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1 UVOD

Virusi su obligatni unutarstani¢ni paraziti ¢ija replikacija ovisi o biokemijskim procesima
stanice domacina. Osnovni oblik virusa sastoji se od nukleinske kiseline (RNA ili DNA)
okruzene proteinskim omotacem. Neki virusi imaju dodatnu ovojnicu gradenu od lipida,
proteina i glikoproteina. Virologija je znanost koja se bavi ovim malim, ali medicinski
znaCajnim bioloSkim entitetima. Vazno je poznavati njihovu strukturu, oblik i geneticki
materijal jer upravo ta svojstva omogucuju njihovu replikaciju, rasprostranjivanje i infektivnost
(Murray 1 sur., 2015). Budu¢i da virusi uzrokuju razne bolesti, ljudima je posebno vazno
proucavati ih i pronalaziti dijagnosticke metode kojima bi ih identificirali i u konacnici sprijecili
razvoj bolesti. Dijagnoza podrazumijeva otkrivanje bolesti i njezinog uzro¢nika pomocu
razlic¢itih dijagnostickih metoda o kojima ¢e viSe biti reCeno u ovom radu. Glavna podjela
dijagnostickih metoda je na: molekularne metode, koje se bave detekcijom virusnih nukleinskih
kiselina proteina; seroloske metode, koje se temelje na interakciji antitijela i antigena te
mikroskopsko pretrazivanje tkiva i stanica koje su promijenjene pod utjecajem virusne

aktivnosti.

Takoder, virusi se mogu uzgajati u kulturama stanica, no kako je taj proces znatno sporiji

od ostalih metoda i koristi se za potrebe bioloske karakterizacije (Louten, 2016.).

Obzirom na nedavno nastalu pandemiju (Sirenje zarazne bolesti globalnih razmjera) bolesti
COVID-19, naucili smo kako je vazno razvijati brze i pouzdane dijagnosticke metode zbog
brzog razvoja bolesti kod virusnih zaraza te radi sprjeCavanja nekontroliranog

rasprostranjivanja virusa (Kennedy, 2005).



2 MOLEKULARNE METODE DETEKCIJE VIRUSA

Molekularna dijagnostika temelji se na detekciji virusne nukleinske kiseline, DNA
(deoksiribonukleinska kiselina) ili RNA (ribonukleinska kiselina), te virusnih proteina u
klinickim uzorcima. Prednost molekularnih metoda je njihova osjetljivost (mogucnost detekcije
vrlo niskih koncentracija nukleinskih kiselina u tkivu), specifi¢nost (raspoznavanje srodnih
sojeva koji se razlikuju ve¢ samo u jednom nukleotidu) i njihova brzina koja omogucuje rano
otkrivanje zaraze i pracenje tijeka bolesti. Takoder nije potrebna izolacija potencijalno zaraznih
virusnih Cestica, §to osigurava vecu sigurnost rada s uzorcima. (Murray i sur., 2015). Jo$ jedna
prednost ovih metoda je detekcije virusa koji se ne mogu kultivirati, kao $to su humani papiloma
virusi, parvovirusi i virusi hepatitisa. Takoder, omogucuju otkrivanje virusa koji su latentno

prisutni u stanicama.

Nedostatak molekularnih metoda detekcije virusa je koriStenje skupe opreme, potreba za

visoko educiranom radnom snagom te moguca krizna kontaminacija uzoraka u laboratoriju.

Metode umnazanja virusne nukleinske kiseline se najcesce koriste, a u njih spadaju lan¢ana
reakcija polimerazom i njene inacice. Rjede se koriste metode detekcije virusne nukleinske
kiseline hibridizacijom (Southernova i northernska metoda otiska), ali je hibridizacija in situ
vrlo korisna za detekciju virusnih cestica direktno u tkivu. Takoder, postoje molekularne
metode koje detektiraju proteine, kao §to je npr. metoda tockastog otiska (dot blof), i tehnike za
analizu rezultata (elektroforeza i sekvenciranje) koje mogu koristiti proteine i nukleinske

kiseline.

