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Cilj rada bio je prikazati virološke i epidemiološke značajke non-polio enterovirusnih (NPEV) infekcija u desetogodišnjem razdo-
blju (2000.-2009.) u Republici Hrvatskoj. Tijekom navedenog razdoblja u Laboratoriju za enteroviruse Hrvatskog zavoda za javno 
zdravstvo obrađeno je 2754 kliničkih uzoraka prikupljenih od 1880 bolesnika s kliničkom slikom enterovirusne infekcije. Dijagno-
za enterovirusne infekcije dokazana je izolacijom virusa u staničnoj kulturi, a virusi su tipizirani metodama neizravne imunoflu-
orescencije i/ili testom neutralizacije. NPEV infekcija dokazana je u  394 od 1880 bolesnika (21%). Osobe muškog spola češće 
su obolijevale od osoba ženskog spola u omjeru 1,8:1. Broj oboljelih najveći je u dobnoj skupini predškolske i školske djece. 
Bolesnici u kojih su izolirani NPEV najčešće su imali dijagnozu seroznog meningitisa - 234/394 (59,4%). Infekcije su najčešće bile 
uzrokovane echovirusima (218/394; 55,3%), zatim coxsackie B (126/394; 32,0%) i coxsackie A (31/394; 7,9%) virusima, a rjeđe 
su dokazani echovirus 22 - parechovirus 1 (16/394; 4,1%) i enterovirus 71 (3/394; 0,8%). Coxsackie B5 i B4 virusi kontinuirano se 
detektiraju tijekom istraživanog razdoblja s učestalijom pojavom svakih 4-5 godina. Najčešći izolat echovirusa bio je echovirus 
18 koji se detektira kontinuirano od 2000. do svoje epidemijske 2006. godine. Echovirus 6 i  echovirus 30 također se izoliraju 
kontinuirano s vršnim vrijednostima 2002. i 2008., odnosno 2002., 2006. i 2008. godine.
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ljudski non-polio enterovirusi (NPev) zajedno s 
poliovirusom i životinjskim enterovirusima Āine 
rod Enterovirus, porodice Picornaviridae, unutar ko-
jeg se danas svrstava najmanje 92 serotipa humanih 
patogena (1). Prvotna, povijesna klasiikacija ente-
rovirusa bazirana na kliniĀkoj slici u ljudi, patoge-
nezi infekcije u mišje sisanĀadi i rastu u staniĀnoj 
kulturi svrstava viruse iz ovog roda u polioviru-
se, coxsackie a, coxsackie B i echoviruse, a kasni-
je izdvojeni virusi klasiicirani su kao enterovirusi 
68-102 (2). razvojem molekularnih dijagnostiĀkih 
metoda uspostavljena je nova klasiikacija roda En-
terovirus u kojoj su NPev svrstani u 4 vrste ljudskih 

enterovirusa: a, B, C i D (3-5).  iako većina infekci-
ja uzrokovana NPev prolazi bez simptoma, NPev 
uzrokuju simptomatske infekcije središnjeg živĀa-
nog sustava, febrilne bolesti s osipom ili bez osipa, 
bolest šake stopala i usta, herpanginu, akutni he-
moragijski konjunktivitis, pleurodiniju, miokarditis 
i neonatalnu sepsu (6-9). Dugo je „zlatni standard“ 
za dijagnostiku enterovirusa bila kultivacija u sta-
niĀnoj  kulturi s naknadnom tipizacijom tipno-spe-
ciiĀnim hiperimunim serumima (10). Metoda koja 
sve više zamjenjuje izolaciju enterovirusa je mole-
kularna detekcija pomoću tzv. „panenterovirus – 
PCr“ testa, osjetljivijeg od kultivacije, ali koji ne raz-
likuje tipove enterovirusa. u sluĀaju molekularne 
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tipizacije koristimo se metodom sekvenciranja vP-1 
gena koji kodira tipno speciiĀne epitope virusa te 
genotipovi odgovaraju serotipovima (11). enterovi-
rusi se primarno umnažaju u probavnom sustavu, 
dugo izluĀuju stolicom, a prenose fekalno-oralnim i 
rjeāe dišnim putem. kako nema speciiĀne terapije 
za lijeĀenje tih infekcija dijagnostika i prevencija u 
smislu dobre osobne higijene važne su mjere  kon-
trole tih bolesti. NPev su prisutni svugdje u svijetu, 
a u zemljama s umjerenom klimom javljaju se u ljet-
nim mjesecima. o prisutnosti infekcija uzrokova-
nih NPev-ima i tipovima NPev-a koji kruže u nas 
publicirano je svega nekoliko radova, uglavnom u 
obliku prikaza epidemija, odnosno kraćih izvještaja 
za samo neke odreāene godine (12-15).

