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SAZETAK

Cilj. Vecina respiratornih infekcija pracena je slicnim
simptomima, pa je klinicki tesko odrediti njihovu etiologiju.
Cilj ovog rada jeste da prikaze znacaj molekularne
dijagnostike u identifikaciji uzrocnika respiratornih
infekcija, posebno tokom kovida 19 (engl. COVID-19 —
coronavirus disease 2019) pandemije.

Metode. U periodu od 1. januara do 1. avgusta 2022.
godine automatizovanim multipleks PCR (engl. polymerase
chain reaction) testovima pregledano je 849 uzoraka
poreklom od pacijenata hospitalizovanih u Univerzitetskom
klinickom centru Kragujevac. Za 742 nazofaringealna brisa
koriséen je test BioFire-FilmArray-Respiratory Panel 2.1.
plus [identifikacija 19 virusa (ukljucujuci i SARS-CoV-2) i
Cetiri bakterije], a za 107 trahealnih aspirata koriséen je
BioFire-FilmArray-Pneumonia Panel [identifikacija 18
bakterija i devet virusa] (BioMérieux, Marcy [’Etoile,
France). Testovi su izvedeni po uputstvu proizvodaca, a
rezultat je bio dostupan za sat vremena.

Rezultati. BioFire-FilmArray-Respiratory Panel 2.1. plus
testom u 582 (78,4%) uzorka identifikovan je bar jedan
patogen. Najzastupljeniji su bili rhinovirus (20,6%), SARS-
CoV-2 (17,7%), influenza A (17,5%), respiratory syncytial
virus (12,4%) i parainfluenza 3 (10,1%,). Ostali virusi su rede
identifikovani, a u jednom uzorku pronadena je bakterija
Bordetella parapertussis. BioFire-FilmArray-Pneumonia
Panel testom je iz 85 (79,4%) uzoraka detektovana najmanje
jedna bakterija ili jedan virus. Najcesce bakterije bile su
Staphylococcus aureus (42,4%), Haemophilus influenzae
(41,2%), Streptococcus pneumoniae (36,5%), Moraxella
catarrhalis (22,3%) i Legionella pneumophila (2,4%), dok su
od virusa identifikovani rhinovirus (36,5%), adenovirus
(23,5%), influenza A (11,8%) kao i rod koronavirusa (4,7%,).

Zakljucak. Multipleks PCR testovi doprineli su
pravovremenoj primeni terapijskih i epidemioloskih mera,
narocito prilikom sprecavanja Sirenja kovida 19 i suzbijanja
legionarske bolesti.

Kljucne redi: infekcija respiratornog trakta; SARS-CoV-
2; multipleks lancana reakcija polimerazom.

ABSTRACT

Objective. Most respiratory infections have similar
symptoms, so it is clinically difficult to determine their
etiology. This study aimed to show the importance of
molecular diagnostics in identifying the etiological agent of
respiratory infections, especially during the coronavirus
disease 2019 (COVID-19) pandemic.

Methods. A total of 849 samples from patients
hospitalized at the University Clinical Center Kragujevac
(from January 1 to August 1, 2022) were examined using
automated multiplex-polymerase chain reaction (PCR) tests.
The BioFire-FilmArray-Respiratory Panel 2.1 test was used
for 742 nasopharyngeal swabs [identification of 19 viruses
(including SARS-CoV-2) and four bacteria], while the
BioFire-FilmArray-Pneumonia Panel was used
[identification of 18 bacteria and nine viruses] (BioMérieux,
Marcy l'Etoile, France) for 107 tracheal aspirates. The tests
were performed according to the manufacturer's instructions,
and the results were available within an hour.

Results. In 582 (78.4%) samples, the BioFire-FilmArray-
Respiratory Panel 2.1 plus test identified at least one
pathogen. The rhinovirus (20.6%), SARS-CoV-2 (17.7%),
influenza A (17.5%), respiratory syncytial virus (12.4%), and
parainfluenza 3 (10.1%) were the most common. Other
viruses were found less frequently, and Bordetella
parapertussis was detected in one sample. In 85 (79.4%)
samples, the BioFire-FilmArray-Pneumonia Panel test
identified at least one bacterium or virus. The most prevalent
bacteria were Staphylococcus aureus (42.4%), Haemophilus
influenzae (41.2%), Streptococcus pneumoniae (36.5%),
Moraxella catarrhalis (22.3%), and Legionella pneumophila
(2.4%). Among viruses, rhinovirus (36.5%), adenovirus
(23.5%), influenza A (11.8%), and the genus Coronavirus
(4.7%), were detected.

