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loški)iliindirektni(serološki).Virusološketehnikesuegzaktnijeodserološkihjersepomoćuwihvirusdoka
zujedirektnoukliničkommaterijalu,ito:naosnovumorfologije,tehnikomelektronskemikroskopijeilidokazi
vawemvirusnihantigenaimunofluorescentnimbojewem(IF)iimunoenzimskimtestovima(ELI SA).Potowadvameto
dasurelativnolaka,brzazaizvođeweispecifična,takodasedanasširokoprimewujuuprepoznavawuvirusa.Se
rološkadijagnostikajedugovremenabilaoslonacudijagnostikovawuvirusnihinfekcija,takodaseidanasnajče
šćeprimewujeurutinskomradu.Poredmnogihprednosti,kaoštosubrzinainačinizvođewa,obradavelikogbro
jauzorakaistovremeno,mogućnostodređivawaklasaantitelaspecifičnihzavirusiwihovakvantitacija,sero
dijagnostikaimainedostatakaiograničewa,atosu:relativnomalaosetqivost,unakrsnareaktivnost,nedovoqna
pouzdanostkodimunokompromitovanihbolesnika.Uposledwevrememetodimolekularnebiologijeimajuznačajno
mestouvirusološkojdijagnostici,madaimeđuwimapostojerazlikeubrzini,načinuizvođewa,neophodnojopre
mi,osetqivostiispecifičnosti.Onisezasnivajunadokazivawudelavirusnenukleinskekiselinehibridizaci
jomsaspecifičnimprobama,amplifikacijomiotkrivawemumnoženogsignala,avelikiznačajpokazujuupreci
znompostavqawudijagnozevirusnogoboqewainadgledawuuspešnostiantivirusneterapije.
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UVOD

La�bo�ra�to�rij�sko�di�jag�no�sti�ko�va�we�vi�ru�snih�in
fek�ci�ja�pod�ra�zu�me�va�pri�me�nu�ši�ro�ke�pa�le�te�me�to�da�
i�teh�ni�ka�raz�li�či�te�ose�tqi�vo�sti�i�spe�ci�fič�no�sti�
ko�ji�se�da�nas�ko�ri�ste�u�sva�ko�dnev�noj�ru�tin�skoj�prak
si�i�na�uč�no�i�stra�ži�vač�kom�ra�du.�Od�tre�nut�ka�ka�da�su�
vi�ru�si�ot�kri�ve�ni�kao�zna�čaj�ni�iza�zi�va�či�in�fek�ci�ja�
kod�qu�di,�po�če�lo�je�uvo�đe�we,�a�po�tom�i�usa�vr�ša�va�we,�
me�to�da�za�wi�ho�vo�do�ka�zi�va�we.�Osnov�ne�od�li�ke�vi�ru�sa�
kao�pa�to�ge�na�ko�je�se�od�no�se�na�wi�hov�obli�gat�ni�unu
tar�će�lij�ski�pa�ra�zi�ti�zam,�jed�no�stav�na�i�po�seb�na�gra
đa�i�struk�tu�ra,�ose�tqi�vost�na�fi�zič�kohe�mij�ske�uslo
ve,�spe�ci�fič�ni�od�no�si�ko�je�us�po�sta�vqa�ju�sa�će�li�jom�
–�uti�ca�li�su�na�pri�me�nu�po�seb�nih�teh�ni�ka�za�wi�ho
vo�do�ka�zi�va�we.�Na�pre�dak�la�bo�ra�to�rij�skih�po�stu�pa�ka�
tra�je�do�da�nas,�te�se�po�če�tak�ovog�mi�le�ni�ju�ma�mo�že�
sma�tra�ti�po�čet�kom�no�ve�mo�le�ku�lar�ne�ere,�ko�ja�je�po
me�ri�la�gra�ni�ce�ot�kri�va�wa�ovih�agen�sa�sa�ni�voa�će�li
je,�an�ti�ge�na,�na�ni�vo�nu�kle�in�skih�ki�se�li�na�[1].

