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SAZETAK: Cilj istraZivanja: Herpeti¢ni keratitis (HSK) najée$¢i je infektivni uzroénik
oStecenja vidne ostrine (VO) u svijetu zbog nastanka oziljka roznice. Cilj ovog istrazivanja bio
je utvrditi povezanost klini¢ke prezentacije HSK-a s ishodima testa lancane reakcije
polimerazom (PCR), usporediti konvencionalni PCR s testom kvantitativnog PCR u realnom
vremenu (qPCR) te analizirati postojanje mutacija u genima UL23 (timidin kinaza, TK) 1 UL30
(DNK polimeraza) koje uzrokuju rezistenciju herpes simpleks virusa (HSV) na aciklovir
(ACV) kod pacijenata s HSK-om. Dodatno, cilj je bio uspostaviti molekularnu dijagnostiku
HSK na Klinici za oftalmologiju KBC-a Rijeka uvodenjem PCR testiranja kao standardnog
dijagnostickog protokola. Ispitanici i metode: U studiju je ukljuceno 55 pacijenata s klini¢kim
obiljezjima HSK-a te odgovarajuc¢a kontrolna skupina. Za svakog pacijenta prikupljeni su
klini¢ki podaci. Strugotine roznice obradene su konvencionalnim PCR-om i qPCR-om radi
kvalitativne i kvantitativne detekcije HSV-1 DNK. Sekvencirani su virusni geni UL23 (TK) i
UL30 (DNK polimeraza) Sangerovom metodom kako bi se otkrile mutacije povezane s
rezistencijom na ACV. Rezultati: PCR testiranje pokazalo je prisutnost HSV-1 DNK u
znacajnom dijelu uzoraka (52,7 %), pri cemu su povrSinski (epitelni) oblici HSK-a imali znatno
visu stopu PCR pozitivnosti u odnosu na dublje (stromalne i endotelne) oblike HSK-a (63,3
% naspram 13,3 %; x> = 9,17; p = 0,0025). Dendritic¢ki oblik HSK-a (HSK-D) bio je najcesce
PCR pozitivan (76,0 % slucajeva), dok su stromalni oblik HSK-a bez epitelne ulceracije (HSK-
SnEU) 1 endotelni oblik HSK-a (HSK-En) pokazali najnizu stopu detekcije (11,1 % odnosno
16,7 %). Prethodno lijeCenje ACV-om statisticki je znacajno smanjilo vjerojatnost PCR
pozitivnosti, neovisno o klinickom obliku bolesti (» < 0,01). gPCR metoda omogucila je brzu,
istodobnu amplifikaciju 1 detekciju virusne DNK u jednoj reakciji, uz krace ukupno trajanje
analize u usporedbi s konvencionalnim PCR-om. Istovremeno je osigurala kvantifikaciju
virusnog opterecenja, no bila je potrebna dodatna optimizacija zbog pojave nespecificne
fluorescencije pri vrlo niskim razinama virusne DNK (problem rijeSen analizom krivulje
topljenja). Sekvenciranje gena UL23 i UL30 u uzorcima pacijenata koji su primali ACV
terapiju nije otkrilo mutacije povezane s rezistencijom. Zaklju¢ak: Uspostavljena
konvencionalna PCR metoda pokazala je visoku osjetljivost i specifi¢nost u detekciji HSV-1
DNK te se moZe smatrati pouzdanom metodom za rutinsku laboratorijsku dijagnostiku HSK-
a. Primjena qPCR metode omogucuje brzu detekciju i1 istodobnu kvantifikaciju virusnog
optere¢enja, Cime predstavlja znacajno unaprjedenje molekularne dijagnostike HSK-a.
Sekvenciranje gena UL23 1 UL30 omogucuje detekciju mutacija povezanih s rezistencijom
HSV-a na ACV te moze pomoéi u pravovremenoj prilagodbi terapije. Kljucne rijeci:

Aciklovir; Herpeti¢ni keratitis; Lancana reakcija polimerazom; Rezistencija na lijek
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SUMMARY: Objectives: This study aimed to determine the relationship between the clinical
presentation of herpes simplex keratitis (HSK) and polymerase chain reaction (PCR) testing
results, to compare conventional PCR with real-time quantitative PCR (qPCR), and to analyze
the presence of mutations in the UL23 (thymidine kinase) and UL30 (DNA polymerase) genes
that confer resistance to acyclovir (ACV) in HSK patients. An additional goal was to establish
molecular diagnostic testing for HSV keratitis at our institution by introducing PCR-based viral
detection as standard diagnostic procedures. Patients and Methods: The study included 55
patients with clinical features of HSK, along with a control group. Clinical data were collected
for each patient. Corneal scrapings were analyzed by conventional PCR and qPCR for
qualitative and quantitative detection of HSV-1 DNA. Viral UL23 (TK) and UL30 (DNA
polymerase) genes were amplified and Sanger sequenced to identify mutations associated with
ACYV resistance. Results: PCR testing for HSV-1 DNA was positive in a substantial proportion
of cases, with significantly higher detection rates in superficial (epithelial) forms of HSK
compared to deeper stromal/endothelial forms (63.3 % vs 13.3 %, respectively; p = 0.0025).
Dendritic HSK (HSK-D) exhibited the highest PCR positivity (76,0 % of cases), whereas
stromal non-ulcerative (HSK-SnEU) and endothelitis forms (HSK-En) had the lowest (11,1 %
and 16,7 %, respectively). Prior ACV treatment was identified as an independent factor
associated with reduced PCR positivity (p < 0.01). The qPCR method enabled rapid, one-step
amplification and detection of viral DNA, considerably shortening the overall processing time
relative to standard PCR. It also provided viral load quantification; however, optimization was
required to eliminate non-specific fluorescence signals at very low viral DNA levels (resolved
through melt-curve analysis). Sequencing of UL23 and UL30 genes from samples (including
those of ACV-pretreated patients) revealed no mutations associated with ACV resistance.
Conclusion: The established conventional PCR method demonstrated high sensitivity and
specificity in the detection of HSV-1 DNA and can be considered a reliable method for routine
laboratory diagnostics of HSK. The application of the qPCR method enables faster detection
and simultaneous quantification of viral load, thereby representing a significant improvement
in the molecular diagnostics of HSK. Sequencing of the UL23 and UL30 genes enables the
detection of mutations associated with HSV resistance to ACV and can help in the timely
adjustment of therapy. Key words: Acyclovir; Drug resistance; Herpetic keratitis; Polymerase

chain reaction
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1. UVOD

1.1. Herpes simpleks virus (HSV)

Herpes simpleks virus tip 1 (HSV-1) pripada obitelji Orthoherpesviridae 1 podobitelji
Alphaherpesvirinae zajedno sa herpes simpleks virusom tipa 2 (HSV-2) i virusom varicella-
zoster (VZV) [1] [2]. Sva tri virusa su neurotropna i imaju sposobnost ostati latentna u
senzornim i autonomnim ganglijima, iz kojih se mogu povremeno reaktivirati, ¢ine¢i domacina
dozivotnim prijenosnikom [3].

HSV-1 je ovijeni dvolanc¢ani DNK (deoksiribonukleinska kiselina) virus slozene grade.
Posjeduje lipidnu ovojnicu s glikoproteinima, tegument te kapsidu koja obavija DNK genom
[4]. Poznata su dva tipa HSV-a, (HSV-1 1 HSV-2) koji su antigeno srodni. HSV-1 najcesce
uzrokuje orofacijalne i okularne infekcije, dok je HSV-2 povezaniji s genitalnim infekcijama
premda oba tipa mogu uzrokovati infekcije u bilo kojoj regiji [5]. Infekcija HSV-om jedna je
od najrasirenijih u svijetu te se procjenjuje da je preko dvije tre¢ine svjetske populacije do 50.

godine zivota seropozitivno na HSV-1 [4].

1.1.1. Patogeneza infekcije HSV-om

HSV se najcesée prenosi kapljicama zarazenih izlucevina, poput suza ili sline te izravnim
kontaktom s koZnim lezijama. lako HSV-1 primarno pokazuje tropizam prema trigeminalnom
gangliju, a HSV-2 prema sakralnom gangliju, oba tipa virusa mogu biti uzro¢nici o¢nih
infekcija. Ova Cinjenica ima klini€¢ku vaznost jer zahtijeva ukljucivanje oba tipa HSV-a u
diferencijalnu dijagnozu herpeti¢nih keratitisa (HSK), neovisno o uobi¢ajenoj anatomskoj
lokalizaciji njihove latencije [1-4].

Primarna infekcija HSV-om cesto prolazi supklinicki ili s blagim simptomima. U slucaju
primoinfekcije oka, tipicna manifestacija moze biti akutni HSV konjunktivitis ili
blefarokonjunktivitis, dok se primarni HSK rjede opaza (zabiljeZen je u oko 15% primarnih
ocnih infekcija) [5]. Nakon uspostave virusne latencije, rekurentne infekcije predstavljaju
naj¢escu 1 klinicki najznacajniju manifestaciju HSV-a na oku. Ponovne epizode mogu zahvatiti
razli¢ite strukture oka, pri cemu je roznica najces¢e zahvacena [5, 6]. Patogeneza HSK-a
odredena je slojem roznice koji je zahvacéen infekcijom. Epitelni oblik HSK-a (HSK-E) rezultat
je izravnog citopatskog u¢inka HSV-a, pri ¢emu dolazi do replikacije virusa unutar epitelnih
stanica roznice. S druge strane, stromalni HSK (HSK-S) primarno je imunoloski posredovana

bolest te se smatra da nastaje kao posljedica reakcije preosjetljivosti odgodenog tipa na virusne



antigene zaostale u roznici. Ta imunoloska aktivacija dovodi do infiltracije upalnih stanica i
oStecenja stromalnog tkiva, ¢esto u odsutnosti aktivne virusne replikacije [5, 6]. HSV moze
uzrokovati i infekciju najdubljeg endotelnog sloja roznice (HSK-En) kod kojeg takoder vaznu
ulogu ima imunoloska reakcija [5-7].

Ponavljane infekcije 1 upale dovode do trajnog oStec¢enja roznice. Kroni¢ne promjene ukljucuju
smanjenje osjeta roZnice (zbog ostecenja n. trigeminusa), neurotroficne ulkuse, vaskularizaciju
1 zamucenje roznice [8, 9]. Svakom epizodom HSK-a dodatno se oSte¢uje roznica, gubi se
njezina prozirnost §to dovodi do pada vidne ostrine (VO). Zapravo, HSK-S jedan je od vodecih
uzroka sljepoce roznice u razvijenim zemljama [5]. Globalno gledano, procjenjuje se da HSV
uzrokuje oko 1,5 milijuna novih slu¢ajeva o¢nih infekcija godisnje, od kojih priblizno 40 tisu¢a
rezultira trajnim oSteenjem vida [4]. Stoga HSV infekcije predstavljaju veliki
javnozdravstveni problem, §to je posljedica i Cinjenice da unato¢ desetlje¢ima istrazivanja jos
uvijek ne postoji odobreno cjepivo koje bi sprijecilo HSV infekcije [10]. Patogeneza infekcije
HSV-om slozena je i temelji se na sposobnosti virusa da uspostavi latenciju u osjetnim
ganglijima nakon primarne infekcije epitela te da se povremeno reaktivira. Klju¢nu ulogu u
perzistenciji virusa imaju mehanizmi imunoevazije. HSV inhibira signalne puteve interferona
tipa I (IFN-I), ¢ime smanjuje antivirusni odgovor stanice, te ometa aktivaciju transkripcijskih
faktora uklju¢enih u urodeni imunitet. Istodobno smanjuje prezentaciju virusnih antigena
putem MHC (od engl. Major Histocompatibility Complex) molekula [10, 11], osobito MHC
klase I, ¢ime izbjegava prepoznavanje od strane citotoksi¢nih limfocita T, a dodatno koristi
virusne proteine 1 mikroRNK za modulaciju apoptoze i upalnog odgovora.

Zahvaljujuéi tim strategijama, HSV uspijeva uspostaviti latenciju u osjetnim ganglijima, s
mogucnoscu periodi¢ne reaktivacije bez potpune eliminacije. Ta sposobnost perzistencije, uz
izbjegavanje imunoloskog nadzora, predstavlja klju¢nu prepreku u razvoju ucinkovitog cjepiva
ili kurativne terapije. lako je predmet brojnih istrazivanja, HSV cjepivo jos uvijek ne postoji, a
infekcija HSV-1 prisutna je kod vise od dvije treCine svjetske populacije. Stoga se suvremeni
terapijski pristupi usmjeravaju na kontrolu virusne replikacije i1 upale te sprjeCavanje recidiva

Sto ¢e biti obradeno u nastavku rada [10-12].

1.1.2. Uspostava faze latencija HSV-a

HSV ulazi u stanicu domacina posredstvom glikoproteina smjestenih u virusnoj ovojnici.
Inicijalna adhezija ostvaruje se vezanjem glikoproteina gB i gC za heparan-sulfatne receptore
na povrsini stanice. Nakon toga glikoprotein gD stupa u interakciju sa specifi¢nim stani¢nim

receptorima, poput nektina-1 na neuronima ili HVEM-a (posrednik ulaska herpes virusa od



engl. Herpesvirus entry mediator) na epitelnim stanicama, ¢ime se omogucuje fuzija virusne
ovojnice sa stanicnom membranom i ulazak virusa u citoplazmu.

Virusni genom 1 proteini zatim se unose u jezgru gdje preuzimaju stani¢éne mehanizme za
transkripciju 1 replikaciju. Rezultat akutne (liticke) infekcije je stvaranje novih virusnih Cestica
koje dovode do dezintegracije stanica domacina i Sirenja na okolne stanice [4, 12-14].

Nakon infekcije orofacijalnog podrucja, HSV se retrogradno transportira aksonima osjetnog
zivca do odgovarajuéeg senzornog ganglija gdje prelazi u latentno stanje [4, 10, 12-14].
Latencija predstavlja sposobnost HSV-a da odrzi barem jedan intaktan virusni genom unutar
jezgre stanice domacina, bez aktivne replikacije i stvaranja novih virusnih ¢estica. U tom
stanju, genom DNK od 152 kb (kilobaza, od engl. kilobase pair) odrzava se kao vise kopija
kruznih episoma, za razliku od linearnog oblika koji se nalazi u virusnoj €estici [3]. Latencija
se javlja kao dio ciklusa od tri koraka: uspostavljanje, odrzavanje i reaktivacije. U fazi latencije
virusni genom je transkripcijski potisnut, osim za regiju koja kodira dugacku nekodirajuéu
RNK (ribonukleinska kiselina) molekulu (IncRNA, od engl. Long non-coding RNA) tj. glavni
marker HSV-1 latencije LAT (od engl. Latency associated transcript) i veliki broj miRNK
(mikroRNK, od engl. microRNA). Virus tako “skriven” izmi¢e imunoloskom nadzoru, a u
domacinu perzistira dozivotno [3, 15].

LAT-u se pripisuje niz vaznih funkcija, iako njihovi to¢ni mehanizmi djelovanja jos$ uvijek nisu
u potpunosti razjasnjeni. Smatra se da LAT sudjeluje u regulaciji reaktivacije HSV-a,
uspostavljanju i odrzavanju latencije, povecanju prezivljavanja virusa i njegove virulencije,
kao 1 u sprjeCavanju apoptoze te neuroprotektivnim procesima koji omogucuju dugotrajnu
perzistenciju virusa u ziv€anim stanicama domacéina [16]. Druga faza latencije, tj. faza
odrZavanja, traje cijeli Zivot domacina. U tom razdoblju zabiljeZena je obilna ekspresija samo
LAT transkripata, dok je ekspresija ostalih virusnih gena u velikoj mjeri potisnuta. Uz LAT, u
latentno inficiranim neuronima prisutne su i1 virusne miRNK, koje dodatno doprinose
suzbijanju liti¢ke replikacije i stabilnosti latentnog stanja [17]. Tre¢a faza latencije, tj. faza
reaktivacije, moZe biti spontana ili inducirana vanjskim podrazajima poput vrucice, psihickog
stresa, umora, hipotermije, hipertermije. Tada se virusne Cestice anterogradnim transportom
prenose duz aksona prema periferiji, Sto rezultira reaktivacijom infekcije 1 ponovnim

pojavljivanjem klinicke bolesti [18].

1.1.3. Reaktivacija latentne HSV infekcije
Reaktivacija je klju¢na faza u Zivotnom ciklusu HSV-a, jer omogucuje virusu dovrsetak

replikacijskog ciklusa i prijenos na nove stanice domac¢ina. Medutim, ona ne zahvaca sve



latentno inficirane neurone istovremeno; naprotiv, reaktivacija je sporadican i lokaliziran
dogadaj koji se javlja samo u ograni¢enom broju neurona unutar senzornog ganglija [19, 20].
Ucestalost reaktivacije pozitivno korelira sa koli¢inom latentno zarazenih stanica
trigeminalnog ganglija [21, 22]. Precizni molekularni mehanizmi koji reguliraju reaktivaciju
HSV-a jo$ uvijek nisu u potpunosti razjaSnjeni. Ipak, pokazano je da odredene mutacije u
genomu HSV-a, koje nepovoljno utjeCu na odrzavanje latencije ili na sposobnost virusne
replikacije, mogu znacajno modulirati proces reaktivacije. Enzim timidin kinaza (TK) je
potreban za ekspresiju litickih gena u HSV-1 [21].

Imunosni sustav ima klju¢nu ulogu u odrzavanju HSV-a u latentnom stanju. Citotoksi¢ni CD8+
T limfociti te lokalno producirani citokini doprinose kontroli virusne aktivnosti u osjetnim
ganglijima i sprjeCavaju reaktivaciju. Medutim, oslabljen lokalni ili sistemski imunosni
odgovor, uslijed stresa, bolesti ili imunosupresije, moze naruSiti tu ravnotezu i omoguciti
reaktivaciju virusa iz latencije. Vazno je napomenuti da za razliku od primarne infekcije,
rekurentne epizode HSV-a obi¢no se javljaju u istom dermatomu, odnosno podruc¢ju koje
inervira zahvaceni senzorni ganglij. Tako latentni HSV-1 u trigeminalnom gangliju najcesce
uzrokuje ponovne lezije na oku ili usnici [5]. Medutim, sve je viSe dokaza da se reaktivacija
HSV-a moze dogoditi 1 u odsutnosti poznatih okidaca, djelomi¢no zbog ucestalog
asimptomatskog izlucivanja virusa (od engl. viral shedding) [23, 24]. Reaktivacija bi tada
mogla biti posljedica faktora stanice domacina, a ne isklju¢ivo ekspresije gena HSV-1 [25]. U
usporedbi s primarnom infekcijom, vrijeme ponovnog pojavljivanja je krace zbog brzeg
steCenog imunoloSkog odgovora [10, 26]. Vecina rekurentnih epizoda nastaje reaktivacijom
latentnog HSV-a, no pojedine studije ukazuju da se na istom mjestu moze dogoditi i reinfekcija

s novim sojem virusa [3].

1.2. Epidemiologija HSK-a

Na svjetskoj razini godiSnje ima oko 1 000 000 novih slucajeva te 9 000 000 rekurentnih
slucajeva ocnih HSV infekcija [6]. Prevalencija HSK u razvijenim zemljama je 150 na 100 000
stanovnika, dok je godi$nja incidencija oko 10 — 30 na 100 000 stanovnika. HSK je ozbiljan
javnozdravstveni problem te je odgovoran za 40 000 slucajeva tesSkog jednostranog oStecenja
vida ili sljepoce u svijetu [7, 27]. Prema multicentri¢noj prospektivnoj studiji u Francuskoj koja
je provedena 2002. godine incidencija prvih epizoda HSK-a bila je 13,2 na 100 000 osoba
godiSnje, a rekurentni slucajevi HSK-a (rHSK) procijenjeni su na 31,5 na 100 000 osoba
godisnje [28].



HSV-1 1 HSV-2 inficiraju do 90 % odraslih osoba u svijetu, s time da samo HSV-1 zarazi 66
% svjetske populacije. lako je oko 50 - 90 % stanovniStva seropozitivno na protutijela HSV,
ovisno o dobi i zemlji, veéina ljudi je asimptomatska [7, 27]. U nekim dijelovima svijeta, poput
Latinske Amerike 1 subsaharske Afrike, prevalencija HSV-1 prelazi 1 90 % [29]. Ipak,
epidemioloski podaci za HSK izvan razvijenih zemalja ograniCeni su; pretpostavlja se da je
incidencija veca u zemljama u razvoju zbog vise stope infekcije HSV. U nekim populacijama
zabiljeZen je porast incidencije HSK-a tijekom vremena. Retrospektivne studije u gradu
Rochester u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) pokazale su povecanje godiSnje
incidencije novih o¢nih HSV slucajeva s 8,4 na 11,8 na 100 000 stanovnika godiSnje. Kao
moguce objasnjenje navodi se dulji zivotni vijek (viSe vremena za reaktivacije) i promjene u
izloZenosti virusu [28, 30]. Naposljetku, HSK predstavlja znacajan globalni teret bolesti jer
zahtijeva Ceste posjete oftalmologu i odgovoran je za znacajan gubitak rada i produktivnosti.
Kada je trajno, oStecenje roznice od HSK-a moze zahtijevati kirur§ku intervenciju i rezultirati
u vise od 1000 penetrantnih keratoplastika godisnje u SAD-u [6].

Na temelju ovih podataka, procijenjenih 58 milijuna dana rada (444 000 u SAD-u) izgubljeno
je u lijecenju HSK-a u cijelom svijetu svake godine [6, 30]. Prosjecno vrijeme od pojave
simptoma do povlacenja aktivne ocne HSV infekcije procijenjeno je na 17,6 dana za prvu
epizodu i 28,4 dana za ponavljajuce epizode [6, 28]. Istrazivanjem literature dosli smo do
zakljucka o malo dostupnih studija koje su se bavile epidemioloskim karakteristikma HSK -a.
Treba imati na umu da ¢e, kako populacija sve vise stari, teret povezan sa smanjenom vidnom
funkcijom, gubitkom radne produktivnosti te povecanom potrebom za redovitim

oftalmoloskim pracenjem i lijeCenjem takoder znacajno rasti [28].

1.3. Klini¢ke manifestacije i klasifikacija HSK-a na temelju smjernica Americke
akademije za oftalmologiju (AAO)

Ispravna klasifikacija bolesti klju¢ je uspjesnog i pravovremenog izlje¢enja. HSK pravi je
primjer takvog pristupa jer, zbog svojih brojnih klinickih prezentacija, terapijski algoritam
uvelike ovisi o tocnom klasificiranju oblika HSK-a, $to izravno odreduje protokol lijecenja.
Pregledom literature uocava se niz razli¢itih termina kojima su se opisivali pojedini oblici
HSK-a, §to je dodatno doprinosilo konfuziji u nomenklaturi te naglasilo potrebu za
jedinstvenom 1 uniformnom klasifikacijom. Ta je potreba vrlo uspje$no rijeSena objavom

klasifikacije Americ¢ke akademije za oftalmologiju (AAO) iz 2014. godine, koja se temelji na



sloju roznice zahvacenom boleS¢u, a u samoj tablici navedeni su i1 brojni ranije netocno
koriSteni nazivi [6].

Prema klasifikaciji AAO, epitelni herpeticni keratitis (HSK-E) dijeli se na dendriticki oblik
(HSK-D) 1 geografski oblik (HSK-G), pri ¢emu su oba uzrokovana aktivnom replikacijom
virusa na povrsini roznice. HSK-S se dijeli se na stromalni oblik HSK-a sa epitelnom
ulceracijom (HSK-SEU) ili stromalni oblik bez epitelne ulceracije (HSK-SnEU) ovisno o
nalazu fluoresceinskog testa. Kod HSK-En prisutna je upala u obliku stromalnog i epitelnog
edema sa precipitatima ali bez ostalnih promjena vezanih za prednju uveitis [6].

Ova klasifikacija ima znacajnu ulogu u pojednostavljivanju postavljanja dijagnoze i primjene
odgovarajucih terapijskih protokola. Kao §to je ranije istaknuto, osobit prijepor u nomenklaturi
predstavlja HSK-S, koji mnogi oftalmolozi pogresno klasificiraju kao ,,imuno stromalni”, ¢ime
se stvara pogreSan dojam da nisu svi oblici HSK-S posredovani imunoloskim mehanizmima.
Dodatno, roZnica za koju se pretpostavlja da je zahvacena stromalnim nekrotiziraju¢im HSK-
om ne mora uvijek imati stvarnu nekrozu, iako sam termin to sugerira. U osnovi, HSK-S
predstavlja inflamatornu bolest u kojoj kemokini imaju klju¢nu ulogu u migraciji leukocita
prema mjestu infekcije i upale, dok citokini aktiviraju stanice ukljucene u destrukciju tkiva.
Smatra se da je bolest rezultat kompleksne interakcije izmedu virusa i imunoloSkog sustava
domacina, a ne izravne virusne citolize stanica roznice [31]. Sli¢na nepreciznost u terminologiji
prisutna je 1 kod HSK-E, koji se u literaturi Cesto opisuju kao disciformni. Medutim,
disciformni keratitis predstavlja samo jedan oblik klinicke prezentacije HSK-E, dok u drugim
slucajevima moze biti zahvacen cijeli endotel. Dodatnu konfuziju stvara ¢injenica da pojedini
autori termin disciformni koriste i za opis HSK-S [6]. Upravo zbog ovakvih nejasnoca
navedena klasifikacija HSK-a trebala bi posluziti kao standardna osnova za sve oftalmologe,

kako bi se u klinickoj praksi koristila uniformna 1 ispravna terminologija (Tablica 1).



Tablica 1. Klasifikacija HSK-a prema smjernicama AAO. HSV - herpes simpleks virus,
HSK - herpeticni keratitis, AAO - Americka akademija za oftalmologiju (od engl. American
Academy of Ophthalmology).

Sloj roZnice Nomenklatura Alternativni nazivi
Dendriticki epitelni ulkus
Geografski epitelnu ulkus

Me-nekrotizirajuci keratitis,

Epitel HSV epitelni keratitis

HSV stromalni keratitis bez ulceracije

Stroma Intersticijski keratitis, Imuno stromalni keratitis
HSV stromalni keratitis sa ulceracijom Mekrotizirajuci keratitis
Endotel H5V endotelni keratitis Disciformni keratitis

1.4. Suvremene metode dijagnostike HSK-a

Dijagnoza HSK-a u pravilu se postavlja klinic¢ki, oslanjaju¢i se na anamnezu i tipicne
biomikroskopske nalaze, poput dendriticnog ulkusa roznice karakteristicnog za HSK-E. Ipak,
u atipi¢nim ili nejasnim slucajevima preporucuje se potvrda HSV infekcije. Budu¢i da je rijec
o bolesti obiljezenoj kroni¢nim tijekom s fazama latencije i rekurencije, smatra se da bi svaki
pacijent s dijagnozom HSK-a barem jednom tijekom bolesti trebao imati etioloski potvrdenu
dijagnozu. Time bi se i potvrdila ispravnost provodenja odgovarajuée terapije koja ponekad
traje 1 do godinu dana. U ovom odjeljku raspravljati ¢emo o karakteristikama i1 ogranic¢enjima

koriStenih dijagnostickih testova.

1.4.1. Metode neizravne viroloske dijagnostike

1.4.1.1. Seroloske pretrage za dokazivanje protutijela na antigene HSV-a

Seroloska dijagnostika HSV infekcije temelji se na detekciji specifi¢nih protutijela razreda
imunoglobulina M (IgM) i imunoglobulina G (IgG). Medutim, u dijagnostici HSK-a njezina je
vrijednost ogranicena, budu¢i da se HSK gotovo uvijek javlja kao rekurentna infekcija u osoba
koje su ve¢ ranije bile izlozene HSV-u. U veéine odraslih pacijenata s HSK-om prisutan je
pozitivan nalaz IgG protutijela na HSV-1, §to odrazava prethodnu izloZenost virusu, ali samo
po sebi ne potvrduje aktivnu infekciju. Medutim, dinamika titra HSV-1 IgG protutijela u
parnim uzorcima seruma moze upucivati na reaktivaciju virusa. IgM protutijela mogu biti
prisutna tijekom primoinfekcije ili reaktivacije HSV-a, no zbog ograni¢ene pouzdanosti ne
preporucuju se za rutinsku dijagnosticku primjenu. Ipak, serologija moze imati dijagnosticku
vrijednost u posebnim slucajevima, osobito u pedijatrijskoj populaciji. Ako dijete nema

detektabilna IgG ni IgM protutijela, vjerojatnost HSK-a je niska 1 treba razmotriti druge



diferencijalne dijagnoze [36]. Pozitivan nalaz HSV specifi¢nih I[gM protutijela u serumu djeteta
s klinickom slikom HSK-a moze biti u skladu s primarnom infekcijom, ali sam po sebi nije
dijagnosticki dovoljan. Stoga prema smjernicama, serologija ima sporednu ulogu u dijagnostici

HSK-a, osim u slucajevima sumnje na primoinfekciju u pedijatrijskoj populaciji [6].