Conclusion. Multiplex-PCR  tests improved the
implementation of therapeutic and epidemiological
measures, preventing the spread of the COVID-19 infection
and Legionnaires' disease.

Key words: respiratory tract infections;, SARS-CoV-2;
Multiplex Polymerase Chain Reaction.
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UvOD

Akutne infekcije respiratornog trakta uglavnom imaju
slicne simptome, a vecina ih je pracena poviSenom
temperaturom i kasljem (1). Bez osnovnih biohemijskih
analiza teSko je samo na osnovu klinicke slike utvrditi
etiologiju uzro¢nika, §to je bio poseban problem tokom
pandemije kovida 19 (engl. COVID-19 — coronavirus
disease 2019) (2). Za pacijente koji su zahtevali hitnu
hospitalizaciju, bilo da su kao osnovnu bolest imali
respiratornu infekciju, bilo da su hospitalizovani iz drugih
razloga, bilo je jako vazno u prvih nekoliko sati
identifikovati uzrocnika infekcije. Na vecini klinika, dok
se ne utvrdi da li je pacijent pozitivan na SARS-CoV-2
virus, otvarana su posebna odeljenja izolacije da bi se
sprecilo Sirenje potencijalno smrtonosne infektivne
bolesti, a to je znacilo ¢ekanje od nekoliko sati ili ¢ak dana
na trijazu i1 adekvatnu terapiju (3). Medutim, uvodenje
brze molekularne dijagnostike u rutinski rad omoguéilo je
da trijaza pacijenata traje nepunih sat vremena od
hospitalizacije (4). Cilj ovog rada jeste da prikaze znacaj
primene multipleks PCR (engl. polymerase chain
reaction) testova u identifikaciji uzroc¢nika respiratornih
infekcija.

MATERIJAL I METODE

U ovom istrazivanju pregledano je ukupno 849
uzoraka poreklom iz respiratornog trakta pacijenata
hospitalizovanih u Univerzitetskom klinickom centru
Kragujevac, u periodu od 1. januara 2022. do 1. avgusta
2022. godine. U istrazivanje su bili ukljuceni uzorci
pacijenta uzeti u toku prva 24 h od hospitalizacije. Ukupno
742 nazofaringealna brisa pregledana su multipleks PCR
testom BioFire-FilmArray-Respiratory Panel 2.1 plus
(RP2.1 plus), a za 107 trahealnih aspirata koris¢en je
BioFire-FilmArray-Pneumonia Panel (Pneumonia Panel)
test (BioMérieux, Marcy 1’Etoile, France). Svi testovi su
automatizovani, a PCR reakcija se dogada unutar
zatvorenog sistema. Testovi omogucéavaju simultanu
detekciju nukleinskih kiselina vi$e vrsta virusa i bakterija.
Obrada uzorka traje dva minuta, a rezultat se ocitava za 40
minuta kod RP2.1 plus testa, odnosno za sat vremena kod
Pneumonia Panel testa. RP2.1 plus test moze da
identifikuje nukleinske kiseline 19 virusa (ukljucujuéi i
SARS-Cov-2), kao i Cetiri atipicne bakterije (tabela 1),
dok Pneumonia Panel detektuje 18 bakterija, devet virusa
(uglavnom do nivoa roda) (tabela 1) kao i sedam gena
rezistencije. Testovi su komercijalni, izvedeni prema
uputstvu proizvodaca. Utvrdena je ucestalost izolacije
pojedinih patogena za sve pregledane uzorke. Eti¢ki odbor
UKC Kragujevac odobrio je ovo istrazivanje odlukom
broj 01/22-285 od 30. avgusta 2022. godine.