Zbog razvoja tehnologije, dostupnosti opreme u laboratorijima, brzine i osjetljivosti,
molekularne metode se sve vise koriste u odnosu na seroloske metode detekcije i uzgoja virusa

u kulturi (Made Artika i sur., 2020).

2.1 Lancana reakcija polimerazom (PCR, polymerase chain reaction)

Lancana reakcija polimerazom (PCR) je metoda koja u kratkom vremenu stvara puno kopija
zeljenog slijeda virusne molekule DNA iz klinickog uzorka (obi¢no iz krvnih stanica ili tkiva).
Nakon izolacije iz uzorka, molekula DNA inkubira se s oligomernim pocetnicama
komplementarnim krajevima Zeljenog slijeda molekule DNA koji zelimo umnoziti, DNA-
polimerazom, nukleotidima i odgovaraju¢im puferom. Reakcijska smjesa stavlja se u PCR

uredaj (Slika 1) koji prilagodava temperaturu smjese.



Reakcija se odvija u tri stadija: denaturacija, sparivanje i ekstenzija (Slika 2). U prvom
koraku lanci dvolanc¢ane DNA molekule se razdvajaju (denaturiraju) pod utjecajem visoke
temperature (oko 95°C). Zatim se temperatura snizi kako bi se omogucilo vezanje pocetnica na
komplementarne dijelove lanca (oko 55°C). Konacno, temperatura se prilagodi optimalnoj
temperaturi pri kojoj je aktivna DNA-polimeraza (oko 72°C). U ovom slucaju taj enzim je
izoliran iz termofilne bakterije te podnosi temperaturu pri kojoj dolazi do denaturacije DNA
molekule. Enzim sintetizira nove lance od krajeva pocetnica u smjeru 5' prema 3' dodavanjem
nukleotida iz otopine. Na taj nacin iz jedne DNA molekule dobivamo dvije kopije. Opisana tri
koraka se ponavljaju u 20-40 ciklusa te se pocetna ciljana sekvenca umnozi eksponencijalno i
do milijun puta u nekoliko sati. Za analizu dobivenih kopija koristi se elektroforeza na
agaroznom gelu ili sekvenciranje. Zbog brzine i jednostavnosti i osjetljivosti ova metoda se

najcesce koristi u dijagnozi virusnih bolesti (Murray i sur., 2015.; Louten, 2016.)

Slika 1 Uredaj u kojem se odvija lancana reakcija polimerazom

(https://www.sensoquest.de/what-is-a-thermocycler/?lang=en)
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Slika 2 Shematski prikaz lanc¢ane reakcije polimerazom. Prvi korak: denaturacija dvolancane

DNA molekule; drugi korak hibridizacija pocetnica; tre¢i korak: sinteza novih lanaca.

Ponavljanje ciklusa 30-40 puta te detekcija produkata.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7128905/)




2.2 Lancana reakcija polimerazom s prethodnom reverznom transkripcijom

Za viruse s RNA genomom (kakav je primjerice SARS-CoV-2) se koristi metoda lancana
reakcija polimerazom uz prethodnu transkripciju tzv. RT-PCR. Ukljucuje korake klasi¢ne PCR
tehnike opisane u prethodnom poglavlju, ali izoliranu RNA molekulu prije umnazanja treba
prepisati reverznom transkripcijom u komplementarnu DNA molekulu (¢cDNA). To se postize

koriStenjem enzima reverzna transkriptaza dobivenog iz retrovirusa (Louten, 2016.).

Ovakva reakcija se moze provesti u jednom ili dva koraka. U prvoj verziji se reverzna
transkripcija i umnazanje sekvenci odvijaju u istoj reakcijskoj smjesi. Na taj nacin se dobivaju
brzi rezultati, ali je izazov optimizirati te dvije reakcije. Druga opcija je odvijanje reakcija u
odvojenim epruvetama, se omogucuje i neSto veca osjetljivost od prvog slucaja, ali zahtijeva

viSe vremena (Udugama i sur., 2020).