1.4.2. Metode izravne viroloske dijagnostike

1.4.2.1. Izolacija virusa u stani¢noj kulturi

Izolacija virusa tradicionalno se smatrala "zlatnim standardom" za dijagnozu HSK-a [6, 32].
Uzorci poput strugotina roznice, teku¢ine iz vezikula ili suza inokuliraju se na osjetljive
stani¢ne linije. Infekcija se prati mikroskopski kroz razvoj citopatskog efekta (CPE),
karakteristicnog za HSV, koji ukljucuje zaobljavanje stanica, spajanje viSe stanica u
multinuklearne strukture i lizu stanica. Prednosti kulture su vrlo visoka specifi¢nost, gotovo
100 %. Osjetljivost izolacije virusa u stani¢noj kulturi u HSK-E obi¢no iznosi 50 — 70 %, dok
je u stromalnim i endotelnim oblicima (HSK-S i HSK-En) znatno niza te naj¢es¢e manja od 30
%. Uz to 1zolacija virusa moze trajati viSe dana, ¢ak do 10 dana, Sto odgada potvrdu dijagnoze.
Potrebno je pravilno rukovati uzorkom (drzati ga na 4 °C tijekom transporta) kako bi se odrzala
vijabilnost virusa. Danas je virusna kultivacija u rutinskim laboratorijima sve rjeda zbog
uvodenja brzih molekularnih testova; uglavnom je dostupna u referentnim laboratorijima ili u

sklopu istrazivanja [6, 32, 33].

1.4.2.2. Imunofluorescentne metode (IF) za dokazivanje antigena HSV-a

Imunofluorescentne (IF) metode koriste fluorescentno obiljezena protutijela koja prepoznaju
antigene HSV-a u uzorku roznice. Postoje dvije glavne tehnike: direktna (izravna) 1 indirektna
(neizravna) IF metoda. Direktna (izravna) imunofluorescencija (DFA) koristi jedno protutijelo,
konjugirano s fluoroforom. Protutijelo prepoznaje ciljnu molekulu (antigen) 1 veze se na
specificno podrucje koje se naziva epitop. PriloZzeni fluorofor moze se detektirati
fluorescentnom mikroskopijom, koja ¢e, ovisno o vrsti fluorofora, emitirati odredenu valnu
duljinu svjetlosti nakon pobudivanja [34, 35]. Indirektna imunofluorescencija (IFA) je metoda
u kojoj se primarno protutijelo specificno veZe za epitop ciljne molekule, dok sekundarno
protutijelo, konjugirano s fluoroforom, prepoznaje i veze primarno protutijelo. Zbog
mogucénosti vezanja vise sekundarnih protutijela na jedno primarno protutijelo, IFA pokazuje
vecu osjetljivost, ali potencijalno nizu specifi¢nost u usporedbi s DFA-om. DFA se radi toga
odlikuje ve¢om specificnoscéu, buduéi da koristi izravno obiljezeno primarno protutijelo bez

dodatne amplifikacije signala. Osjetljivost IF detekcije antigena HSV-a doseze oko 80 % u



iskusnim laboratorijima, $to je znatno vise nego kod kulture virusa [32]. Neka istrazivanja su
pokazala da IFA moze detektirati do 33 % viSe pozitivnih slucajeva nego kultura [8]. Medutim,
specificnost je nesto niza oko 70 - 85 %, ovisno o koriStenim protutijelima [32].

Mogu¢i su lazno pozitivni rezultati, koji nastaju kao posljedica krizne reakcije ili nepravilne
interpretacije fluorescencije, kao i laZzno negativni (ako je mala koli¢ina antigena ili je uzorak
uzet prekasno). Vazno je naglasiti da navedena ogranicenja nisu specificna za fluorescein
izotiocijanat (FITC, od engl. Fluorescein isothiocyanate) kao fluorescentni konjugat, ve¢ se
opc¢enito odnose na uporabu fluorescentno obiljeZenih sekundarnih protutijela, neovisno o vrsti
fluorofora. Zbog toga se uzorak za IF analizu treba uzeti prije primjene fluoresceina kako bi se
izbjegla moguénost lazno negativnih ili nepravilnih nalaza [32]. Prednost metode IF je $to brzo
potvrduje prisutnost virusa u epitelu roznice tijekom aktivne infekcije, $to moze biti korisno
kod prvih epizoda ili atipi¢nih ulkusa. Nedostatak je ograni¢ena korisnost kod HSK-SnEU, t;.
u slucajevima gdje nema povrsinskog oStecenja epitela iz kojeg bi se dobio uzorak. Danas, IF
testovi za HSK koriste se rjede zbog Sirine upotrebe lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR, od engl.
Polymerase chain reaction) ali mogu biti korisni gdje PCR nije dostupan ili kao dodatna
potvrda uz kulturu [6, 8]. lako IFA metoda pokazuje dobre dijagnosticke karakteristike u
otkrivanju HSK-a u usporedbi sa stani¢nom kulturom, u svakodnevnoj klinickoj praksi
primjenjuje se rijetko. Razlog tome su visoki troskovi potrebne opreme, poput fluorescentnog
mikroskopa, te potreba za posebno educiranim laboratorijskim osobljem koje moze pravilno

izvesti 1 interpretirati test [6, 8].

1.4.2.3. Imunoenzimski test (ELISA) za detekciju antigena HSV-a

Imunoenzimski test (ELISA, od engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) se primjenjuje u
dijagnostici HSK-a najc¢esc¢e za detekciju antigena HSV-a ili za mjerenje lokalnih protutijela u
suznom filmu. Postoje komercijalno dostupni testovi (poput Herpcheck ELISA testa) koji
detektiraju antigen HSV-a iz brisa roznice ili konjunktive. Prednost takvih testova jest
mogucnost paralelne obrade veceg broja uzoraka, kako u automatiziranom tako 1 u ru¢nom
nacinu rada, uz relativno kratko vrijeme dobivanja rezultata, najces¢e unutar jednog dana.
Specificnost ELISA testa iznosi priblizno 80 — 85 %, dok je osjetljivost znatno niza, svega oko
50 % (49 — 55 %). Upravo zbog te ograniCene osjetljivosti, test Herpcheck nije pronasao Siru
primjenu u svakodnevnoj klini¢koj praksi, osobito imajuci u vidu dostupnost superiornijih
metoda poput PCR-a [6, 36]. Stoga ELISA pokazuje stopu detekcije usporedivu s virusnom
kulturom, s prijavljenom osjetljivos¢u u rasponu od priblizno 70 - 80 %, ovisno o fazi bolesti i

metodoloskim razlikama [37]. Prednost ELISA metode je Sto ne zahtijeva mikroskop nego se



oCitava spektrofotometrijski, te Sto rezultat ne ovisi subjektivno o promatracu. Drugi pristup
ELISA-e je mjerenje lokalnog imunoloSkog odgovora kao npr. odredivanje sekretornih HSV
imunoglobulina A (IgA) u suzama. Pokazano je da povisen IgA u suzama korelira s aktivnom
infekcijom, no uz osjetljivost oko 30 — 40 % stoga se takvi seroloski ELISA testovi na uzorku
suza rijetko koriste u praksi. Antigenski ELISA test danas nije standardna rutina u razvijenim
centrima (gdje je PCR preuzeo primat), ali moZe biti koristan kada druge metode nisu dostupne

ili kao dopuna [38].

1.4.2.4. Molekularna dijagnostika HSK-a pomo¢u PCR-a i qPCR-a

PCR predstavlja jednu od najznacajnijih metoda molekularne biologije, omoguéujuci
eksponencijalno umnazanje odabrane sekvence DNK u kratkom vremenu. Metodu je razvio
Kary Mullis 1983. godine (dobitnik Nobelove nagrade za kemiju 1993. god.) kako bi prevladao
problem nedovoljne koli¢ine DNK za analizu. Osnovni princip PCR-a jest ponavljano
provodenje ciklusa denaturacije dvostruke uzvojnice DNK zagrijavanjem, hibridizacije
specificnih oligonukleotidnih pocetnica tzv. primera na ciljno mjesto pri snizenoj temperaturi
te elongacije novog lanca pomocu nukleotida i termostabilne DNK polimeraze. KoriStenje
termostabilne Tag-polimeraze iz bakterije Thermus aquaticus od 1988. godine bilo je
prekretnica koja je omogucila provedbu PCR-a u zatvorenoj reakcijskoj epruveti bez dodavanja
enzima u svakom ciklusu. Time je metoda postala znatno brza, jeftinija i pouzdanija, a PCR se
ubrzo prosirio u brojne discipline, od genetickog inZenjerstva do forenzike [39-42]. Sljedeci
vazan iskorak bio je razvoj PCR u realnom vremenu (qPCR, od engl. quantitative PCR ), koja
omogucuje pracenje amplifikacije DNK u realnom vremenu uz kvantifikaciju nastalog
proizvoda. Pocetkom 1990-ih Higuchi i sur. otkrili su da se u reakciju moze dodati
fluorescentna boja ili sonda koja emitira signal proporcionalan koli¢ini umnozenog DNK, ¢ime
je omoguceno kontinuirano pracenje reakcije. Taj je pronalazak 1993. god. otvorio put
modernom kvantitativnom PCR-u. Danasnji qPCR platforme koriste interkalirajuce
fluorescirajuce boje (npr. SYBR Green) ili specifi¢ne oligonukleotidne probe (npr. TagMan)
koje emitiraju signal prilikom amplifikacije ciljne sekvence, omogucujuci detekciju ve¢ nakon
30 - 40 ciklusa bez potrebe za naknadnom elektroforezom. Time je uvelike smanjena
mogucénost kontaminacije uzorka, a dobiveni Ct (broj ciklusa, od engl. cycle threshold)
vrijednosti pruzaju uvid u pocetnu koli¢inu DNK. Ct vrijednost predstavlja broj ciklusa
amplifikacije pri kojem fluorescentni signal prelazi unaprijed definirani prag detekcije te je

obrnuto proporcionalna pocetnoj koli¢ini ciljane DNK u uzorku [36, 39-42].

10



Tradicionalne metode poput kultivacije virusna zahtijevale su vijabilan virus i1 viSe dana
inkubacije, dok PCR moze izravno detektirati virusnu DNK u uzorku te pruziti rezultat unutar
nekoliko sati. Najnoviji sustavi ¢ak integriraju brzu ekstrakciju i amplifikaciju te primjerice u
jednom istrazivanju kvantitativni mikrofluidni PCR detektirao je HSK DNK u suzama
pacijenta za oko 40 minuta od uzorkovanja. Osim brzine, glavna prednost PCR-a je izrazito
visoka osjetljivost 1 specifi¢nost. PCR moze amplificirati 1 minimalne koli¢ine virusne DNK,
Sto je kljucno u oftalmologiji gdje su uzorci ¢esto oskudni (npr. tanki sloj roznice ili uzorci
suza) 1 mogu sadrzavati tek tragove patogena. Pokazano je da PCR metoda moze uspjesno
detektirati prisutnost HSV-a ¢ak i u slucajevima kada klasi¢ne dijagnosticke metode, poput
stani¢ne kulture ili IF ne daju pouzdane rezultate. Pramod i sur. izvijestili su da je PCR
identificirao HSV DNK u slu¢ajevima HSK-a kod kojih su izolacija, IF metode i seroloski
testovi dali negativne rezultate. Dodatna je prednost sto PCR omogucéuje tipizaciju HSV-a t;.
primeri se mogu dizajnirati tako da razlikuju HSV-1 od HSV-2. [39-44].

varirati ovisno o klinickom obliku HSK-a [38]. qPCR nadograduje klasi¢ni PCR 1 rezultat je
Ct vrijednost, koja je obrnuto proporcionalna pocetnoj koli¢ini HSV DNK u uzorku. Na taj
nacin qPCR omogucuje ne samo potvrdu prisutnosti virusa, nego i kvantifikaciju virusa. Ovo
je osobito korisno u pracenju terapijskog odgovora i procjeni prognoze. Ct je obrnuto
proporcionalan pocetnoj koli¢ini ciljne DNK: niske Ct vrijednosti (npr. < 20) ukazuju na vrlo
visok titar virusa u uzorku, dok visoke Ct vrijednosti (npr. > 35) znace da je virusna DNK
prisutna u vrlo niskoj koli¢ini, na granici detekcije.

Samo kvantitativni rezultat moze razlikovati slucajeve s izrazenom virusnom replikacijom od
onih u kojima je prisutna tek minimalna koli¢ina virusne DNK. To je osobito vazno u klinickim
situacijama kada je PCR pozitivan, ali nije jasno ima li nalaz klini¢ku relevantnost. Drugo,
pracenje terapijskog odgovora predstavlja vaznu primjenu qPCR-a. U idealnim okolnostima,
uspjes$na antivirusna terapija dovodi do postupnog smanjenja razine virusa tijekom vremena.
Pad razine virusa (porast Ct vrijednosti) nakon uvodenja antivirusne terapije ukazivao bi na
dobar terapijski odgovor, dok bi perzistiranje niskog Ct (odnosno visoke razine virusa) moglo
upucivati na razvoj rezistencije ili nedovoljnu penetraciju lijeka u tkivo roznice.

U buducnosti bi kvantifikacija virusnog opterecenja mogla imati terapijski usmjeravajucu
ulogu u donosSenju klini¢kih odluka. Primjerice, odluke o trajanju antivirusne terapije ili o
sigurnom uvodenju kortikosteroidnih kapi kod HSK-S mogle bi se temeljiti i na stupnju virusne
replikacije. Preporucuje se da se protuupalna terapija uvede tek kada je razina virusa niska,

¢ime se smanjuje rizik pogorSanja infekcije. Konacno, prognosticki znacaj kvantifikacije
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virusnog opterecenja sve se vise istrazuje. Premda joS nije ¢vrsto potvrdena korelacija izmedu
visoke pocetne koli¢ine virusa i tezine bolesti kod HSK-a, studije na drugim oblicima HSV
infekcija, poput encefalitisa, pokazale su da visoko inicijalno razina virusa moze predvidati
tezi klinicki ishod ako se terapija ne primijeni na vrijeme. Slicna se hipoteza istraZzuje i1 u
oftalmologiji, gdje bi broj virusnih kopija mogao biti povezan s ve¢im rizikom komplikacija
ili losijim vidnim ishodom.

Vazno je, medutim, naglasiti da interpretacija Ct vrijednosti mora biti oprezna. Razli¢ite PCR
platforme, sonde i protokoli mogu proizvesti razli¢ite apsolutne Ct vrijednosti za istu koli¢inu
virusa. Stoga je, radi usporedivosti medu laboratorijima, preporucljivo rezultate izraZavati kao
broj kopija virusne DNK koriste¢i standardnu kalibracijsku krivulju s poznatim

koncentracijama HSV genoma [38, 44, 45].

1.5. Standardi lije¢enja HSK-a

Zbog potencijalno teskih ishoda nelije¢enog HSK-a ukljucujuéi trajno zamucenje roznice i
gubitak VO pravovremeno i pravilno lijeCenje od kriticne je vaznosti [4].

Globalno najpoznatija serija randomiziranih placebo kontroliranih klini¢kih studija Herpetic
Eye Disease Study (HEDS) zapocetih 1989. godine imala je veliku ulogu u stvaranju protokola
lijeCenja HSK-a kombinacijom antivirusne i kortikosteroidne terapije kao i vaznost uvodenja
profilakse kod rekurentnih slucajeva [6, 46]. Terapijski pristup temelji se na dvije glavne
komponente: (1) antivirusne terapije za suzbijanje replikacije HSV-a i (2) protuupalnoj terapiji
za kontrolu imunopatoloske upale u roznici. Pored toga, koriste se 1 potporne mjere (poput
debridmana ulkusa roznice, midrijatika, antiglaukomske terapije, vitamina C) te, u odredenim

slucajevima, dugotrajna profilaksa radi sprecavanja recidiva bolesti [4, 5].

1.5.1. Antivirusna terapija

Antivirusna terapija predstavlja temelj lijecenja aktivne HSV infekcije na oku. Od otkri¢a
aciklovira (ACV) 1970-ih, nukleozidni analozi postali su standard u lije¢enju HSK-a. Djeluju
kao lazni supstrati virusne DNK polimeraze te inhibiraju sintezu virusne DNK i umnoZzavanja
virusa. Prva linija su klasi¢ni antivirusni lijekovi: ACV 1njegovi oralni prolijekovi valaciklovir
(VACV) i famciklovir (FCV), te lokalni antivirusni lijekovi poput ganciklovir (GCV) gela 0,15
% 1 trifluridinske kapi [4, 6]. Analozi nukleozida imaju slican antivirusni mehanizam. Oni se
selektivno fosforiliraju do monofosfatnog oblika u inficiranim stanicama pomoc¢u virusne TK-
e. ACV ima priblizno 200 puta vecu afinitet za HSV-TK nego za ljudsku TK, §to ga ¢ini

sigurnim lijekom. Stani¢ne kinaze tada pretvaraju ACV-monofosfat u difosfatni i trifosfatni
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aktivni oblik. ACV-trifosfat djeluje kao kompetitivni inhibitor virusne DNK polimeraze, a
osim toga se ugraduje u rastuci lanac virusne DNK. Budu¢i da mu nedostaje 3’°-hidroksilna
skupina, njegova inkorporacija dovodi do prekida elongacije DNK lanca i time ucinkovito
zaustavlja daljnju replikaciju virusnog genoma [28, 47].

ACV se moze primjenjivati i oralno 1 topicki, a izbor nacina primjene ovisi o odredenim
faktorima. Stanja kada se preporuca oralna primjena ACV-a jesu pacijenti kod kojih je oteZana
lokalna primjena lijeka radi npr. tremora 1/ili reumatoidnog artritisa, nosioca kontaktnih leca,
pedijatrijska populacija refraktorna na topicku terapiju, pacijenti koji koriste lokalnu terapiju
duZe od 21 dana, ako od ranije imaju oStecenje povrSine oka npr. sindrom suhog oka kao 1 izbor
za profilaksu nakon operacije. Stanja kada se preporuca topicka terapija jesu pacijenti sa
ostecenjem bubrega budu¢i da su svi oralni antivirusni lijekovi su u odredenoj myjeri
nefrotoksi¢ni, trudnice (svi oralni antivirusni lijekovi spadaju u kategoriju B tj. nema
pouzdanih podataka o Stetnosti te se ne preporucuje primjena u trudno¢i) kao i dojilje jer je
dokazana prisutnost ACV u mlijeku [6, 27]. Bitno je znati da prema HEDS studiji istovremena
primjena kombinacije oralnog i lokalnog ACV nije se povecala u¢inkovitost lijeka. Takoder
treba biti upoznat sa time da je i oralni i topicki ACV jednako djelotvoran i sposoban postic¢i
adekvatnu koncentraciju u tkivu roznice [6, 17].

Iako je ACV uclinkovita terapija HSK-a ima i nekoliko nedostataka. Prvo, djeluje isklju¢ivo na
replikaciju novo sintetizirane virusne DNK, ¢ime inhibira stvaranje novih virusnih Cestica, ali
ne eliminira stanice koje su ve¢ zarazene virusom. Uz to ACV ima nisku bioraspolozivost §to
zahtjeva vise doze lijeka 1 CeS¢u ucestalost primjene. Treci puno znacajniji nedostatak je razvoj
rezistencije na ACV o ¢emu ¢emo viSe u narednom poglavlju. Terapija druge linije obuhvaca
foskarnet 1 cidofovir, koji zbog manje selektivnosti prema virusnoj DNK pokazuju vecu
toksic¢nost u usporedbi s ACV-om i njegovim prolijekovima. Uz to, ovi lijekovi su skupi, ¢esto
nisu rutinski dostupni a uz to ne postoje ni jasno definirane smjernice o optimalnom doziranju,
trajanju terapije ili naCinu primjene kod oc¢nih infekcija. Zbog navedenih razloga, cidofovir i
foskarnet koriste se samo u iznimnim slucajevima, najcesce kod teSkih i ACV rezistentnih

(ACVR) HSK-a, i to pod strogim nadzorom oftalmologa i infektologa [6, 8, 29, 48, 49].

1.5.2. Kortikosteroidna terapija

Oblici HSK-a koji zahvaca dublje slojeve roznice (HSK-S i HSK-En), u ¢ijoj patogenezi
dominira imunoloSki odgovor na virusne antigene neophodno je primijeniti topicke
kortikosteroide (prednizon 1 % ili deksametazon 0,1 %) uz kontinuiranu antivirusnu zastitu

[7]. HEDS klinicka ispitivanja pokazala su da primjena topickih kortikosteroida uz antivirusni
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lijek kod HSK-S znacajno smanjuje upalnu infiltraciju, ubrzava oporavak vida i smanjuje
vjerojatnost terapijskog neuspjeha u odnosu na placebo skupinu, potvrdujuéi vaznost
kombinirane antivirusne i protuupalne terapije u lijeCenju ovog oblika bolesti [4, 6-7].
Kortikosteroidi djeluju na upalu roZnice putem viSe mehanizama koji zajedno dovode do
smanjenja imunoloskog odgovora i oCuvanja strukture roznice. Potiskuju aktivnost lokalnih
limfocita B, ¢ime smanjuju stvaranje protutijela koja doprinose upalnom procesu. Osim toga,
inhibiraju sintezu mukopolisaharida i kolagena u stromi roZnice, ¢ime sprecavaju razvoj edema
1 nastanak fibroze. Dodatno, kortikosteroidi smanjuju infiltraciju polimorfonuklearnih stanica
(neutrofila) u upalno tkivo, §to dovodi do smanjenja lokalne destrukcije tkiva i1 posljedi¢no
ublazavanja simptoma upale. Nakon uvodenja kortikosteroida u terapiju, nuzno je osigurati
njihovu dovoljno dugu primjenu uz postupno smanjivanje doze. Zbog dugotrajne primjene
kortikosteroida nuzno je redovito pracenje pacijenata zbog moguéih nuspojava, ukljucujuci
poviSenje ocnog tlaka, razvoj katarakte, suhoc¢e oka ili nastanak epitelnih defekata roznice [49,
50]. Kod nekih pacijenata dovoljan je i blazi kortikosteroid (fluorometolona 0,1 % ili
loteprednola 0,2 %) primjenjivati svaki drugi dan kroz nekoliko mjeseci, uz postupno
smanjivanje doze do potpunog ukidanja terapije [S1]. Kao pomo¢ pri smanjenju doze
kortikosteroida moze se uvesti topicki imunomodulator poput ciklosporina A 0,05 % osobito
ako postoji istodobna epitelna lezija kada je kortikosteroid rizicno davati u punoj dozi [6, 50].
Takoder su dobra zamjena za lokalne kortikosteroide kod pacijenata sa rHSK stromalnog
oblika i steroidom induciranim glaukomom [6, 50]. Sistemski kortikosteroidi rijetko su
potrebni, osim kod tezih HSK-SEU ili zahvacenosti unutarnjih struktura oka (npr.
nekrotizirajudi retinitis), a i tada se primjenjuju isklju¢ivo uz adekvatnu antivirusnu terapiju

[52].

1.5.3. Potporne mjere u lijecenju HSK-a

Osim glavnih lijekova, lije¢enje HSK-a ukljucuje i niz potpornih postupaka. Kod klasi¢nog
HSK-D cesto se izvodi mehanicko ¢iS¢enje tzv. debridman epitela tj. sterilnim tupferom
uklanja se zarazeni epitel na rubovima ulkusa, ¢ime se uklanjaju stanice pune virusa i potice
zacjeljivanje. Debridman moze skratiti trajanje infekcije te smanjiti koli¢inu virusnih antigena
koji poti¢u razvoj stromalne upale. Naravno, uvijek se kombinira s antivirusnom terapijom
kako bi se sprijecila ponovna infekcija iz preostalih virusnih ¢estica. Medutim, iako je klinicka
primjena debridmana kod HSK-E poznata od ranije, dokazi koji podupiru tu tehniku su

ograniceni i nedostaje im koherentnost [6].
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Kod HSK-En ili razvoj prednjeg uveitisa daje se midrijacil 1/ili cikloplegik (poput topikalnog
atropina) radi sprecavanja straznjih sinehija i ublazavanja boli zbog cilijarnog spazma [6, 53].
U fazi cijeljenja epitelnih defekata korisno je intenzivno podmazivanje oka umjetnim suzama
kako bi se epitel brze regenerirao. Za HSK pracen tezim neurotrofickim osteenjem povrSine
roznice, mogu biti potrebne mjere poput terapijskih mekanih kontaktnih le¢a, transplantacije
amnijske membrane [6, 54].

Transplantacija roznice je posljednji izbor kada HSK uzrokuje nepovratno oSte¢enje roznice.
Idealno vrijeme za keratoplastiku je nakon 3 mjeseca nakon zadnje reaktivacije tj. kada je

bolest pod kontrolom topic¢kim kortikosteroidima i oralnom profilaksom ACV [55].

1.5.4. Potencijalni novi lijekovi u lije¢enju HSK-a

Unato¢ dostupnosti navedenih terapija koje su u mnogim slucajevima vrlo uéinkovite, valja
naglasiti da trenutno lije€enje ne eliminira potpuno virus iz organizma. HSV ostaje latentno
prisutan u zivéanim ganglijima, stoga postojec¢a terapija samo skracuje trajanje akutnih epizoda
kao alternative za lijeCenje HSV-a. Ove molekule djeluju na razlicite faze HSV-1 infekcije.
Prvo tu je rije¢ o novoj skupini antivirusnih lijekova tzv. inhibitori helikaza-primaza kompleksa
koji sprecavaju sintezu virusne DNK [4].

Primjeri lijekova u ovoj klasi ukljucuju protelivir i amenamevir, koji su pokazali u¢inkovitost
kod VZV i HSV-2 [56]. Ovi lijekovi djeluju na HSV helikaza-primazni kompleks, koji
predstavlja cilj djelovanja razli¢it od virusne DNK polimeraze 1 TK-e, na koje djeluju ACV 1
njegovi derivati. Helikaza-primazni kompleks, klju€an za replikaciju virusnog genoma, sastoji
se od triju virusnih proteina, produkata gena (ULS5, UL8 1 UL52) koji zajedno omogucuju
razdvajanje dvolan¢ane virusne DNK 1 sintezu kratkih RNK primera potrebnih za inicijaciju
replikacije putem virusne DNK polimeraze [57, 58].

Jedna studija predlozila je upotrebu BX795, inhibitora TANK-vezujuce kinaze 1 (od engl.
Tank-binding kinase 1, TBK1), za blokiranje HSV-1 u zarazenim stanicama time Sto blokira
sintezu proteina. Antivirusna aktivnost BX795 temelji se na inhibiciji fosforilacije Akt-a u
zarazZenim stanicama, Sto dovodi do smanjene sinteze virusnih proteina. Akt (protein kinaza B)
je serin/treonin kinaza ukljucena u regulaciju stani¢nog rasta, prezivljenja i sinteze proteina, a
njegova aktivacija fosforilacijom klju¢na je za uc¢inkovitu replikaciju brojnih virusa. Budu¢i da
njegov mehanizam djelovanja ne ovisi o virusnoj TK ili DNK polimerazi, BX795 bi mogao
biti uc¢inkovit i protiv sojeva HSV-1 rezistentnih na ACV, ¢ime se otvara mogucénost njegove

primjene kao perspektivne alternative postoje¢im antivirusnim lijekovima [4, 59].
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Nedavno je FDA (Agencija za hranu i lijekove, od engl. Food and Drug Administration)
odobrila primjenu CRISPR-Cas9 (od engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats accociated protein) tehnologije u lijeCenju nasljednih bolesti poput B-talasemije,
anemije srpastih stanica i Leberove kongenitalne amauroze. Osim u genskoj terapiji, CRISPR-
Cas9 pokazuje potencijal u blokiranju replikacije i uklanjanju latentnih oblika virusa,
ukljucujuéi viruse iz porodice herpesa kao $to su Epstein — Barr virus, humani citomegalovirus
1 HSV-1 [4, 68].

Daljnji istrazivacki napori usmjereni su na inhibiciju interakcije HSV-a s receptorima stanica
domacina, poput heparan sulfata s 3-O-sulfatnim modifikacijama, kao i s glikoproteinima
virusne ovojnice. Inhibicija ovih molekula moze sprijeciti ulazak HSV-a u stanicu i time
zaustaviti Sirenje infekcije [4, 14]. Park i sur. pokazali su da kombinacija kationskog peptida
G2, koji se veze na 3-O-sulfatirani heparan sulfat i ACV ima snazniji antivirusni uc¢inak u
modelima o¢ne infekcije, ukljucujuci sustave sporog oslobadanja kroz kontaktne le¢e [69].
Istrazuju se i terapije usmjerene na imunomodulaciju, s obzirom na vaznu ulogu upale u
patogenezi HSK-a. Lijekovi poput azacitidina i retinoi¢ne kiseline mogu povecati broj i
funkcionalnu aktivnost regulatornih T-stanica, ¢ime se smanjuje upala i stabilizira imunoloski
odgovor [70, 71].