REZULTATI

Od ukupno 742 nazofaringealna brisa koja su
pregledana RP2.1 plus testom, u 582 uzorka identifikovan
je bar jedan virus ili bakterija. Jedina pronadena bakterija
bila je Bordetella parapertussis u jednom uzorku (slika 1).
Po dva virusa detektovana su u 51/582 uzorku, od kojih je
Sest istovremeno bilo pozitivno na influenza A i SARS-
CoV-2 virus. Najzastupljeniji su bili rhinovirus (120/582),
SARS-CoV-2 (103/582), influenza A (101/582),
respiratory syncytial virus (72/582), parainfluenza 3
(59/582), a zatim adenovirus (49/582) (Slika 1), dok su
ostali virusi bili rede zastupljeni (slika 1). Analizom
ucestalosti detekcije uzrocnika respiratornih infekcija RP
2.1 plus testom zapazeno je da su se pojedini virusi ¢esce
pojavljivali u odredenim mesecima, pa je tako SARS-
CoV-2 najces¢e bio detektovan u januaru (44/152) i
februaru (19/63), a zatim u julu (19/56) (tabela 2).
Influenza A/H3 najce$¢e je identifikovana u martu
(39/111), dok je parainfluenza 3 bila ¢es¢a u maju (20/71)
i julu (19/56) u odnosu na ostale mesece (tabela 2). Vise
detalja prikazano je u tabeli 2. Ukupno 105 trahealnih
aspirata pregledano je Pneumonia Panel testom, a od toga
je u 85 uzoraka pronadena bar jedna bakterija ili jedan
virus. Po dve bakterije su identifikovane iz 20/85 uzoraka,
a iz 33/85 istovremeno jedna bakterija i najmanje jedan
virus. Najées¢e bakterije bile su Staphylococcus aureus
(36/85), Haemophilus influenzae (35/85), Streptococcus
pneumoniae (31/85) i Moraxella catarrhalis (19/85), a kod
dva pacijenta Legionella pneumophila (2/85) (slika 2).
Ovim testom su od virusa identifikovani rhinovirus
(31/85), adenovirus (20/85), influenza A (10/85), kao i rod
koronavirusa (kod Cetiri pacijenta) (slika 2).

DISKUSIJA

Do pojave kovida 19 grip je predstavljao jednu od
najozbiljnijih sezonskih, akutnih respiratornih infekcija,
pa su se odjednom klini¢ari suoéili s drugim respiratornim
virusom, povezanim sa morbiditetom i mortalitetom
veéim od gripa (5, 6). Medutim, posto i drugi respiratorni
virusi, a i neke bakterije, na samom pocetku bolesti daju
slicne simptome, medicina se s pojavom pandemije
kovida 19 suocila s problemom razlikovanja etioloskih
¢inilaca akutnih respiratornih bolesti (7). S obzirom na to
da se molekularna dijagnostika pokazala kao najpreciznija
i najbrza metoda, primena automatizovanih multipleks
PCR testova otvara novo poglavlje u medicini, jer
otkrivanje uzro¢nika respiratornih i drugih bolesti u
najkraem moguéem periodu omogucava primenu
adekvatne terapije i trijazu pacijenata (8).

S pojavom pandemije kovida 19, ciljna sekvenca za
SARS-CoV-2 uklju¢ena je wu jedan od prvih
automatizovanih multipleks PCR testova, BioFire-
FilmArray-Respiratory Panel 2, pa je dijagnostika ovog
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Tabela 1. Virusi i bakterije koji se mogu identifikovati multipleks PCR testovima, BioFire-FilmArray-Respiratory
Panel 2.1 plus i BioFire-FilmArray-Pneumonia Panel

BioFire-FilmArray-Respiratory Panel 2.1 plus

BioFire-FilmArray-Pneumonia Panel

Bakterije

Bakterije

Bordetella pertussis
Bordetella parapertussis
Chlamydophila pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

Virusi

Adenovirus
Coronavirus 229E
Coronavirus HKU1
Coronavirus OC43
Coronavirus NL63
Middle East Respiratory Syndrome
(MERS-CoV)
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2)
Metapneumovirus
Rhinovirus/Enterovirus

Influenza A

Influenza A/H1

Influenza A/H1-2009

Influenza A/H3

Influenza B

Parainfluenza 1

Parainfluenza 2

Parainfluenza 3

Parainfluenza 4

Respiratory syncytial virus

Coronavirus

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae group
Moraxella catarrhalis
Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Legionella pneumophila
Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae

Virusi

Influenza A

Influenza B

Adenovirus

Coronavirus

Parainfluenza virus

Respiratory Syncytial virus

Rhinovirus/Enterovirus

Metapneumovirus

Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-
CoV)

Tabela 2. Distribucija ucestalosti detekcije uzrocnika infekcija respiratornog trakta po mesecima, identifikovanih
BioFire-FilmArray-Respiratory Panel 2.1 plus testom (%)