Sa�vre�me�ne�la�bo�ra�to�rij�ske�po�stup�ke�u�vi�ru�so�lo�gi�ji�
či�ne�kon�ven�ci�o�nal�ni�i�mo�le�ku�lar�ni�me�to�di,�pri�če
mu�ni�je�dan�od�wih�ne�za�do�vo�qa�va�ap�so�lut�ne�kri�te�ri�ju
me�tzv.�zlat�nog�stan�dar�da,�ko�ji�bi�pru�žio�ja�snu�di�jag
no�stič�ku�vred�nost�i�pre�ci�zno�uka�zao�na�raz�voj�bo�le
sti�[2].�Iz�bor�me�to�da�je�uslo�vqen�mno�gim�re�le�vant�nim�

pa�ra�me�tri�ma,�kao�što�su:�kli�nič�ka�sli�ka�bo�le�sni�ka,�
imu�ni�sta�tus,�vr�sta�kli�nič�kog�uzor�ka,�na�čin�pre�no�sa�
ma�te�ri�ja�la�do�la�bo�ra�to�ri�je�i�ob�ra�de�u�woj,�ali�i�onim�
šta�se�na�la�zom�oče�ku�je�[2,�3].�Ova�kve�po�de�le�po�stu�pa
ka�ko�ji�se�pri�me�wu�ju�u�la�bo�ra�to�rij�skom�di�jag�no�sti�ko
va�wu�vi�ru�snih�in�fek�ci�ja�ne�tre�ba�strikt�no�shva�ti
ti,�jer�ono�što�da�nas�pod�ra�zu�me�va�vi�ru�so�lo�šku�di�jag
no�sti�ku�je�ste�skup�me�to�da�ko�ji�su�i�kon�ven�ci�o�nal�ni�
i�mo�le�ku�lar�ni,�dok,�s�dru�ge�stra�ne,�se�ro�lo�ška�di�jag
no�sti�ka�pod�ra�zu�me�va�pa�le�tu�kla�sič�nih�i�sa�vre�me�nih�
di�jag�no�stič�kih�te�sto�va�ko�ji�se�da�nas�naj�če�šće�pri�me
wu�ju�u�sva�ko�dnev�nom�ra�du�vi�ru�so�lo�ških�la�bo�ra�to�ri�ja�
[4].�Me�to�di�ko�ji�se�da�nas�pri�me�wu�ju�u�di�jag�no�sti�ko�va
wu�i�nad�zo�ru�vi�ru�snih�in�fek�ci�ja�se�do�pu�wu�ju�i�pro
ži�ma�ju,�a�če�sto�je�dan�me�tod�zah�te�va�po�tvr�du�ili�pro
ve�ru�do�bi�je�nog�na�la�za�dru�gim,�ra�di�po�sta�vqa�wa,�od�no
sno�po�tvr�đi�va�wa�kli�nič�kog�na�la�za�[5,�6].

KONVENCIONALNE TEHNIKE U 
LABORATORIJSKOM DIJAGNOSTIKOVAWU 

VIRUSNIH INFEKCIJA

Kon�ven�ci�o�nal�ni�me�to�di�pod�ra�zu�me�va�ju�po�stup�ke�
ko�ji�se�ko�ri�ste�u�sva�ko�dnev�noj�la�bo�ra�to�rij�skoj�prak
si,�a�mo�gu�bi�ti�di�rekt�ni�(vi�ru�so�lo�ški)�ili�in�di
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rekt�ni�(se�ro�lo�ški).�Vi�ru�so�lo�ške�teh�ni�ke�su�eg�zakt
ni�je�od�se�ro�lo�ških,�jer�se�wi�ma�sam�vi�rus�ili�we�go
vi�an�ti�ge�ni�do�ka�zu�ju�u�kli�nič�kom�ma�te�ri�ja�lu.�Se�ro
lo�ška�di�jag�no�sti�ka�pod�ra�zu�me�va�do�ka�zi�va�we�an�ti�vi
ru�snih�an�ti�te�la,�naj�če�šće�u�se�ru�mu,�ali�i�u�dru�gim�te
le�snim�teč�no�sti�ma�u�ko�ji�ma�se�ona�mo�gu�oče�ki�va�ti,�te�
se�na�taj�na�čin�in�di�rekt�no�do�ka�zu�je�ra�ni�ji�kon�takt�
s�vi�ru�som,�we�go�vo�ak�tiv�no�ili�per�zi�stent�no�po�sto
ja�we�u�or�ga�ni�zmu�bo�le�sni�ka.