Posebno zanimljiv novi terapijski cilj u lijeCenju HSV-1 infekcija je Racl protein (od engl.
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), mali GTP-vezni protein koji sudjeluje u stani¢noj
signalizaciji 1 dinamici citoskeleta. Pokazano je da Racl pozitivno korelira s replikacijom
HSV-1, a da inhibicija njegove aktivnosti molekulama NSC23766 1 Ehop016 znacajno
potiskuje replikaciju virusa [72,73]. Stoga Racl predstavlja potencijalni terapijski cilj za razvoj
novih antivirusnih lijekova.

Ovi inovativni pristupi od genetskih tehnologija poput CRISPR-a, preko inhibicije ulaska
virusa u stanicu, modulacije upale, do ciljanja intracelularnih signalnih putova predstavljaju
perspektivne strategije za buduce terapije HSV-1 infekcija, uklju¢uju¢i HSK. Trenutno se
najveca oc¢ekivanja polazu u razvoj cjepiva protiv HSV-a te imunoterapijskih i drugih pristupa
usmjerenih na smanjenje latentnog virusnog rezervoara. Do tada, prevencija reaktivacija i
prijenosa virusa temelji se prvenstveno na primjeni antivirusnih lijekova 1 opéim mjerama

ocuvanja zdravlja.

1.5.5. Personalizirani pristup lije¢enja HSK-a prema klinic(kom obliku
HSK nije jedinstvena klinicka jedinka, ve¢ spektar bolesti roznice uzrokovanih HSV-om.

Klasifikacija HSK-a temelji se na primarnoj anatomskoj lokalizaciji zahvaéenosti roznice i
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patofizioloSkom mehanizmu lezije. Svaki od ovih tipova HSK-a ima svoje karakteristike, tijek
1 optimalni terapijski pristup [6]. Personalizirani pristup lijeCenju podrazumijeva da terapiju
prilagodimo konkretnom klinickom tipu HSK-a kod pacijenta, umjesto jedinstvenog pristupa

za sve. U nastavku su prikazani specifi¢nosti lijeCenja za svaki od navedenih klinickih tipova.

1.5.5.1. Lijecenje HSK-E oblika (HSK-D i HSK-G)

Ovaj tip HSK-a karakterizira aktivna replikacija HSV-a u povrSinskom epitelu roznice.
Klini¢ki se vidi karakteristicna dendriti¢ka lezija obojena fluoresceinom tj. razgranati defekt
epitela s na kraju bulbarnim zadebljanjima. Osnova lije€enja je antivirusna terapija koja
eliminira virus iz epitela i omogucuje zacjeljivanje. Lijekovi izbora su topicki i to ACV, GCV
te trifluridin koji je dostupan u SAD-u. Od sistemskih antivirusnih lijekova to su ACV, FCV 1
VACV. Oralni ACV u dozi od 400 mg pet puta dnevno postize terapijske koncentracije u
prednjoj o¢noj sobici [7]. Dokazano je da 1 lokalno primijenjeni ACV moze prodrijeti kroz
intaktan epitel roznice, medutim to se ne odnosi i na GCV [60]. Uz redovitu primjenu
antivirusnih masti/gelova, ve¢ina dendriti¢kih ulkusa zacijeli unutar 2 tjedna te lokalna terapija
ne bi smjela biti duza od 21 dana radi potencijalne o¢ne toksi¢nosti. Ako se uvodi oralna
terapija, preporucena doza ACV iznosi 400 mg tri do pet puta dnevno tijekom 7 do 10 dana za
pacijente s HSK-D, dok se kod HSK-G koji ima tezu klinicku prezentaciju i zahtijeva dulje
lijeCenje, primjenjuje 800 mg pet puta dnevno ACV tijekom 14 do 21 dan. Sam debridman
ulkusa bez osnovne terapije se ne preporuca kao terapija izbora za HSK-E. Tijekom lijecenja
epitelnih lezija strogo se izbjegava uporaba lokalnih kortikosteroida jer oni pogorSavaju
infekciju epitela i mogu dovesti do progresije ulkusa. U ovoj fazi bolesti upalna komponenta
je minimalna 1 nije potreban kortikosteroid. Takoder se izbjegavaju lokalni lijekovi koji poticu
upalu, poput miotika (npr. pilokarpina) ili analoga prostaglandina. Nakon uspjeSnog lijeenja
HSK-E opcenito ostavlja minimalne oziljke. Ipak, pacijenta treba pratiti zbog mogucih
recidiva. Kod pacijenata sa epitelnim HSK-E postoji mali rizik od razvoja HSK-S te nije

potrebna profilaksa ACV-om osim u slu¢ajevima rekurencije [6, 7, 61].

1.5.5.2. Lijecenje HSK-S oblika (HSK-SEU i HSK-SnEU)

Prema HEDS skupini pacijenti koju su imali desetotjedni rezim koji je ukljucivao lokalne
kortikosteroide sa postepenim smanjivanjem i antivirusni lijek imali su bolji odgovor na
lijecenje u odnosu na pacijente koji su lijeCeni samo antivirusnom terapijom [6, 62]. Radi
dugotrajnosti terapije preporuca se uvodenje oralnih antivirusnih lijekova buduéi da topicki

antivirusni lijekovi mogu dovesti do toksi¢nosti povrSine oka u obliku toksi¢nog
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keratokonjuktivtisa, alergijskog konjuktivitisa ili stenoze punktuma [63]. Kao §to je ve¢ ranije
navedeno, a §to se Cesto potvrduje 1 u klini¢koj praksi, dodavanje oralnog antivirusnog lijeka
uz topicku terapiju ne donosi dodatnu korist, budu¢i da do danas nijedna studija nije pokazala
statisticki znacajnu prednost kombinirane primjene dvaju antivirusnih lijekova u odnosu na
monoterapiju bilo oralnu ili topi¢ku [76]. Ipak, Dutt i sur. su u seriji slu¢ajeva HSK-SEU
utvrdili da kombinacija lokalnog 1 sistemskog ACV moze ubrzati cijeljenje epitelnog defekta,
Sto upucuje na mogucnost selektivne koristi u odredenim klinickim situacijama [77].

Prema smjernicama AAO, HSK-SnEU lijeci se terapeutskom dozom topickih kortikosteroida
u kombinaciji sa profilaktickom dozom oralnih antivirusnih lijekova. To ukljucuje topicki 1 %
prednizolon 6 - 8 puta dnevno sa postepenim smanjivanjem vise od 10 tjedana uz oralni ACV
u dozi od 400 mg 2 x dnevno. Klju¢ uspjeSnog lije€enja je odmah zapoceti topikalni
kortikosteroid kako bi se suzbila upalna destrukcija strome.

Kod HSK-SEU imamo drugaciji terapijski reZim §to se ti¢e doziranja antivirusnih lijekova i
kortikosteroida. Radi epitelne ulceracije imamo limitiranu dozu topickih kortikosteroida tj. 1
% prednizolon dva puta dnevno zajedno sa terapeutskom dozom oralnih antivirusnih lijekova
tj. ACV 800 mg 3 do 5 puta dnevno kroz 7 - 10 dana. Nakon toga doza oralnih antivirusnih
lijekova se smanjuje na profilakticku dozu i traje dokle god traje kortikosteroida terapija. Ne
postoji klinicka studija o potrebnoj duzini lijeCenja te se ona odreduje na temelju klinicke
prezentacije 1 odgovora na terapiju, medutim oslanjajuéi se na rezultate. Prema HEDS skupini
lijecenje bi trebalo trajati duze od deset tjedana [6, 61]. Cilj ispravnog lije¢enja HSK-S je nac¢i
balans izmedu koritkosteorida kako bi se suprirmirala imunoloSka reakcija, a sa druge strane
odgovarajuca doza antivirusnih lijekova kako ne bi doslo do povecanja koncentracije virusa i
razvoja HSK-E [27]. Unato€ pravovremenoj i optimalnoj terapiji nakon HSK-S cesto zaostaje
oziljak roznice koji kompromitira vid. U takvim sluc¢ajevima, nakon minimalno 3 - 6 mjeseci
od zadnje aktivnosti moze se razmatrati keratoplastika [6, 64].

U pacijenata kod kojih je primjena kortikosteroida kontraindicirana, primjerice zbog poviSenog
intraokularnog tlaka, nuspojava ili rizika od reaktivacije infekcije, ciklosporin A predstavlja
vrijednu alternativu jer pruza protuupalni u¢inak bez tipi¢nih steroidnih komplikacija. Peyman
1 sur. u malom randomiziranom klini¢kom ispitivanju pacijenata sa HSK-S pokazali da je 2 %
ciklosporin A jednako ucinkovit kao i 1 % prednizolon acetat. Ciklosporin A djeluje
imunosupresivno blokirajuéi proliferaciju pomo¢nickih limfocita T (CD4+) i inhibirajuci
sintezu interleukina-2 (IL-2) koji imaju klju¢nu ulogu u upalnom odgovoru i patogenezi HSK-

S [79].
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1.5.5.3. Lijecenje HSK-En oblika

HSK-En oznaCava upalu endotelnih stanica koja se prezentira sa precipitatima roznice,
edemom roZznice i blagom reakcijom prednje sobice [6, 64]. Smatra se da je uzrok imunoloska
reakcija na virusne antigene u endotelu. Terapija HSK-En je sli¢na terapiji HSK-SnEu gdje se
primjenjuje terapeutska doza lokalnih kortikosteroida tj. prednizolon 1 % 6 - 8 puta dnevno uz
istovremeno antivirusno lije¢enje oralnim ACV 400 mg 3 - 5 x dnevno. Kortikosteroid se
potom postupno smanjuje tijekom nekoliko tjedana ili mjeseci, ovisno o odgovoru [9, 46]. Kod
HSK-En pojava poviSenog [0T-a moZe nastati zbog upale trabekularne mrezZice.
Moguce je da se HSV luci putem trabekuluma, koji je inerviran trigeminalnim Zivcem. Ovu
hipotezu podrzava klinicko opazanje da edem strome roznice obi¢no poc€inje s periferije kod
pacijenatas HSK En. Amano i sur. su u ekscidiranom tkivu roZnice, primjenom monoklonalnih
antitijela, dokazali prisutnost HSV-1 antigena u trabekulumu, $to podupire tezu o izravnoj ulozi

HSV-a u razvoju trabekulitisa [65, 66].

1.6. Profilaksa HSK-a

Recidiviraju¢i HSK-S povezan je sa trajnim gubitkom VO radi stvaranja oziljka roznice i
nepravilnog astigmatizma, te se radi toga u klinickoj praksi provodi dugotrajna profilaksa
oralnim antivirusnim lijekovima kako bi se sprijecile ponovne epizode HSK-a.

Rezultati HEDS-a pokazali su da 6 mjeseci nakon prestanka uzimanja profilakse nije bilo
statisticki znacajne razlike nastupa rekurencije izmedu pacijenata koji su uzimali profilaksu i
onih koji nisu $to govori u prilog da nema prolongiranog ucinka nakon $to se prekine uzimanje
ACV [6, 61, 62]. Zanimljivo je da pacijenti koji su imali epizodu HSK-a koji ne ukljucuje
stromu roznice, rijetko imaju recidiv HSK-S. Cak i nakon godine dana, odluka o prekidu
terapije ovisi o tezini dosadasnjih epizoda tj. neki pacijenti s vrlo ¢estim recidivima nastavljaju
profilaksu 1 duze (neki ¢ak 1 doZivotno, uz kontrolu potencijalnih nuspojava), dok se drugima
terapija moze oprezno ukinuti uz prac¢enje. Treba spomenuti da su neke kasnije analize HEDS
podataka dovele u pitanje koliku korist profilaksa daje dugoro¢no svim pacijentima. Ipak, op¢i
konsenzus jest da profilaksa ima smisla kod pacijenata s visokim rizikom od recidiva ili teSkim
prvim epizodama [6, 61, 62].

Optimalno trajanje profilakticke terapije nije jednoznacno za sve pacijente. Kao §to je
navedeno, 1 godina smatra se minimalnim trajanjem kod tezih tipova. HEDS je koristio 12
mjesecnu shemu; medutim, pracenja nakon HEDS-a sugerirala su da se nakon prestanka
terapije ucestalost recidiva moze povecati, posebno u prva 2 mjeseca nakon prekida (tzv.

rebound efekt). Stoga neki strucnjaci preporucuju 18 do 24 mjeseca kontinuirane profilakse

19



kod pacijenata koji su tek nakon godinu dana postigli stabilnu remisiju. Doze lijekova
prilagodene su dugotrajnoj primjeni: ACV 400 mg 2 X dnevno standardna je doza za
imunokompetentne pacijente [5, 6, 67].

Nakon penetrantne keratoplastike kod pacijenta sa rHSK predlaze se oralni ACV u dozi od 800
mg 3 x dnevno inicijalno te se kasnije doza smanjuje na 400 mg 2 x dnevno najmanje godinu
dana. Alternativno, VACV 500 mg 1x dnevno pruza ekvivalentnu zastitu. VACV je prolijek
ACV-a s boljom oralnom biodostupnosc¢u (3 - 5 puta ve¢om), §to omogucuje rjede doziranje i
potencijalno bolju suradljivost pacijenata. Doista, studije su pokazale da je VACV (500 mg
dnevno) jednako ucinkovit kao i ACV (400 mg dvaput dnevno) u sprjecavanju recidiva HSK-
a [6, 68]. Valja napomenuti da u profilaksi FCV takoder ima mjesto te doza od 250 mg dvaput
dnevno koristila se u nekim radovima, no u praksi se rjede propisuje zbog cijene i dostupnosti
[6,61].

Najnovija istrazivanja usmjerena su na individualizaciju profilakse, s ciljem da se identificiraju
pacijenti koji ¢e od nje imati najvecu korist. U tom kontekstu, istrazuje se utjecaj genetskih
¢imbenika, poput odredenih HLA (od engl. Human leukocyte antigen) genotipova, koji su
povezani s pove¢anom sklonos$¢u ponovnim epizodama HSK-a [85]. Ovakav pristup mogao bi
u buducnosti omoguciti personaliziranu profilaksu, koja bi se primjenjivala samo kod
pacijenata s najvec¢im rizikom od recidiva. Do tada se odluka o uvodenju profilakticke terapije
temelji na klini¢koj procjenti tj. broju 1 tezini prethodnih epizoda, funkcionalnom statusu vida
na zahva¢enom oku, suradljivosti pacijenta, moguéim kontraindikacijama za antivirusne
lijekove, te preferencijama samog pacijenta [5, 6, 61, 67].

Osim standardnih antivirusnih lijekova, sve se viSe prepoznaje potporna uloga vitamina C
(askorbinske kiseline) u prevenciji HSK. Vitamin C je poznat po svojim antioksidativnim 1
imunomodulacijskim svojstvima, a novija istrazivanja ukazuju da visokodozna suplementacija
moze smanyjiti rizik reaktivacije HSV-a.

Retrospektivna studija iz Juzne Koreje, Yoon i sur. ispitivala je u€inak dodatka oralnog
vitamina C (2 x 1000 mg dnevno) uz standardnu antivirusnu profilaksu kod pacijenata s HSK-
om. Rezultati su pokazali da su recidivi bili zna¢ajno rjedi u skupini koja je primala vitamin C.
Univarijatna analiza potvrdila je da su 1 profilakticki ACV 1 vitamin C samostalno smanjili
rizik od ponovne pojave bolesti tj. ACV priblizno Cetiri puta, a vitamin C za oko 50 % u
usporedbi s pacijentima bez profilakse [94].

Sustavnom suplementacijom postize se povecana koncentracija askorbinske kiseline u o¢noj
vodici, §to stvara antivirusno mikrookruzenje i dovodi do manjih stopa recidiva [86, 87].

Vitamin C dodatno smanjuje oksidativni stres neutraliziraju¢i slobodne radikale i
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prooksidativne metabolite tijekom upale, te ubrzava epitelno zacjeljivanje stimulacijom
mati¢nih stanica epitela roznice. Uz to, ima klju¢nu ulogu u sintezi kolagena i o¢uvanju
strukturnog integriteta strome roznice, ¢ime pridonosi vecoj otpornosti roznice [88, 89].

Iako su potrebna opseznija prospektivna istrazivanja za potvrdu ovih nalaza, rezultati dostupnih
studija sugeriraju da vitamin C moze biti koristan dodatak antivirusnoj profilaksi kod
pacijenata s ucestalim recidivima HSK-a. Neki autori stoga ve¢ preporucuju dnevnu
suplementaciju od 1 g vitamina C kao adjuvantnu mjeru uz standardnu antivirusnu terapiju

[94].

1.7. Komplikacije HSK-a

Kao §to je ve¢ navedeno, klinicki tijek HSK obiljeZen je rekurentnim epizodama te svaka
ponovna reaktivacija virusa povecava kumulativno osteéenje oka i rizik za trajne komplikacije.
Medu najznacajnijim komplikacijama su oziljci roznice, neovaskularizacija roznice (NV),
sekundarni glaukom i perzistentni epitelni defekt (PED). Upravo te Cetiri komplikacije bit ¢e
detaljno obradene u nastavku uz osvrt na njihovu patofiziologiju, ucestalost u razli¢itim
oblicima HSK, klini¢ku prezentaciju, posljedice po vid te mogucénosti lijeCenja i prevencije [6,

32].

1.7.1. Oziljak rozZnice

Replikacija virusa u roznici aktivira urodene imunoloske signalne putove, Sto dovodi do
pojacane produkcije citokina i kemokina u epitelnim i stromalnim stanicama roznice. Pocevsi
unutar 24 sata, dolazi do priljeva upalnih stanica, pretezno neutrofila, odnosno stanica NK (od
engl. Natural killer cells) te dendriti¢nih stanica i makrofaga, koji u ovoj fazi funkcioniraju
kako bi ogranicili Sirenje virusa izvan zarazenog tkiva. Dendriti¢ne stanice su glavne stanice
koje prezentiraju antigen, fagocitiraju virusne Cestice 1 zaraZzene stanice te se krecu prema
drenaznim limfnim ¢vorovima kako bi stvorile steceni imunoloski odgovor. U ranoj fazi
infekcije dolazi do prvog vala neutrofilne infiltracije roznice, koji je dio urodenog imunoloskog
odgovora i ima zatitnu ulogu u ogranicavanju virusne replikacije. Pocevsi od sedmog dana,
infiltracija CD4* T stanica i njihova produkcija citokina poput IFN-y i1 IL-17 potic¢u nastanak
drugog, kasnog vala neutrofila, koji je povezan s imunopatoloSkim oste¢enjem roznice. Daljnja
proizvodnja citokina i proteaza koje razgraduju izvanstani¢ni matriks od strane ovih neutrofila
pokreée karakteristicnu upalu 1 uniStavanje tkiva koje se vidi kod HSK-a. Time regrutiranje
upalnih stanica uzrokuje zamucenje roznice koje zaklanja vidnu os i moze dovesti do sljepoce.

Mjesto oziljavanja roznice ima vaznu ulogu u procesu regeneracije i obnovi osjeta roznice.
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Istrazivanja su pokazala da srediSnje oziljavanje roZnice znaajnije naruSava regeneraciju
rozni¢nih zivaca u odnosu na periferno oziljavanje. Budu¢i da su ziv€ana vlakna najgusce
rasporedena u srediSnjem dijelu roZnice, oSte¢enja u tom podrucju mogu rezultirati smanjenim
osjetom roznice (hipoestezijom) te u tezim slucajevima razvojem neurotroficne keratopatije.
Takvo stanje dovodi do smanjenog cijeljenja epitela i povecanog rizika za daljnja oSte¢enja
roznice, ukljucujudi ulceracije 1 trajni gubitak prozirnosti [69, 70].

U HSK-E virus inficira povrSinske stanice te defekti epitela uglavnom cijele bez trajnih
zamucenja, pogotovo ako su ograni¢eni na povrsini roznice. Nasuprot tome, kod HSK-S dolazi
do duboke upale i nekroze kolagenih lamela strome §to aktivira fibroblaste i posljedicno dovodi
do stvaranja fibrozne oziljne pregrade u roznici. Takoder pretjerani imunoloski odgovor na
virus uzrokuje kolateralnu Stetu stromi. Kod HSK-En upala primarno zahvaca endotel i duboku
stromu te premda ¢esto uzrokuje prolazno zamucenje zbog edema, moze ostaviti trajnije oziljke
u stromi u slu¢aju ponavljanih upala ili neadekvatnog lijecenja.

Stoga kod HSK-S u ¢ak 50 — 60 % slucajeva razvije se klinicki znacajan oziljak. Kod HSK-En
oziljci su rjedi, ali ponavljane epizode mogu dovesti do trajne subepitelne fibroze ili taloZzenja
u stromi koja nalikuju oziljku. Ukratko, oziljci su najces¢i i najizrazeniji nakon HSK-SEU, dok
su relativno rijetki 1 minimalni nakon HSK-E te umjereni kod tezih HSK-En [6, 32]. Za
razlikovanje oZiljka od aktivne infiltracije pomaze Cinjenica da se oziljno tkivo ne boji
fluorescentinom i obi¢no nema okolnog edema ni precipitata na endotelu. Topografski pregled
cesto pokazuje nepravilni astigmatizam zbog iskrivljenja rozni¢ine kupole. Posljedice za vid
ovisne su o lokalizaciji 1 gusto¢i oziljka. Centralno smjeSteni i gusti oziljak uzrokuje trajno
zamucenje slike. Osim smanjenja VO, prisutan je i nepravilan astigmatizam i opti¢ke aberacije
zbog narusene glatkoce roznice. Pacijenti se Zale na zamagljen vid, odbljeske 1 dvoslike
(monokularnu diplopiju) kod gledanja jednim okom. I periferni oZiljci mogu uzrokovati
smetnje poput odsjaja, osobito ako su opsezni. Studije pokazuju da oko 11 % pacijenata s
povijesti HSK-a naposljetku razvije trajno teSko osStecenje vida (ispod 0,1) upravo zbog
oziljaka 1 optickih poremecaja [32].

Rane i agresivne terapije akutnog HSK-a smanjuju opseg oStecenja tkiva i posljedi¢no veli¢inu
oziljaka. Takoder, profilakti¢ka dugotrajna primjena oralnih antivirusnih lijekova dokazano
smanjuje ucestalost recidiva, a time indirektno §titi od progresivnog oZiljavanja roZnice. U fazi
cijeljenja akutnih lezija, pazljivim nadzorom i pravodobnim uvodenjem kortikosteroida (u
stromalnim oblicima) nastoji se kontrolirati imunoloSka komponenta upale kako bi se

minimaliziralo stvaranje oziljne pregrade. Ukratko, optimalno lijecenje svake epizode HSK i
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supresija recidiva kljucni su za sprjeavanje teskog oziljavanja roznice i ocuvanje vidne

funkcije [71].

1.7.2. Neovaskularizacija (NV) roznice

RozZnica je fizioloski avaskularno tkivo te odrzavanje ‘“angiogene privilegiranosti” rezultat je
ravnoteze proangiogenih i1 antiangiogenih faktora. Dugotrajna upala ili nekroza uzrokovana
HSV-om moZze narusiti tu ravnotezu te potaknuti NV roZznice, tj. urastanje novonastalih krvnih
zila 1z limbalnog podru¢ja u inace avaskularnu stromu [72]. Kod HSK do toga obi¢no dolazi u
HSK-S, osobito ako su upale ucestale ili nelije¢ene. Ponavljaju¢i rHSK-S dovodi do kroni¢ne
upale te CD4+ T limfociti i druge imunosne stanice infiltriraju roznicu i luce citokine (npr.
TNFa, interleukine i dr.) koji stimuliraju epitelne i stromalne stanice da pojacano izraZavaju
¢imbenike angiogeneze poput VEGF-a (od engl. Vascular Endothelial Growth Factor).
Istovremeno dolazi do smanjene ekspresije antiangiogenih faktora. Kao rezultat, kapilare iz
limbalnog pleksusa pocinju urastati u stromu prema centru roznice. Proteoliticki enzimi
(matriksne metaloproteinaze) kojima endotelne stanice zila razgraduju stromu dodatno
pospjesuju proces. U nekim slucajevima, NV se pojavi ve¢ tijekom akutne epizode (osobito
HSK-SEU), dok se u drugima razvija postupno tijekom faze cijeljenja, osobito ako je upala
bila tesko kontrolirana [72]. Vec¢ina nekompliciranih HSK-E ne dovodi do stvaranja NV. Kod
HSK-S dugotrajna upalna reakcija poti¢e nastanak NV u oko 10 —20 % slucajeva, prema nekim
klinickim opazanjima. U HSK-En NV je neuobicajena budu¢i da primarno dolazi do edema i
upale dubljih slojeva, ali bez znacajnih upalnih infiltrata u stromi i limbalne angiogeneze.
Dakle, HSK-S nosi najve¢i rizik te svaki ponovljeni teSki HSK-S povecava kumulativou
vjerojatnost razvoja NV [73].

NV roznice mogu biti povrSinske kada urastaju u povrSinsku stromu ispod epitela ili duboke
(u dubokoj stromi), ovisno o sloju upale. Cesto prate mjesto prethodnog oziljka ili ulceracije
npr. oko starog oziljka nastaju pratece zile. Aktivne novonastale zile sadrzavat ¢e krv 1 bit ¢e
jasno crvene, dok se kroni¢ne mogu izbijeliti (od engl. ghost-vessels ili prazne zile) kad krvni
tok stagnira. Pacijent Cesto nema specificne simptome zbog samih zila, ali moZe uociti
pogorsanje vida ako zile dosegnu opticku zonu. Novonastale NV kao 1 okolna fibroza rasprSuje
1 ogranicava prolazak svjetlosti kroz roZnicu, §to rezultira smanjenjem VO. Uz to NV cesto
propustaju serumske lipide u okolno tkivo, §to dovodi do razvoja lipidne keratopatije, koja se
klini¢ki o€ituje zuckasto-bijelim naslagama oko Zila i dodatno smanjuje prozirnost roznice. To
znaci da, i nakon S$to se upala smiri i NV zile povuku, u stromi ¢esto ostaje trajno zamucéenje

zbog talozenja lipida. Vazno je naglasiti da NV znacajno povecava rizik od odbacivanja
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transplantata nakon keratoplastike jer prisutne krvne zile omogucuju brzi dolazak imunoloskih
stanica do grafta, ¢ime ga Cine visokorizi¢nim. Studije su pokazale da o¢i s dubokim NV imaju
znacajno nizu stopu uspjeha transplantacije roznice [5]. Opcenito, opsezna vaskularizacija
roZnice Cesto koegzistira s drugim komplikacijama (oZiljcima, stanjivanjem), pa je 1 ona marker
tezeg oblika bolesti [72, 73].

Prevencija razvoja NV temelji se na pravodobnom i adekvatnom lijeCenju primarne upale.
Brzim suzbijanjem stromalne upale antivirusnim i protuupalnim lijekovima smanjuje se poticaj
za angiogenezu. Takoder, profilaksa recidiva sprjecava ponovne upalne epizode koje bi mogle
dodatno stimulirati rast novih zila. Ukratko, odrZzavanje roZnice Sto dulje bistrom i bez aktivne

upale glavni je nacin borbe protiv NV [74-76].

1.7.3. Sekundarni glaukom

Sekundarni glaukom kod HSK-a naj¢esce je posljedica HSV prednjeg uveitisa koji moze pratiti
infekciju roznice. Mehanizmi nastanka povisenog IOT-a su visestruki. Jedan od razloga je
virusni trabekulitis jer HSV moze zahvatiti trabekularnu mrezu, izazvati njezinu upalu te
disfunkciju drenaze o¢ne vodice [77]. Studije potvrduju da je preko 90 % slucajeva HSV
uveitisa prac¢eno sa povisenim IOT. PoviSeni IOT cesto se moze uociti ve¢ pri prvom pregledu,
istodobno s pojavom upalnih znakova, S§to upucuje na primarni trabekulitis virusne etiologije.
Drugi mehanizam je upala prednjeg segmenta tj. Sarenice 1 ciliarnog tijela koja dovodi do
pojacanog stvaranja upalnih proteina i stanica koji mogu zacepiti trabekularnu mrezu. Takoder,
kroni¢na upala dovodi do stvaranja sraslica 1 zatvaranja kuta. Treci faktor je kortikosteroidna
terapija koja je neizbjezna u lije¢enju HSK-S, HSK-En kao i prednjeg uveitisa. Dakle, kod
pacijenta s HSK mogu se preklopiti upalni (virusni 1 imunoloski) i jatrogeni (steroidni) uzroci
glaukoma. PovrSinski HSK-E rijetko prati porast IOT-a 1 obi¢no vezan uz jatrogeni faktor tj.
upotrebu kortikosteroida [77].

