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OSOBITOSTI IZOLATA VIRUSA INFLUENCE
IZDVOJENIH IZ LJUDI U HRVATSKO]J

CHARACTERISTICS OF INFLUENZA VIRUSES ISOLATED FROM
HUMANS IN CROATIA

Vladimir Drazenovi¢*, Andreja Barisin
Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Zagreb

Summary

One of three major pandemics of the 20™ century is the greatest epi-
demics of all times, the so called Spanish flu, caused by the virus of the type
A/H1N1/, which in 1918 caused the death of around 50 million people.
Because of this and similar past pandemics occurrences WHO has estab-
lished a whole range of around 110 National influenza centers in different
countries of the world. Within this framework the National influenza center
for Croatia is also active. In this overview we will compare the basic charac-
teristics and occurrence patterns of these epidemics as well as the charac-
teristics of virus isolates extracted in Croatia in the period from 1999-2005.

Key words: Influenza; Laboratory methods; Flu pandemics

UvVOD

Prvi se put bolest sli¢na gripi spominje 500. godine prije Krista u Grckoj. 1170.
godine zabiljezena je u Engleskoj, a 1358. i u Italiji kada dobiva ime influenca. Ime je
dobila od talijanskog naziva za tu bolest "influenza di fredo" $to bi znacilo utjecaj hlad-
noce, jer se u pravilu javlja u najhladnijim mjesecima [1, 2].

Prema nekim podacima, i na brodu "Isabela 2" glasovitog moreplovca Kristofora
Kolumba 1493. godine pojavila se influenca.

Kod nas se udomacio naziv gripa jer smo rije¢ preuzeli od francuskog “gripper”,
Sto znaci zgrabiti, S¢epati, a upravo je to i najbolji opis kako zapocinje sama bolest —
naglo[3,4,5].

*  Adresa za dopisivanje: V. Drazenovi¢, dr. med., spec. virusolog, Hrvatski zavod za javno zdravstvo,
Nacionalni centar za influencu, Rockefellerova 12, 10000 Zagreb, Hrvatska, Tel.: +385 1 48 63 264,
Fax.: + 385 1 46 83 017, E-mail: vladimir.drazenovic@hzjz.hr
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Prve se pandemije odnosno obolijevanja u cijelom svijetu biljeze 1580. godine u
Aziji, a viSe od stoljeca poslije 1700. 1 u Europi. Jedna od tri velike pandemije 20. stoljeca,
najveca epidemija svih vremena tzv. "Spanjolska gripa" uzrokovana virusom tipa A/
HIN1/,1918. godine usmrtila je oko 50 milijuna ljudi [6, 7, 8]. Slijedece pandemije 1957.
1 1968. izazvale su takoder veliki broj oboljelih i visoku smrtnost te je upravo iz tih
razlogaiu Hrvatskoj poc¢etkom pedesetih godina proslog stolje¢a osnovan Nacionalni
centar za pracenje pobola od influence kao jedan od 110 kooperativnih centara Svjetske
zdravstvene organizacije.

Nacionalni influenca centar (NIC) osnovan je 1949. godine u suradnji Zavoda za
javno zdravstvo Republike Hrvatske i Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

Virus influence prvi put je izdvojen u Hrvatskoj 1950. Do 1977.izdvojen je godiSnje
pojedan tip virusa, a od tada uvijek vise tipova virusa influence po sezoni. Godine 1992.
u dijagnostiku je uvedena stani¢na kultura MDCK, a od 1995. brze dijagnosticke metode
s monoklonskim protutijelima.

Hrvatska je preko svog Nacionalnog centra za pracenje i dijagnostiku influence
uklju¢ena u mrezu od 110 laboratorija Svjetske zdravstvene organizacija (5ZO) pa kao
dugogodisnji ¢lan prima najnovija dnevnaizvjeséaisve najvaznije ¢injenice prenosiu
javnost. Pradenje virusa pticje gripe A/H5N1/u Nacionalnom centru za influencu provodi
se od 1998. godine i dosada u nasoj zemlji nije zabiljeZen niti jedan slucaj infekcije
¢ovjeka tim tipom virusa.