2.3 Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom

Kvantitativni PCR je vrlo korisna metoda za kvantificiranje virusnog materijala u uzorku
uz istovremeno pracenje reakcije u stvarnom vremenu. Ako se u materijalu nalazi vise molekula
DNA (ili RNA koja se mora reverzno transkribirati), vise ¢e se novih molekula DNA replicirati
u PCR reakciji, Sto znaci da je brzina reakcije proporcionalna koli¢ini nukleinskih kiselina u
uzorku (Murray i sur., 2015). Ova varijanta klasicne PCR metode omogucuje bolju osjetljivost,
reproducibilnost, brzinu, smanjuje rizik od kontaminacije te ukljucuje vizualizaciju rezultata u
svakom trenutku reakcije pa ne zahtijeva detekciju rezultata elektroforezom ili nekom drugom
metodom. Takoder, ova metoda omogucava istodobno otkrivanje i analizu nekoliko razli¢itih
koristi fluorescentnu boju koja se veze za molekulu DNA, sli¢no kao etidijev bromid. Uredaj u
kojem se odvija reakcija kontinuirano prati fluorescenciju u svakom ciklusu. Intenzitet
fluorescencije se povecava kako se povecava koncentracija novonastalih molekula DNA. Jedna
od primjena kvantitativnog PCR je pracenje efikasnosti terapije kod infekcije s virusima kao
§to je virus HIV (Mackay i sur., 2002.; Vainionpidd & Leinikki, 2008; Modrow i sur..,
2013;Vero i sur., 2017).



2.4 In situ hibridizacija

Hibridizacija in situ omogucuje preciznu lokalizaciju virusa u histolosSkom uzorku (tkivo
najcesce dobiveno biopsijom) ili razmazu stanica pomocu komplementarnih oligonukleotidnih
proba (RNA ili DNA probe). Prije obrade potrebno je fiksirati ili zamrznuti tkivo kako bi
nukleinske kiseline ostale sacuvane. Probe treba obiljeziti radi detekcije, a obi¢no se
obiljezavaju fluorescentnim bojama ili radioaktivnim izotopima (rjede). Ako se radi o bojanju

fluorescentnim molekulama metoda se jo$ naziva i fluorescentom hibridizacijom in situ (FISH).

Prisutnost virusne nukleinske kiseline se moze vizualizirati u tkivu (ili stanicama) pomoc¢u
fluorescencijskog mikroskopa ili rendgenskim zrakama u slucaju koriStenja radioaktivno

obiljezenih proba (Kennedy, 2005; Modrow i sur., 2013; Murray i sur., 2015).

Prednost ove metode je detekcija latentnih virusnih zaraza kod kojih je virus u stanju
mirovanja u stanici. Jedan od takvih virusa je humani papilomavirus (HPV), a vizualizacija
FISH metodom je prikazana na slici 3. Naime, ova metoda zahtijeva stru¢no i educirano osoblje,
skupu laboratorijsku opremu pa je dostupnost izvedbe negativna strana (Modrow i sur., 2013;

Ho i sur., 2011).

C) (e)
%
.
Slika 3 Prikaz vizualizacije humanog papilomavirusa u razmazu stanica grli¢a maternice

metodom fluorescentna hibridizacija in situ (FISH) (Ho i sur., 2011).



2.5 Southernova i northernska metoda otiska
Virusne nukleinske kiseline mogu se izolirati iz zarazenih stanica te detektirati i

kvantificirati Southernovom i northernskom metodom otiska. Obje se temelje na istom principu

(Slika 4).