U sustini, svaki neobjasnjivo visoki IOT u sklopu prednjeg uveitisa treba pobuditi sumnju na
HSV kao moguc¢i uzro¢nik [78]. Sekundarni glaukom uzrokovan HSV infekcijom ¢esto ima
oscilirajuci tijek tj. IOT se moZe normalizirati nakon sanacije upale, ali ponovne epizode mogu
uzrokovati nove skokove 1 kumulativno oSte¢enje ocnog zivca. Naime, u sluajevima kada je
potrebno primijeniti kortikosteroide radi kontrole upale, oni mogu uzrokovati porast
intraokularnog tlaka i time pogorsati glaukom. S druge strane, uporaba prostaglandinskih
analoga, koji su ¢esto lijekovi prvog izbora u lije¢enju glaukoma, moZze potaknuti ili pogorsati
upalni odgovor u oku. Takva medusobna terapijska ograni¢enja Cine lijeCenje ovih pacijenata

izrazito kompleksnim i zahtijevaju individualiziran pristup te pazljivo balansiranje izmedu
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kontrole upale i regulacije ocnog tlaka [77, 78]. Ako unato¢ maksimalnoj medikamentoznoj
terapiji IOT ostaje visok ili glaukom napreduje, prelazi se na kirursko lijecenje glaukoma. U
takvim slu¢ajevima preporucuje se pri¢ekati da se upala potpuno smiri prije kirur§kog zahvata,

budu¢i da aktivna upala znac¢ajno smanjuje uspjesnost filtracijskih operacija [77, 78].

1.7.4. Perzistentni epitelni defekt (PED)

PED oznacava neuspjesno cijeljenje epitelne lezije roZnice unato¢ odgovarajuéem suportivnom
lijecenju tijekom razdoblja od 10 do 14 dana. Osnova nastanka PED-a u kontekstu HSK-a jest
neurotroficko oStec¢enje roznice. HSV ostecuje trigeminalni Zivac koji inervira roZnicu te svaki
ponovljeni HSK doprinosi degeneraciji osjetnih ziv¢anih vlakana u roznici, smanjujuci troficki
stimulus potreban za zdravlje epitela. Posljedica je razvoj neurotroficnog keratitisa tzv.
metaherpeticki ulkus pri ¢emu epitel postaje distrofican, smanjuje se suzenje zbog oslabljenog
refleksa na suhodu, a epitelne stanice pokazuju smanjenu sposobnost migracije i regeneracije.
Zbog toga oko s ovakvim poremecajem ne moze ucinkovito i pravovremeno zatvoriti epitelne
defekte. Dakle, svaki tezi oblik HSK moze predisponirati PED, no najces¢e ga vidimo nakon
HSK-SEU (gdje je doslo do oStecenja zivaca) ili kod produljenih HSK-E. Procjenjuje se da u
SAD-u svake godine oko 20,7 ljudi na 100 000 stanovnika razvije PED roznice nakon oc¢ne
HSV infekcije, $to ukazuje da je PED relativno Cest ishod teskih rHSK-a [71, 79]. HSK-E koji
se adekvatno lijeci obi¢no zacjeljuje unutar 1 — 2 tjedna. Medutim, kod rekurentnih epitelnih
ulkusa, osobito onih koji su dugo bili otvoreni (npr. kroni¢ni HSK-G) ili su lije¢eni neprikladno
(npr. kortikosteroidima u prisustvu aktivnog virusa) moze do¢i do razvoja PED-a. HSK-S moze
sekundarno dovesti do razvoja PED-a, primjerice nakon teSke stromalne upale koja ostavlja
podrucje bez epitelne pokrivenosti. U takvim sluc¢ajevima, zbog prisutne neurotrofije, epitel se
ne uspijeva obnoviti i defekt perzistira unatoc¢ lije¢enju. HSK-En sam po sebi nema direktnih
epitelnih lezija, pa rijetko direktno uzrokuje PED. Dugotrajno otvoren epitelni defekt roZnice
ima viSestruke negativne posljedice. Prije svega, postoji znac¢ajan rizik od sekundarne infekcije,
budu¢i da nezasti¢ena stroma ispod epitelnog defekta predstavlja otvoreni ulaz za bakterije 1
gljive, Sto moze rezultirati razvojem infekcijskog keratitisa na ve¢ oStec¢enoj i1 osjetljivoj
roznici. Takva superinfekcija ima katastrofalan potencijal (brzo topljenje roznice i perforacija).
I bez infekcije, kronicni PED dovodi do stromalne degradacije jer zbog nedostatka epitelnih
signala keratociti u stromi ne rade normalno te nastaje sterilna kolagenoliza (keratoliza).
Stroma se postupno stanjuje te moze nastati Descemetokela (izbocCenje Descemetove

membrane) i konac¢no perforacija roznice [79].
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Svaki put nakon zalijecenja ulkusa uzrokovanog HSV-om treba nastaviti hidrataciju oka i
izbjegavati nepotrebne lokalne lijekove koji bi mogli ostetiti epitel. Rano prepoznavanje
smanjene osjetljivosti roznice bitno je jer ako pacijent ima znatnu hipoesteziju, lijecnik ga
moze proaktivno staviti na rezim zastite povrsine (npr. gelove nocu, vlazne komore za spavanje
itd.). U pacijenata s poznatom sklonosti PED-u, planiranje bilo kakve intraokularne operacije
mora ukljuciti profilaksu npr. mjesec dana prije elektivne operacije katarakte zapoceti s
lubrikantima, autolognim serumom 1 sl. radi uspostave optimalnog funkcionalnog stanja
roznice [79-82].

Zaklju¢no, HSK mozZe uzrokovati niz teskih komplikacija koje ugroZavaju vid od oZiljaka i
vaskularizacije koji su glavni uzrok slabe VO, preko sekundarnog glaukoma koji oste¢uje vidni
zivac, do PED-a te posljedi¢nih ulkusa i perforacija roznice. Razumijevanje patofiziologije

ovih komplikacija omogucuje njihovo pravodobno prepoznavanje i lijecenje.

1.8. Rezistencija na aciklovir (ACV)

Prije otprilike 30 god., Menage i sur. su u svom istrazivanju na 39 klinickih izolata HSV u
jednom slucaju imali rezistenciju na antivirusni lijek te su zakljucili da virusna rezistencija na
antivirusne lijekove nije znacajan problem kod HSV-1 infekcije okularnog tipa [83]. Medutim,
u danasnje vrijeme zbog vrlo rasirenog i Cesto dugotrajnog uzimanja profilakse koje je
neophodno kod HSK-a radi rekurentne prirode bolesti razvoj rezistencije na ACV je sve
prisutniji i treba ga ozbiljno shvatiti. Pacijenti sa HSK-om uzrokovanim sojevima otpornim na
ACYV imaju vecu incidenciju nastanka sljepo¢e u odnosu na pacijente sa HSK-om uzrokovanim
sojevima osjetljivim na ACV [84]. Premda se rezistencija na ACV najceS¢e povezuje s
imunokompromitiranim pacijentima, recentni radovi ukazuju na rastuci broj slucajeva medu
imunokompetentnim osobama, osobito onima s rHSK. Molekularni mehanizmi rezistencije u
vecini slucajeva ukljucuju mutacije gena za virusnu TK (UL23), koji je odgovoran za inicijalnu
fosforilaciju ACV-a. Mutacije u genu za TK, enzimu klju¢nom za konverziju ACV u njegov
aktivni oblik, odgovorne su za oko 95 % slucajeva rezistencije na ACV. Mutacije u genu za
TK mogu dovesti do razli¢itih funkcionalnih promjena enzima koje rezultiraju razvojem
rezistencije na ACV. NajCesce se opisuje nekoliko mehanizama: potpuni gubitak ekspresije
enzima (TK - negative), pri cemu se TK uopce ne stvara; zatim smanjena aktivnost enzima (TK
- low), kod kojih se lijek fosforilira u nedovoljnoj mjeri da bi postigao antivirusni ucinak; te
promjena supstratne specificnosti (TK - altered), gdje enzim 1 dalje fosforilira prirodni supstrat
timidin, ali viSe ne prepoznaje ACV kao supstrat. Sve navedene promjene onemogucéuju

konverziju ACV u njegov aktivni trifosfatni oblik, ¢ime se virus ¢ini otpornim na djelovanje
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lijeka [49, 85]. Budu¢i da TK nije esencijalan za replikaciju virusa (virus moze prezivjeti uz
minimalnu aktivnost, iako uz smanjenu virulenciju), HSV moze relativno lako ste¢i ove
mutacije pod selekcijskim pritiskom lijeka. Posljedica je da virus vise ne moze fosforilirati
ACV, pa lijek ne postize aktivni oblik 1 ne djeluje [49, 84-86].

Kao $to je prethodno spomenuto, veéina slucajeva rezistencije na ACV nastaje zbog mutacija
u genu za TK. Medutim, kod preostalih otprilike 5 % rezistentnih sojeva uzrok su mutacije u
genu za virusnu DNK polimerazu (UL30). Mutacije DNK polimeraze su rjede jer je ovaj enzim
neophodan za umnoZavanje virusa, pa vecina promjena ozbiljno narusava sposobnost virusa
da se replicira. Ipak, odredene mutacije mogu smanjiti afinitet polimeraze za ACV-trifosfat, a
da polimerazna funkcija ostane dovoljno ocuvana za replikaciju [86-88].

Svi klinicki sojevi HSV-1 sadrze viruse rezistentne na ACV (ACVR) u razli¢itim proporcijama.
Odnos izmedu virusa ACVR i virusa osjetljivih na ACV (ACVS) odreduje fenotip osjetljivosti
sojeva na ACV [84, 86-88]. Van Veldez i sur. su definirali da kornealni HSV-1 sojevi sa vise
od 28 % ACVR virusa jesu ACV-rezistentni sojevi. Dugotrajna profilaksa ACV-om (> 12
mjeseci) 1 recidivi koji traju > 45 dana predstavljaju indikatore bolesti otporne na ACV. Ova
dva parametra djeluju kao neovisni ¢imbenici rizika za sumnju na prisutnost ACVR sojeva.
Zakljucak studije je da je testiranje osjetljivosti na ACV opravdano tijekom pracenja pacijenata
s tHK [47]. Zanimljivo, studije su pokazale i visok stupanj polimorfizma TK gena medu
razli¢itim sojevima HSV-a, Sto otezava izravne genetske testove rezistencije te je nuzno
razlikovati “benigne” polimorfizme od pravih rezistentnih mutacija. Otpornost na ACV
predstavlja problem jer time nastaje i1 krizna rezistencija na druge lijekove koji su isto ovisni o
TK fosforilaciji, kao $to su VACV, GCV i FCV. Anitvirusni lijekovi koji ne razvijaju
rezistenciju jesu foscarnet, cidofovir 1 trifluridin zato jer svoju aktivnost ne oslanjaju na
principu TK fosforilacije. lako su UL30 mutacije puno rjede od TK mutacija, njihova pojava
ima znacajne klinicke posljedice jer UL30 mutirani virusi ¢esto pokazuju multirezistentnost na
viSe klasa antivirusnih lijekova [49, 85].

Zbog rizika razvoja ACVR sojeva tijekom vremena, taj ¢cimbenik treba uzeti u obzir pri odabiru
odgovarajuce antivirusne terapije u pacijenata s tHSK-om, osobito u onih s anamnezom
stromalne bolesti, koji su skloni dugotrajnim 1 intenzivnim antivirusnim 1 kortikosteroidnim
terapijskim rezimima [47]. Kada integritet oka nije ugrozen, kombinirani podaci idu u prilog
upotrebi diskontinuirane ACV profilakse, odnosno prekidu lije¢enja nakon maksimalno jedne
godine i agresivnijoj terapijskoj intervenciji naknadnog recidiva [61, 62].

Kombinirana terapija anti-HSV lijekovima s razli¢itim mehanizmima djelovanja, poput ACV-

a u kombinaciji s foskarnetom ili trifluridinom moze biti znacajna [85]. To ¢e potencijalno
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rezultirati kra¢im trajanjem bolesti i moglo bi smanjiti rizik od pojave virusa otpornih na
lijekove tijekom terapije. Konacno, testiranje osjetljivosti na antivirusne lijekove obrisaka
roznice indicirano je za pacijente s rtHSK-om kako bi se vodio racionalan odabir odgovarajué¢ih
alternativnih antivirusnih sredstava. Testiranje osjetljivosti na ACV (od engl. specific antiviral
susceptibility testing) je prema smjernicama AAO indicirano kod pacijenata sa ucestalim,
rHSK usprkos oralnoj profilaksi te kod imunokompromitranih pacijenata koji ne odgovaraju
na terapiju. Jedno 6-godisnje istraZivanje na 239 pacijenata na kontinuiranoj profilaksi nije
naslo znacajnu razliku u osjetljivosti virusa u odnosu na kontrolnu skupinu bez profilakse. To
ohrabruje da profilaksa ne inducira lako rezistenciju kod imunokompetentnih vjerojatno zato
Sto se kod njih virus i rjede reaktivira. Ipak, treba biti oprezan jer rezistencija se moze razviti i
kod inace zdravih ljudi ako virus prode kroz dovoljno ciklusa replikacije pod lijekom (npr. vrlo
ucCestali recidivi ili nepotpuna adherencija na terapiju zbog koje virus ne reagira na
suboptimalne doze) [86-89].

Postoji zanimljiva teza da je roznica imunoprivilegirano mjesto, pa ACVR virus lakse
perzistira u roznici nego na kozi ili sluznici. U prilog tome, neki autori navode da su opisani
sluc¢ajevi klinicki ACVR HSK-a. Medutim, takvi sojevi u pravilu ne uzrokuju recidive labijalne
ili genitalne HSV infekcije kod imunokompetentnih osoba, budu¢i da ih imunoloski sustav na
periferiji u¢inkovito eliminira. Bitno je naglasiti da prisutnost rezistencije ne znaci da je virus
virulentniji sam po sebi, ve¢ da standardna terapija ne djeluje i time virus moze uciniti veca
ostecenja [49, 85-89].

Kada se identificira ili posumnja da pacijent ima infekciju rezistentnim HSV-om, potrebno je
promptno modificirati terapiju. Prva linija izbora su antivirusni lijekovi neovisni o virusnoj TK
kao Sto su foskarnet i cidofovir. Foskarnet je direktni inhibitor virusne DNK polimeraze koji
se veze na pirofosfatno mjesto enzima i blokira elongaciju lanca te za svoje djelovanje ne treba
fosforilaciju virusnim enzimima [90]. Primjenjuje se intravenski u dozama od 40 mg/kg 3%
dnevno za sistemske infekcije. Kod HSK, foskarnet se rijetko daje sistemski osim u najtezim
slucajevima (kao Sto su opseZzne bilateralne infekcije u imunokompromitiranih). Medutim,
magistralno se moZe pripraviti 1 — 3 % otopina foskarneta za lokalnu primjenu u oko, §to moze
pomoc¢i ACVR HSK-E. Cidofovir je acikli¢ki nukleotidni analog koji takoder zaobilazi potrebu
za virusnom TK 1 inhibira virusnu DNK polimerazu. Sistematski se daje intravenski za retinitis
ili druge teske HSV/VZV infekcije ali moze i lokalno magistralno pripremiti kao cidofovir 0,5
disfunkciju i poremecaje elektrolita. Stoga se sistemski daju u bolnickim uvjetima i rezervirani

su za Zivotno ugrozavajuce infekcije. Sto se ti¢e lokalne primjene terapije, kako bi se izbjegle
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sistemske nuspojave tu je lijek trifluridin, koji je aktivan protiv HSV-a neovisno o virusnoj TK,
jer ga i stani¢ne kinaze mogu fosforilirati [91]. Nedostatak mu je visoka toksi¢nost za epitel
roznice uz dugotrajnu uporabu, pa se obi¢no dozira 5 — 8 puta dnevno najviSe 14 dana. Ipak
kod rezistentnog HSK-a to je prihvatljivo, medutim trifluridin nije dostupan svugdje npr. u
Europskoj uniji je njegova dostupnost ograni¢ena. Radi toga se za topikalno lijecenje ceSce
koristi 0,15 % GCV gel koji je komercijalno dostupan. lako GCV kako je spomenuto, moze
imati smanjenu ucinkovitost na TK-mutante, u koncentriranom obliku gela on ponekad
pokazuje klinicki efekt vjerojatno zbog djelomi¢ne intracelularne aktivacije lijeka. U nekim
klinickim sluc¢ajevima rezistentnog HSK-a lije¢nici primjenjuju kombiniranu terapiju
sustavnim foskarnetom i lokalnim trifluridinom ili GCV, ¢ime istovremeno ciljaju moguce
mutacije u DNK polimerazi i povecavaju lokalni antivirusni uéinak [91, 92].

Iako su mutacije u genu UL30 rjede u klini¢koj praksi, predstavljaju znacajan terapijski izazov.
Virusi s takvim mutacijama postaju rezistentni ne samo na ACV, ve¢ 1 na druge nukleozidne i
nukleotidne analoge, ukljucuju¢i foskarnet i cidofovir. Mehanizam rezistencije obi¢no
ukljuc¢uje promjene u aktivnom mjestu DNK polimeraze koje smanjuju vezivanje aktivnih
metabolita lijekova, a da pritom ne naru$avaju sposobnost virusne replikacije. Sto se tice
terapije, mogucnosti su ograni¢ene jer vecina standardnih antivirusnih lijekova postaje
neucinkovita. U istrazivatkom kontekstu ispitivani su alternativni pristupi, poput helikaze-
primaze inhibitora (npr. pritelivir), koji djeluju na razlicite faze virusne replikacije i pokazali

su obecavajuce rezultate u klinickim studijama [49, 85].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

2.1. Cilj istraZivanja

1. Utvrditi poveznicu izmedu razli¢itih klini¢kih oblika HSK-a i mogu¢nosti detekcije HSV
DNK

Sporedni ciljevi:

1. Usporedba PCR testa sa qPCR-om pacijenata s HSK-om

2. Utvrditi postojanje mutacija u genomu za TK 1 DNK pol koje bi mogle rezultirati
rezistencijom na ACV

3. Uspostava PCR-a i qPCR-a u dijagnostici i lijeenju HSK-a na Klinici za oftalmologiju pri
KBC-u Rijeka

2.2. Hipoteza

Hipoteza istrazivanja je da je prisutnost HSV-a na povrsini roznice razli¢ito ispoljena kod
razli¢itih oblika HSK-a. Osim toga, naSa je pretpostavka da je HSV izoliran iz strugotine
roznice pacijenata tretiranih s ACV, nosioc mutacije u genima UL23 (TK) i/ili UL30 (DNK

polimeraza) koje rezultiraju rezistencijom na primljeni lijek.
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3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ispitanici

3.1.1.0dabir ispitanika za ukljucivanje u studiju prema klinickim parametrima

Ovo istrazivanje provedeno je kao prospektivna studija koja je ukljucivala ukupno 100
pacijenata Klinike za oftalmologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Rijeka u razdoblju od ozujka
2019. do kolovoza 2022. godine. Ispitanici su rasporedeni u dvije skupine. Ukljuceno je 55
pacijenata s klini¢kom dijagnozom HSK te 45 kontrolnih pacijenata bez klinickih znakova
HSK. PCR/qPCR nalaz interpretiran je kao ishodna varijabla. Ukljuéni kriteriji za ispitivanu
skupinu bili su: aktivna upala roznice koja klini¢ki ukazuje na infekciju HSV-om, ili postojanje
anamnestickog podatka o prethodnim epizodama HSK-a. Isklju¢ni kriteriji bili su: klinicki
znakovi infekcije uzrokovane bakterijama i/ili gljivama. Kontrolna skupina obuhvatila je
pacijente bez aktivne upale oka te bez anamnestickih podataka o prethodnom HSK. Uzorci
rozni¢nog epitela kod kontrolne skupine pacijenata prikupljani su tijekom elektivnih
operativnih zahvata (npr. ablacija pterigija), kao dio rutinske klinicke procedure.

Klasifikacija HSK-a u ovom istrazivanju temeljila se na smjernicama AAQO, prema kojima se
HSK dijeli u pet klinickih podtipova [5]. Tipizacija pojedinih klini¢kih oblika HSK-a bila je
kljucna za ispravnu dijagnosticku kategorizaciju pacijenata te za naknadnu analizu povezanosti
molekularne detekcije HSV-a s klinickim fenotipom bolesti. HSK-D definiran je prisutno$¢u
linearne epitelne lezije s karakteristicnim terminalnim zadebljanjima, tzv. bulbusima, Sto
predstavlja najtipicniji 1 najces¢e videni oblik HSV infekcije roznice. Suprotno tome, HSK-G
biljezen je gubitkom jasnoce linearnog rasporeda te progresivnim Sirenjem ulceracije, §to
rezultira nepravilnom, razgranatom morfologijom lezije tzv. geografski ulkus. Vizualizacija
obrisa 1 granica epitelnih lezija u oba oblika najpreciznije se provodi primjenom

fluoresceinskog bojenja roznice, §to omogucuje jasan uvid u zahva¢enu povrsinu epitela (Slika

1).
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Slika 1. Prikaz HSK-E pod biomikroskopom nakon bojanja fluoresceinskom bojom
(HSK-D i HSK-G). 4. HSK-D - dendriticki oblik herpeticnog keratitisa. B. HSK-G -
geografski oblik herpeticnog keratitisa. *Izvor: osobna arhiva autora; slike su pribavljene na

Klinici za oftalmologiju, KBC Rijeka.

HSK-S karakteriziran je stromalnim infiltratom koji nastaje kao posljedica intrastromalne
imunoloSke reakcije, ¢esto pracene edemom. Ovaj oblik dodatno se dijeli prema prisutnosti ili
odsutnosti epitelne ulceracije, (HSK-SnEU 1 HSK-SEU) s§to se takoder evaluira

fluoresceinskim bojenjem (Slika 2).

Slika 2. Prikaz HSK-S (HSK-SEU i HSK-SnEU) pod biomikroskopom. 4. HSK-SEU -
stromalni HSK s epitelnim defektom B. HSK-SnEU - stromalni HSK bez epitelnog defekta.

*Izvor: osobna arhiva autora; slike su pribavijene na Klinici za oftalmologiju, KBC Rijeka.
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HSK-En, s druge strane, manifestira se kao pojava roznic¢nih precipitata uz prisutni stromalni

edem, pri ¢emu je uzrok edema disfunkcija endotelnih stanica tzv. endotelna dekompenzacija

(Slika 3).

-
Slika 3. Prikaz HSK-En pod biomikroskopom. HSK-En — endotelni herpeticni keratitis.

*Izvor: osobna arhiva autora; slike su pribavijene na Klinici za oftalmologiju, KBC Rijeka.

VO pacijenata procjenjivana je koriStenjem Snellenovog optotipa, standardnog dijagnostickog
alata u oftalmologiji, pri ¢emu je mjerenje provedeno s udaljenosti od 6 metara (20 stopa) u
trenutku inicijalnog pregleda te po zavrSetku lijeCenja. Snellenov optotip omogudéuje
kvantitativnu procjenu centralne VO, pri ¢emu brojnik oznacava udaljenost s koje pacijent
promatra dijagram, dok nazivnik predstavlja udaljenost s koje osoba s normalnim vidom moze
procitati isti redak. Na primjer, rezultat 20 / 20 oznacava normalnu o$trinu vida, dok vrijednost
20 /40 implicira da pacijent s 20 stopa razaznaje ono $to osoba s tipi¢nim vidom moze vidjeti
s 40 stopa. Na temelju postignutih rezultata, pacijenti su razvrstani u dvije skupine prema
stupnju VO Prvu skupinu ¢inili su pacijenti ¢ija je VO bila u rasponu od 20 /20 do 20/ 40 (1,0
do 0,5), dok su drugu skupinu ¢inili pacijenti s oStrinom vida u rasponu od 20 / 50 do 20 / 200
(0,4 do 0,1). Uz VO, prikupljeni su i sljedec¢i klinicki parametri: dob i spol pacijenata, broj
prethodnih recidiva, klinicki oblik HSK-a, dan uzimanja strugotine roznice u odnosu na
pocetak simptoma, prisutnost i trajanje prethodne primjene ACV, ukupno trajanje lijecenja te

prisutnost komplikacija nakon zavrSetka lijecenja.
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3.2. Metode

3.2.1. Virusni sojevi i stani¢ne kulture

U radu je koriSten HSV-1, laboratorijski niskovirulentni soj KOS, dobiven ljubaznos$¢u prof.
Donalda M. Coena (Harvard Medical School, SAD), kao i rekombinantni HSV-1 dobiven iz
kloniranog genoma soja KOS u BAC, umjetnom bakterijskom kromosomu (od engl. bacterial
artificial chromosome), oznacen kao BAC-HSV-1. Virusni pripravci dobiveni su ljubazno$éu
prof. dr. Igora Juraka (Fakultet biotehnologije i razvoja lijekova), a za umnaZanje virusa
koristene su stanice Vero (ATCC CCL-81). Stanice su uzgajane u Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM; Gibco, Thermo Fisher Scientific, SAD; kat. br. 11965092) uz dodatak 10 %
fetalnog govedeg seruma (FBS; Gibco; kat. br. 10270106), 1 % penicilin/streptomicin (Gibco;
kat. br. 15140122) i 1 % L-glutamin (Gibco; kat. br. 25030081), pri 37 °C u atmosferi s 5 %
CO:. Kao pozitivna kontrola u analizama umnazanja HSV-1 koristen je BAC-HSV-1, odnosno

genom HSV-1 kloniran u BAC sustavu.

3.2.2. Uzorkovanje roznice i izolacija DNK

Za svakog ispitanika zabiljezen je broj dana od pocetka aktualne klinicke epizode HSK-a do
uzimanja uzorka za molekularnu analizu, a ve¢ina uzoraka prikupljena je unutar prvih 14 dana
od pocetka simptoma. Uzimanje uzoraka epitelne strugotine roZznice provedeno je pod
biomikroskopom, koriStenjem sterilnog instrumenta poznatog kao ,,hokej. Prije zahvata, radi
osiguranja bezbolnosti, lokalno je primijenjen topicki anestetik (1 % tetrakain). Uzorci su
neposredno nakon uzimanja pohranjeni u 50 pL virusnog transportnog medija UTM,
univerzalni transportni medij (od engl. Universal transport medium) (UTM-RT Transport
Medium, Copan, Italija; kat. br. 305 C) te zamrznuti na — 80 °C do analize. 1zolacija DNK
provedena je koriStenjem Quick-DNA MicroPrep kita (Zymo Research, SAD; kat. br. D3020)
prema uputama proizvodaca. DNK je eluirana u 20 — 30 pL elucijskog pufera te pohranjena na
— 20 °C do daljnje analize. Koncentracija i1 c¢isto¢a izolirane DNK procijenjene su
spektrofotometrijski (NanoDrop, Thermo Scientific), pri ¢emu je prihvatljivim omjerom
smatran A260/A280 izmedu 1,8 i 2,0. DNK BAC-HSV-1 izolirana je iz bakterijske kulture
primjenom PC-100 MidiPrep kita (Macherey-Nagel, Njemacka; kat. br. 740410.50), prema

uputama proizvodaca.

3.2.3. PCR analiza i elektroforeza u agaroznom gelu
Umnazanje ciljnih sekvenci HSV-1 provedeno je metodom PCR koristenjem Taq PCR

Master Mix Kita (Qiagen, Njemacka; kat. br. 201443) prema uputama proizvodaca.
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PCR reakcije izvodene su u ukupnom volumenu od 25 pL, koji je sadrzavao 12,5 pL 2 x Taq
PCR Master Mixa, 0,4 uM svake pocetnice, 2 pLL. DNK predloska i nukleazno-slobodnu vodu
do kona¢nog volumena.
Reakecije su provedene u termocikleru (Bio-Rad T100 Thermal Cycler) uz sljedece uvjete:

e pocetna denaturacija: 95 °C tijekom 3 minute

e 35 ciklusa:

o 95°C/30s
o 60°C/30s
o 72°C/45s

e zavrSna elongacija: 72 °C tijekom 5 minuta
Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 1 — 2 % agaroznom gelu (Agarose,
Sigma-Aldrich, SAD; kat. br. A9539) pripremljenom u 1 x TAE puferu (Carl Roth, Njemacka;
kat. br. 1055.3), pri 100 V tijekom 40 minuta. Veli¢ina amplifikacijskih produkata odredena je
usporedbom s 100 bp DNK ljestvama (Thermo Scientific; kat. br. SM0241). Vizualizacija
nukleinskih kiselina provedena je bojanjem GelStar Nucleic Acid Gel Stain-om (Lonza, SAD;

kat. br. 50535), a dokumentacija gelova izvrSena je pomocu sustava GelDoc (Bio-Rad, SAD).

3.2.4. Razvoj i validacija PCR protokola za detekciju HSV-1 u klini¢kim uzorcima

Za specificnu detekciju genoma HSV-1 razvijena je molekularna metoda temeljena na
amplifikaciji odabranih sekvenci virusnog genoma primjenom PCR-a. U svrhu validacije
metode provedeni su brojni testovi specifi¢nosti, a dodatno je usporedena ucinkovitost
detekcije standardnim PCR-om i qPCR-om. Klju¢ni koraci razvoja i optimizacije PCR

protokola detaljno su opisani u nastavku.