U ovom pregledu prikazat éemo viruse influence izdvojene u naSem laboratoriju i
njihove antigenske karakteristike u razdoblju od 1999. do 2005. godine.

Osobitosti virusa influence

Postoje tri tipa gripe — A, Bi C. Od tipa A mogu se razboljeti ljudi, ali i mnoge
zivotinjske vrste — ptice, svinje, konji. Virusima tipa B i C mogu se zaraziti samo ljudi, ali
oni nemaju tako veliku vaznost za ¢ovjeka jer izazivaju blaze klinicke slike i ne uzrokuju
pandemije [9, 10].

Virus je inace po svojoj strukturi kuglastog oblika i na povrsini ima karakteristicne
nastavke hemaglutinin i neuraminidazu koji ¢ine ¢ak 40% njegove mase.

Osnovu genetskog materijala virusa influence tipa A ¢ini jednolancana ribonu-
kleinska kiselina podijeljena u 8 dijelova, koja je izmedu ostalog i zbog tog razloga vrlo
sklona mutacijama prilikom replikacije genetskog materijala [11, 12, 13].

Osam segmenata RNK determinira i 10 najvaznijih proteina virusa influence, a to
su: hemaglutinin (HA), neuraminidaza (NA), protein membrane (M1), protein ionskih
kanala (M2), kompleks transkriptaza s nukleoproteinom (PB1, PB2, PA + NP) i ne-
strukturni proteini (NS1iNS2) [9, 10].

Radi prihvacanja za epitel stanice respiratornog trakta covjeka, moraju se pomocu
receptora hemaglutinina uz enzim proteazu (nalazi se u epitelnim stanicama respirator-
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nog sustava) podijelitina H1 i H2 na mjestu cijepanja (engl. cleavage site). Da bi se virus
prihvatio za stanicu potrebno je da posjeduje specificno mjesto vezanja (engl. binding
site) a to mjesto karakteristicno je za vrstu pa tako aminokiselina /226 leucin/ govori da se
radi o humanom tipu influence, a aminokiselina /226 glutamin/ oznacava pticji soj
virusa influence.

U svrhu vezanja za epitelne stanice domacina potrebno je da se oligosaharid, sija-
li¢na kiselina koji je specifi¢an za covjeka (o 2, 6 ili za ptice (0 2, 3), veZe za hemaglutinin
virusa [14, 15].

Smatra se da neki virulentni tipovi virusa gripe mogu koristiti plazminogen kao
enzim, a kako se on nalazi u mnogim tkivima i organima ¢ovjeka, klinicka je slika bolesti
tada mnogo teza jer je moguce da virus dode i do drugih organskih sustava, a ne samo
do respiratornog trakta. U tijelu tada mogu nastati brojne upale od bubrega do sréanog
misica, miokarditisa odnosno perikarditisa [16, 17]. Neuraminidaza pak ima zadacu da
razara proteine sluzi epitelnih stanica respiratornog trakta smanjujudi im viskoznost te
istodobno pospjesujuci vezivanje virusa gripe, a ujedno je ikatalizator koji regulira brzinu
otpustanja virusa iz zarazene stanice kao jedna vrsta "receptor destroying enzime" i tako
izravno utjece na virulentnost samog virusa [11, 15].

Zbog takve aktivnost neuraminidaze mnogi autori smatraju da joj bolje odgovara
naziv sialidaza.

MATERIJALIT METODE

U ispitivanju je koriSten materijal koji je stizao na ispitivanje u Nacionalni centar za
influencu Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo.

Ispitivanja su vrSena u odnosu na sljedece respiratorne viruse: respiratorni sinci-
cijski virus, adenoviruse, viruse parainfluence, a poglavito na viruse influence.