CILJ RADA

Cilj ovog rada bio je prikazati virološke i epidemi-
ološke znaĀajke NPev infekcija u desetogodišnjem 
razdoblju (2000.-2009.) u republici Hrvatskoj. 

MetoDe raDa

istraživanje je retrospektivno i obuhvaća desetogo-
dišnje razdoblje od 1.1. 2000. do 31.12. 2009. godine. 
Podaci su prikupljeni iz protokola laboratorija za 
enteroviruse koji je sastavni dio Nacionalnog po-
lio laboratorija svjetske zdravstvene organizacije 
u Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo. tijekom 
navedenog razdoblja u laboratorij za enteroviruse 
pristiglo je i obraāeno 2754 kliniĀkih uzoraka (1711 
stolica, 827 cerebrospinalnih likvora i 216 briseva 
ždrijela/nazofaringealnih sekreta) prikupljenih od 
1880 bolesnika s kliniĀkom slikom enterovirusne in-
fekcije kao i njihovih kontakata. uzorci su većinom 
prikupljeni od bolesnika hospitaliziranih u klinici 
za infektivne bolesti „Dr Fran Mihaljević“ u Zagre-
bu, ali i s odjela za zarazne bolesti drugih bolnica 
u republici Hrvatskoj. uzorci su obraāeni na stan-
dardni naĀin (10) i inokulirani na tri vrste staniĀne 
kulture: kontinuiranu kulturu bubrega majmuna 
– GMk (engl. Green Monkey Kidney), kontinuiranu 
kulturu rabdomiosarkoma – rD i kontinuiranu kul-
turu mišjih ibroblasta na Āijim stanicama se iska-
zuje humani staniĀni receptor za poliovirus – l20B. 
staniĀne kulture dobivene su od regionalnog refe-
rentnog laboratorija (WHO Labnet, National Public 
Health Institute, Helsinki, Finska). Nakon porasta 
tj. pojave citopatiĀnog uĀinka na GMk i/ili rD sta-
niĀnim kulturama, ali ne i na l20B staniĀnoj kulturi 

virusi su tipizirani testom neizravne imunoluo-
rescencije (Light Diagnostics, temecula, Ca) i/ili 
testom neutralizacije u mikrotitarskim ploĀicama 
(10) pomoću 18 skupina standardnih hiperimunih 
seruma (Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milie-
uhygiene, Bilthoven, the Netherlands).

reZultati

tijekom desetogodišnjeg razdoblja izolirana su 463 
virusa iz 2754 kliniĀka uzorka (16,8%), odnosno 
dokazana je infekcija nekim NPev-om u  394 od 
1880 bolesnika (21%) - 61 izolat dokazan je u dva ili 
više uzorka istog bolesnika. Broj pozitivnih kliniĀ-
kih uzoraka u odnosu na broj obraāenih kliniĀkih 
uzoraka po godinama  prikazan je na sl. 1. Postotak 
detektiranih NPev-a varirao je tijekom ispitivanog 
razdoblja, najveći je zabilježen 2009. godine (21,8%), 
zatim slijedi 2008.-a sa 21,6% te 2004.-ta i 2006.-ta sa 
20,1% detektiranih NPev-a. Najmanje NPev-a de-
tektirano je 2000. godine (8,0%).  

Najviše NPev-a izolirano je iz stolica bolesnika 
381/1711 (22,3%), zatim iz briseva ždrijela ili nazo-
faringealnog sekreta 27/216 (12,5%), a najmanje iz 
likvora 55/827 (6,7%).

od 394 bolesnika s dokazanom infekcijom ovim vi-
rusima, 252 ih je bilo muškog i 142 ženskog spola, 
odnosno osobe muškog spola Āešće su obolijevale 
od osoba ženskog spola u omjeru 1,8:1. srednja dob 
osoba s infekcijom uzrokovanom NPev-ima izno-
sila je 5,8 godina. Dobna raspodjela oboljelih prika-
zana je na sl. 2. Bolesnici u kojih je izoliran neki od 
NPev najĀešće su imali dijagnozu seroznog menin-

sl. 1. Broj uzoraka zaprimljenih i obraāenih u Laboratori-
ju za enteroviruse Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, 
tijekom desetogodišnjeg razdoblja 
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gitisa 234/394 (59,4%), rjeāe enterokolitisa 33/394 
(8,4%) odnosno febrilne bolesti s osipom ili bez osi-
pa 25/394 (6,3%), dok su ostali bolesnici obraāeni 
zbog sumnje na enterovirusnu infekciju u sklopu 
nekih drugih kliniĀkih sindroma kao što je npr. res-
piratorni katar, akutna mlohava kljenut i njihovi 
kontakti i dr.