3.2.4.1. Selekcija pocetnica za specificnu PCR amplifikaciju HSV-1 genoma

U ovoj studiji odabrano je nekoliko setova oligonukleotidnih pocetnica (primera) za specificnu
amplifikaciju definiranih regija genoma HSV-1, temeljem literature koja potvrduje njihovu
pouzdanost u detekciji virusne DNK. S obzirom na visoku cijenu i ograni¢enu dostupnost
komercijalnih dijagnostickih PCR kitova, primijenjen je vlastiti dizajn PCR protokola, ¢ime su
osigurane veca fleksibilnost 1 financijska isplativost istrazivanja. Glavni cilj studije bio je
ispitati povezanost prisutnosti HSV-1 s razli¢itim klinickim manifestacijama HSK-a te
uspostaviti proof-of-principle vaznosti uvodenja molekularne dijagnostike u rutinsku klinicku
praksu na Klinici za oftalmologiju KBC-a Rijeka. Naglasak je stavljen na konceptualnu i

tehnicku opravdanost primjene ove metode, neovisno o konacno odabranoj platformi koja ¢e
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se standardizirati za klinicku upotrebu. U sklopu istrazivanja odabrano je pet setova pocetnica
usmjerenih na gene ICPO, ICP4, ICP27, VP16 i UL54 ¢ime su obuhvacene razlicite
funkcionalne domene virusnog genoma. Dobiveni PCR produkti razlikovali su se po velicini,
Sto je omogucilo njihovu jednostavnu kvalitativnu usporedbu detekcijom u agaroznom gelu tj.

duljine produkata iznosile su redom oko 845, 94, 65, 138 i 65 parova baza (bp) (Tablica 2).

Tablica 2. Setovi pocetnica koriSteni u PCR protokolu za detekciju HSV-1. Prikazan je
dizajn oligonukleotida koristenih za PCR amplifikaciju pet ciljanih gena HSV-1 (ICP4, ICPO0,
VP16, UL54, ICP27), ukljucujuci uzvodne (od engl. forward) i nizvodne (od engl. reverse)
pocetnice, velicinu ocekivanih PCR produkata i relevantne znanstvene izvore. Pocetnice su
odabrane na temelju prethodno objavljenih radova, a potvrdena specificnost omogucila je

njihovu primjenu u ovom protokolu detekcije HSV-1.

Gen Uzvodna (forward ) pofetnica | MNizvodna [reverse | pofetnica Valizine PCR lzvar
produkta (bp)

ICP4 TEEAGAGTCCGTAGGTEAL TTGTTCTCCGACGCCATC =L PanDetal., 2014

ICPO AGCGAGTACCCGCGCGETG CAGGTCTCGGTCGLGGEAMC 345 PanDetal., 2014

VP16 TITGACCCGCGAGATCCTAT GCTCCGTTGACGAACATG AN 138 Mattila et al., 2015

ULS4 GTCCTEOGCTCCATCTCC GTCGTGCATGACCTGTGC 65 Mattila et al., 2015

ICP27 GTETECAGCCGTGTGTCCA AGCGACCGGGCCGEAATC 65 PanDetal., 2014

Odabrani geni nalaze se u ponavljaju¢im sekvencama genoma (npr. ICP0 1 ICP4 prisutni su u
dvostrukim kopijama) te u jedinstvenoj “velikoj” regiji (UL), ¢ime je osigurano da ciljane
sekvence pokrivaju razli¢ite topoloske dijelove virusne DNK.

Za potrebe optimizacije PCR protokola koristen je standardizirani DNK predlozak tj. klonirani
genom HSV-1 soja KOS ugraden u bakterijski umjetni kromosom (BAC plazmid) koji sadrzi
cjelokupni virusni genom. Ovakav referentni uzorak omogucio je preciznu kalibraciju
reakcijskih uvjeta 1 kontrolu specifi¢nosti amplifikacije tijekom razvoja protokola. Pri dizajnu
PCR reakcija uzeto je u obzir da su odabrani oligonukleotidi razli¢ite duZine i sastava baza.
Posebice, varijacije u udjelu guanina i citozina (G/C sadrzaj) medu pocetnicama dovele su do
razli¢itih temperatura taljenja pojedinih primer-parova, pa je za svaki esej bilo potrebno
individualno prilagoditi temperaturu sparivanja (od engl. annealing). Te razlike u
biokemijskim svojstvima pocetnica prikazane su u Tablici 3., a uvazene su prilikom
optimizacije kako bi se postigla maksimalna osjetljivost i specificnost detekcije ciljnih

sekvenci.
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Tablica 3. GC sadrzaj pocetnica i optimalna temperatura sparivanja (od engl. annealing)
za amplifikaciju HSV-1 gena PCR metodom. GC sadrzaj predstavlja postotak guaninskih i
citozinskih baza u svakoj pocetnici (uzvodna / nizvodna). Visok GC sadrzaj povecava stabilnost
vezanja i temperaturu taljenja, Sto utjece na optimizaciju PCR reakcije. Optimalna
temperatura sparivanja odredena je eksperimentalno kroz testiranje razlicitih temperaturnih

uvjeta i definirana kao ona pri kojoj je postignuta maksimalna specificnost i ucinkovitost

amplifikacije.
Gen GC sadriaj pofetnica (uzvodna/ nizvedna) | GC sadriaj ukupno (%) | Temperatura sparivanja (*C)
ICP4 57.9 /556 56,8 58
ICFO 7377700 71,8 67
VP16 50.0 /50.0 50 &0
LS4 667 /61.1 63,9 59
ICP27 63.2 7722 L B2

Pocetnice koriStene u ovom istrazivanju isporuc¢ene su od strane proizvodaca (Metabion,
Njemacka) kao gotove otopine s deklariranom koncentracijom od 100 pM. Prije njihove
primjene u PCR protokolima, provedena je kvalitativna analiza uzoraka putem elektroforeze u
agaroznom gelu s ciljem procjene koncentracijske uskladenosti pojedinih parova pocetnica.
Ova je analiza imala za cilj ispitati ekvimolarnost medu ¢lanovima istog para pocetnica, buduci
da znacajan suvisSak jedne pocetnice u odnosu na drugu moze negativno utjecati na efikasnost

i specifi¢nost amplifikacije ciljnog fragmenta, uslijed neravnoteze u inicijaciji lancane reakcije

3.2.4.2. Optimizacija PCR protokola: primjena fouch-down metode i odredivanje
optimalne temperature sparivanja

Kao inicijalni korak u optimizaciji PCR reakcije primijenjena je touch-down metoda s ciljem
povecanja specificnosti amplifikacije. U ovom pristupu temperatura sparivanja postavljena je
pocetno na 68 °C, a zatim se postupno snizavala za 1 °C po ciklusu do 60 °C, nakon ¢ega su
preostali ciklusi provedeni pri konstantnoj temperaturi sparivanja. Za potrebe optimizacije
koriSten je standardizirani DNK predlozak (BAC-HSV-1) u koncentraciji 10 ng po reakciji.
Paralelne PCR reakcije provedene su pri razli¢itim temperaturama sparivanja (52 °C, 56 °C i
60 °C) radi utvrdivanja optimalnih uvjeta amplifikacije.

Specificnost reakcije procijenjena je analizom veli¢ine amplifikacijskih produkata u
agaroznom gelu te pra¢enjem pojave eventualnih nespecifi¢nih traka. Optimalna temperatura

sparivanja definirana je kao ona pri kojoj je dobivena jasna amplifikacija ciljanog fragmenta
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uz minimalnu prisutnost nespecificnih produkata. Rezultati optimizacije prikazani su u

poglavlju Rezultati.

3.2.4.3. Procjena osjetljivosti i specificnosti PCR protokola

Analiti¢ka osjetljivost PCR protokola procijenjena je koriStenjem serijskih desetorostrukih
razrjedenja HSV-1 DNK poznate koncentracije. Kao referentni predlozak koristen je klonirani
genom HSV-1 soja KOS ugraden u BAC plazmid. Pripremljena razrjedenja analizirana su
zasebnim PCR reakcijama pod optimiziranim uvjetima. Granica detekcije definirana je kao
najniza koncentracija virusne DNK pri kojoj je bilo mogucée reproducibilno detektirati
specificni amplifikacijski produkt odgovarajuée velicine.

Specifi¢nost PCR reakcije procijenjena je uklju¢ivanjem negativnih kontrola bez DNK
predloska u svakoj seriji amplifikacija te analizom eventualne pojave nespecifi¢nih produkata.
Rezultati procjene analiticke osjetljivosti 1 specifi¢nosti pojedinih PCR eseja prikazani su u

poglavlju Rezultati.

3.2.5. Optimizacija kvantitativne PCR metode (qPCR)

Standardna dijagnostika HSV infekcija temeljena na konvencionalnom PCR-u predstavlja
tehnicki jednostavnu i Siroko primjenjivu metodu, koja ne zahtijeva visoko specijalizirano
osoblje za rutinsku provedbu. Ipak, ogranicenja takvog pristupa ukljucuju relativno dugotrajan
proces amplifikacije i potrebu za dodatnim koracima (npr. elektroforeza u agaroznom gelu)
nakon same reakcije, $to moze otezati primjenu PCR testova u svakodnevnom klinickom radu,
osobito u ustanovama s ograni¢enim laboratorijskim kapacitetima. Nasuprot tomu, qPCR
nadilazi mnoge tehnicke nedostatke standardnog PCR-a. Ova metoda omogucuje simultanu
amplifikaciju 1 detekciju PCR produkta unutar istog sustava, eliminirajuci potrebu za post-PCR
obradom uzorka, a ukupno trajanje analize znatno je skraceno (sa 3 sata kod standardnog PCR-
a na manje od 1 sata kod qPCR-a). Dodatno, qPCR pruza mogucnost precizne kvantifikacije
pocetne koli¢ine ciljne virusne DNK u uzorku. Glavno ograni¢enje qPCR tehnologije odnosi
se na nuznost dodatne edukacije osoblja u interpretaciji Ct vrijednosti prepoznavanju
potencijalnih nespecifi¢nih fluorescencijskih signala.

Jedan od ciljeva ove studije bio je usporediti u¢inkovitost i osjetljivost standardnog PCR testa
s qPCR metodom. U tu svrhu provedena je paralelna amplifikacija odabranih virusnih gena
(ICP4 1 VP16) primjenom obje metode na serijskim desetorostrukim razrjedenjima HSV-1
DNK poznate koncentracije, $to je omoguéilo kvantitativnu evaluaciju qPCR-a u odnosu na

konvencionalni PCR. Dobiveni rezultati ove usporedbe opisani su poglavlju 4. Nakon
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uspostave optimalnih parametara qPCR reakcije, daljnje aktivnosti bile su usmjerene na
uvodenje internih kontrola 1 procjenu ¢imbenika koji mogu utjecati na osjetljivost metode (npr.

kvaliteta uzorka i prisutnost humanu DNK), §to je prikazano u idu¢im pododjeljcima.

3.2.6. Analiza gena UL23 i UL30

U svrhu analize mogucih mutacija povezanih s antivirusnom rezistencijom provedena je
amplifikacija 1 sekvenciranje gena UL23 i UL30 HSV-1 genoma. Gen UL23, koji kodira
virusnu timidinsku kinazu, amplificiran je pomocu dva preklapajuca fragmenta te jednim
fragmentom koji obuhvaca cijelu kodiraju¢u sekvencu (1282 bp), radi osiguravanja potpune
pokrivenosti analizirane regije. Gen UL30, koji kodira virusnu DNK polimerazu (3660 bp),
amplificiran je u sedam preklapajuc¢ih fragmenata kako bi se omogucila pouzdana analiza cijele
kodirajuce sekvence. Sekvence uzvodnih (forward) i nizvodnih (reverse) pocetnica koristenih

za amplifikaciju pojedinih fragmenata, kao 1 ocekivane veli¢ine PCR produkata, prikazane su

na Tablici 4.

Tablica 4. Pocetnice za amplifikaciju gena UL30. Kombinacija sedam parova pocetnica
(uzvodne i nizvodne) koje generiraju sedam preklapajucih fragmenata potrebnih za potpuno
umnazanje gena UL30. Prikazane su sekvence pocetnica i ocekivane velicine PCR produkata

za svaki fragment.

Fragment Uzvodna (forward) pocetnica Nizvodna (reverse) pocetnica :ﬁiﬁiﬁ;
uL30_01 GATGTTTTCCGGTGGCGG TTCATGTAAAAGTACTGCCGCG 623
UL30_02 CCTGGAGAACGTGGAGCA GCTAGCGTGTTGTTCCGG 524
UL30 03  TCAAGAAGTACGAGGGTGGG CACCATGCCGTTCACCTTTAT 694
UL30 04 GCCAGAGCCACTTCCAGAA AGGGAGAGCGTGCTGAAG 699
UL30_05 CATCATCCAGGCCCACAAC CGGTATCGTCGTAAAACAGCA 775
UL30_06 CGTTTATCAACCGCACCTCC CCATGAGCTTGTAATACACCGT 287
UL30_07 TTTGTCCTCACCGCCGAA CTCTATGCAACATTCGACGAGT 597

PCR reakcije provedene su pod uvjetima opisanim u poglavlju 3.2.3. Dobiveni amplifikacijski

produkti proc¢is¢eni su QIAquick Gel Extraction Kitom (Qiagen, Njemacka; kat. br. 28704)

prema uputama proizvodaca.

Pro¢is¢eni PCR produkti podvrgnuti su Sangerovom
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sekvenciranju (ABI 3730xl platforma, komercijalni servis). Dobivene sekvence analizirane su
usporedbom s referentnim HSV-1 genomom (GenBank baza podataka) koristenjem BLAST
alata (NCBI) 1 softverskih alata za poravnanje sekvenci. Analiza je ukljucivala identifikaciju
nukleotidnih supstitucija i potencijalnih promjena u kodiraju¢im regijama. Rezultati analize

mutacija prikazani su u poglavlju Rezultati.

3.2.7. Indeks rizika za procjenu rezistencije HSV-a na ACV

Na temelju klinic¢kih 1 laboratorijskih podataka prikupljenih u ovom istraZivanju razvijen je
prediktivni bodovni sustav s ciljem identifikacije pacijenata kod kojih postoji pove¢ana sumnja
na rezistenciju HSV-ana ACV. Model je temeljen na klinickim ¢imbenicima koji su u literaturi

1 nasim analizama povezani s tezim tijekom bolesti i mogu¢om antivirusnom rezistencijom.

U sustav su ukljucene sljedece varijable:

> 5 prethodnih reaktivacija HSK-a — 1 bod

* PCR pozitivan nalaz unatoc¢ terapiji ACV-om — 2 boda

* Stromalni ili endotelni oblik HSK-a — 1 bod

* Prisutnost komplikacija roznice (oziljak, NV, PED ili sekundarni glaukom) — 1 bod

Ukupan zbroj bodova moze iznositi od 0 do 5.
Na temelju ukupnog skora pacijenti su klasificirani u tri skupine rizika:
e 0-2boda: nizak rizik
e 3 —4boda: srednji rizik
e 5 bodova: visok rizik za mogucu rezistenciju HSV-ana ACV.
Ovaj sustav predvidanja koristi kombinaciju klinickih i molekularnih parametara te je razvijen
kao pomoc¢ni alat za identifikaciju pacijenata kod kojih bi moglo biti indicirano dodatno

genotipsko testiranje (sekvenciranje gena UL23 1 UL30).

3.3. Statisticka obrada podataka

3.3.1. Molekularna dijagnostika HSK-a i kriteriji interpretacije PCR nalaza

Ukupno je analizirano 55 strugotina roZnice pacijenata kojima smo na temelju klinickih
parametara posumnjali na dijagnozu HSK-a. Uzorci pacijenata tj. strugotine roznice testirani
su metodom qPCR na prisutnost genoma virusa HSV-1, usmjerenom na gene ICP4 i VP16,

koji su specifi¢ni za aktivnu virusnu replikaciju.
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Prisutnost virusa odredena je na temelju Ct vrijednosti, uzimajuéi u obzir ogranicenja testova
osjetljivosti 1 specificnosti, kao 1 rezultate negativnih kontrola. Sukladno tim parametrima,
uzorci su kategorizirani u tri skupine:

. Porzitivan uzorak:

0 Ct <31 za gen ICP4

0 Ct <28 za gen VP16

. Intermedijarno pozitivan uzorak:
0 Ctizmedu 31.1136 za ICP4
0 Ctizmedu 29133 za VP16

. Negativan uzorak:
0 Ct>36 za ICP4
0 Ct> 33 za VP16 ili nedetekcija virusa

Uzorci su klasificirani kao pozitivni ako je barem jedan od ciljnih gena pokazao jasnu
pozitivnost. Intermedijarni sluc¢ajevi ukljucivali su one s granicnim vrijednostima Ct, dok su
negativni uzorci bili oni bez detekcije virusa prema oba kriterija.

Uzorci u kojima nije detektirana amplifikacija kontrolnog gena 18S rRNA iskljuceni su iz

daljnje analize zbog moguée tehnicke neispravnosti.

Za potrebe statisticke obrade, podaci su dodatno grupirani binarno:
. Detekcija virusa prisutna (pozitivni 1 intermedijarni uzorci)

. Detekcija virusa odsutna (negativni uzorci)

3.3.2. Metode statisticke analize
Statisticka analiza provedena je koriStenjem kombinacije softverskih alata: Python 3.10 (uz
biblioteke pandas, scipy, statsmodels, matplotlib 1 seaborn) te IBM SPSS Statistics v29.

Granica statisticke zna¢ajnosti postavljena je na p < 0,05.

3.3.2.1. Deskriptivna analiza
Za sve numericke varijable izracunati su: srednja vrijednost, medijan, standardna devijacija i
raspon. Kategorizirane varijable (npr. PCR status, oblik HSK-a, prisutnost komplikacija)

prikazane su pomocu apsolutnih i relativnih frekvencija.
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3.3.2.2. Analiza razlika medu skupinama

Za usporedbu dviju nezavisnih skupina koriSten je Mann-Whitney U test, s obzirom na
neparametrijsku distribuciju veéine varijabli. U slu¢ajevima usporedbe vise od dvije skupine
koristen je Kruskal-Wallis H test (npr. za usporedbu Ct vrijednosti izmedu razli¢itih oblika
HSK-a). Za kategorizirane varijable primijenjeni su y> test i Fisherov egzaktni test (npr. za

ucestalost komplikacija prema PCR statusu).

3.3.2.3. Korelacijska analiza

Za ispitivanje povezanosti medu numeri¢kim varijablama koriSten je Spearmanov rang-
korelacijski koeficijent (p). Analizirana je povezanost izmedu razine virusnog opterecenja (Ct
vrijednosti), trajanja lijeCenja, broja reaktivacija i vidne o$trine. Rezultati korelacijske analize

prikazani su kroz vrijednosti koeficijenta korelacije (p) i pripadajuce p-vrijednosti.

3.3.2.4. Multivarijatna analiza

Provedena je logisticka regresijska analiza s ciljem identifikacije neovisnih prediktora PCR
pozitivnosti. U model su ukljuene varijable koje su u univarijatnim analizama pokazale
potencijalnu povezanost: oblik HSK-a, dob, spol, broj reaktivacija, broj dana lijeCenja
aciklovirom te vrijeme uzorkovanja. Rezultati su prikazani kao odds ratio (OR) uz 95%

intervale pouzdanosti.

3.4. Eticki aspekti istrazivanja

Svi ispitanici bili su unaprijed upoznati s ciljevima planiranog istrazivanja, nakon ¢ega su
samostalno 1 bez prisile donijeli odluku o sudjelovanju te su potpisali informirani pristanak,
odobren od strane Etickog povjerenstva KBC-a Rijeka 1 Povjerenstva za eticka pitanja
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci.

U ovom su istrazivanju u potpunosti poStovani temeljni eticki i1 bioeti¢ki principi: osobni
integritet, pravednost, dobroCinstvo 1 neSkodljivost za ispitanika. Tijekom prikupljanja 1
prikazivanja podataka osigurana je zaStita privatnosti ispitanika i o¢uvanje njihovog identiteta.
LijeCnici su se pri provodenju znanstvenog istrazivanja pridrzavali preporuka Helsinske
deklaracije i1 njezinih revizija, Kodeksa medicinske etike i deontologije, te Pravilnika o
klinickim ispitivanjima i dobroj klinickoj praksi, koji je uskladen sa Smjernicama Europske
medicinske agencije i njezinog tijela Committee for Proprietary Medicinal Products (“Note for

Guidance on Good Clinical Practice” — CPMP/ICH/135/95).
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4. REZULTATI

4.1. Demografske karakteristike pacijenata

4.1.1. Dob i spol pacijenata

U istrazivanje je ukljuceno ukupno 55 pacijenata s klinickom dijagnozom HSK-a. Prosje¢na
dob ispitanika iznosila je 68,4 + 17,1 godina (raspon 22 — 91), s medijanom dobi od 71 godine.
Vecinu uzorka Cinile su osobe starije zivotne dobi. Od ukupnog broja pacijenata, 30 (54,5 %)
bilo je muSkog spola, a 25 (45,5 %) Zenskog spola. Omjer spolova nije pokazao statisticki
znacajnu razliku u ucestalosti HSK-a (y>-test, p = 0,49).

Pacijenti s pozitivnim PCR nalazom bili su prosjecno jednake dobi kao i PCR negativni
(medijani 73 vs. 71 godina; p = 0,64). Ni spol nije pokazao povezanost s rezultatom PCR-a t;.

muskarci i Zene imali su sli¢ne stope pozitivnosti (65,5 % vs. 60,0 %; Fisherov test, p = 0,78).

4.2. Validacija i optimizacija PCR protokola

4.2.1. Inicijalna amplifikacija ciljnih HSV-1 gena

U inicijalnoj fazi validacije PCR protokola provedena je amplifikacija pet ciljnih gena HSV-1
(ICPO, ICP4, ICP27, UL54 1 VP16) koristenjem referentne DNK (BAC-HSV-1) kao predloska.
Cilj ovog koraka bio je potvrditi funkcionalnost dizajniranih pocetnica te provjeriti o¢ekivane
veli¢ine amplifikacijskih produkata. Svi analizirani geni uspje$no su amplificirani, pri ¢emu su
dobiveni PCR produkti odgovarali predvidenim veli¢inama prema dizajnu pocetnica.
Elektroforetska analiza u 2 % agaroznom gelu potvrdila je prisutnost jasnih i diskretnih traka
za svaki analizirani gen, bez vidljive degradacije ili potpunog izostanka amplifikacije (Slika

4).
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Slika 4. Rezultati PCR amplifikacije ciljanih HSV-1 gena. PCR amplifikacijom uspjesno su
umnozeni ciljani geni HSV-1 (ICP0O, ICP4, ICP27, UL54 i VP16), pri cemu dobiveni PCR
produkti odgovaraju ocekivanim velicinama, Sto potvrduje specificnost koristenih pocetnica i
ucinkovitost primijenjenog PCR protokola. PCR produkti analizirani su elektroforezom u 2 %
agaroznom gelu uz molekularni marker (100 bp DNK ljestve). U panelu A prikazani su produkti
amplifikacije gena ICP0, ICP4 i ICP27, dok su u panelu B prikazani produkti amplifikacije
gena VP16 i UL54. Oznaka M oznacava molekularni marker, dok C oznacava negativau

kontrolu PCR reakcije.

Ovi rezultati potvrdili su osnovnu funkcionalnost svih analiziranih PCR eseja te omogucili

nastavak optimizacije reakcijskih uvjeta.
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4.2.2. Optimizacija temperature sparivanja

Nakon inicijalne potvrde amplifikacije, provedena je optimizacija temperature sparivanja
pocetnica s ciljem povecanja specifi¢nosti reakcije i smanjenja pojave nespecificnih produkata.
Paralelne PCR reakcije provedene su pri temperaturama sparivanja od 52 °C, 56 °C i 60 °C.
Usporednom analizom dobivenih elektroforetskih traka utvrdeno je da reakcije provedene pri
60 °C pokazuju najpovoljniji omjer intenziteta specificnog amplifikacijskog produkta i
smanjenja nespecificnih traka. Pri nizim temperaturama sparivanja uocena je izrazenija pojava

dodatnih produkata razli¢itih veli¢ina (Slika 5).

ICPO ICP4 ICP27 VP16

Temperatura sparivanja (Ta)60 "C

Slika 5. Rezultati PCR amplifikacije ciljanih HSV-1 gena pri temperaturi sparivanja 60
°C. Elektroforeza PCR produkata dobivenih amplifikacijom odabranih gena virusa herpes
simplex tip 1 (HSV-1) provedena je u 2 % agaroznom gelu. Dobiveni PCR produkti odgovaraju
ocekivanim velicinama: ICP0 — 845 bp, ICP4 — 94 bp, ICP27 — 65 bp i VP16 — 138 bp, sto
potvrduje specificnost koristenih pocetnica i odgovarajuce uvjete PCR reakcije pri temperaturi

sparivanja (Ta) od 60 °C. Bijele strelice oznacavaju artefakt amplifikacije.

Na temelju dobivenih rezultata temperatura sparivanja od 60 °C odabrana je kao optimalna za

daljnju primjenu PCR protokola.
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4.2.3. Procjena analiticke osjetljivosti i specificnosti PCR protokola

Analiticka osjetljivost PCR protokola procijenjena je koriStenjem serijskih desetorostrukih
razrjedenja HSV-1 DNK poznate koncentracije. Elektroforetskom analizom amplifikacijskih
produkata utvrdeno je da se granica detekcije razlikuje ovisno o ciljnom genu. Kod
amplifikacije gena ICPO specificni PCR produkt mogao se pouzdano detektirati u rasponu visih
koncentracija virusne DNK, dok je pri nizim koncentracijama zabiljeZen slabiji intenzitet trake

te povremena pojava dodatnih produkata (Slika 6).

i : Negati
ICPO BAC razrijedenje e 2 & B 6 7 8
Koncentracija

virusnog
genoma
(kopije/ul)
> 4,56x10°
5 4,56x10*
6 4,56x102
> 4,56x10"
8 4,56x10°

Slika 6. Procjena analiticke osjetljivosti PCR eseja za gen ICPO.

Prikaz elektroforetske analize PCR produkata (845 bp) dobivenih amplifikacijom gena ICP0
iz serijskih desetorostrukih razrjedenja HSV-1 DNK (4,56 x 10%do 4,56 x 10° kopija/uL). PCR
reakcije provedene su prema optimiziranom protokolu, uz ukljucenu negativnu kontrolu.
Produkti su analizirani elektroforezom u 2 % agaroznom gelu i vizualizirani pod UV svjetlom.

Na slici su prikazane trake dobivene pri razlic¢itim koncentracijama virusnog genoma.

Dobiveni rezultati ukazali su na razlike u osjetljivosti pojedinih PCR eseja, §to je uzeto u obzir
pri daljnjoj selekciji metoda za analizu klini¢kih uzoraka. Uz procjenu osjetljivosti analizirana
je i specifi¢nost pojedinih PCR eseja. U reakcijama s nizim koncentracijama predloska, osobito
kod amplifikacije gena ICPO, povremeno je uocena pojava dodatnih nespecificnih PCR
produkata razli¢ite veli¢ine, ukljucujuéi i produkte krac¢e od oc¢ekivanog PCR produkta. Pojava

nespecifi¢nih produkata ukazivala je na potrebu pazljive optimizacije reakcijskih uvjeta te

46



selekcije PCR eseja koji su pokazali najvisu specificnost i reproducibilnost za daljnju primjenu

na klini¢kim uzorcima.