Godisnje je obradeno oko tisu¢u uzoraka, a u ovom radu prikazali smo razdoblje od
1999. do 2005. godine.

Ispitanici su bili iz svih dijelova Hrvatske, a poglavito se radilo o uzorcima s podru-
¢ja grada Zagreba i Zagrebacke zupanije.

U Klinickoj slici uglavnom je dominirala respiratorna simptomatologija s febrilitetom,
a kao vrsta uzorka najcesce je bio zastupljen nazalni ispirak, obrisak zdrijela i obrisak
nazofarinksa.

Prilikom uzimanja uzoraka izuzetno je vazno obratiti paznju na tri stvari. Najvaznija
¢injenica koja ujedno i izravno utjece na osjetljivost same metode jest rano (prva tri
dana od pocetka bolesti) uzimanje uzoraka. Materijal mora sadrzavati to vise epitelnih
stanica pa ako se radi o obrisku mora biti uzet energicno. Oduzeti materijal mora biti
odaslan u transportnom mediju i $to brze dostavljen u laboratorij. Nazalni ispirci i
aspirati uvijek su kvalitetniji materijal od raznih vrsta obrisaka jer, sadrzavaju vise
epitelnih stanica u kojima je virus prisutan.
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Izravne metode koriStene su za brzi dokaz virusa u svrhu evaluacije klinicke slike i
to poglavito direktna (neposredna) imunofluorescentna metoda s monoklonskim pro-
tutijelima [18].

Tom se metodom mogu dokazati oba tipa influence (A iB) li razlikovati podtipovi A
i B. Postoje i novi dijagnosticki testovi kojima se pokusSava determinirati pojedine
podtipove hemaglutinina, ali jo$ uvijek su lose specifi¢nosti i brojnih kriznih reakcija s
nekim drugim respiratornim virusima.

Nakon obrade u centrifugi potencijalno inficirane stanice fiksiraju se za predmetno
stakalce i nasloje se specifi¢cnim protutijelima koja su obiljeZzena konjugatom (fluorescein
—izotiocijanat).

Uispitivanju su u svrhu “screeninga” koristene i indirektne (posredne) imunoflu-
orescentne metode, jer je njihova komparativna prednost u odnosu na direktne mo-
gucnost koristenja puliranih protuseruma u odnosu na vise virusnih uzro¢nika [18, 19].

U obje metode reakcija se vizualizira pod fluorescentnim mikroskopom, a pozitivne
stanice razlikuju se od negativnih u intenzitetu bojanja i morfologiji.

Glavna prednost ovakvih metoda je uizuzetnoj brzini izvodenja u cilju postavlja-
nja diferencijalne dijagnoze, a nedostatci su im $to zahtijevaju veliku koli¢inu kvalitetnih
respiratornih epitelnih stanica, ovise o subjektivnoj procijeni i uvijek naknadno zahti-
jevaju verifikaciju izdvajanjem virusa.

Metode izolacije virusa na kulturi stanica ili oplodenim kokosjim jajima moguce je
koristiti ako je sistem osjetljiv na ispitivani virus. Te metode u osnovi znatno povecavaju broj
infektivnih cestica pa su stoga osjetljivije. S obzirom da zahtijevaju zivog uzro¢nika izuzetno
je vazan brzi transport uzorka do laboratorija [20, 21].

Te metode jos uvijek se smatraju "zlatnim standardom" u dokazu virusa influence, a
izolacija na kokosjim jajima obvezatna je za svaki Nacionalni centar za influencu jer
pruza mogucnost u evidenciju novomutiranih sojeva virusa. Na taj je nacin usporedbom
svih izdvojenih sojeva iz oko 110 laboratorija u svijetu moguc svake godine odabir
sojeva za proizvodnju sezonskog cjepiva.