Na sl. 3. prikazana je sezonska raspodjela NPev 
infekcija po mjesecima i godinama. vršna vrijed-
nost infekcija većinom je zabilježena od srpnja do 
studenog. infekcije su najĀešće bile uzrokovane 
echovirusima (218/394; 55,3%), zatim coxsackie B 
(126/394; 32,0%) i coxsackie a (31/394; 7,9%) viru-
sima, a rjeāe su dokazani echovirus 22 - parechovi-
rus 1 (16/394; 4,1%) i enterovirus 71 (3/394; 0,8%).  
NajĀešće dokazani serotipovi echovirusa bili su: 
6, 9, 11, 13, 14, 18 i 30 (45/218, 21%; 14/218, 6,4%; 
18/218, 8,3%; 15/218, 6,9%; 11/218, 5,0%; 55/218, 
25,2% i 42/218, 19,3%), dok su serotipovi 2, 3, 4, 5, 7, 
12, 20, 21, 25 i 26 dokazani u manjeg broja bolesnika 
ili u pojedinaĀnim sluĀajevima. Coxsackie B5 bio je 
najzastupljeniji serotip meāu coxsackie B virusima 

(50/126, 40%), dok je Coxsackie a9 bio najĀešće do-
kazan Coxsackie a virus (26/31, 84%). Na sl. 4a i 4b 
prikazana je uĀestalost najĀešćih serotipova NPev 
dokazanih u Hrvatskoj tijekom desetogodišnjeg 
razdoblja po godinama i tipu.

rasPrava

Ljudski NPev uzrokuju razliĀite bolesti od nepri-
mjetnih i vrlo blagih infekcija do teških kliniĀkih 
sindroma kao što su: serozni meningitis, encefalitis, 
akutne mlohave kljenuti, miokarditis i neonatalna 
sepsa. eradikacijom poliomijelitisa koja je u repu-
blici Hrvatskoj proglašena 2002. godine epidemi-
ološke i  virološke znaĀajke infekcija uzrokovanih 
NPev-ima postaju od izuzetne važnosti budući da 
pojedini serotipovi NPev mogu uzrokovati parali-
tiĀku bolest nalik na poliomijelitis. Nadalje, infekci-
ja NPev-ima najĀešći je uzrok seroznog meningitisa 
u razvijenim zemljama.

Dijagnoza enterovirusne infekcije u ovome radu po-

stavljena je temeljem izolacije tih virusa u staniĀnoj 
kulturi. iako je prednost ove metode mogućnost re-

Sl. 2. Dobna raspodjela oboljelih od infekcija uzrokova-
nih non-polio enterovirusima
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lativno jeftine tipizacije metodama neizravne imu-

noluorescencije i neutralizacije pomoću standar-

dnih hiperimunih seruma ona sa sobom nosi i neke 
posebne zahtjeve. Za izolaciju virusa na staniĀnoj 
kulturi potrebno je odreāeno vrijeme (3-14 dana) 
kao i velika struĀnost laboratorijskog osoblja. tako-

āer, poznato je da  se odreāeni tipovi coxsackie a 
virusa ne mogu umnožiti u staniĀnoj kulturi (4).

Najbolji kliniĀki materijal za izolaciju NPev-a je 
stolica, zatim bris ždrijela ili nazofaringealni ispi-
rak, i na kraju cerebrospinalni likvor (16). virus je 
u stolici prisutan u visokom titru i u mnogo duljem 
razdoblju nego u bilo kojem drugom uzorku (17) 
što su potvrdili i rezultati ove studije (22,3% po-

zitivnih uzoraka stolica, 12,7% pozitivnih briseva 
ždrijela ili nazofaringealnih aspirata i 6,7% pozitiv-

nih cerebrospinalnih likvora). 