4.3. Raspodjela klini¢kih oblika HSK-a

HSK-E zabiljezen je u 28 od ukupno 55 pacijenata (50,9 %), pri ¢emu je 25 pacijenata imalo
HSK-D, a 3 HSK-G. HSK-S dijagnosticiran je u 21 pacijenta (38,2 %), pri cemu je HSK-SEU
potvrden u 12, a HSK-SnEU u 9 slu¢ajeva. HSK-En zabiljeZen je u 6 pacijenata (10,9 %).
Najcesc¢i pojedinacni klinicki oblik bio je HSK-D, prisutan u 45,5 % svih sluc¢ajeva (p <0,01).
Rezultati PCR testiranja pokazali su znacajne razlike u ovisnosti o klini¢kom obliku bolesti.
PCR test bio je pozitivan u 76,0 % pacijenata s HSK-D, u 66,7 % pacijenata s HSK-G, u 50,0
% pacijenata s HSK-SEU, u 11,1 % pacijenata s HSK-SnEU te u 16,7 % pacijenata s HSK-En,
u odnosu na ukupan broj pacijenata unutar svake pojedine klinicke skupine. Osobito nisku
stopu detekcije pokazao je HSK-SnEU, dok je HSK-D bio najce$¢i oblik s dokazanim
pozitivnim PCR-om. Kada su oblici bolesti grupirani prema dubini i karakteru zahvaéanja
roznice, povrsinski oblici HSK-a (HSK-D, HSK-G 1 HSK-SEU) pokazali su PCR pozitivnost
u 63,3 % slucajeva, dok su dublji oblici HSK-a (HSK-SnEU i HSK-En) bili pozitivni u svega
13,3 % slucajeva. Ova razlika u ucestalosti PCR pozitivnosti izmedu povrSinskih HSK-E 1
dubljih HSK-S i HSK-En bila je statisti¢ki zna¢ajna (2 = 9,17; p = 0,0025). Cak i kada su
oblici grupirani u tri glavne kategorije (HSK-E, HSK-S, HSK-En), razlika je ostala statisticki
znacajna (p < 0,01), s najve¢im udjelom pozitivnih PCR nalaza kod epitelnog oblika HSK-a
(Slika 7).
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Raspodjela klini¢kih oblika HSK-a ovisno o PCR nalazu i Ct vrijednosti
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Slika 7. Raspodjela klini¢kih oblika HSK-a. Stupci prikazuju udio PCR pozitivnih pacijenata
( % ) za svaki klinicki oblik HSK, dok isprekidana crvena linija oznacava srednje vrijednosti
Ct - vrijednost praga u qPCR analizi (od engl. cycle threshold) kod PCR pozitivnih uzoraka.
Najvisa ucestalost PCR pozitivnih nalaza zabiljeZen je kod povrsinskih oblika bolesti uz nize
Ct vrijednosti, Sto upucuje na visu razinu virusa. Nasuprot tome, HSK oblici bez epitelnog
defekta pokazali su najnizu stopu PCR pozitivnosti te vise Ct vrijednosti, Sto ukazuje na slabiju

ili odsutnu aktivnu replikaciju virusa u tim oblicima.

Analiza Ct vrijednosti pokazala je da HSK-E 1 HSK-S imaju nize medijane Ct vrijednosti (oko
30 — 33 ciklusa), §to upucuje na viSu razinu virusa u tim skupinama. Suprotno tome, u HSK-
En oblicima Ct vrijednosti su uglavnom visoke (¢esto > 35), Sto ukazuje na nisku ili odsutnu
detekciju virusne DNK. Drugim rije¢ima, HSV DNK ¢esce je 1 u vecoj koli€ini prisutna na
roznici u HSK-E 1 HSK-S, dok u HSK-En ostaje gotovo ne otkrivena PCR metodom. lako zbog
ograni¢enog broja pozitivnih uzoraka u HSK-En skupini razlike u razini virusa nisu bile
statisticki znacajne (p > 0,05), deskriptivna analiza jasno potvrduje da je prisutnost virusa
najmanje izrazena upravo u ovom obliku.

Multivarijatna logisticka regresija potvrdila je da klini¢ki oblik lezije predstavlja neovisan
prediktor PCR ishoda. Istodobno, prethodno lijeCenje ACV-om pokazalo se dodatnim

neovisnim ¢imbenikom povezanim sa smanjenom vjerojatnoS¢u PCR pozitivnosti (p < 0,01),
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bez obzira na oblik HSK-a. Drugim rije¢ima, primjena ACV prije uzorkovanja smanjuje
vjerojatnost za detekciju virusne DNK PCR metodom, neovisno o klinickoj prezentaciji.

Zaklju¢no, rezultati pokazuju da su klinicki oblik bolesti i prethodna ACV terapija dva
neovisna ¢imbenika koji znacajno utjecu na ishod PCR testiranja, pri cemu HSK-E oblik

pokazuju najvecu, a HSK-En oblik najmanju detekciju virusne DNK.

4.4. Ucestalost reaktivacija HSK-a

Vecina pacijenata imala je povijest ponavljajucih epizoda rHSK. Broj prethodnih reaktivacija
varirao je od 1 do 10, s medijanom od 2 epizode. Najve¢i udio pacijenata (36 / 55; 65,5 %)
imao je dvije ili vise epizoda rHSK, dok je 19 od 55 pacijenata (34,5 %) imalo prvu epizodu
HSK-a. Vise od polovice pacijenata (28 / 55, 50,9 %) imalo je tri ili viSe reaktivacije, a najveci
zabiljezeni broj recidiva bio je 10, zabiljezen kod dva pacijenta. Prosjecan broj reaktivacija
iznosio je 3,1 £ 2,4. Nije uocena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu dobi pacijenta i broja
reaktivacija (Spearman p = — 0,03; p = 0,85), niti je zabiljezena razlika izmedu muSkaraca i

zena (Mann—Whitney U = 352; p = 0,65) (Slika 8).
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Broj rekurencija prema klini€kom obliku HSK-a

3 Epitelni oblici (HSK-D, HSK-G)
6 *(p = 0.036) 3 Stromalni oblici (HSK-SEU, HSK-SnEU)
r {1 Endotelni oblik (HSK-En)

3 ns (p = 0.08)

Broj rekurencija (medijan)

15
1 1
| lﬁ ﬁ
0 HSK-D HSK-G HSK-SEU HSK-SnEU HSK-En
Klinicki oblik HSK

Slika 8. Broj rekurencija prema klinickom obliku herpeti¢nog keratitisa (HSK).

Stupci prikazuju medijan broja prethodnih epizoda herpeticnog keratitisa za pojedine klinicke
podtipove bolesti (HSK-D, HSK-G, HSK-SEU, HSK-SnEU i HSK-En). Veci broj reaktivacija
zabiljezen je u stromalnim oblicima bolesti, osobito u HSK-SEU. Horizontalne linije iznad
stupaca oznacavaju rezultate parnih usporedbi izmedu skupina (Mann—Whitney test), uz

pripadajuce p-vrijednosti.

Broj reaktivacija razlikovao se medu klinickim oblicima HSK-a. HSK-E imali su medijan od
1 IQR 0—1), HSK-S medijan 2 (IQR 1 —4), a HSK-En medijan 1 (IQR 0 — 2). Razlike medu
grupama bile su statisticki znacajne (Kruskal — Wallis H = 6,84; p = 0,03). Post-hoc analiza
(Mann — Whitney) pokazala je da HSK-S ima znac¢ajno veci broj reaktivacija u odnosu na HSK-
E (U=163;p=0,01). Razlike izmedu HSK-S i HSK-En te izmedu HSK-E 1 HSK-En nisu bile
statistiCki znacajne (p > 0,20).

Unutar epitelnih oblika HSK-a nije uocena znacajna razlika u broju recidiva. HSK-G je
pokazivao tendenciju ¢eS¢ih reaktivacija (medijan 2) u odnosu na HSK-D (medijan 1), no
razlika nije bila statisticki znacajna (p = 0,08). Nasuprot tome, unutar stromalnih oblika (HSK-
SEU + HSK-SnEU) primije¢en je jasan trend: HSK-SEU bio je povezan s viSim brojem
recidiva (procijenjeni medijan 5) u odnosu na HSK-SnEU (medijan 1 — 2), a razlika je bila
statisticki znacajna (p = 0,036). Ispitana je povezanost ucestalosti prethodnih epizoda s PCR

nalazom te razinom virusne DNK. Nije nadena statisticki znacajna razlika u prosjecnom broju
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recidiva izmedu PCR pozitivnih i PCR negativnih pacijenata (medijani 2 vs. 3 epizode; U =
250,5; p=0,65). Takoder, korelacija izmedu broja reaktivacija i Ct vrijednosti bila je vrlo slaba

i nije znacajna (Spearman p =+ 0,09; p =0,51).

4.5. Utjecaj vremena uzorkovanja na PCR detekciju HSV-a

Vrijeme proteklo od pocCetka aktualne klini¢ke epizode HSK-a do uzimanja uzorka za PCR
analizu bilo je izrazito varijabilno. Medijan vremena uzorkovanja iznosio je 7 dana (raspon 1
— 136 dana), pri ¢emu je 75 % uzoraka prikupljeno unutar prvih 14 dana od pojave simptoma.
U dva slu€aja uzorak je uzet istoga dana kada je postavljena dijagnoza (1. dan bolesti), dok je
kod pet pacijenata uzorkovanje provedeno nakon vise od 50 dana trajanja bolesti. Prosjec¢no
vrijeme uzorkovanja iznosilo je 16,9 + 26,2 dana. Nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u
vremenu uzorkovanja izmedu razlicitih klinickih oblika HSK-a (Kruskal-Wallis H=3,13;p =
0,21). Prosjecno vrijeme uzorkovanja u skupini HSK-E iznosilo je 12,3 dana, u HSK-S 22,7
dana, a u HSK-En 17,2 dana, uz znacajno preklapanje raspona vrijednosti izmedu skupina.
Takoder nije utvrdena znaCajna povezanost izmedu duljine trajanja simptoma prije
uzorkovanja i rezultata PCR analize. Medijan vremena do uzorkovanja u skupini s pozitivhim
PCR nalazom iznosio je 6,5 dana, u usporedbi sa 7 dana u skupini s negativnim nalazom
(Mann—Whitney U = 261; p = 0,82). Analiza korelacije nije pokazala znafajnu povezanost
izmedu broja dana od pocetka simptoma 1 koli¢ine virusne DNK (Spearman p = — 0,15; p =
0,29). Sveukupno, vrijeme uzorkovanja nije imalo statisticki znacajan utjecaj na ishod PCR

detekcije HSV-a.

4.6. Vidna oStrina (VO) prije i poslije lijecenja HSK-a

Na pocetku lijecenja pacijenti su imali znacajno snizenu VO zahvacenog oka. Srednja pocetna
VO iznosila je 0,36 £ 0,35, s medijanom 0,30 (IQR 0,09 — 0,60). Nakon provedenog lijecenja,
VO znacajno se popravila na prosjecno 0,48 + 0,37, s medijanom 0,50 (IQR 0,20 — 0,70).
Razlika VO prije 1 poslije terapije bila je statisti¢ki znacajna (Wilcoxonov test, z= - 4,16; p <
0,001). Pojedina¢no gledano, poboljsanje VO zabiljeZeno je u 31 / 55 pacijenata (56,4 %), kod
21 pacijenta (38,2 %) VO ostala je nepromijenjena, dok je u samo 3 pacijenta (5,5 %) doslo do
pogorSanja VO unatoc terapiji. Prije terapije medijan pocetne VO zahvacenog oka iznosio je
0,30 (raspon 0,001 — 1,0), a nakon terapije 0,50 to poboljSanje bilo je statisticki znacajno (p <
0,001). Pacijenti s HSK-E imali su relativno dobru pocetnu VO (medijan 0,6 za HSK-D, 0,5 za
HSK-G). Nasuprot tome, HSK-S imali su znac¢ajno slabiji vid u po¢etku (medijan 0,2), a HSK-

En a najslabiji (medijan 0,05). Ove razlike u poc¢etnom vidu medu skupinama bile su statisticki
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znacajne (Kruskal-Wallis, ¥*> = 13,07; p = 0,0015). Slican obrazac zabiljezen je i za zavrSnu
VO: HSK-E postigli su bolji kona¢ni vid (medijan 0,7) od HSK-S (0,3) i HSK-En (0,065) (y*
= 14,78; p = 0,0006). Unato¢ tome, relativno poboljSanje VO nije se znacajno razlikovalo
izmedu klinic¢kih skupina (p = 0,72). Drugim rije¢ima, iako su HSK-E imali bolji apsolutni vid
1 HSK-S slabiji, prosjecni porast VO uslijed terapije bio je podjednak u svim skupinama.
Detaljni prikaz pocetne 1 zavrSne VO te relativnog poboljSanja prema klinickom obliku HSK-

a prikazan je u Tablici 5.

Tablica 5. Prikaz pocetne i zavrSne vidne oStrine (VO) prema klinickom obliku
herpeti¢nog keratitisa (HSK). Prikazane su medijanske vrijednosti VO prije i nakon lijecenja
te relativno poboljsanje vidne funkcije. Zavrina VO znacajno se razlikovala medu klinickim
oblicima HSK-a , s boljim konacnim vidom u epitelnom HSK-u u odnosu na stromalne i

endotelne oblike HSK-a dok razlike u relativhom poboljsanju VO nisu bile statisticki znacajne.

Pofetna VO | Zavrina VO Relativno
Kliniéki oblik H5K-a (medijan) (medijan) jEanje VO Statisti€ka znaéajnost medu skupinama

HSK-E (HSK-D + HSK-G) 0,5-0,6 0,7 +0,1 do +0,2 W = 14,78; p = 0,0006
HSK-§ [HSK-SEU + HSK-SnEU) 0,2 0,3 +0,1 do +0,2 p=0,72 (ns)
HSK-En 0,05 0,065 +0,1 p=0,72 (ns)

Analizirano je poboljsanje VO tijekom lijecenja u dvije skupine pacijenata, podijeljene prema
PCR nalazu na PCR pozitivne i PCR negativne. Obje skupine pokazale su statisti¢ki znac¢ajno
poboljsanje VO nakon terapije, no uocen je razli€it stupanj oporavka vida izmedu PCR
pozitivnih 1 PCR negativnih pacijenata. Kod PCR pozitivnih pacijenata prosjecna najbolje
korigirana VO prije lijjecenja iznosila je oko 0,4, a nakon lije¢enja porasla je na 0,8. Ovo
poboljsanje vidne funkcije kod PCR pozitivnih pacijenata bilo je statisti¢ki znacajno (p <
0,001). Kod PCR negativnih pacijenata prosje¢na VO prije lijeCenja bila je oko 0,3, a nakon
terapije poboljsala se na 0,5 (p < 0,001). Iako je terapijom postignut znacajan porast VO u obje
skupine, pacijenti s pozitivnim PCR nalazom imali su na kraju lijjecenja bolju konacnu VO
nego PCR negativni. U prosjeku, zavrSna VO u PCR pozitivnoj skupini bila je oko 0,8 naspram
0,5 u PCR negativnoj skupini, Sto predstavlja statisticki znac¢ajnu razliku (p < 0,05). Takoder,
prosjecno apsolutno poboljSanje VO bilo je ve¢e u PCR pozitivnih (oko + 0,4) u usporedbi s
PCR-negativnima (oko + 0,2). Razlika u stupnju poboljSanja izmedu te dvije skupine bila je

statistiCki znacajna (p = 0,01), Sto upucuje da je pozitivan PCR nalaz (indikativan za aktivnu
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virusnu infekciju) povezan s ve¢im funkcionalnim oporavkom vida nakon odgovarajuce

terapije (Slika 9).

L0 Vidna ostrina i oporavak vida prema PCR statusu

I Zavr$na VO
p < 0,05 [ Apsolutno poboljsanje VO

0.8 1

o
o
A

o
>
L

Vidna ostrina (VO)

0.2 1

0.0 -

PCR-pozitivni PCR-negativni
PCR status

Slika 9. Usporedba zavrSne vidne oStrine (VO) i apsolutnog poboljSanja vidne funkcije
prema PCR statusu pacijenata s herpeticnim keratitisom. PCR pozitivni pacijenti postigli
su bolju zavrsnu vidnu ostrinu u odnosu na PCR negativne (0,8 naspram 0,5; p < 0,05).
Takoder, apsolutno poboljsanje vidne ostrine bilo je znacajno veée u PCR pozitivnoj skupini u

usporedbi s PCR negativnima (+ 0,4 naspram + 0,2; p = 0,01).

4.7. Trajanje antivirusnog lije¢enja ACV-om

Trajanje aktivnog lijeCenja HSK-a znacajno je variralo medu pacijentima. Medijan ukupnog
trajanja terapije bio je 60 dana (raspon 10 — 242 dana), a srednje trajanje lijeCenja iznosilo je
85 + 73 dana. Ocekivano, duljina terapije razlikovala se ovisno o klini¢kom obliku HSK-a.
HSK-E lijecio se najkrace, medijan trajanja terapije kod epitelnih oblika HSK-a iznosio je 39,5
dana (oko 5 — 6 tjedana). HSK-S zahtijevali su znatno dulje lijecenje sa medijanom od 117
dana (16 — 17 tjedana, oko 4 mjeseca). HSK-En imao je medijan trajanja lijeCenja od 94 dana
(3 mjeseca). Razlike u trajanju terapije izmedu ovih skupina bile su statisti¢ki znacajne
(Kruskal-Wallis, ¥*> = 12,32; p = 0,002). HSK-S zahtijevali su znacajno dulju terapiju nego
HSK-E (post-hoc Mann-Whitney, p <0,001), dok izmedu HSK-S i HSK-En nije bilo znacajne
razlike (p = 0,73). Unutar stromalnih oblika HSK-a uocen je trend duljeg lijecenja kod tezeg
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oblika, HSK-SEU imao je tendenciju duljeg trajanja lijecenja (medijan 126 dana) u odnosu na
HSK-SnEU (medijan 90 dana), no zbog malog uzorka ta razlika nije bila statisticki pouzdana
(p =0,89).

Uoceno je da su pacijenti s duljim trajanjem lijecenja ujedno imali 1 tezi klinicki tijek bolesti s
viSe komplikacija. Naime, pacijenti kod kojih su nastale komplikacije lijeeni su znac¢ajno dulje
medijan 90,5 dana u usporedbi s pacijentima bez komplikacija (medijan 30 dana; Mann-
Whitney = 576; p < 0,001). Takoder, u skupini s najduljom terapijom ¢esc¢e su bili zastupljeni
HSK-S i HSK-En (Slika 10).

Tijek lije€enja 1 komplikacije ovisno o obliku HSK-a

Trajanje lijedenja ovisno o kemplikacijama Trajanje lijeanja po tipu HSK
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Slika 10. Tijek lijecenja i komplikacije ovisno o obliku HSK. Lijevi panel prikazuje
usporedbu trajanja lijeCenja u pacijenata sa i bez komplikacija. Pacijenti kod kojih su se
razvile komplikacije lijeceni su znacajno dulje (medijan 90,5 dana) u usporedbi s onima bez
komplikacija (medijan 30 dana; Mann—Whitney = 576, p < 0,001).

Desni panel prikazuje trajanje lijecenja prema klinickom obliku HSK. Najdulje lijecenje
zabiljezeno je kod stromalnih oblika i endotelnih oblika HSK-a, dok su epitelni oblici HSK-a
zahtijevali kracu terapiju. Horizontalne oznake iznad stupaca oznacavaju razine statisticke

znacajnosti.

Kada se usporedi nalaz PCR-a i visine Ct vrijednosti pacijenti s negativnim PCR nalazom imali

su medijan trajanja lije¢enja od 65 dana, usporediv s 57 dana u PCR pozitivnih (razlika nije

54



znacajna). Nije nadena ni korelacija izmedu visine Ct vrijednosti i duljine lije¢enja (Spearman

p=+0,007; p = 0,96).

4.8. Komplikacije HSK-a

Tijekom pracenja pacijenata zabiljeZene su Cetiri glavne komplikacije HSK-a (prema planu
istrazivanja): oziljak roznice, NV roZnice, sekundarni glaukom i PED. Od 55 pacijenata, 36
(65,5 %) razvilo je barem jednu od navedenih komplikacija. NajceS¢a komplikacija bio je
oziljak roznice, prisutan kod 33 pacijenata (60,0 %). NV roznice pojavila se u 10 slucajeva
(18,2 %), sekundarni glaukom u 3 slucaja (5,5 %), a PED u 2 slucaja (3,6 %). ViSe razlicitih
komplikacija istovremeno zabiljezeno je kod 12 pacijenata (npr. stromalni oziljak uz istodobnu
NV roznice).

Ucestalost komplikacija razlikovala se medu klinickim oblicima HSK-a. HSK-E imali su
znacajno manju pojavnost komplikacija zabiljeZenu u 42,9 % pacijenata (12 / 28) u usporedbi
sa HSK-S i HSK-En (90,5 % i 83,3 %), Sto je bilo statisti¢ki vrlo znacajno (y* = 14,03; p <
0,001). Nasuprot tome, kod HSK-S ¢ak 90,5 % pacijenata (19 / 21) razvilo je barem jednu
komplikaciju, a kod HSK-En 83,3 % (5 / 6) pacijenata. Osobito se istice razlika u ucestalosti
oziljaka roznice, koja je zabiljeZena u 85,7 % pacijenata s HSK-S 1 u 83,3 % pacijenata s HSK-
En, dok je u skupini s HSK-E oziljak zaostao u svega 36,0 % slucajeva (y*> = 14,03; p <0,001).
Drugim rije¢ima, HSK-S oblici statisticki su znacajno skloniji stvaranju oziljaka nego HSK-E
oblici. Takoder, NV roznice zabiljezena je ces¢e kod HSK-S (33,3 % slucajeva) u usporedbi s
HSK-E (11,1 % slucajeva), no razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p = 0,08). Sekundarni
glaukom javio se kod 2 pacijenta s HSK-D te kod 1 pacijenta s HSK-En; zbog malog broja
ovih slucajeva nije radena statisti¢ka analiza. PED je nastupio rijetko 1 sporadi¢no (1 HSK-E,
1 HSK-S).

Nadalje, pacijenti s ve¢im brojem recidiva imali su 1 ve¢i kumulativni rizik od komplikacija. U
skupini pacijenata s > 5 epizoda HSK-a gotovo svi su razvili oziljak ili drugu komplikaciju
(92,3 %), dok je u skupini s jednom jedinom epizodom HSK-a komplikacija zabiljezena u 47,4
% pacijenata. Premda korelacija broja recidiva s incidencijom komplikacija nije dosegla
statistiCcku znacajnost (¥* = 3,11; p = 0,08), dijelom zbog ograni¢enog broja pacijenata, opisno
se vidi trend: svaka ponovna reaktivacija virusa doprinosi daljnjem oSteCenju roznice i
povecava rizik trajnih posljedica. Najteze kombinirane komplikacije (npr. NV + oziljak +
sekundarni glaukom) zabiljezene su ponajvise kod pacijenata s dugom povijes¢éu rekurentnih

stromalnih HSK-a.
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Ispitana je pojavnost komplikacija HSK-a u odnosu na PCR nalaz. Uocena je odredena razlika
izmedu PCR pozitivnih 1 PCR negativnih pacijenata, premda nije dosegnula statisticku
znacajnost. Komplikacije su zabiljezene kod PCR pozitivnih pacijenata u priblizno 15 — 20 %
slucajeva, dok su kod PCR negativnih pacijenata komplikacije nastupile u vecem udjelu
otprilike 30 — 40 % slucajeva. Stoga su pacijenti s negativnim PCR nalazom imali gotovo
dvostruko vecu ucestalost komplikacija u usporedbi s PCR pozitivnim pacijentima, no ta
razlika nije dosegnula statistiC¢ku znacajnost (p > 0,05). Budu¢i da su PCR negativni slu¢ajevi
cesce bili povezani s tezim klini€kim oblicima HSK-a, osobito HSK-S, provedena je logisticka
regresijska analiza kako bi se ispitalo je 1i PCR nalaz neovisno povezan s rizikom od razvoja
komplikacija, uz prilagodbu za klinic¢ki oblik HSK. Multivarijatna analiza koja je istovremeno
ukljucila PCR status 1 oblik HSK pokazala je da PCR status nije bio neovisni prediktor razvoja
komplikacija (p > 0,05) nakon prilagodbe na klinicki oblik bolesti. Nasuprot tome, upravo je
klini¢ki oblik HSK-a (npr. HSK-S naspram HSK-E) pokazao o¢ekivani znacajan utjecaj na
pojavnost komplikacija. To sugerira da veca ucestalost komplikacija videna u PCR negativnoj
skupini primarno proizlazi iz ¢injenice da PCR negativni slucajevi ¢es¢e pripadaju skupini

HSK-S i HSK-En koji nose visi rizik komplikacija, a ne iz samog PCR statusa.

4.9. Primjena sustava prediktivnog modela za procjenu rezistencije na ACV

Primjenom prediktivnog modela za prepoznavanje pacijenata s moguc¢om rezistencijom HSV-
a na ACV analizirano je svih 55 pacijenata ukljucenih u istrazivanje. Model se temeljio na
kombinaciji klini¢kih i laboratorijskih varijabli: broju prethodnih reaktivacija HSK-a, PCR
nalazu tijekom terapije ACV-om, klinickom obliku bolesti te prisutnosti komplikacija roznice.
U ukupnoj populaciji, vec¢ina pacijenata (60,8 %) ostvarila je 0 — 2 boda te je svrstana u skupinu
niskog rizika. Srednji rizik (3 — 4 boda), utvrden je u 26,8 % pacijenata, dok je visoki rizik (5
bodova) zabiljezen u 12,5 % pacijenata.

Unutar srednje rizi¢ne skupine identificirano je 15 pacijenata s ukupno 3 boda. Svi su imali
stromalni oblik HSK-a, > 5 recidiva bolesti te su bili PCR pozitivni unato¢ kontinuiranoj

profilaktickoj terapiji ACV-om (Slika 11).
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Slika 11. Distribucija prediktivnog skora za procjenu rizika rezistencije HSV-a na
aciklovir (ACV) u ispitanoj populaciji. Stupcasti graf prikazuje raspodjelu ukupnog broja
bodova (0 — 5) prema kriterijima prediktivnog modela. Vecina pacijenata ostvarila je 0 — 2
boda i svrstana je u nisku skupinu rizika, dok je manji broj pacijenata imao 3 — 4 boda (srednji
rizik). Mali broj pacijenata ostvario je maksimalnih 5 bodova, sto predstavija visoku razinu

rizika za mogucu rezistenciju na ACV.

Pacijenti iz srednje i visoke rizi¢ne skupine, osobito oni s ukupno 3 boda, predstavljaju
potencijalne kandidate za ciljanu molekularnu analizu rezistencije (npr. sekvenciranje HSV
gena UL23 1 UL30). Vecina pacijenata u niskorizi¢noj skupini imala su krace trajanje lijeCenja,
negativan PCR nalaz nakon terapije i odsutnost komplikacija, Sto dodatno potvrduje

pouzdanost modela u razlikovanju pacijenata prema klinickom riziku za ACV rezistenciju.

4.10. Usporedba PCR i qPCR metode u dijagnostici HSK

U cilju usporedbe ucinkovitosti standardnog PCR testa i qPCR, provedena je analiza
amplifikacije dvaju virusnih gena (ICP4 i VP16), koji su u ranijim validacijama pokazali
najvisu specificnost 1 osjetljivost za detekciju HSV-1. Obje metode testirane su na serijskim
desetorostrukim razrjedenjima rekombinantne HSV-1 DNK poznate koncentracije (izmjerena
koncentracija proc¢is¢ene BAC DNA 98,5 ng / mL).

Rezultati eksperimentalne usporedbe pokazali su da se kod standardnog PCR-a detekcija

specificnih amplifikacijskih produkata provodi naknadno, post-PCR analizom agaroznom
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elektroforezom, dok kvantitativni gPCR omoguéuje istodobnu amplifikaciju i detekciju ciljne
DNK unutar iste reakcije, uz znacajno kra¢e ukupno trajanje postupka. U qPCR testu za gen
ICP4, vrijednosti Ct-a kretale su se od priblizno 22 ciklusa pri najvecoj koncentraciji virusne
DNK (4,56 x 10° genoma/pL) do 35 ciklusa pri najnizoj testiranoj koncentraciji (4,56 genoma
/ uL). Medutim, u negativnoj kontroli (reakcija bez dodane DNK) zabiljeZena je prosje¢na Ct
vrijednost oko 30, koja se smatrala nespecificnim amplifikacijskim signalom, usporedivim s
Ct vrijednostima dobivenima pri koncentraciji od priblizno 4,56 x 10* genoma u standardnoj
krivulji. Taj nalaz ukazivao je na mogucu nespecificnu fluorescenciju ili kontaminaciju
reagensa (odnosno prisutnost sekundarnih struktura pocetnica), stoga je bilo potrebno dodatno
optimizirati reakcijske uvjete. Analiza krivulje taljenja (od engl. melt-curve analysis) pokazala
je da je u negativnoj kontroli zabiljeZzen zaseban fluorescencijski vrh krivulje taljenja (pik) s
maksimumom na 78 °C, dok su pozitivni uzorci pokazivali stabilan vrh krivulje taljenja na 88
°C, §to odgovara oc¢ekivanoj temperaturi taljenja specificnog amplifikacijskog produkta. Time
je potvrdeno da se nespecifi¢ni signal moze razlikovati od specifi¢cne amplifikacije na temelju
temperature taljenja produkta.