Izdvajanje virusa na embrioniranim kokosjim jajima

Uzorci su inokulirani u amnionsku $upljinu 10 do 11-dnevnih oplodenih kokosjih
jaja. Nakon inkubacije od tri dana amnionska tekuéina pretrazena je na prisutnost he-
maglutinirajucih virusa, a u slucaju pozitivnog nalaza vrsi se identifikacija podtipova
metodom inhibicije hemaglutinacije [21, 22, 23].

Metoda inhibicije hemaglutinacije je kompleksna laboratorijska metoda koja
zahtijeva dosta vremena i visestruke kontrole za standardizaciju. Reagencije za dija-
gnostiku su u nasem centru na raspolaganju preko mreze SZQO. Prije pocetka izvodenja
testa obavezno je obraditi serume da bi se uklonili nespecifi¢ni hemaglutinini i inhibi-
tori. U testu se za dokaz hemaglutinirajucih antigena koriste eritrociti zamorca, kokosi,
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eritrociti ¢ovjeka krvne grupe 0ili puredi eritrociti rabljeni u nasem laboratoriju zbog
njihove visoke osjetljivosti. Vizualno se prati reakcija hemaglutinacije i inhibicije he-
maglutinacije te naj¢esée odreduju cetiri hemaglutinacijske jedinice. Ova metoda smat-
ra se vrlo specifi¢cnom u diferencijaciji HA podtipova [22, 23].

Metoda pruza moguénost stvaranja velikih kolic¢ina virusa te se stoga smatra vrlo
osjetljivom i esencijalnom za epidemiolosko pracenje virusa.

Stanicna kultura koja se takoder Cesto koristi za izdvajanje virusa influence je Ma-
din-Darby canine kidney (MDCK stanice). Prilikom inokulacije virusa u stanice naj-
¢esce se koristi tripsin [18]. Virus je moguce dokazati u roku od 10-tak dana, a odlikuje se
visokom osjetljivos¢u. Citopatski efekti koji se prate su mnogoznacni pa se stoga najcesce
za dokaz hemaglutinirajuceg virusa upotrebljava hemadsorpcija s eritrocitima zamorca
ili direktna imunoflorescentna metoda. Imunofluorescenca ima pritom vecu osjetljivost
u dokazu pozitivne virusne kulture nego hemadsorpcija [21].

REZULTATI

U razdoblju od 1999. do 2005. godine u nasem su laboratoriju dokazani razli¢iti
podtipovi virusa influence, koji su kasnije i potvrdeni od strane Referalnog centra za
humanu influencu u Londonu.

U Hrvatskoj je 1999. godine zabiljezena jedna od zadnjih vecih epidemija virusom
influence tzv. "australska gripa" s vise od 200 000 prijavljenih oboljelih. U svijetu su te
godine bili u cirkulaciji virusi tipa: A/H3N2/Sydney/5/97, A/HIN1/Bayern/7/95 i B/Bei-
jing/184/93, a u Hrvatskoj je kao dominantni tip ustanovljen A/H3N2/Sydney/5/97. Kra-
jem sezone pojavio se jos jedan tip virusa B/Beijing/184/93.

Suprotno katastrofi¢nim najavama novog milenija, 2000. godina donijela je olak-
Sanje i znatno slabiju epidemiju s 50 000 prijavljenih oboljelih. U svijetu su te godine
dokazani: A/H3N2/Moscow/10/99, A/HIN1/New Caledonia/20/99 i B/Beijing/184/93 dok
je u Hrvatskoj medu populacijom izdvojen slican dominantan virus podtipova: A/
H3N2/Sydney/5/97, A/H3N2/Moscow/10/99i A/H3N2/Ireland/10586/99 koji se razliko-
vao samo u seroloskim reakcijama.

Godina 2001. donijela je nesto opsezniju epidemiju s vise od 80 000 oboljelih zbog
promjene dominantnog podtipa determiniranog u nas kao: A/HIN1/Madagascar/57794/
00, A/HIN1/New Caledonia/20/99. U svijetu je dokazan takoder kao A/HIN1/Madagas-
car/57794/00 uz sporadicno pojavljivanje tipova A/H3N2/Moscow/10/99 i B/Sichuan/
379/99.