osjetljivost izolacije na staniĀnoj kulturi u odnosu 
na molekularnu dijagnostiku je niža i ovisi o vr-

sti kliniĀkog uzorka. osjetljivost metode izolacije 
NPev-a iz stolice u odnosu na reverznu transkrip-

ciju lanĀanom reakcijom polimerazom (rt-PCr) 
iznosi od 71% do 87%, dok je osjetljivost izolacije 
NPev-a iz cerebrospinalnog likvora daleko niža i 
iznosi 38%  do 59% u odnosu na istu metodu mo-

lekularne dijagnostike (18). stoga je za potrebe po-

tvrde kliniĀke dijagnoze enterovirusnog meningiti-
sa neophodno dijagnostiku enterovirusa iz likvora 
provoditi metodom rt-PCr (9,18). Meāutim, tom 
metodom ne možemo odrediti tip NPev, te u slu-

Āaju epidemiološke potrebe za tipizacijom virusa, 
nakon detekcije NPev-a rt-PCr metodom javlja 
se potreba za daljnjim skupim postupcima kao što 
je sekvenciranje dijela virusnog genoma. stoga je 
poželjno od oboljelog istodobno uzorkovati likvor 
i stolicu i u potonjem uzorku pokušati izolaciju vi-
rusa. 

uzorci za dijagnostiku tih infekcija prikupljeni su u 
velikoj većini od hospitaliziranih bolesnika te sto-

ga ne iznenaāuje podatak da je 59,4% bolesnika s 
dokazanom enterovirusnom infekcijom imalo dija-

gnozu seroznog meningitisa. takoāer je potvrāena 
već otprije zapažena Āinjenica da Āešće obolijeva-

ju osobe muškog spola (12) – u ovom istraživanju  
omjer bolesnih osoba muškog spola u odnosu na 
ženski iznosi 1,8:1. takav se nalaz u literaturi po-

kušava protumaĀiti raznim sociološkim i biološkim 
Āimbenicima (4). iako prema seroepidemiološkim 
istraživanjima nije dokazana veća prokuženost 

muškog spola moguće je da  su muška djeca zbog 
razlike u odgoju, ponašanju i naĀinu igre više izlo-

žena susretu s NPev-ima. u djeĀaka je takoāer za-

bilježena dulja ekskrecija virusa u stolici praćena 
višim titrovima što povećava mogućnost dijagnoze 
tih infekcija (4).

Broj oboljelih u ovoj studiji najveći je u dobnoj sku-

pini predškolske i školske djece (sl. 2.) što se podu-

dara s prijašnjim studijama u kojima je zapaženo da 
nakon prve godine života broj oboljelih s godinama 
raste sve do školske dobi, a da nakon 14. godine 
života naglo opada (12). razliĀite dobne skupine 
razliĀito su osjetljive na infekciju NPev-ima, a i 
kliniĀka slika, tijek i prognoza bolesti ovise o dobi. 
infekcije karakterizirane osipom, najĀešće uzroko-

vane coxsackie a i echovirusima, obiĀno su ozbiljni-
jeg tijeka u odraslih osoba, dok s druge strane neki 
NPev-i uzrokuju kliniĀki teške infekcije u veoma 
ranoj djeĀjoj dobi kao što je fulminantna virusna 
sepsa (19). općenito se može reći da se serozni me-

ningitis i encefalitis uzrokovan NPev-ima pojav-

ljuje najĀešće u dobnoj skupini od 5 do 14 godina 
života (4), što je u skladu i s našim rezultatima jer 
je većina oboljelih bila hospitalizirana s dijagnozom 
seroznog meningitisa.

u zemljama umjerenog klimatskog pojasa infekcije 
uzrokovane NPev-ima imaju izrazit sezonski ka-

rakter i najĀešće se javljaju u ljetnim i jesenskim mje-

secima iako se epidemije mogu produžiti i u zimske 
mjesece (4). u našoj zemlji se te infekcije javljaju na 
isti naĀin, a detekcija NPev-a Āesto se proteže i u 
zimske mjesece.

rezultati ovog istraživanja pokazuju da su pojedi-
ni serotipovi NPev-a varirali iz godine u godinu. 
Coxsackie B5 i B4 virusi kontinuirano se detektiraju 
tijekom istraživanog razdoblja s uĀestalijom poja-

vom svakih 4-5 godina. Niti jedan izolat coxsackie 
B1 virusa nije bio zabilježen sve do njegove epide-

mijske 2009. godine. NajĀešći izolat ehovirusa bio je 
echovirus 18 koji je bio prisutan  kontinuirano od 
2000. do svoje epidemijske 2006. godine. echovirus 
6 i  echovirus 30 takoāer se izoliraju kontinuirano s 
vršnim vrijednostima 2002. i 2008., odnosno 2002., 
2006. i 2008. godine. takvu izmjenu pojedinih sero-