DOKAZIVAWE VIRUSA POSTUPKOM 
IZOLOVAWA U KULTURI ĆELIJA

Je�dan�od�naj�sta�ri�jih�me�to�da�ko�ji�je�do�po�čet�ka�pri
me�ne�mo�le�ku�lar�no�bi�o�lo�ških�po�stu�pa�ka�u�vi�ru�so�lo
škoj�di�jag�no�sti�ci�no�sio�epi�tet�„zlat�nog”�stan�dar
da�je�ste�izo�lo�va�we�vi�ru�sa�u�si�ste�mi�ma�ži�vih�će�li
ja�[7].�Od�li�ka�vi�ru�sa�kao�strikt�no�unu�tar�će�lij�skih�
agen�sa�in�fek�ci�je�uslo�vi�la�je�neo�p�hod�nost�raz�li�či
tih�si�ste�ma�ži�vih�će�li�ja�za�wi�ho�vu�kul�ti�va�ci�ju�in 
vi tro.�Kao�naj�e�ko�no�mič�ni�ji�se�po�ka�zao�po�stu�pak�izo
lo�va�wa�vi�ru�sa�u�kul�tu�ri�će�li�ja,�od�no�sno�uz�ga�ja�nim�
će�li�ja�ma�qud�skog�ili�ži�vo�tiw�skog�po�re�kla�in vi tro.�
On,�iako�ne�pri�pa�da�ru�tin�skim�vi�ru�so�lo�škim�po
stup�ci�ma,�je�ste�po�uz�dan�i�vi�so�ko�spe�ci�fi�čan�me�tod�
ko�ji�po�tvr�đu�je�po�sto�ja�we�vi�ru�sa�u�kli�nič�kom�uzor
ku�i�upu�ću�je�na�we�go�vu�ak�tiv�nu�re�pli�ka�ci�ju�[8,�9].�
Ono�što�ga�či�ni�ne�po�god�nim�za�sva�ko�dnev�nu�prak
su�je�su�po�seb�ni�uslo�vi�po�treb�ni�za�kul�ti�va�ci�ju�vi
ru�sa�in vi tro:�po�sto�ja�we�će�lij�skih�li�ni�ja�ose�tqi�vih�
na�da�ti�vi�rus,�neo�p�hod�ni�uslo�vi�za�nor�ma�lan�rast�i�
raz�mno�ža�va�we�će�li�ja�–�ade�kvat�na�tem�pe�ra�tu�ra,�po�ve
ćan�par�ci�jal�ni�pri�ti�sak�ugqendi�ok�si�da,�vla�žnost�
itd.�I�ne�ki�dru�gi�fak�to�ri,�kao�što�su�oču�va�we�„ži
vog”�vi�ja�bil�nog�vi�ru�sa�u�do�voq�noj�ko�li�či�ni�u�uzor
ku,�obez�be�đi�va�we�ade�kvat�nih�uslo�va�bi�o�za�šti�te�u�ra
du�sa�ži�vim�pa�to�ge�ni�ma�i�du�go�vre�me�po�treb�no�za�iz
vo�đe�we�ovog�me�to�da,�ta�ko�đe�uslo�vqa�va�ju�da�se�ovaj�po
stu�pak�po�ti�sne�iz�ru�tin�ske�prak�se.�Po�red�to�ga,�izo
lo�va�wem�vi�ru�sa�se�do�ka�zu�je�we�go�vo�po�sto�ja�we�u�kli
nič�kom�uzor�ku,�ali�se�we�go�vo�pre�po�zna�va�we�mo�ra�iz
vr�ši�ti�dru�gim�me�to�di�ma,�naj�če�šće�oni�ma�za�do�ka�zi
va�we�an�ti�ge�na,�kao�što�je�imu�no�flu�o�re�scen�ci�ja�(IF).�
Naj�va�žni�ja�pred�nost�izo�lo�va�wa�vi�ru�sa�ogle�da�se�u�
mo�guć�no�sti�da�se�izo�lo�va�ni�vi�rus�mo�že�ko�ri�sti�ti�
za�da�qa�is�tra�ži�va�wa,�pre�sve�ga�za�is�pi�ti�va�we�ose
tqi�vo�sti�na�an�ti�vi�ru�sne�le�ko�ve�[10,�11].