U godini 2002. nastavila se cirkulacija sojeva iz prosle godine i to podtipova: A/
HIN1/New Caledonia/20/99 te sporadi¢no s A/H3N2/Panama/2007/99 i B/Sichuan/379/
99, a oboljelo je oko 70 000 ljudi. Sli¢na situacija mogla se primijetitii u ostalim zemlja-
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ma. Dokazani su sojevi sljedeceg podtipa: A/HIN1/New Caledonia/20/99, A/H3N2/Pan-
ama/2007/99, B/Hong Kong/330/01 i B/Sichuan/379/99.

Godine 2003. u nasoj zemlji jos uvijek kao dominantni soj cirkulira A/HIN1/New
Caledonia/20/991 B/Sichuan/379/99, a broj prijavljenih oboljenja je sli¢an; oko 90 000. U
svijetu se te godine pojavljuje nesto izmijenjen tip virusa koji izaziva opseznije epide-
mije A/H3N2/Fujian/411/02, a jos su dokazani: A/HIN1/New Caledonia/20/99, A/HIN2/
Egypt/96/02, B/Hong Kong/330/01 i B/Sichuan/379/99.

Dok se u svijetu 2004. godine nastavlja dominacija virusa A/H3N2/Fujian/411/02 uz
jos neke druge serotipove: A/HIN1/New Caledonia/20/99, A/HIN2/Egypt/96/02, B/Hong
Kong/330/01 i B/Shangai/361/02 u Hrvatskoj su te godine izdvojeni virusi: A/H3N2/The-
ssaloniki/1/95, A/H3N2/Johannesburg/33/94, A/H3N2/Shangdong/9/93 i A/H3N2/Po-
land/15/91, A/H3N2/Washington/15/91, A/H3N2/Switzerland/8378/94. S obzirom na broj
prijavljenih oboljenja od priblizno 80 000 ne bi mogli reci da je bila rijec o pojavi nekog
novog soja virusa.

Godine 2005. u svijetu nastavlja kao dominantni tip virusa cirkulirati A/H3N2/Fujian/
411/02 uz A/HIN1/New Caledonia/20/99, A/HIN2/Egypt/96/02, B/Hong Kong/330/01i B/
Shangai/361/02 kao i godine prije dok je u nasoj zemlji bio dokazan A/HIN1/New Cale-
donia/20/99 i sporadi¢no B/Shagdong/7/97 koji su se pojavljivalii prijasnjih godina. Stoga
ibroj oboljelih ne varira znacajno u odnosu na prijasnje godine iiznosi oko 80 000.

Svi prikazani tipovi virusa u Hrvatskoj izdvojeni su naknadno na jajima te poslani
u Referalni centar u Londonu i na taj nacin ukljuceni u “sezonsko” cjepivo za zemlje
koje geografski pripadaju sjevernoj hemisferi naseg globusa.

Bolest se najcesce javljala u zimskim mjesecima i to najcesce od sijecnja do ozujka, a
pojedini slucajevi zabiljezeni su i u travnju.

RASPRAVA

U razdoblju od 1999. godine do 2005. zabiljeZeno je u Hrvatskoj sezonsko pojavlji-
vanje oboljenja uzrokovanog virusima influence.

Broj prijavljenih oboljenja Epidemioloskoj sluzbi Hrvatskog zavoda za javno
zdravstvo bio je neposredno ovisan o pojavi novih sojeva virusa pa je 1999. godine
zabiljezen najveci broj oboljelih od 200 000. Nakon te godine broj prijavljenih oboljenja
se stabilizirao i niti jedne godine nije prelazio brojku od 90 000 oboljelih.