Za gen VP16, qPCR analiza pokazala je vrlo malu razliku u Ct vrijednostima izmedu negativne
kontrole i uzoraka s najnizom koncentracijom virusne DNK. Negativna kontrola imala je Ct
vrijednost oko 33, dok su pozitivni uzorci s najnizom koncentracijom (45 genoma/uL) imali
Ct vrijednosti oko 32. Takva mala razlika Ct vrijednosti upucuje na mogucénost nespecificne
amplifikacije ili nastanka primer — dimer produkata, §to je poznato ogranicenje qPCR metoda,
osobito pri vrlo niskim koncentracijama predloska. Sukladno preporukama MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) smjernica [93],
interpretacija rezultata nije se temeljila isklju¢ivo na Ct vrijednostima, ve¢ je dodatno
potvrdena analizom PCR produkata. Elektroforetska analiza u agaroznom gelu pokazala je da
produkt dobiven u negativnoj kontroli ima manju molekularnu veli¢inu od o¢ekivanog VP16
produkta, Sto upucuje na nespecificnu amplifikaciju, dok je u pozitivnim uzorcima detektiran
produkt ocekivane veliCine. Ipak, tijekom analize krivulje taljenja uo€eno je djelomicno
preklapanje krivulja negativnih 1 pozitivnih uzoraka za gen VP16, Sto je otezavalo
interpretaciju grani¢nih rezultata. Dodatna analiza PCR produkata na agaroznom gelu pokazala
je da je produkt dobiven u negativnoj kontroli bio manje molekularne veli¢ine u odnosu na
oc¢ekivani specificni amplifikacijski produkt (od engl. amplicon) gena VP16. Sangerovim
sekvenciranjem utvrdeno je da produkt iz negativne kontrole predstavlja nespecifi¢ni artefakt,

dok su PCR produkti pozitivnih uzoraka odgovarali ciljanoj sekvenci gena VP16.
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4.11. Rezultati analize gena UL23 i UL30

Uspjesno je provedena amplifikacija i sekvenciranje gena UL23 iz HSV-1 pozitivnih uzoraka
dobivenih iz stani¢nih kultura inficiranih virusom herpes simplex tipa 1 (HSV-1). PCR
amplifikacija provedena je koriste¢i tri para pocetnica (F1/R1, F1/R2 i F2/R1) koji omogucuju
umnazanje veceg fragmenta gena te dva medusobno preklapajuca fragmenta pogodna za
sekvenciranje.

Elektroforetskom analizom PCR produkata u 1 % agaroznom gelu potvrdena je uspjeSna
amplifikacija fragmenata ocekivane veli¢ine. Dobiveni su amplikoni veli¢ine 1131 bp (veci
fragment koji obuhvaca gotovo cijeli gen) te 647 bp 1 665 bp, koji predstavljaju dva

preklapajuca fragmenta koristena za sekvencijsku analizu (Slika 12).

M UL23 F1/R1 F1/R2 F2/R1 M

Slika 12. Amplifikacija gena UL23. Analiza PCR produkata dobivenih pomocu pocetnica
FI/RI1, FI/R2i F2/RI na temelju DNK izolirane iz stanica u kulturi inficiranih HSV-1 virusom
(24 sata nakon infekcije). Elektroforeza je provedena u 1 % agaroznom gelu. Dobiveni su PCR
produkti velicine 1131 bp, 647 bp i 665 bp. Crvenim pravokutnikom oznacen je PCR produkt
velicine 1131 bp dobiven pomocu pocetnica FI1/R1, dok je bijelim pravokutnikom oznacen PCR
produkti velicine 665 bp dobiven pomocu pocetnica F2/R1. M — molekularni marker.

Procis¢eni PCR produkti zatim su sekvencirani Sangerovom metodom sekvenciranja. Kvaliteta
dobivenih kromatograma provjerena je vizualnim pregledom, a sekvence su poravnate s
referentnom sekvencom HSV-1 koriste¢i standardne bioinformaticke alate. Dobivene sekvence
pokazale su gotovo 100 % podudarnost s referentnim genomom HSV-1, bez prisutnosti
mutacija koje bi upucivale na promjene u kodirajucoj regiji gena. Sekvenciranje gena UL23

provedeno je na dva klinicka uzorka dobivena od pacijenata koji su prethodno bili na terapiji
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ACV-om. Pokrivenost ciljne sekvence iznosila je vise od 90 % (S4: 40—1125 nt; S5: 45-1131
nt od ukupno 1285 nt). Nepokriveni dijelovi odnose se na terminalne regije sekvence koje zbog
tehnickih ogranicenja metode Cesto ostaju nedovoljno pouzdano ocitane. U oba analizirana
uzorka sekvenca gena UL23 bila je identi¢na referentnoj sekvenci, $to ukazuje na odsutnost
mutacija koje bi mogle uzrokovati rezistenciju na ACV. Ovaj nalaz upucuje da u analiziranim
uzorcima nije prisutna genetska osnova za rezistenciju na ACV na razini gena TK. Analiza
terminalnih regija dodatno je provedena u laboratoriju prof. Igora Juraka (Fakultet
biotehnologije 1 razvoja lijekova, SveuciliSte u Rijeci), gdje su rezultati potvrdeni metodom
kloniranja i ponovnog sekvenciranja.

S obzirom na znatno vecu veli¢inu gena UL30 (3660 bp), koji kodira virusnu DNK polimerazu,
njegova amplifikacija provedena je u sedam preklapajuc¢ih fragmenata pomoc¢u sedam parova
specificnih pocetnica. Sekvence koriStenih pocetnica te ocekivane veli¢ine PCR produkata

prikazane su u Tablici 6.

Tablica 6. Sekvence PCR pocetnica koriStenih za amplifikaciju fragmenata gena UL30.
Tablica prikazuje sekvence uzvodnih (forward) i nizvodnih (reverse) pocetnica koristenih za
PCR amplifikaciju sedam preklapajucih fragmenata gena UL30 herpes simplex virusa tipa 1
(HSV-1) te ocekivane velicine dobivenih PCR produkata izrazene u parovima baza (bp).

Fragment Uzvodna (forward) poéetnica Nizvodna (reverse) poéetnica Velicéina PCR
prod ukta {bp}

UL30_01 GATGTTTTCCGGTGGCGG TTCATGTAAAAGTACTGCCGCG

UL30_02 CCTGGAGAACGTGGAGCA GCTAGCGTGTIGTTCCGG 524
UL30_03 TCAAGAAGTACGAGGGTGGG CACCATGCCGTTCACCTTTAT 694
UL30_04 GCCAGAGCCACTTCCAGAA AGGGAGAGCGTGCTGAAG 699
UL30_05 CATCATCCAGGCCCACAAC CGGTATCGTCGTAAAACAGCA 775
UL30_086 CGTTTATCAACCGCACCTCC CCATGAGCTTGTAATACACCGT 287
UL30_07 TTTGTCCTCACCGCCGAA CTCTATGCAACATTCGACGAGT 597

Dizajn fragmenata omogucio je medusobno preklapanje amplificiranih regija, ¢ime je
osigurana pouzdana analiza cijele sekvence gena. UmnaZanje i sekvenciranje svih fragmenata
omogucilo je gotovo potpuno pokrivanje ciljne sekvence (> 95 %). Dobivene sekvence
poravnate su s referentnim genomom HSV-1 koriStenjem standardnih bioinformatickih alata

za analizu sekvenci, pri ¢emu nisu uo¢ene znacajne devijacije u odnosu na referentnu sekvencu.
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5. RASPRAVA

HSK i dalje predstavlja znacajan klinicki problem unato¢ desetlje¢ima istrazivanja i razvoju
ucinkovitih antivirusnih lijekova. U nasoj studiji analizirali smo skupinu od 55 pacijenata s
HSK-om lijecenih i pracenih na Klinici za oftalmologiju KBC Rijeka tijekom trogodiSnjeg
razdoblja. U uzorku je bilo 30 muskaraca (54,5 %) i1 25 Zena (45,5 %). Nasi rezultati pokazuju
da nema znacajne razlike u pojavnosti HSK-a izmedu spolova. Sli¢an zakljucak navode Gyu-
Nam i sur. te Yousuf i sur. koji su pronasli tek blagu prevagu muskaraca [1]. S druge strane,
pojedina istrazivanja zabiljeZzila su vecu incidenciju u zena, ukljucujuci i primarne te rekurentne
infekcije HSV-om [2]. NaSe opazanje stoga se uklapa u raspon prethodnih nalaza i sugerira da
spol sam po sebi nije glavni ¢imbenik rizika za HSK.

Prosje¢na dob nasih pacijenata iznosila je 68,4 godine, pri cemu je 71,4 % (n = 39 / 55) bilo
starije od 60 godina. Time se naSa kohorta razlikuje od vecine ranijih studija koje navode da se
ve¢ina HSK-a javlja u srednjoj zivotnoj dobi (< 60 god.), a tek oko 25 % slucajeva u starijih
od 60 godina [4]. Ova razlika vjerojatno odrazava specifi¢nosti naseg uzorka, buduci da je nas
centar tercijarna ustanova u kojoj se lijece 1 prate pacijenti s tezim oblicima rHSK-a, dok se
blazi slucajevi, osobito kod mladih i imunokompetentnih osoba, naj¢es¢e zbrinjavaju u
primarnim i sekundarnim ustanovama [5]. Sli¢no tome, tercijarne oftalmoloske ustanove u
literaturi takoder izvjeStavaju o visoj prosjec¢noj dobi oboljelih, primjerice 62 godine u studiji
Alfaro i sur [6]. Poznato je da pacijenti > 65 godina i oni s produzenim trajanjem bolesti (> 7
mjeseci) imaju loSiju prognozu zbog slabljenja imunoloske funkcije i prisutnosti komorbiditeta
[7]. Jedno od mogucih objasnjenja jest da s porastom dobi dolazi do postupnog slabljenja
fizioloskih funkcija, ukljucujuéi imunoloski odgovor, ¢ime se smanjuje otpornost organizma
na reaktivaciju latentne virusne infekcije. U skladu s tim, nasi stariji pacijenti ceS¢e su imali
teze oblike HSK-a i sporiji oporavak, Sto potvrduje vaznost dobi kao znacajnog prognostickog
¢imbenika u tijeku bolesti. Isticemo da nije uo¢en utjecaj dobi na samu detekciju virusa PCR-
om tj. udio PCR pozitivnih bio je slican u mladih i starijih, $to sugerira da dob ne utjece bitno
na razinu virusne replikacije u trenutku prezentacije bolesti.

U provedenom istrazivanju potvrdili smo hipotezu da ucestalost PCR pozitivnosti znac¢ajno
varira s klinickim oblikom HSK-a. Aktivna replikacija virusa prisutnija u epitelnim oblicima
HSK-a, dok je u HSK-S i HSK-En virusna DNK c¢esto ispod praga detekcije. Drugim rije¢ima,
epitelne lezije (koje odrazavaju akutnu virusnu infekciju) ¢eS¢e daju PCR pozitivan nalaz nego
imunoloski posredovani oblici dubljih slojeva roznice [27, 94]. NaSi podaci u skladu su s

recentnim svjetskim izvjes¢ima. Primjerice, Hoarau i sur. opisali su da je osjetljivost PCR
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detekcije HSV-1 u suzama bila 97 % za epitelni oblik HSK, dok je za HSK-SEU iznosila 49
%, a za HSK-SnEU 1 HSK-En tj. oblike bez epitelne lezije tek 8 — 14 % [45]. Istodobno,
koli¢ina virusne DNK bila je viSestruko veca u epitelnim oblicima (HSK-D + HSK-G) 1 HSK-
SEU , dok je u oblicima bez zahvacenosti epitela (HSK-SnEU + HSK-SnEU) prosjec¢no bilo
cak 196 puta nize [45, 95]. U naSem uzorku, prosje¢na relativna koli¢ina virusne DNK bila je
3,5 puta viSe u skupini pacijenata s epitelnom lezijom (HSK-D, HSK-G, HSK-SEU) u odnosu
na skupinu bez epitelne lezije (HSK-SnEU, HSK-En) (odnos 0,29 : 1).

S druge strane, dokazano je da se HSV DNK moze detektirati u epitelu roznice i u slu¢ajevima
kada su primarno zahvaceni dublji slojevi roZnice, §to potvrduju i rezultati drugih autora. Sli¢no
tome, studija Hoarau i sur. izvjeStava da se HSV DNK moze povremeno detektirati u
povrSinskim uzorcima (suze ili epitel) cak i kada je primarno zahvacen dublji, endotelni sloj
roznice. Takvi nalazi, medutim, ne moraju nuzno ukazivati na aktivnu replikaciju virusa u
epitelu, ve¢ mogu odrazavati sekundarni prijenos virusnog materijala iz dubljih slojeva [45].
Nadalje, Todokoro i sur. pomo¢u qPCR metode detektirali su HSV DNK u tri slu¢aja HSK-
En, 1ako je prema klinickim karakteristikama diferencijalna dijagnoza ukljuc¢ivala i moguénost
gljivicne infekcije [96].

Valja naglasiti da negativan PCR nalaz ne isklju¢uje HSV etiologiju, osobito u situacijama
HSK-S ili HSK-En. VaZno je interpretirati PCR rezultat u klinickom kontekstu. Pozitivan PCR
test ne mora nuzno znaciti aktivnu replikaciju u epitelu, ve¢ moze odrazavati prisutnost virusne
DNK iz dubljih slojeva ili ranijih epizoda infekcije. Literatura podupire takav pristup,
primjerice, Dandachli 1 sur. isticu da se terapija HSK-a ne smije odgadati radi ¢ekanja na PCR
potvrdu, jer se na nju ne mozemo potpuno osloniti kod imunoloskih oblika tj. u njihovoj studiji
PCR je bio pozitivan tek u 18,6 % klinicki suspektnih HSK sluc¢ajeva [97].

Utvrdili smo da prethodna sistemska terapija ACV znacajno smanjuje vjerojatnost PCR
pozitivnosti. Ovaj nalaz ima vaznu prakti¢nu implikaciju, jer upucuje na to da je uzorak za PCR
analizu optimalno uzeti prije ili vrlo rano nakon uvodenja antivirusne terapije, budu¢i da
kasnije zapocinjanje terapije moze dovesti do smanjenja koli¢ine detektabilne virusne DNK u
uzorku [45]. Ipak, ¢ak i u naSem uzorku, nekoliko pacijenata ostalo je PCR pozitivno unato¢
prethodnoj ACV terapiji. PCR test moze ostati pozitivan i nakon zapocetog lijecCenja ACV, §to
odrazava slozenu interakciju izmedu virusne dinamike, farmakokinetike lijeka i osjetljivosti
virusa. U kontekstu moguéeg razvoja antivirusne rezistencije, u ovom radu razvijen je i
jednostavan prediktivni bodovni sustav za procjenu klinicke sumnje na rezistenciju HSV-a na
ACV. Model kombinira klini¢ke i laboratorijske parametre povezane s tezim tijekom bolesti,

ukljucujuéi broj prethodnih reaktivacija HSK-a, PCR nalaz tijekom terapije ACV-om, klinicki
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oblik bolesti te prisutnost komplikacija roznice. Veéina pacijenata u nasoj kohorti ostvarila je
nizak ukupni skor, dok je manji dio pacijenata pripadao skupini srednjeg ili visokog rizika.
lako u analiziranim uzorcima nisu identificirane mutacije u genima UL23 i UL30, ovakav
model moZe imati prakti¢nu klinicku vrijednost u identifikaciji pacijenata kod kojih postoji
povecana sumnja na razvoj rezistencije te kod kojih bi bilo opravdano provesti dodatnu
molekularnu analizu virusnog genoma.

Jedno od objasnjenja jest da PCR, zbog svoje visoke osjetljivosti, moZe detektirati rezidualnu
virusnu DNK 1 nakon §to je aktivna replikacija ve¢ inhibirana. Takva DNK moze potjecati od
neinfektivnih virusnih Cestica ili degradiranih genoma te ne mora oznacavati prisutnost
aktivnog virusa [98]. U tezim klini¢kim oblicima, poput HSK-S ili HSK-En, moguce je da
unatoc terapiji postoji perzistentna niska razina replikacije virusa, $to je posljedica ograni¢ene
penetracije ACV-a u dublje slojeve roznice ili pojave djelomicne rezistencije virusa [85].
Pozitivan PCR nalaz mozZe se javiti i ako je uzorak uzet u ranoj fazi terapije, kada lijek jo$ nije
u potpunosti suzbio replikaciju virusa [99]. U manjem broju slucajeva, pozitivan PCR unato¢
lijeCenju moze ukazivati na stvarnu rezistenciju virusa na ACV [90].

Roznica predstavlja imunoloski privilegirano mjesto, $to znaci da posjeduje mehanizme koji
ogranicavaju imunoloSke 1 upalne reakcije kako bi se ocCuvala njezina prozirnost i
funkcionalnost. Budu¢i da roznici nedostaje limfna drenaza, a rezidentne stanice poput
keratocita 1 epitelnih stanica aktivno inhibiraju lokalne upalne procese, upalni odgovor na
infekciju ostaje priguSen. Takvo mikrookruzenje moze stvoriti pogodne uvjete za perzistenciju
i selekciju HSV-1 varijanti rezistentnih na ACV. Do odabira rezistentnih sojeva moze do¢i vrlo
brzo, unutar nekoliko dana nakon pocetka terapije ACV osobito u slucajevima dugotrajne ili
ponavljane primjene antivirusnih lijekova [100, 101].

HSK poznat je po sklonosti rekuriranju, a naSe ga je istraZivanje detaljno kvantificiralo i
povezalo s klinickim oblicima bolesti. Pacijenti ¢iji je HSK zahvacao stromu imali su statisticki
znatno veci broj prethodnih recidiva u odnosu na pacijente s epitelnim oblikom HSK-a. Osobito
se istaknuo HSK-SEU t;. ti su pacijenti imali medijan oko 5 epizoda rHSK-a znacajno vise
nego pacijenti sa HSK-SnEU (medijan 1 — 2 epizode; p = 0,036). Drugim rije¢ima, tezi oblici
bolesti javljali su se pretezno u pacijenata s anamnesti¢kim podatkom o ucestalim prethodnim
reaktivacijama, Sto implicira da kumulativno oStecenje roznice uslijed viSe recidiva moze
promijeniti imunoloski odgovor oka i predisponirati razvoju komplikacija. Ovi nalazi upucuju
klini¢are da pacijenti s dugogodiSnjom povijeS¢u HSK-a spadaju u skupinu visokog rizika za
opetovane, teske rekurencije te ih treba pomno pratiti [32, 46, 102, 103]. Nasi rezultati u

pogledu ucestalosti recidiva usporedivi su s literaturnim podacima. Ova ‘“samonapredujuca”
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priroda bolesti slaze se i s podacima HEDS studije tj. povijest prethodnog HSK-S dramati¢no
poveéava vjerojatnost budu¢ih stromalnih recidiva. Stovige, rizik je rastao s brojem proteklih
epizoda, viSe prijasnjih recidiva znacilo je 1 vecu vjerojatnost novih [6, 61, 63]. Ovi nalazi
sugeriraju da imunopatoloski mehanizmi HSK-S imaju tendenciju perzistirati ili se reaktivirati,
dok izolirana epitelna infekcija moZe ostati jednokratna pojava. U kontekstu naSeg istraZivanja
to znaCi da pacijenti koji jednom razviju stromalni oblik HSK-a, posebice HSK-SEU,
predstavljaju populaciju koju treba dugorocno profilakticki lijeciti i pratiti kako bi se sprijecili
novi recidivi 1 akumulacija oSte¢enja roznice.

Epidemioloske studije pokazuju da nakon inicijalne epizode HSK-a rizik ponovne pojave
iznosi otprilike 10 — 27 % unutar 1 godine, oko 36 % kroz 5 godina, te preko 60 % tijekom
dvadesetogodiSnjeg razdoblja [63, 104]. Liesegang i suradnici pokazali su da pacijenti koji nisu
imali recidiv tijekom prve godine nakon pocetne epizode HSK-a imaju priblizno 27 %
vjerojatnosti za barem jedan recidiv unutar sljedecih pet godina. Nasuprot tome, kod pacijenata
koji su ve¢ imali jednu reaktivaciju rizik ponovne epizode znacajno je vecéi i iznosi oko 38 %
tijekom sljedece godine te priblizno 67 % unutar pet godina. Ovi podaci u skladu su s naS§im
rezultatima, u kojima je vecina pacijenata imala povijest ponavljajucih epizoda bolesti. U nasoj
kohorti ¢ak 65,5 % pacijenata imalo je dvije ili viSe reaktivacija HSK-a, dok je viSe od polovice
pacijenata (50,9 %) imalo tri ili viSe epizoda bolesti, §to potvrduje sklonost HSK-a
ponavljajuc¢em tijeku [63].

Vrijeme proteklo izmedu pocetne infekcije i trenutka uzorkovanja nije imalo znacajan utjecaj
na rezultate PCR analize §to je potvrdeno i unasoj studiji. U ovoj studiji nije utvrdena statisticki
znacajna povezanost izmedu trajanja simptoma i PCR ishoda. Sli¢ni rezultati zabiljeZeni suiu
ranijim istraZivanjima, koja su pokazala da se HSV DNK moZe zadrzati u roznici i do 90 dana
nakon akutne infekcije, a ponekad i tijekom latentne faze bolesti [2, 63]. Ovi nalazi upucuju na
to da vrijeme uzorkovanja ne predstavlja kljucni ¢imbenik u moguénosti detekcije virusne
DNK, budu¢i da HSV moze perzistirati u svim slojevima roZnice znatno nakon zavrSetka
aktivne faze infekcije.

Analiza naseg uzorka pokazala je da broj prethodnih epizoda nije bio pouzdan prediktor PCR
ishoda trenutne epizode. PCR nalaz mogao je biti pozitivan i u prvom 1 u desetom recidivu,
kao 1 negativan ve¢ pri drugom. Ova spoznaja podupire vazecu klini¢ku praksu prema kojoj
svaku epizodu klini¢ki sumnjivog HSK-a treba dijagnosticki obraditi, ukljucujuc¢i PCR analizu,
te terapijski tretirati kao potencijalno aktivnu infekciju, neovisno o broju prethodnih epizoda.
Nadalje, potvrduje da odsutnost detektabilne virusne DNK u kroni¢nih pacijenata ne iskljucuje

rizik od ponovne reaktivacije i razvoja novih infektivnih epizoda. Naprotiv, virus se moze
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povremeno ponovno aktivirati i iznenada pojaviti ¢ak i nakon dugog perioda imunoloske
dominacije [2, 27].

Trajanje lijecenja HSK-a u naSem uzorku variralo je ovisno o klinickoj teZini bolesti, pri ¢emu
su teZi oblici zahtijevali znatno produljenu terapiju. Ocekivano, HSK-E lijecili su se najkrace,
dok su HSK-S i HSK-En zahtijevali viSemjesecnu terapiju. Ovi rezultati u skladu su s prirodom
bolesti. Epitelne lezije HSK-a ograni¢ene su na povrSinski sloj roznice 1 u vecini slucajeva
uspjesno zacijele unutar nekoliko tjedana antivirusne terapije. Medutim, u klini¢koj praksi
opaZa se znatna varijabilnost u vremenu epitelizacije. Nasi podaci pokazuju da je prosjecno
trajanje lijeCenja HSK-E bilo dulje nego $to se uobicajeno navodi u literaturi (medijan 6 tjedana
u odnosu na 2 — 3 tjedna u vecini izvjeStaja) [7]. Takva razlika vjerojatno odrazava
kompleksnost klini¢kih slucajeva koji se lijece u tercijarnim ustanovama, gdje su pacijenti
Cesto s viSestrukim recidivima, oziljnim promjenama ili kroni¢nim epitelnim defektima. HSK-
E moze sporo cijeliti iz viSe razloga. Jedan od glavnih ¢imbenika je herpeticka neurotrofija, tj.
smanjena osjetljivost roznice uslijed oSte¢enja senzornih vlakana trigeminalnog Zzivca [6].
Smanjena inervacija roznice dovodi do poremecene regulacije metabolizma epitela, smanjene
mitotske aktivnosti i slabijeg cijeljenja rana. Uz to, Cesto se javlja smanjeno lucenje suza i
promijenjen sastav suznog filma, §to dodatno kompromitira proces epitelizacije i povecava
rizik od PED-a. U literaturi se navodi da kod takvih pacijenata Cesto dolazi do epitelne
toksi¢nosti, keratopatije 1 suhog oka koje produzuju tijek bolesti [105]. Zbog toga je u nasoj
praksi primijenjen pristup postupnog titriranja antivirusne terapije i produzene profilakse,
osobito kod pacijenata sa sporijim cijeljenjem ili ponavljaju¢im defektima. Takav pristup
omogucuje smanjenje rizika od recidiva u ranoj fazi rekonvalescencije, kada je epitel jos§
fragilan. Uz farmakoloSku terapiju, kod sporog cijeljenja korisne su i adjuvantne metode
lijecenja, poput umjetnih suza bez konzervansa, privremenog zatvaranja suznih kanalica,
primjene autologne serumske kapi, ili terapije amnijskom membranom kod refraktornog
epitelnog defekta [106]. Sve navedeno potvrduje da HSK-E, iako se naizgled ¢ini blazim
oblikom bolesti, moze imati produzen i slozen tijek, osobito kod pacijenata s oStecenom
rozni¢nom inervacijom, kroni¢nim suhim okom ili ¢estim recidivima.

Nasuprot tome, kod HSK-S i HSK-En znacajnu ulogu u patogenezi bolesti ima autoimuna
komponenta na virusne antigene pristune u stromi. Autoimuni proces moze se odrZavati i nakon
eliminacije virusa, s obzirom na to da imunoloski sustav reagira na virusne antigene kojima je
prethodno bio izloZen, kao i na unutarstani¢ne strukture oStecenog tkiva, Sto dovodi do
samoodrzavajuc¢e upalne reakcije. Ukratko, HSK-S i HSK-En ¢esto kombiniraju elemente

direktne virusne infekcije 1 autoimune reakcije, Sto opravdava potrebu za produzenom
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antivirusnom 1 protuupalnom terapijom [27, 107]. U naSem radu, nakon smirivanja aktivne
upale, pacijenti sa HSK-S 1 HSK-En nastavili su uzimati ACV profilakticki tijekom cijelog
perioda postupnog ukidanja kortikosteroida (obi¢no do 6 mjeseci). Time smo nastojali sprijeciti
tzv. rebound efekt, pogorSanje upale po brzom ukidanju terapije. Vazno je istaknuti da je
trajanje terapije u naSem istraZivanju prvenstveno bilo vodeno klinickim stanjem pacijenta, a
ne rezultatima PCR testa. Analiza je pokazala da nema znacajne razlike u duljini lijecenja
izmedu PCR pozitivnih i PCR negativnih pacijenata (medijan 57 vs. 65 dana; p = 0,96). Ovakav
pristup podrzZan je i literaturom tj. ne preporuca se prekidati ili mijenjati terapiju iskljucivo na
temelju PCR nalaza, ve¢ odluku temeljiti na tijeku klini¢kog pobolj$anja [2, 27, 62]. U naSem
radu to je vidljivo i1 kroz ¢injenicu da su komplikacije bolesti znacajno produljile lijecenje, t;.
pacijenti kod kojih su se razvile komplikacije lijeceni su medijan 90 dana, nasuprot 30 dana
kod onih bez komplikacija (p < 0,001). To potvrduje da smo u takvim slucajevima terapiju
nastavili dulje kako bismo pokusali sanirati komplikacije ili sprijeciti njithovo napredovanje [6,
62].

funkcionalnog ishoda vida. Nasi rezultati pokazuju naizgled paradoksalan obrazac: PCR
pozitivni pacijenti imali su u prosjeku bolju zavrsnu VO te veci stupanj poboljSanja vida nakon
terapije u usporedbi s PCR negativnim pacijentima. S druge strane, pokazalo se da poc¢etna VO
nije bila losija u PCR pozitivnih dapace, bila je nesto bolja nego u PCR negativnih, Sto sugerira
da PCR negativne (imunoloske) forme cesto predstavljaju teze, ve¢ prethodno oziljkom
opterecene slucajeve. lako je terapijom doslo do poboljSanja vida u obje skupine, PCR pozitivni
pacijenti postigli su znac¢ajno bolju VO u prosjeku oko 0,8 naspram 0,5 kod PCR negativnih.
Ovi nalazi sugeriraju povezanost izmedu prisutnosti detektabilne virusne DNK, kao
pokazatelja aktivne infekcije, i veceg poboljSanja vidne funkcije nakon terapije. Analiza
kovarijance (ANCOVA), uz kontrolu po¢etne VO, pokazala je statisticki zna¢ajnu povezanost
PCR statusa s kona¢nom VO (p < 0,05). To bi upuéivalo da slucajevi aktivne virusne infekcije
bolje reagiraju na antivirusnu terapiju, dok imunoloski posredovani oblici (PCR negativni)
imaju ograniceniji oporavak [2, 108]. Medutim, treba oprezno interpretirati ove rezultate.
Daljnjom analizom utvrdili smo da se razlika u kona¢nom vidu izmedu skupina smanjuje kada
se u obzir uzmu sve druge varijable, posebno stupanj pocetnog oSte¢enja roznice. PCR
negativna skupina ukljucivala je nesrazmjerno vise pacijenata s uznapredovalim oziljcima, NV
1 drugim komplikacijama od ranije §to objasnjava njihovu loSiju pocetnu VO. Nasuprot tome,
PCR pozitivni su uglavnom bili HSK-E oblici stoga su imali relativno ocuvanu pocetnu

prozirnost roznice i ve¢i potencijal za oporavak vida. Nakon provedene terapije, funkcionalni
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ishod vida ovisio je prvenstveno o stupnju trajnog oStec¢enja roznice a manje o samom PCR
statusu tijekom akutne epizode. Ovi rezultati imaju vazne implikacije. Pokazuju da prisutnost
virusa na pocetku epizode nije sama po sebi odredujuéi faktor kona¢nog ishoda vida. Kljucni
prognosticki faktor je zapravo ukupna tezina i slojevitost bolesti. To je u skladu s podacima iz
literature, jer j HSK-S prepoznat kao glavni uzrok jednostrane sljepoce roznice u razvijenim
zemljama, upravo zbog trajnih posljedica na transparentnost rozZnice [6, 27]. Takoder,
komorbiditeti poput prethodnih operacija oka, katarakte, glaukoma ili sistemskih bolesti mogu
utjecati na konacni vid. Dandachli i1 sur. navode da su povijest kirurskih zahvata na oku, kao 1
prisutni glaukom ili dijabetes, znacajno povezani s losijim ishodom kod HSK pacijenata. Ti
faktori koji nemaju veze s PCR statusom, ali itekako utjecu na oporavak [109]. U nasem uzorku
broj takvih komorbiditeta bio je malen, no svakako ih treba imati na umu u Sirem kontekstu.
Zanimljiv je podatak da su komplikacije HSK-a u nasoj kohorti bile vrlo Ceste, §to odrazava
tezinu 1 kronic¢nost bolesti. Od 55 pacijenata, 65 % pacijenata imalo je barem jednu pridruZenu
komplikaciju tijekom praéenja, $to je ocekivano za populaciju tercijarnog centra i u skladu s
literaturom [17]. U razli¢itim studijama, u€estalost oziljka roznice varira izmedu 60 % 1 90 %
slu¢ajeva, ovisno o tezini upale, trajanju bolesti i ranijim epizodama reaktivacije. Rodriguez-
Garcia 1 sur. navode da je 62,5 % ociju s aktivnim HSK-S-om imalo znakove oziljavanja, dok
je u inaktivnim slucajevima ta ucestalost porasla na 89,6 %. Sli¢no, epidemioloski podaci
pokazuju da cak tri Cetvrtine pacijenata s HSK-om tijekom Zivota razvije neki oblik oziljka
roznice [110, 111].