Uzro¢nici januar februar mart april maj jun jul
Rhinovirus 13,2 19,1 18,9 24,7 28,2 38,6 16,1
Respiratory syntytial virus 18,4 6,3 10,8 11,8 11,3 6,8 12,5
SARS-CoV-2 28,9 30,2 5,4 8,2 4,2 11,4 33,9
Rod Coronavirus* 7,9 1,6 6,3 4,7 4,2 0 0
Influenza A H3N2 21,7 23,8 35,1 14,1 4,2

Influenza A HIN1 0 0 0,9 2.4 2,8

Influenza B 0 1,6 1,8 2,4 0 0 0
Parainfluenza 3 0 1,6 0 9,4 28,2 25,0 33,9
Parainfluenza 2 0 0 2,7 1,8 0 0 0
Parainfluenza 4 1,3 0 0 0 0 0 0
Metapneumovirus 2,6 6,3 7,2 12,9 8,5 0 0
Adenovirus 5,9 9,5 9,9 8,2 8,5 18,2 3,6
Bordetella parapertussis 0 0 0,9 0 0 0 0
n 152 63 111 85 71 44 56

n = ukupan broj detektovanih virusa u jednom mesecu; *rod Coronavirus: coronavirus 229E, coronavirus HKUI,

coronavirus OC43, coronavirus NL63
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Slika 1. Ucestalost detekcije uzrocnika infekcija respiratornog trakta u periodu od 1. januara do 1. avgusta 2022.
godine, primenom BioFire-FilmArray-Respiratory Panel 2.1 plus (RP2.1 plus) testa. % (n): procenat od ukupnog
broja pozitivnih uzoraka testiranih RP2.1 plus testom (n = 582); ostali virusi iz roda Coronavirusa: coronavirus 229E,
coronavirus HKUI, coronavirus OC43, coronavirus NL63.
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Slika 2. Ucestalost detekcije uzrocnika infekcija respiratornog trakta u periodu od januara do avgusta 2022. godine,
primenom BioFire-FilmArray-Pneumonia Panel (Pneumonia Panel) testa. % (n): procenat od ukupnog broja
pozitivnih uzoraka testiranih Pneumonia Panel testom (n = 85)
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virusa podignuta na najvisi nivo jer test po svojoj visokoj
specifi¢nosti 1 senzitivnosti spada u vodece molekularne
testove (9). Svetsku javnost posebno je uznemirila pojava
koinfekcije SARS-CoV-2 i influenza A virusa, Sto je u
nasoj ustanovi zabelezeno kod $est pacijenata, najvise zato
$to je primeceno da se klini¢ka slika kovida 19 pogorSava
kod pacijenata koji su istovremeno bili zarazeni virusom
gripa (10), a RP2.1 plus test omogucio je brzu dijagnozu
takve infekcije. Treba ista¢i da je velina istrazivanja
evaluacije efikasnosti multipleks PCR testova usmerena
pre svega na tacnu i brzu dijagnostiku SARS-CoV-2
virusa, a da su se istrazivaci manje bavili moguénostima
dijagnostike drugih virusnih infekcija (11-14). Studija
sprovedena na tri velika geografska podruc¢ja u SAD
(Florida, Ilinois i Njujork) pokazala je da su ovim testom
najc¢esc¢e detektovani SARS-CoV-2, rhinovirus i
adenovirus (11), dok je u ispitivanju sprovedenom na
Tajvanu tek jedna desetina uzoraka bila pozitivna na
SARS-CoV-2 (12), za razliku od naSih rezultata gde je
najcesce identifikovan SARS-CoV-2, a zatim rhinovirus i
adenovirus.