Southernova metoda otiska odnosi se na detekciju dvolancane molekule DNA. Najprije se
molekula DNA umnaza metodom PCR, zatim se obraduje restrikcijskim enzimima (dobivaju
se kraci fragmenti) pa se fragmenti razdvajaju elektroforezom u agaroznom gelu. Sljede¢i korak
je prijenos fragmenata s agaroznog gela na membranu (najlonsku ili nitroceluloznu) pomocu
kapilarinih sila Sto ih stvaraju slojevi filter papira. Na membrani se nalaze specificne
nukleotinde probe (DNA ili RNA) koje se komplementarno vezu za prethodno denaturiranu
molekulu DNA s gela te formiraju dvolan¢ane molekule. Probe su obiljezene neizotopnim
spojevima (npr. biotin) ili radioaktivnho oznacenim nukleotidima. Nakon hibridizacije,
membrana se tretira enzimima koji u reakciji sa spojevima kojima je obiljeZena proba daju
obojenje koje detektiramo uredajem. U slucaju radioaktivnog obiljezavanja, nukleinske kiseline

detektiramo x-zrakama.

Northernska metoda otiska ukljucuje korake kao Sto su prethodno opisani izuzev obrade
restrikcijskim enzimima, a njome se detektira virusna molekula RNA. (Modrow i sur.,2013;

Streit i sur., 2009).

Pojednostavljena alternativa ovih metoda je tockasti otisak (Dot blot). Klinicki uzorak se
direktno nanosi na membranu te se dodaju obiljezene komplementarne nukleotidne probe za

detekciju nukleinskih kiselina ili proteina. Rezultat prikazuje slika 5. (Murray i sur., 2015).
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Slika 4 Prikaz Southernove metode otiska (Modrow i sur., 2013)



o

-2

Y]

], |
.

@ ® % % 0 &

-
a
7 . -
o

Slika 5 Fotografija ploCice dobivene metodom tockastog otiska. Uzorci su testirani na
prisutnost HPV virusa. Uzorci u stupcu E i redu 7-8, stupcu F redovi 5-8, se interpretiraju kao

negativan test. Svi ostali su pozitivni, te je prisutan virus HPV (Morris i sur., 1990).



3 SEROLOSKE DIJAGNOSTICKE METODE

Specificna reakcija antitijela i antigena je temelj seroloskih metoda. One omogucuju
detekciju, identifikaciju i kvantifikaciju antigena ili antitijela (proizvedenih od strane
imunosnog sustava u reakciji protiv virusnih antigena) u klinickim uzorcima. Ove metode
koriste klinicke uzorke u teku¢em obliku, najces¢e serum. Takoder, daju informaciju o kakvoc¢i
odgovora imunosnog sustava pacijenta na zarazu te o njegovoj izlozenosti zarazi (Murray i sur.,
2015). Tako korisne, seroloske dijagnosticke metode nisu dovoljno osjetljive na vrlo nisku

koncentraciju virusnih proteina (Louten, 2016.)

Imunofluorescencija, test ELISA, enzimski imunotest 1 westernska metoda otiska spadaju
u kategoriju seroloskih testova koja se koristi antigenima (ili antitijelima) vezanim za ¢vrstu
podlogu koja specificno reagiraju s antitijelima, a detektiraju se promjenom boje zbog
djelovanja enzima vezanog na antitijelo. Ove metode su primjenjive na viruse za koje su

dostupna specificna antitijela za laboratorijsku upotrebu.

Nadalje, precipitacijske metode temelje se na stvaranju kompleksa antigen-antitijelo te

njihovo vidljivo taloZenje. U ovu kategoriju spadaju jednostruka i dvostruka radijalna difuzija.

Konac¢no, test inhibicije hemaglutinacije koristi inhibicijsku aktivnost stvaranjem

imunokompleksa te se time sprje¢ava aktivnost virusa zbog vezanja antitijela za istog.

Ovo su samo neke od najkoristenijih metoda te svaka od njih ima svoje inacice. U nastavku

¢e biti opisan osnovni princip tih metoda (Kennedy, 2005).