tipova NPev-a tijekom navedenog razdoblja zapa-

zili su i trallero i sur. u španjolskoj (20). s obzirom 
da virusi ne poznaju državne granice oĀekivano je u 
susjednim zemljama u istom razdoblju zabilježena 
pojava istih serotipova NPev-a (20,21).
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ZakljuČak

rezultati ovog istraživanja ukazuju na speciiĀan 
obrazac pojavljivanja pojedinih serotipova NPev-
a u Hrvatskoj. epidemijski obrazac (echovirus 18 
i coxsackie B1) karakteriziran je vršnim vrijedno-
stima povećanog broja izolacija u pojedinim godi-
nama. Nasuprot tome endemski virusi izoliraju se 
svake godine u podjednakom broju (Coxsackie B3) 
ili pokazuju blaže epidemijske vrhove svakih ne-
koliko godina (echovirus 30 i 6, Coxsackie B4 i B5). 
Podaci o NPev infekcijama s obzirom na serotip 
i njihov speciiĀan obrazac pojavljivanja znaĀajno 
doprinose pravodobnom odgovoru na te infekci-
je u dijagnostiĀkom, kliniĀkom i epidemiološkom 
smislu.
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Virologic anD epiDemiological characteristics of non-polio infec-

tion in croatia oVer a ten-Year perioD (2000-2009)

s. ljubin-sternaK, t. Vilibić-čaVleK, b. Kaić1, b. aleraj1, s. šopreK2, m. sViben 
and g. mlinarić-galinoVić

Microbiology Service, Croatian Public Health Institute and School of Medicine, University of Zagreb, 
1Service for Epidemiology of Infectious Diseases, Croatian Public Health Institute and 

2Dr. Fran Mihaljević University Hospital for Infectious Diseases, Zagreb, Croatia 

Aim: The aim of the present study was to show the virologic and epidemiological characteristics of non-polio enterovirus (NPEV) 
infection over a ten-year period in Croatia. 
Methods: During the 2000-2009 period, the Laboratory for Enteroviruses, Croatian Public Health Institute analyzed 2754 clinical 
samples collected from 1880 patients with a clinical picture of enteroviral infection. The diagnosis of enteroviral infection was 
confirmed by virus isolation in cell culture. Viruses were typed using indirect immunofluorescence and/or neutralization assay. 
Results: NPEV was proven in 394 (21%) of 1880 patients. Males were more commonly infected than females, at a ratio of 1.8:1, 
while the number of infected cases was highest among preschoolers and schoolchildren. Patients with isolated NPEV were 
most frequently diagnosed with aseptic meningitis (234/394; 59.4%). Infections were most commonly caused by echoviruses 
(218/394; 55.3%), followed by Coxsackie B (126/394; 32.0%) and Coxsackie A (31/394; 7.9%) viruses, rarely by echovirus 22 
- parechovirus 1 (16/394; 4.1%) and enterovirus 71 (3/394; 0.8%). In most cases, echoviruses of the following serotypes were 
proven: 6, 9, 11, 13, 14, 18 and 30 (45/218, 21%; 14/218, 6.4%; 18/218, 8.3%; 15/218, 6.9%; 11/218, 5.0%; 55/218, 25.2% and 
42/218, 19.3%), while serotypes 2, 3, 4, 5, 7, 12, 20, 21, 25 and 26 were evidenced in a minority of patients or individual cases. 
Coxsackie B5 was the predominant serotype among Coxsackie B viruses (50/126, 40%), while Coxsackie A9 was most common 
Coxsackie A virus (26/31, 84%). Coxsackie B5 and B4 viruses were continually detected during the study period and appeared 
more frequently every four to five years. The most common echovirus isolate was echovirus 18, detected continually between 
2000 and the outbreak year of 2006. Echovirus 6 and echovirus 30 were also isolated continually with peaks in 2002 and 2008, 
or 2002, 2006 and 2008. 
Conclusion: The results of this study pointed to a specific pattern of the occurrence of certain NPEV serotypes in Croatia. The 
epidemic pattern (echovirus 18 and Coxsackie B1) was characterized by peaks with an elevated number of isolations in given 
years. Contrary to this, endemic viruses were isolated in similar counts every year (Coxsackie B3), or manifested milder epi-
demic peaks every few years (echoviruses 30 and 6, Coxsackie B4 and B5). Data on NPEV infections, given their serotype and 
specific pattern of occurrence, contribute significantly to prompt diagnostic, clinical and epidemiological response to NPEV 
infections.

Key words: non-polio enteroviruses, serotypes, epidemiology, Croatia 
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