Slicni rezultati dobijeni su istrazivanjem u Rabatu
(Moroko), gde je efikasnost detekcije SARS-CoV-2 bila
14,3% (13). Istrazivanje sprovedeno u Pakistanu koje se
baziralo na poredenju RP2.1 plus panela s druga dva PCR
testa pokazalo je da je ovaj test najpouzdaniji za
dijagnostiku SARS-CoV-2 (14). Naime, od 10 uzoraka
koji su na Roche SARS-CoV-2 (Roche, Bazel) testu bili
negativni, osam je bilo pozitivno na TagPath™ kovid 19
(Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacéusets) PCR
testu, dok je svih 10 bilo pozitivno kada su testirani RP2.1
plus testom (14). U studiji koja se bavila evaluacijom
efikasnosti ovog pancla bez SARS-CoV-2 kao targeta, iz
2016. godine, a obuhvatila je tri velike drzavne bolnice u
Ohaju, Juti i Ilinoisu, pronadeno je da su najzastupljeniji
virusi bili rhinovirus, respiratory syncityal virus i
adenovirus, slicno naSim rezultatima (15). Prema
rezultatima ove studije, bilo je ukupno 63,3% pozitivnih
testova Sto je za oko 15% manje nego kod nas (15).
Interesantno je §to je zahvaljuju¢i ovom testu uocena i
sezonska pojava pojedinih virusa. Na primer, visoka
ucestalost detekcije influenza A/H3 virusa u martu
ocekivana je za taj period godine na podrucju Srbije, ali je
ovo istrazivanje pokazalo da i neki drugi virusi, koji se
rutinski ne prate, imaju tendenciju sezonskog
pojavljivanja, kao §to je virus parainfluenza 3 koji je
identifikovan u visokom procentu u maju i julu. Prema
literaturi, virusi parainfluenza 1, 2 1 3 izazivaju cak 40%
infekcija donjeg respiratornog trakta u pedijatrijskom
uzrastu, tako da je pracenje njihove prevalencije od
izuzetnog znacaja (16). Ucestalija detekcija SARS-CoV-2
u januaru i februaru a zatim u julu podudarila se sa
talasima pandemije kovida 19.

Takode, wveliki znacaj za brzu dijagnostiku
respiratornih infekcija imala je i primena Pneumonia
Panel testa. Evaluacija efikasnosti Pneumonia Panel testa
sprovedena u razli¢itim regionima pokazala je slicne
rezultate, pa su tako S. aureus, H. influenzae i S.
pneumoniae bili najces¢e detektovani patogeni na
podrucju Sent Luisa u Misuriju (17), dok su u ustanovi
tercijarnog tipa u Francuskoj najces¢i bili H. influenzae, S.
aureus, E. coli, S. pneumoniae 1 K. pneumoniae (18),
sli¢no nasim rezultatima, gde su najzastupljenije bakterije
bile S. pneumoniae, H. influenzae 1 S. aureus, a od virusa
influenza A, adenovirus i rhinovirus.

Ovaj test je pokazao izuzetan znacaj i za pravovremeno
otkrivanje 1 spreCavanje Sirenja iznenadne pojave
legionarske bolesti. Legionarsku bolest izaziva bakterija L.
pneumophila, a najée$¢e se manifestuje kao pneumonija
imunonekompetentnih osoba (sa nedovoljno razvijenim
imunskim sistemom ili imunodeficijencijom), pusaca i
hroni¢nih bolesnika (19). Na ovu bakteriju se retko misli
zato §to se rutinski ne kultiviSe, a pregled na nju se retko
trazi (19). Medutim, u nasoj ustanovi je, prilikom pregleda
trahealnog aspirata dva novorodenceta sa klinickom slikom
teSke pneumonije, Pneumonia Panel testom detektovana L.
pneumophila. Brza molekularna dijagnostika omogucila je
otkrivanje izvora infekcije, koji je u ovom slucaju bio
sistem za grejanje tople vode, u porodilistu sekundarne
zdravstvene ustanove, iz koje su novorodena deca
transportovana u UKC Kragujevac (20). Uz saradnju
mikrobiologa, epidemiologa i pedijatara kako naSe
ustanove, tako i ustanova na nivou Srbije, problem je vrlo
brzo lociran i reSen, a Sirenje infekcije zaustavljeno (20).

U zakljucku, multipleks PCR testovi doprineli su da se
pravovremeno primene terapijske i epidemioloske mere i
pokazali su se kao veoma efikasni u dijagnostici i
sprecavanju Sirenja kovida 19, gripa, bakterijskih
respiratornih infekcija, pa i u suzbijanju neocekivane
pojave legionarske bolesti.

SKRACENICE

kovid 19 — COVID-19 — coronavirus dissaise 2019
PCR — polymerase chain reaction
Pneumonia Panel — BioFire-FilmArray-Pneumonia Panel

RP 2.1 plus — BioFire-FilmArray-Respiratory Panel 2.1
plus

UKC Kragujevac — Univerzitetski klinicki centar
Kragujevac
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