3.1 Test ELISA (engyme-linked immunosorbent assay)
Test ELISA je dijagnosticka metoda koja se temelji na specifi¢noj reakciji antigen-antitijelo.
Odnosno, detektira virusne antigene (proteine) ili specifi¢na antitijela u teku¢im uzorcima

(serum, urin).

Najpoznatija varijacija ove metode je tzv. sendvi¢-ELISA koja se odvija na mikrotitarskoj
plocici s 96 bazencica (Sika 6). U bazencice s puferom se dodaju antitijela koja se fiksiraju za
dno te hvataju antigen iz seruma pacijenta. Slijedi ispiranje pa dodatak seruma. Ako je u serumu
prisutan virusni protein specifi¢no ¢e se ga vezati antitijelo, a ako nije, odstranit ¢e se sljede¢im
ispiranjem. Zatim se dodaju antitijela povezana s enzimom te se specificno vezu na virusni

antigen formiraju¢i kompleks nalik na sendvi¢ (Louten, 2016.). Dodatkom supstrata u otopinu

10



enzimatskom razgradnjom dolazi do promjene boje ako je prisutan virusni antigen u serumu $to
ukazuje na pozitivan seroloSki test (Aydin, 2015.). Promjena boje detektira se
spektrofotometrom (Slika 6) koji mjeri intenzitet obojenja i usporeduje ga s negativhom

kontrolom. Na taj nacin dobivamo semikvantitativne rezultate (Modrow i sur., 2013).

Osim virusnog antigena, moguce je detektirati i specificna antitijela nastala prilikom
reakcije imunosnog sustava na virus. To daje informaciju o pacijentovoj izloZenosti virusu.
Ovaj indirektan test ELISA koristi bazencice s vezanim antigenom na dnu te se na njih vezu
antitijela iz seruma pacijenta ako ih ima. Na ta antitijela se specificno vezu dodatna antitijela s
enzimom. Dodatak supstrata dovodi do reakcije kao $to je prethodno opisano (Slika 7). Budu¢i
da nakon svakog ispiranja treba pro¢i odredeno vrijeme, cijela metoda traje nekoliko sati, no
rezultati su dostupni u istom danu pa je test ELISA prikladan gotovo za sve viruse (adenovirusi,

virus gripe, rotavirusi, norovirusi i sl.) (Louten, 2016.).

Radioimunotest (RIA) je sliéna metoda, a koristi radioizotopom obiljezene antigene ili
antitijela kako bi se dobila informacija o njihovoj koli¢ini. Radioaktivni raspad se kvantitativno
mjeri instrumentima. Osnovni princip je isti kao kod metode ELISA, samo $to se umjesto

enzimima oznacenih protutijela koriste radioaktivno oznacene molekule (Murray i sur., 2015).

11



Slika 6 (a) Mikrotitarska ploc€ica, (b) spektrofotometar.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7150318/)
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Slika 7 Prikaz testa ELISA. (a) Sendvic-ELISA: 1. antitijela specifi¢na za virus se fiksiraju za
podlogu bazencica, 2. virusni antigen iz uzorka se veze na ta antitijela, 3. antitijela povezana s
enzimom, 4. reakcija supstrata i enzima daje obojenje. (b) indirektna ELISA. 1. Virusni
protein vezan za podlogu bazencica, 2. serum pacijenta sadrzi specifi¢na antitijela za taj
antigen, 3. Sekundarno antitijelo s enzimom se veze za primarnonatitijelo, 4. Dodatak

supstrata i reakcija promjene boje. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7123206)
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3.2 Westernska metoda otiska
Westernska metoda otiska sluzi otkrivanju i odredivanju relativne koli¢ine proteina u

uzorku. Prethodno izolirani virusni proteini iz uzorka razdvajaju se prema veliCini
elektroforezom u poliakrilamidnom gelu (Slika 8). Zbog ovog koraka je ovo u naravi
molekularna metoda, no pri detekciji koristi serolosku reakciju pa se svrstava u seroloske

dijagnosticke metode (Murray i sur., 2015)