Prema ranijim studijama, NV je tipi¢na za ponavljane i kroni¢ne stromalne upale koje u stromi
potic¢u lucenje angiogenih ¢imbenika poput VEGF-a i IL-6, $to dovodi do rasta novih krvnih
zila 1z limbalnog podru¢ja prema srediStu roznice. U naSem istraZivanju 11% pacijenata sa
HSK-En je razvilo NV roZnice vjerojatno nastale sekundarno nakon povanljanih epizoda
stromalnih upala jer se prema literaturi NV u HSK-En javljaju sporadi¢no [9, 105].

lako se u nasem istraZivanju PED pojavio rijetko i sporadi¢no, moramo biti svjesni rizika
oStecenja ziv€anih stanica roZnice. Hamrah 1 sur. su in vivo konfokalnom mikroskopijom
pokazali ograni¢enu sposobnost regeneracije zZivaca u roznicama nakon preboljelog HSK-a ¢ak
1 tri godine nakon infekcije, mreza Ziv€anih vlakana ostaje prorijedena [23].

Kod izoliranog HSK-a, sekundarni glaukom je rijedak i obi¢no prolazan, dok je znatno ¢e$¢i u
sklopu herpeticnog uveitisa. Poviseni IOP u tim slucajevima najces¢e je posljedica
kortikosteroidne terapije ili blage upalne reakcije u prednjoj sobici, a samo iznimno zahtijeva
trajno antiglaukomsko lije¢enje. Patofizioloski, rije¢ je o virusnom trabekulitisu $to dovodi do

smanjenog otjecanja o¢ne vodice i trajno povisSenog IOT-a. Ovi nalazi su u skladu s nasim
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rezultatima, gdje je sekundarni glaukom zabiljeZen u 3 pacijenta, potvrdujuéi da je rijec¢ o
relativno rijetkoj, ali klini¢ki znac¢ajnoj komplikaciji HSK-a [71, 112].

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je analizirati utjecaj profilakticke terapije na tijek bolesti.
U naSem uzorku, dio pacijenata ve¢ je na pocetku studije uzimao profilakticki ACV.
Ocekivano, ti pacijenti imali su manju vjerojatnost aktivne virusne replikacije pri dolasku (Sto
se oCitovalo nizom PCR pozitivnos¢u, kako je ranije spomenuto). Medutim, ¢injenica da su bili
na profilaksi ukazuje da su 1 dalje imali recidive (profilaksa ne eliminira rizik u potpunosti) ili
da su terapiju mozda nedovoljno dugo uzimali. Poznato je da prekid profilakse moze rezultirati
ponovnim izbijanjem bolesti, osobito unutar prve 2 godine nakon prestanka. To je uoceno i u
velikoj HEDS studiji tj. tijekom 6 mjeseci nakon prekida jednogodisnje profilakse, stope
recidiva u prethodno lijecenoj 1 placebo skupini izjednacile su se. Dakle, protektivni uc¢inak
ACYV traje samo dok se lijek uzima redovito; nakon prestanka, rizik se vraca na onaj uobicajeni
za danog pacijenta [61, 62, 104].

Najznacajniji dokaz djelotvornosti profilakse dolazi upravo iz HEDS Acyclovir Prevention
Trial studije gdje je jednogodiSnje profilakticko uzimanje ACV dovelo je do upola manjeg
rizika recidiva u usporedbi s placebom. Taj je u¢inak bio najizrazeniji kod pacijenata s ¢eSéim
prethodnim recidivima, osobito stromalnim oblikom HSK-a [30, 61]. Drugim rije¢ima,
pacijenti s ve¢om tezinom bolesti imali su 1 najvecu korist od profilakticke terapije, Sto je u
skladu s ¢injenicom da su upravo oni skloniji ucestalijim rekurencijama koje se profilaksom
moze sprijeciti. NaSa analiza podupire ovu strategiju jer smo utvrdili da su pacijenti mlade
zivotne dobi, s viSim brojem prethodnih epizoda te oni koji su ve¢ primali profilaksu (Sto
implicira tezi oblik bolesti), u najve¢em riziku od daljnjih recidiva. Stoga je upravo ova skupina
primarni cilj profilakti€kog lijecenja [63, 104]. U naSem uzorku bilo je pacijenata koji su unato¢
profilaksi (400 mg 2 x dnevno) ipak dozivjeli ponovne epizode HSK-a. To otvara pitanje
poboljSanja profilaktickog reZzima. Jedan smjer istraZivanja je povecanje doze ili promjena
lijeka: primjerice, VACV 500 mg dnevno mogao bi teoretski biti djelotvorniji (zbog vise
koncentracije aktivnog metabolita), no studije nisu pokazale znacajnu prednost VACV ili FCV
nad ACV-om u standardnoj dozi, uz vecu cijenu tih lijekova [61, 108, 113]. Drugi smjer je
dodavanje adjuvantnih terapija. Zanimljivo je istrazivanje Gyu Nam Kima 1 sur. gdje su
rezultati pokazali da su recidivi bili znatno rjedi u skupini koja je uz standardnu antivirusnu
profilaksu uzimala i visokodozni vitamin C (2g dnevno). Ovi rezultati upucuju da optimizacija
imunoloSkog statusa pacijenta (npr. antioksidativna zaStita vitaminom C) moZe pomo¢i u
prevenciji recidiva uz standardnu profilaksu. Ipak, to zahtijeva dodatne studije prije uvodenja

u rutinsku praksu [94].
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Vazno je napomenuti da u jednoj ranijoj studiji profilakticka primjena oralnog ACV nije
pokazala znac¢ajan ucinak na smanjenje recidiva [114]. U toj retrospektivnoj analizi, pacijenti
koji su uzimali ACV imali su sli¢nu stopu jednogodisnjih recidiva kao i oni koji ga nisu uzimali
(oko 43 %), Sto je autore navelo na zakljucak da ACV “ne sprjecava recidiv’. Medutim, danas
je konsenzus, na temelju randomiziranih dokaza, da profilaksa ACV ipak znac¢ajno smanjuje
rizik ponovne pojave 1 da je preporucljiva kod pacijenata s visokim rizikom [30]. Smjernice
(npr. AAO) navode da minimalno 12 mjeseci profilakse donosi korist, a da se u teZim
slucajevima terapija moze nastaviti 1 18 — 24 mjeseca, pa i duze, uz evaluaciju rizika i koristi
[6]. Nasim pacijentima sa stromalnim oblicima HSK-a savjetovali smo dugotrajnu profilaksu,
Sto su mnogi i prihvatili. Kod nekoliko pacijenata profilaksa je prekinuta nakon 1 godine bez
recidiva, uz pomno pracenje idu¢ih 6 — 12 mjeseci; dvojica su nakon prestanka profilakse
unutar godinu dana dozivjeli novi recidiv, $to se uklapa u ranije opisani obrazac (povrat rizika
nakon prekida). To upuéuje na to da odluka o prekidu profilakse treba biti individualna te
ukljucivati procjenu suradljivosti pacijenta, broja prethodnih rekurencija HSK-a i tolerancije
lijeka. Srecom, ACV dugoro¢no ima povoljan sigurnosni profil (rijetko uzrokuje nuspojave
osim mogucih probavnih smetnji i blagog porasta kreatinina), pa je dugotrajna primjena u
vecine pacijenata sigurna i dobro podnosljiva [6].

Molekularne metode znacajno su unaprijedile dijagnostiku HSK-a, pri ¢emu se konvencionalni
PCR 1 gPCR koriste s razli¢itim ciljevima i prednostima. Konvencionalni PCR, iako tehnicki
manje zahtjevan i1 Sire dostupan, u pravilu omogucuje iskljucivo kvalitativnu detekciju
prisutnosti ili odsutnosti virusne DNK, zbog ¢ega je prikladan za osnovni dijagnosticki probir,
osobito u laboratorijima s ograni¢enim resursima [37]. Medutim, njegova osjetljivost moze biti
ogranicena, a interpretacija rezultata zahtijeva dodatnu obradu (npr. elektroforezu na gelu), Sto
produljuje proces i povecava rizik kontaminacije [38].

S druge strane, JPCR se sve viSe namece kao metoda izbora zbog svoje visoke osjetljivosti,
specifi¢nosti 1 moguénosti kvantifikacije razine virusa. Brojne studije pokazale su da qPCR
znaCajno povecava dijagnosticku vrijednost u usporedbi s konvencionalnim PCR-om.
Primjerice, Guda 1 sur. istaknuli su da multiplex real-time PCR omogucuje istovremenu
detekciju HSV-1, HSV-2 1 VZV u uzorcima roznice s veCom to¢no$¢u, dok Hoarau 1 sur.
pokazuju da analiza suza qPCR metodom moZe potvrditi dijagnozu i u atipi¢nim sluc¢ajevima
bez jasnih epitelnih lezija [35, 45]. Takoder, qPCR u zatvorenom sustavu smanjuje rizik
unakrsne kontaminacije i omogucuje brzu dostupnost rezultata [95]. Ovi nalazi potvrduju da

koli¢ini virusnog genoma, Sto je osobito vazno za razlikovanje aktivne replikacije od
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imunoloski posredovanih recidiva te za prac¢enje u€inka antivirusne terapije [115]. Sveukupno,
PCR 1 qPCR predstavljaju metodoloski razli¢ite, ali medusobno komplementarne dijagnosticke
pristupe: konvencionalni PCR zadrzava svoju ulogu u inicijalnom dokazivanju infekcije, dok
gPCR pruza dodatnu vrijednost u kvantitativnoj procjeni virusne DNK te u pracenju tijeka
bolesti 1 potpori donoSenju terapijskih odluka. U naSem istrazivanju, usporeduju¢i dvije
metode, JPCR metoda omogucila je precizniju kvantifikaciju virusne DNK 1 brZzu obradu
uzoraka, ali su uoceni problemi s nespecificnim signalima te ograni¢enjem osjetljivosti kod
vrlo niskih razina virusa. Na temelju provedenih analiza, osjetljivost qPCR eseja procijenjena
je na priblizno 100 virusnih genoma po reakciji za gen ICP4 i1 45 genoma/pL za VP16, Sto je
usporedivo s pragovima detekcije postignutima standardnim PCR-om. Drugim rije¢ima, qPCR
u naSim uvjetima nije bitno nadmasio standardni PCR po osjetljivosti, ali je pruzio
kvantitativne podatke i brzu detekciju. U praksi, primjena gPCR-a mogla bi biti korisna za brzu
potvrdu 1 kvantifikaciju HSV DNK u klini¢kim uzorcima HSK-a, uz napomenu da je nuzna
dobra kontrola nespecifi¢nih reakcija i validacija grani¢nih rezultata (npr. analizom krivulje
taljenja ili sekvenciranjem sumnjivih amplifikacijskih produkata).

Zaklju¢no, temelji za uspostavu PCR 1 qPCR dijagnostike u sklopu ovog istrazivanja uspjesno
su provedeni. Dizajnirali smo i1 optimizirali vlastite PCR protokole za detekciju HSV-1,
ukljucujuci qPCR, ¢ime smo ostvarili tehnoloski cilj projekta. Komparativna analiza koju smo
proveli pokazala je da nasa qPCR metoda ima visoku osjetljivost 1 specifi¢nost za detekciju
HSV-1 DNK. To potvrduje ¢injenica da smo uspjeli detektirati virusnu DNK i u uzorcima s
niskom razinom virusa (visoke Ct vrijednosti). Usporedba s klasi¢nim PCR-om (od engl.
endpoint elektroforeza) pokazala je prednosti real-time pristupa u brzini i kvantifikaciji, Sto je
u skladu s literaturom [38, 43]. Treba naglasiti da je u ovom istrazivanju molekularna
dijagnostika provedena u suradnji s prof. dr. sc. I. Jurakom u Laboratoriju za molekularnu
virologiju pri Odjelu za biotehnologiju Sveucilista u Rijeci, budu¢i da navedena dijagnostika u
trenutku provodenja istrazivanja nije bila dostupna u KBC-u Rijeka. Medutim, Klini¢ki zavod
za klini¢ku mikrobiologiju KBC-a Rijeka u narednim mjesecima zapoc¢inje s implementacijom
PCR i qPCR metoda za dijagnosticiranje HSV-a u rutinsku praksu, ¢ime se osigurava trajna
primjena molekularne dijagnostike HSK-a u klinickom radu Klinike za oftalmologiju KBC-a
Rijeka.

Nasi rezultati pokazuju da u dva klinicka uzorka koja su bila visoko suspektna na razvoj
rezistencije na ACV na temelju naSeg predloZenog modela za izracun rizika, nije nadena
nijedna mutacija u genu UL23. Ovaj nalaz je u skladu s ¢injenicom da su rezistentni sojevi

rijetki u imunokompetentnih pacijenata [85]. Analizirane sekvence bile su identicne
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referentnom genomu, a dodatna provjera kloniranjem i sekvenciranjem potvrdila je valjanost
nalaza. To potvrduje da je UL23, koji kodira TK HSV-a, u veéini slucajeva stabilan te da
rezistencija, kada se pojavi, proizlazi iz relativno ograni¢enog skupa mutacija koje su ve¢ dobro
poznate [116]. S druge strane, gen UL30, koji kodira virusnu DNK polimerazu, rjede je mjesto
mutacija, no promjene u njemu mogu imati osobito teSke klinicke posljedice. Mutacije u UL30
ne samo da mogu smanjiti ucinkovitost ACV, ve¢ 1 uzrokovati kriznu rezistenciju na druge
nukleozidne analoge i inhibitore DNK polimeraze [85, 117]. Zbog svoje veli¢ine 1 sloZenosti,
UL30 predstavlja tehnicki zahtjevniji cilj za analizu. U naSoj metodoloSkoj postavci koristili
smo pristup amplifikacije u sedam preklapaju¢ih fragmenata, $to se pokazalo izvedivim i
pouzdanim na¢inom za postizanje visoke pokrivenosti i kvalitetne sekvencijske analize. Ovaj
modularni pristup vec¢ je u literaturi potvrden kao u¢inkovit za gene vece duljine, jer long-range
PCR moze biti ograni¢en pojavom sekundarnih struktura i smanjenom pouzdanoScéu
amplifikacije [117, 118].

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da genotipska analiza UL23 i UL30 ima komplementarnu
vrijednost. Vecina klinic¢ki znacajnih slu¢ajeva rezistencije moze se otkriti analizom UL23, no
potpuna dijagnosticka sigurnost zahtijeva uklju¢ivanje UL30, osobito kod pacijenata s
neuobicajeno teskim ili refraktornim tijekom bolesti [116, 119]. U istrazivanju Burrel i sur.
analizirana je prirodna varijabilnost gena UL23 i UL30 u 94 klinicka soja HSV-1 i HSV-2.
Autori su otkrili da su oba gena izrazito konzervirana, no s ograni¢enim brojem novih
polimorfizama,15 u UL23 i 51 u UL30 [119]. Time se naglasava vaznost razlikovanja klinicki
znacCajnih mutacija od prirodne varijabilnosti, jer mnoge varijante mogu biti polimorfizmi bez
funkcionalnih posljedica [117].

U naSem istrazivanju, iako smo uspjeli provesti sekvenciranje gena na klini¢kim uzorcima,
zbog financijskih i tehnickih ograni¢enja nismo bili u moguénosti analizirati ve¢i broj uzoraka.
Ipak, postignut je vazan metodoloski korak jer smo uspjesno izolirali 1 amplificirali oba ciljana
gena (UL23 1 UL30), Sto samo po sebi predstavlja zahtjevan laboratorijski postupak. Nas rad
potvrduje da je metodoloski okvir s preklapajué¢im fragmentima primjenjiv u rutinskoj praksi i
pruZza stabilnu osnovu za buduce sekvencijske analize. Time smo postavili stabilne temelje za
buduca istrazivanja, u kojima planiramo proS$iriti analizu na ve¢i broj klini¢kih uzoraka 1
sustavno istraziti prisutnost mutacija povezanih s rezistencijom na ACV.

Za buduc¢e korake preporucujemo primjenu next generation sequencing (NGS), proSirenje
uzorka na pacijente sa sumnjom na rezistenciju te kombinaciju genotipske i fenotipske analize.
Na taj nac¢in moze se unaprijediti dijagnosticki algoritam 1 poboljsati terapijsko odlucivanje

kod pacijenata s HSK-om kod kojih postoji rizik razvoja rezistencije.
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Unato¢ znacajnim nalazima, ovo istrazivanje ima nekoliko ograni¢enja. U studiju je ukljuc¢eno
relativno malo ispitanika (N = 55) s aktivnim HSK-om, §to smanjuje statisticku snagu, osobito
za analize manjih podskupina. Neki klinicki oblici (npr. HSK-G, En-HSK) bili su zastupljeni s
vrlo malo slucajeva, pa rezultate vezane uz njih treba tumaciti oprezno. Uzorak je prikupljen
na tercijarnom centru (KBC Rijeka), $to znaci da su mozda disproporcionalno zastupljeni tezi
slucajevi u odnosu na opc¢u populaciju (blaze epitelne oblike HSK cCesto zbrinjavaju 1
sekundarne ustanove). Stoga nasi postoci i medijani vjerojatno odrazavaju tezi kraj klinickog
spektra bolesti. Istrazivanje je prospektivno opservacijsko, bez kontrolne skupine za
intervencije. Nismo, primjerice, imali randomiziranu kontrolu za ispitivanje u¢inka profilakse
tj. nase zakljucke o profilaksi izvukli smo indirektno i oslanjajuéi se na literaturu. To znaci da
postoji mogucnost pristranosti (bias) u odabiru terapija: lije€nici su selektivno davali profilaksu
onima za koje su smatrali da su visokorizi¢ni, pa se kasnije ti isti faktori rizika javljaju i kao
prediktori ishoda. U multivarijatnim analizama nastojali smo kontrolirati poznate ¢imbenike,
ali uvijek postoji moguénost nepoznatih konfuznih varijabli. Iako je PCR vrlo osjetljiv, u naSem
istrazivanju postoje okolnosti koje su mogle dovesti do lazno negativnih rezultata. Prvo,
vrijeme uzorkovanja je variralo tj. neki su uzorci uzeti ve¢ prvog dana bolesti, a neki tek nakon
nekoliko tjedana. Unato¢ tome S$to nismo nasli statisticki znacajnu razliku u ishodu PCR-a s
obzirom na vrijeme uzorkovanja, logi¢no je pretpostaviti da vrlo kasno uzeti uzorci nose veci
rizik da je virus ve¢ eliminiran. Takoder PCR moze detektirati i neinfektivnu virusnu DNK. To
znaci da pozitivan nalaz ne razlikuje aktivnu replikaciju od zaostale virusne DNK. U PCR
pozitivnim slucajevima klinicka slika jasno je upucivala na aktivnu infekciju; medutim,
teorijski je moguce da dio PCR pozitivnih nalaza, osobito onih s viSim Ct vrijednostima,
odrazava perzistenciju virusne DNK nakon prethodne infekcije. NaSe pracenje pacijenata bilo
je fokusirano na akutnu epizodu. Nadalje, nismo imali jedinstveni protokol pra¢enja nakon
zavrSetka terapije unutar okvira. Izvedba PCR i sekvenciranja zahtijevala je znatna sredstva i
vrijeme. Zbog ogranic¢enih resursa, nismo mogli izvr$iti sekvenciranje virusnog genoma za sve
izolirane viruse, ve¢ samo ciljano za gene rezistencije 1 tipizaciju. Takoder, nije ucinjena
genotipizacija virusa (npr. razlikovanje HSV-1 od HSV-2 putem PCR-a) jer smo pretpostavili
da je rije¢ 0 HSV-1 budu¢i da je 95 % ocnih infekcija HSV-om uzrokovana HSV-1. Teoretski,
da smo sekvencirali cijeli genom virusa iz svakog uzorka, mogli smo dobiti uvid i u eventualne
razli¢ite sojeve, no to je bilo izvan okvira ovog rada. Iako smo uspjeSno amplificirali i
sekvencirali oba gena klju¢na za razvoj rezistencije na ACV, zbog ogranicenih resursa nije bilo
moguce provesti analizu na svim klini¢kim uzorcima koji su pokazivali sumnju na rezistenciju.

UnatoC tome, ovim istrazivanjem uspjesno je uspostavljen i validiran metodoloski postupak
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koji omogucuje buducu rutinsku detekciju mutacija povezanih s rezistencijom na ACV u HSV
genomu. Nadalje, broj kontrolnih ispitanika (PCR negativnih bez povijesti HSK-a) koje smo
ukljucili za potrebe metodologije mogao je biti veéi iako ukljucili smo 45 zdravih roznica za
provjeru specifi¢nosti testa, Sto smatramo dostatnim, no veca kontrolna skupina uvijek daje
vecu sigurnost u rezultate. Sre¢om, niti jedan kontrolni uzorak nije bio lazno pozitivan, tako da
je specificnost testa prakticki 100 % na naSem uzorku.

Svako ograni¢enje zapravo otvara i nova istraZzivacka pitanja primjerice, valjalo bi na ve¢em
uzorku 1 multicentri€no potvrditi nase nalaze o vizualnim ishodima 1 profilaksi, ili ciljano pratiti
skupinu pacijenata kroz viSe godina da se preciznije odredi dugoro¢ni ucinak razlicitih
terapijskih pristupa. Nadalje, rapidni razvoj molekularnih metoda (poput NGS-a) u buduénosti

bi nam mogao omoguciti da s viSe aspekata sagledamo virusne i genske faktore rizika.
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6. ZAKLJUCCI

1. Pozitivnost PCR testa znacajno ovisi o klini¢kom obliku HSK-a te je znatno ¢e$¢a u oblicima

s epitelnim defektom nego u stromalnim i1 endotelnim oblicima bolesti.
2. Prethodna terapija ACV-om znacajno smanjuje vjerojatnost PCR detekcije HSV DNK u
uzorcima roznice, $to naglasava vaznost uzorkovanja prije ili neposredno nakon pocetka

antivirusne terapije.

3. Stromalni oblici HSK-a, osobito HSK-SEU, povezani su s ve¢im brojem prethodnih

reaktivacija u usporedbi s epitelnim oblicima bolesti.

4. Broj prethodnih reaktivacija nije pokazao znacajnu povezanost s PCR nalazom ni s razinom

detektirane virusne DNK u aktualnoj epizodi bolesti.

5. Tako su epitelni oblici HSK-a imali bolju pocetnu i zavrsnu VO, terapija je dovela do

znacajnog poboljsanja vida u svim klinickim skupinama.

6. Pacijenti s PCR potvrdenom HSV infekcijom imali su vec¢e poboljsanje VO tijekom lijeCenja

u usporedbi s PCR negativnim pacijentima.

7. Trajanje lijecCenja znacajno je dulje kod stromalnih i endotelnih oblika HSK-a te u pacijenata

s razvijenim komplikacijama.

8. Uspostavljena konvencionalna PCR metoda pokazala je visoku osjetljivost i specifi¢nost za

detekciju HSV-1 DNK te je prikladna za rutinsku laboratorijsku dijagnostiku HSK-a.

9. Kvantitativna PCR metoda u realnom vremenu omogucuje brzu detekciju 1 kvantifikaciju

virusnog opterecenja te predstavlja uc¢inkovito poboljSanje molekularne dijagnostike HSK-a.

10. Analiza gena UL23 i UL30 nije pokazala mutacije povezane s rezistencijom na ACV, §to

upucuje na rijetku pojavu ACV-rezistentnih HSV-1 sojeva u ispitanoj populaciji.
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POPIS POKRATA

AAO — American Academy of Ophthalmology (Americ¢ka akademija za oftalmologiju)
ACV — aciklovir

ACVR — aciklovir rezistentni

ACVS — aciklovir osjetljivi (od engl. acyclovir susceptible)

ANCOVA — analiza kovarijance (od engl. analysis of covariance)

BAC — bakterijski umjetni kromosom (od engl. bacterial artificial chromosome)
bp — parovi baza (od engl. base pairs)

CPE — citopatski efekt (od engl. cytopathic effect)

CRISPR-Cas9 — Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats associated
protein 9

Ct — vrijednost praga u qPCR analizi (od engl. cycle threshold)

DFA — direktna (izravna) metoda imunofluorescencije

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

ELISA — imunoenzimski test (od engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
FCV — famciklovir

FDA — Agencija za hranu i lijekove (od engl. Food and Drug Administration)
FITC — fluorescein izotiocijanat (od engl. fluorescein isothiocyanate)

GCV — ganciklovir

HLA - sustav humanog leukocitnog antigena (od engl. human leukocyte antigen)
HSK — herpeti¢ni keratitis

HSK-D — dendriticki oblik herpeti¢nog keratitisa

HSK-E — epitelni herpeti¢ni keratitis

HSK-En — endotelni herpeti¢ni keratitis

HSK-G — geografski oblik herpeti¢nog keratitisa

HSK-S — stromalni herpeti¢ni keratitis

HSK-SEU — stromalni HSK s epitelnom ulceracijom

HSK-SnEU — stromalni HSK bez epitelne ulceracije

HSV — herpes simpleks virus (od engl. herpes simplex virus)

HSV-1 — herpes simpleks virus tip 1

HSV-2 — herpes simpleks virus tip 2

HVEM - posrednik ulaska herpes virusa (od engl. herpesvirus entry mediator)
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IF — imunofluorescencija

IFA — indirektna metoda imunofluorescencije

IgA — imunoglobulin A

IgG — imunoglobulin G

IgM — imunoglobulin M

IOT — intraokularni tlak

IQR — interkvartilni raspon (od engl. interquartile range)

kb — kilobaza (od engl. kilobase pair)

KBC — Klinicki bolni¢ki centar

LAT - latentno pridruzeni transkript (od engl. latency associated transcript)

IncRNK — duga nekodirajuca ribonukleinska kiselina (od engl. long non-coding RNA)
MHC - glavni kompleks tkivne podudarnosti (od engl. major histocompatibility complex)
MIQE — smjernice za objavljivanje qPCR eksperimenata (od engl. Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)

miRNK — mikroRNK (od engl. microRNA)

NGS - sekvenciranje sljedeée generacije (od engl. next generation sequencing)

NK - stanice prirodne ubojice (od engl. natural killer cells)

NV —neovaskularizacija

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (od engl. polymerase chain reaction)

PED - perzistentni epitelni defekt

gPCR — kvantitativni PCR u realnom vremenu (od engl. quantitative PCR)

rHSK — rekurentni herpeti¢ni keratitis

RNK - ribonukleinska kiselina

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SPSS — Statistical Package for the Social Sciences

TK — timidin kinaza

UTM - univerzalni transportni medij (od engl. universal transport medium)

VACYV - valaciklovir

VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (od engl. vascular endothelial growth factor)
VO - vidna oStrina

VZV — virus varicella zoster
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obrazovanja i osposobljavanja
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2005.-2011.

Doktor medicine, VSS

Sveuciiste uRijea, Medicinski fakultet
Rieka

2006.

Maturant, SSS

Prva Riecka Hrvalska Gimnazija u Rijpci
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