Intenzivna epidemija 1999. godine bila je uzrokovana novim sojem virusa A/H3N2/
Sydney/5/97 i poznatija je u svijetu kao "australska gripa". Virusi podtipa A/H3N2/ i
inace su poznati kao najvirulentniji od svih cirkulirajucih tipova "sezonske" influence,
aisti podtip virusa pojavio seiu 2000. godini. S obzirom na sli¢ni genotip virusu iz 1999.
godine zabiljeZen je znatno manji broj oboljelih (50 000).
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Godina 2001. donijela je pojavu novog podtipa virusa influence A/HIN1/. U po-
pulaciji su te godine dokazani A/HIN1/New Caledonia/20/99 i A/HIN1/Madagascar
/57794/00 te je shodno tome i porastao broj oboljelih u odnosu na proslu godinu iizno-
sioje 80 000.

U slijede¢im godinama 2001., 2002., 2003. 1 2005. nastavila se cirkulacija dominantnog
soja unas A/HIN1/New Caledonia/20/99 i broj oboljelih se ustalio na brojci od 80 000
prijavljenih slucajeva u sezoni. Dok je u svijetu od 2003. godine dominantan bio podtip
virusa A/H3N2/Fujian/411/02 u Hrvatskoj to nije bio slucaj.

Iznimno smo 2004. dokazali neuobicajene sojeve potvrdene u Referalnom centru za
humanu influencu u Londonu. Dokazani podtipovi virusa A/H3N2/ razlikovali su se
od svih izdvojenih virusa influence u svijetu i determinirani su kao A/H3N2/Thessalo-
niki/1/95, A/H3N2/Johannesburg/33/94, A/H3N2/Shangdong/9/93 i A/H3N2/Poland/15/
91, A/H3N2/Washington/15/91, A/H3N2/Switzerland/8378/94.

Podtipovi virusa influence koji su dokazani u Referalnom centru pripadali su filo-
genetski grupi virusa koji su u cirkulaciji bili prije desetak godina i nije postojalo
logi¢no objasnjenje za njihovo pojavljivanje u Hrvatskoj. S obzirom da je te godine
broj prijavljenih slucajeva oboljenja bio na uobicajenoj razini od oko 80 000, smatramo
da se nije radilo o recirkulaciji ili pojavi novog soja virusa influence. Dokazani sojevi
virusa influence iz godine 2004. potjecu s pedijatrijskih odjela, dvije razli¢ite ustanove
za stacionarno lijecenje i podrijetlom su od razli¢itih pacijenata. Od izuzetne je vaznosti
napomenuti da uradu Nacionalnog centra za influencu Hrvatske u posljednjih desetak
godina nisu koriSteni stari sojevi virusa nego su svake godine iskljucivo u radu bili
prisutni podtipovi koji su te godine bili u cirkulaciji. Pojavnost ovakvih starih vrsta
izolata u razlicitih pacijenata neobi¢an je dogadaj i dosada jos nije opisan u medicin-
skoj literaturi.

Objasnjenje za ovakve pojavnosti teSko je dati, a prema jednoj pretpostavci moglo
bi se raditi o nekarakteristi¢noj kriznoj reakciji sa specificnim serumima u radu
laboratorija, Referalnog centra za dijagnostiku humane influence u Londonu.
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Sazetak

Jedna od tri velike pandemije 20. stoljeca, zapravo najveca epidemija svih vremena tzv.
"Spanjolska gripa" bila je uzrokovana virusom tipa A/H1N1/, a 1918. godine usmrtila je oko 50
milijuna ljudi. Zbog tog i slicnih dogadaja te pojava pandemija u proslosti, Svjetska zdravstvena
organizacija (SZO) ustrojila je niz od oko 110 Nacionalnih centara za influencu u razli¢itim
zemljama svijeta. U tim okvirima djeluje i Nacionalni centar za influencu Hrvatske. U ovom
pregledu prikazane su osnovne karakteristike i obrasci pojavljivanja epidemija te karakteristike
izolata virusa izdvojenih u Hrvatskoj u razdoblju od 1999. do 2005. godine.

Kljucne rijeci: Cripa; Laboratorijske metode; Pandemije gripe
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