66, 69).

Kvantifikacija HBV DNA u serumu
zarazenih osoba omogucava procjenu
kinetike virusne replikacije koja je zna-
¢ajna za pracenje tijeka bolesti ali i za
pracenje ucinka antivirusnog lijeCenja te
ranog otkrivanja moguceg nastanka re-
zistencije na lijekove (66, 70, 71). Meto-
da izbora za kvantifikaciju HBV DNA u

klinickim laboratorijima je PCR u stvar-
nom vremenu zbog iznimne osjetljivosti
(donja granica detekcije 5-10 IU/ml) 1 li-
nearnog raspona detekcije od ¢ak 9 logl0
1U/ml.

Uz kvantifikaciju HBV DNA, mole-
kularnim metodama odreduje se rezisten-
cija virusa na antivirusne lijekove te ge-
notip virusa (72-76). Rezistencija HBV-a
na analoge nukleozida i nukleotida moze
se odrediti ili standardiziranim testovi-
ma koji ukljuuju kombinaciju PCR-a i
reverzne hibridizacije ili sekvenciranjem
pol regije genoma virusa te analizom
klinicke znacajnosti otkrivenih mutacija
(76). U bolesnika lije¢enih lamivudinom
najc¢esce se nalaze mutacije rtM204V i
rtM204I koje uzrokuju rezistenciju viru-
sa na lamivudin i telbivudin (76).
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Summary
MOLECULAR DIAGNOSTICS OF INFECTIOUS DISEASES

S. Zidovec Lepej

Molecular methods are an essential part of clinical diagnostics in infectious diseases due to superior sensitivity, specificity and
ability to provide results within clinically relevant time. The majority of molecular methods used in clinical laboratories are based
on real-time polymerase chain reaction (PCR), nucleic acid hybridisation and sequencing. Molecular methods are widely used
in infectious diseases for detection and/or quantification of microbial nucleic acids providing diagnosis, indirect measurement of
replication rates, analysis of resistance to antimicrobial drugs as well as genotyping studies.
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