DOKAZIVAWE VIRUSA NA  
OSNOVU MORFOLOGIJE TEHNIKOM 

ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE

Pri�me�nom� teh�ni�ke� elek�tron�ske� mi�kro�sko�pi�je�
(EM)�i�imu�no�e�lek�tron�ske�mi�kro�sko�pi�je�(IEM)�vi�ru
si�se�mo�gu�do�ka�za�ti�na�osno�vu�svog�ti�pič�nog�iz�gle�da:�
ob�li�ka�i�ve�li�či�ne�če�sti�ce,�si�me�tri�je�kap�si�da,�bro�ja�

kap�so�me�ra,�po�sto�ja�wa�ili�iz�o�stan�ka�omo�ta�ča.�Iako�se�
ove�teh�ni�ke�la�ko�i�br�zo�iz�vo�de,�wi�ho�vi�broj�ni�ne�do
sta�ci,�kao�što�su�sku�pa�opre�ma�(elek�tron�ski�mi�kro
skop),�sla�ba�ose�tqi�vost�(po�treb�na�ko�li�či�na�vi�ru�sa�
ve�ća�od�107�vi�ri�o�na�po�mi�li�li�tru�uzor�ka),�is�ku�stvo�
pri�mi�kro�sko�pi�ra�wu,�te�mo�guć�nost�do�ka�zi�va�wa�vi
ru�sa�sa�mo�do�ni�voa�fa�mi�li�je,�po�ti�snu�li�su�teh�ni�ku�
EM�iz�sva�ko�dnev�ne�vi�ru�so�lo�ške�di�jag�no�sti�ke.�Ipak,�
we�na�pri�me�na�je�još�za�stu�pqe�na�kod�la�bo�ra�to�rij�ske�
po�tvr�de�vi�ru�snih�ga�stro�en�te�ri�ti�sa�iza�zva�nih�ro�ta
vi�ru�si�ma,�ka�li�ci�vi�ru�si�ma�ili�astro�vi�ru�si�ma�i�po
sta�vqa�wa�di�jag�no�ze�vi�ru�snih�in�fek�ci�ja�sa�ve�zu�ko�lo
znom�ospom�(pok�svi�ru�si,�her�pesvi�ru�si)�[12,�13].

DOKAZIVAWE VIRUSA NA  
OSNOVU VIRUSNIH ANTIGENA  

PRIMENOM TEHNIKA IMUNOSTI

Do�ka�zi�va�we�vi�ru�sa�na�osno�vu�we�go�vih�an�ti�ge�na�za
sni�va�se�na�vi�so�ko�spe�ci�fič�nom�ve�zi�va�wu�an�ti�te�la�
za�vi�ru�sne�an�ti�ge�ne.�Ru�tin�ski�se�pri�me�wu�ju�te�sto
vi�di�rekt�ne�imu�no�flu�o�re�scen�ci�je�(DIF),�in�di�rekt
ne�imu�no�flu�o�re�scen�ci�je�(IIF)�i�imu�no�en�zim�ski�te
sto�vi�(na�pri�mer,�ELI SA)�[14].�Me�to�di�IF�i�ELI SA�se�
jed�no�stav�no�i�br�zo�iz�vo�de�i�re�la�tiv�no�su�vi�so�ko�spe
ci�fič�ni,�ali�se,�zbog�ogra�ni�če�ne�ose�tqi�vo�sti,�svr
sta�va�ju�u�gru�pu�br�zih�me�to�da�za�skri�ning,�ko�ji�zah�te
va�ju�pri�me�nu�po�u�zda�ni�jih�te�sto�va�za�po�tvr�du�di�jag
no�ze�[15,�16].

SEROLOŠKO DOKAZIVAWE  
VIRUSNIH INFEKCIJA: 

INDIREKTNA DIJAGNOSTIKA

Se�ro�lo�ška�di�jag�no�sti�ka�se�da�nas�naj�če�šće�pri
me�wu�je�u�ru�tin�skom�ra�du�vi�ru�so�lo�ških�la�bo�ra�to
ri�ja.�Pod�ra�zu�me�va�do�ka�zi�va�we�an�ti�te�la�spe�ci�fič
nih�za�vi�rus�u�se�ru�mu�ili�dru�gim�te�le�snim�teč�no
sti�ma,�či�me�se�na�in�di�rek�tan�na�čin�do�ka�zu�je�viru
sna�in�fek�ci�ja.�Po�sto�ji�ve�li�ki�broj�se�ro�lo�ških�te
sto�va:�od�kla�sič�nih�(npr.�test�ne�u�tra�li�za�ci�je),�ko�ji
ma�se�ne�mo�gu�od�re�di�ti�kla�se�an�ti�te�la,�do�sa�vre�me�nih,�
kod�ko�jih�su�mno�gi�ne�do�sta�ci�kla�sič�nih�se�ro�lo�ških�
te�sto�va�pre�va�zi�đe�ni�[17].