Razdvojeni proteini s gela prenose se na nitroceluloznu ili najlonsku membranu te se
inkubiraju sa serumom koji sadrzi antitijela te specifi¢no reagiraju s proteinima. Zatim se na
membranu dodaju specifi¢na antitijela s vezanim enzimom koja specificno reagiraju s
antitijelima iz seruma. Dodatkom supstrata dolazi do enzimatske razgradnje i ovisno o vrsti
enzima i supstrata moze do¢i do promjene boje i fluorescencije Sto detektiramo uredajem
(Modrow 1 sur., 2013) Na taj nacin se vizualizira polozaj proteina koji daje informaciju o

njihovoj velicini i koli¢ini (Abbas i sur. 2018).

Westernska metoda otiska se Cesto koristi kao potvrda rezultata testa ELISA i
potvrdivanje serokonverzije tj. vremena potrebnog za razvoj specificnih antitijela te moguénost

njihove detekcije (npr. test za virus humane imunodeficijencije, HIV) (Louten, 2016.).
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Slika 8 Primjer detekcije virusnih proteina. (a) razdvojeni proteini na poliaktilamidnom gelu; (b)
proteini s gela preneseni na nitroceluloznu membranu detektirani westernskom metodom otiska

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7123206/)
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3.3 Imunofluorescencija i enzimski imunotest (EIA)
Antigeni (proteini) virusa se mogu nalaziti u stanici ili na njenoj povrSini.

Imunofluorescencija je odlicna metoda za njihovu detekciju i lokalizaciju. Zarazene stanice ili
tkivo se inkubiraju s protutijelima na koje su vezani fluorokromi (fluorescentni kemijski spoj
koji moze emitirati svjetlost nakon svjetlosne ekscitacije). Ona se vezu specificno za zeljeni
antigen te daju informaciju o njegovom poloZaju i prisutnosti. Pretrazivanje tkiva ili stanica
odvija se pomoc¢u fluorescencijskog mikroskopa jer je njime moguée vidjeti fluorescentno
obiljezena antitijela. Postoje dvije varijante ove metode: direktna imunofluorescencija (antigeni
su obiljezeni fluorescentno oznacenim antitijelima) i indirektna imunofluorescencija (antigeni
su obiljeZeni neoznacenim primarnim antitijelima na koja se potom vezu sekundarna antitijela

obiljezena fluorokromom) (Slika 9) .

Enzimski imunotest funkcionira na istom principu kao i imunofluorescencija. Razlika je
u tome Sto se umjesto fluorescentno obiljezenih antitijela koriste antitijela obiljezena enzimom
koji svojom aktivno$cu (razgradnjom supstrata) stvara obojenje (Slika 10). (Abbas i sur., 2018;

Murray i sur., 2015).

Imunofluorescencija

Direktna fﬁ
! ﬁ
Indirektna

¢ 66 ¢
s

&y

Slika 9 Prikaz direktne i indirektne imunofluorescencije (Murray i sur., 2015).
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Enzimski imunotest
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Slika 10 Shematski prikaz enzimskog imunotesta (Murray i sur., 2015).
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3.4 Inhibicija hemaglutinacije
Inhibicija hemaglutinacije (HI) je klasi¢na laboratorijska tehnika za klasifikaciju virusa

koji uzrokuju hemaglutinaciju. Primjer takvih virusa je virus gripe koji aglutinira crvene krvne
stanice preko interakcije glikoproteina na povrsini virusa (hemaglutinin) i receptora na povrsini
eritrocita. Inhibicija hemaglutinacije omogucuje identifikaciju subtipova virusa gripe ili
kvantificiranje odgovora antitijela na infekciju odredenim sojem virusa (Pedersen, 2014).
Prisutnost specifi¢nih antitijela sprjeCavaju vezanje virusa na eritrocite te time onemogucéavaju
hemaglutinaciju (Slika 11). Ovom metodom ispituje se npr. proizvodnja antitijela nakon

primjene novih cjepiva za gripu (Murray i sur., 2015).