Osim�ve�li�kog�bro�ja�pred�no�sti,�kao�što�su�br�zi�na�i�
na�čin�iz�vo�đe�wa,�mo�guć�nost�ob�ra�de�ve�li�kog�bro�ja�uzo
ra�ka�isto�vre�me�no,�od�re�đi�va�wa�kla�sa�an�ti�te�la�spe�ci
fič�nih�za�vi�rus�i�wi�ho�ve�kvan�ti�ta�ci�je,�se�ro�di�jag
no�sti�ka�ima�i�ne�do�stat�ke�i�ogra�ni�če�wa:�re�la�tiv�no�
ma�la�ose�tqi�vost,�una�kr�sna�se�ro�lo�ška�re�ak�tiv�nost�
kod�srod�nih�vi�ru�sa,�slab�se�ro�lo�ški�od�go�vor�kod�ne
kih�vi�ru�snih�in�fek�ci�ja,�ne�do�voq�na�po�u�zda�nost�kod�
imu�no�kom�pro�mi�to�va�nih�bo�le�sni�ka�itd.�U�po�sled�we�
vre�me�pri�me�wu�ju�se�sa�vre�me�ni�ELI SA te�sto�vi,�či�ji�
je�prag�ot�kri�va�wa�antivirusnih�antitela�zna�čaj�no�
ni�ži�od�pret�hod�nih�ge�ne�ra�ci�ja�se�ro�lo�ških�te�sto



 591

SRPSKI ARHIV ZA CELOKUPNO LEKARSTVO

va,�či�me�je�wi�ho�va�ose�tqi�vost�po�ve�ća�na,�a�ti�me�i�di
jag�no�stič�ka�vred�nost�[18,�19].

Po�se�ban�zna�čaj�ima�ju�po�tvrd�ni�te�sto�vi,�kao�što�je�
We stern blot test,�či�ja�je�pri�me�na�za�po�tvr�du�na�la�za�do
bi�je�nog�te�stom�ELI SA�neo�p�hod�na�u�po�sta�vqa�wu�di�jag
no�ze�ne�kih�vi�ru�snih�in�fek�ci�ja�(in�fek�ci�je�vi�ru�som�
hu�ma�ne�imu�no�de�fi�ci�jen�ci�je�–�HIV,�in�fek�ci�je�vi�ru
som�he�pa�ti�ti�sa�C – HCV)�[20].�U�ot�kri�va�wu�kon�ge
ni�tal�nih,�pe�ri�na�tal�nih,�od�no�sno�vi�ru�snih�in�fek
ci�ja�ko�je�se�če�sto�ja�vqa�ju�u�pe�ri�o�du�po�sle�pre�sa�đi�va
wa�or�ga�na�ili�tki�va�(na�pri�mer,�ci�to�me�ga�lo�vi�ru�sna�
in�fek�ci�ja�–�CMV)�va�žnu�ulo�gu�ima�ju�te�sto�vi�avi�di
te�ta,�ko�ji�ma�se�utvr�đu�je�ja�či�na�ve�ze�iz�me�đu�an�ti�ge�na�
i�ot�kri�ve�nih�an�ti�vi�ru�snih�an�ti�te�la,�či�me�se�in�di
rekt�no�po�tvr�đu�je�tre�nut�na,�od�no�sno�ra�ni�je�pre�le�ža
na�vi�ru�sna�in�fek�ci�ja�[21,�22].

MOLEKULARNI METODI U 
LABORATORIJSKOM DIJAGNOSTIKOVAWU 

VIRUSNIH INFEKCIJA

Iako�me�đu�kon�ven�ci�o�nal�nim�te�sto�vi�ma�po�sto�je�
raz�li�ke�u�br�zi�ni,�na�či�nu�iz�vo�đe�wa,�po�treb�noj�opre
mi,�ose�tqi�vo�sti�i�spe�ci�fič�no�sti,�ogra�ni�če�na�ose
tqi�vost�je�wi�hov�naj�ve�ći�ne�do�sta�tak,�ko�ji�je�pre�va
zi�đen�pri�me�nom�me�to�da�mo�le�ku�lar�ne�bi�o�lo�gi�je�u�vi
ru�so�lo�škoj�di�jag�no�sti�ci.�Oni�se�za�sni�va�ju�na�do�ka
zi�va�wu�vi�ru�sne�nu�kle�in�ske�ki�se�li�ne�hi�bri�di�za�ci
jom�sa�spe�ci�fič�nim�pro�ba�ma,�am�pli�fi�ka�ci�jom�ili�
ot�kri�va�wem�umno�že�nog�sig�na�la�[23,�24].