Slika 11 Inhibicija hemaglutinacije. (1) virus i antitijelo se inkubiraju (2) ako su specifi¢no
podudarni, vezu se (3) dodaju se eritrociti u smjesu (4) virus se ne moze vezati na eritrocit jer

ga sprjecava na njega vezano antitijelo te je hemaglutinacija blokirana. (Pedersen, 2014).
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3.5 Precipitacijske imunodifuzijske tehnike
Specifi¢ni antigen-antitijelo kompleksi mogu se detektirati precipitacijskim metodama.

Metoda se temelji na stvaranju netopljivih kompleksa (imunoprecipitati) u podrucju zone
ekvivalencije tj. podrucju gdje je optimalni omjer antigena i antitijela pa antitijela medusobno

povezuju i umrezuju Cestice antigena koje se zbog toga taloze.

Jednostruka radijalna imunodifuzija (SRID, Single radial immunodiffusion) koristi
reaktant fiksiran u podlogu, dok se drugi unosi u jazice. Reaktanti su antitijela i antigeni. Kada
uneseni reaktant difundira u podlogu stvara se bijeli prsten oko jazice iz koje je difundirao zbog
interakcija antigen-antitijelo (Slika 12). Sto je veéa koli¢ina reaktanta, ondifundira dalje kako
bi dosegao tocku ekvivalencije te nastaje precipitacijski prsten. Dakle, promjer prstena ovisi o
koncentraciji reaktanta. Metoda se primjenjuje pri kvantifikaciji i detekciji antitijela ili

antigena.

Jednostruka radijalna imunodifuzija

O O O

Slika 12 Jednostruka radijalna imunodifuzija. U gelu se ve¢ nalazi antigen. Podrucje oko

precipitacijskog prstena je proporcijalno koncentraciji antigena (Murray i sur., 2015).

Dvostruka radijalna imunodifuzija (DRID, double radial immunodiffusion) Kkoristi
reaktante koji se oba unose u jazice u inertnom gelu. Antigeni i antitijela difundiraju jedni prema
drugima te dolazi do specificne reakcije. Na mjestu izjednacenja koncentracija reaktanata
nastaje bijeli talog (imunoprecipitat) u kojem se nalaze kompleksi antigen-antitijelo. Ovom
reakcijom, osim detekcije antigena ili antitijela, u odredenoj izvedbi moguce je odrediti njihovu
relativnu koncentraciju. Metoda takoder omogucuje odredivanje srodnosti antigena (Murray i

sur., 2015).
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4 MIKROSKOPIJA

Zaraza mnogim virusima rezultira citopatoloSkim efektima na stanicama. Ti efekti
uklju¢uju morfoloske promjene, liziranje stanica, vakuolizacije, nastanak sincicija te
inkluzijskih tijela. Sincicij oznacuje velike viSejezgrene stanice formirane fuzijom vise stanica,
Sto je primjerice uzrokovano virusom HIV (humani papiloma virus) ili virusom ospica (Slika
13). Inkluzijska tijela su histoloSke promjene na stanicama uzrokovane nakupljanjem virusnih
komponenti te raspadnutih stani¢nih dijelova. Neki od virusa koji uzrokuju stvaranje
inkluzijskih tijela su citomegalovirus (CMV) i herpes simpleks virus (HSV) (Slika 14). Ove
promjene i strukture je moguée vidjeti pod svjetlosnim mikroskopom. Elektronska
mikroskopija se takoder moze koristiti u detekciji i identifikaciji nekih virusa ili virusnih
Cestica, ali u klini¢kim istrazivanjima se zbog slabe dostupnosti ne koristi ¢esto (Murray i sur.,
2015).

Slika 14 Unutarstani¢ne uklopine nastale kao posljedica infekcije virusa herpes simpleks

(Murray i sur., 2015).
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6 SAZETAK

Virusi igraju vaznu ulogu u prirodi jer zarazavaju razli¢ite domacine. Buduéi da su
obligatni unutarstani¢ni paraziti, uzrokuju razne bolesti te svojim djelovanjem poticu promjene

u zivim stanicama koje mogu imati ulogu i u evoluciji.

Obzirom da postoji mnogo razlicitih virusa, razlicite strukture i bioloskih karakteristika, za
njihovu uspjesnu dijagnostiku potreban je velik broj dijagnostickih testova. Nisu svi pristupi

primjenjivi kod svih virusnih bolesti pa je vazno znati koju metodu i kada odabrati.

Molekularnim metodama detektiramo virusne nukleinske kiseline ili proteine. Specifi¢ne
su i osjetljive, Sto znaci da se u uzorku s vrlo malom koncentracijom virusa moze detektirati
njihova prisutnost. Molekularne metode su obi¢no temeljene na umnazanju dijelova virusnog
genoma razlicitim izvedbama lancane reakcije polimerazom, elektroforetskoj analizi dobivenih

molekula DNA ili virusnih proteina te detekciji virusnog genoma tehnikama hibridizacije.

S druge strane, seroloske se metode, temeljene na reakciji antigena i antitijela, koriste za
detekciju virusnih antigena i specifi¢nih antitijela nastalih kao posljedica zaraze te daju brze
rezultate. Razlikuju se precipitacijske seroloske metode, kao jednostruka i dvostruka radijalna
difuzija, imunohistoloske metode koje detektiraju antigene u inficiranim tkivima, Cesto

koriStene imunoenzimatske tehnike, poput ELISA-testa, te mnoge druge.

Potrebno je dobro razumijevanje tehnika kako bi se osigurala pravilna i pouzdana

dijagnostika virusnih bolesti. Sto je preduvjet za adekvatno i pravovremeno lijecenje.

Kljuéne rijeci: Virusi, molekularne dijagnosticke metode, seroloske dijagnosticke metode,
mikroskopija, lanCana reakcija polimerazom, hibridizacija in sifu, Southernova metoda otiska,
northernska metoda otiska, westernska metoda otiska, test ELISA, enzimatski imunotest,

inhibicija hemaglutinacije, imunoprecipitacijske metode, imunofluorescencija
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7 SUMMARY

Viruses have important role in nature because they infect different hosts. Since they are
obligatory intracellular parasites, they cause various diseases and stimulate changes in living

cells that can also play an important role in evolution.

Considering there are many different types of viruses with different structures and
biological characteristics, a large number of diagnostic tests are required for their successful
diagnostic. Not all approaches are applicable to all viral diseases, so it is important to know
which method to choose and when to apply it. Viral nucleic acids or proteins can be detected
by molecular methods. They are specific and sensitive, which means that virus presence can be
detected in a sample with its' very low concentration. Molecular methods are usually based on
the amplification of parts of the viral genome by different types of polymerase chain reactions,
electrophoretic analysis of the obtained DNA or viral protein molecules, and detection of the

viral genome using hybridization techniques.

On the other hand, serological methods, based on the reaction of antigens and antibodies,
are used to detect virus antigens and specific antibodies generated as a result of infection and
give rapid results. There are different serological methods, suchprecipitation techniques, as
single and double radial diffusion, immunohistological methods that detect antigen in infected

tissues, frequently used immunoenzyme assays such as ELISA and many other.

It is necessary to have a good understanding of each method to ensure the accurate and
reliable application of diagnostic methods, which is prerequisite for adequate and timely

medical treatment.

Key words: viruses, molecular diagnostic methods, serology, microscopy, PCR, hybridization
in situ, Southern blot, northern blot, western blot, ELISA, enyme immunoassay,

hemagglutination inhibition assay, DRID, SRID, immunofluorescence
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