Me�to�di�hi�bri�di�za�ci�je�nu�kle�in�ske�ki�se�li�ne�se�za
sni�va�ju�na�di�rekt�nom�do�ka�zi�va�wu�nu�kle�in�skih�ki�se
li�na�bez�pret�hod�nog�umno�ža�va�wa.�Ciq�na�tač�ka�mo�že�
bi�ti�vi�ru�sna�DNK�ili�RNK,�ko�ja�se�do�ka�zu�je�ili�di
rekt�no�u�in�takt�nim�će�li�ja�ma,�kao�kod�hi�bri�di�za�ci�je�
in si tu,�ili�se�nu�kle�in�ske�ki�se�li�ne�pret�hod�no�eks�tra
hu�ju,�kao�kod�blotme�to�da�(Dot blot,�So ut hern blot,�Nort
hern blot).�Me�to�di�hi�bri�di�za�ci�je�su�ma�we�ose�tqi�vi�
od�teh�ni�ka�am�pli�fi�ka�ci�je,�zah�te�va�ju�ve�ću�kon�cen�tra
ci�ju�nu�kle�in�skih�ki�se�li�na�u�uzor�ku,�kva�li�ta�tiv�ne�su,�
re�la�tiv�no�slo�že�ne�za�iz�vo�đe�we�i�zah�te�va�ju�po�seb�ne�
la�bo�ra�to�rij�ske�uslo�ve�(blotteh�ni�ke)�[23,�25].

Ve�li�ki�zna�čaj�u�pre�ci�znom�po�sta�vqa�wu�di�jag�no�ze�
vi�ru�snog�obo�qe�wa�i�mo�guć�nost�raz�li�ko�va�wa�ak�tiv�ne�
od�la�tent�ne�vi�ru�sne�in�fek�ci�je�po�ka�zu�ju�teh�ni�ke�am
pli�fi�ka�ci�je�vi�ru�snog�ge�no�ma.�Naj�va�žni�je�u�ovoj�gru
pi�su�re�ak�ci�ja�lan�ča�nog�umno�ža�va�wa�(engl.�polyme
ra se chain re ac tion – PCR),�či�ji�je�ciq�dokazivawe�vi
rusne�DNK,�i�PCR�sa�re�verz�nom�tran�skrip�ci�jom�(RT
PCR),�ko�ji�se�ko�ri�sti�za�do�ka�zi�va�we�vi�ru�sne�RNK.�
Me�tod�PCR�se�iz�vo�di�u�tri�eta�pe:�1)�izdva�ja�we�nu
kle�in�skih�ki�se�li�na�iz�ma�te�ri�ja�la�bo�le�sni�ka;�2)�am
pli�fi�ka�ci�ja�že�qe�nog�seg�men�ta�DNK;�i�3)�prepozna
vawe�PCR�produkta�elek�tro�fo�re�zom�u�ge�lu.�Me�tod�se�
za�sni�va�na�umno�ža�va�wu�že�qe�ne�se�kven�ce�DNK�po�mo
ću�ter�mo�sta�bil�ne�DNK�po�li�me�ra�ze�(Taq�po�li�me�ra�za)�
i�od�go�va�ra�ju�ćih�oli�go�nu�kle�o�ti�da�ko�ji�su�kom�ple�men

tar�ni�za�kra�je�ve�že�qe�ne�se�kven�ce�(praj�me�ri).�Umno
ža�va�we�se�od�vi�ja�ve�li�kim�bro�jem�(3040)�ci�klič�nih�
po�na�vqa�wa�tri�osnov�ne�fa�ze:�fa�ze�de�na�tu�ra�ci�je�po
čet�nih�dvo�stru�kih�la�na�ca�DNK,�fa�ze�ve�zi�va�wa�od
go�va�ra�ju�ćih�praj�me�ra�i�fa�ze�sin�te�ze�no�vih�la�na�ca�
DNK.�Re�zul�tat�re�ak�ci�je�PCR�se�oči�ta�va�elek�tro�fo�re
zom�do�bi�je�nog�PCR�produkta�u�aga�ro�znom�ge�lu,�gde�se�
umno�že�na�ciq�na�se�kven�ca�DNK�pre�po�zna�je�na�osno
vu�svo�je�ve�li�či�ne.

Vi�so�ka�ose�tqi�vost�i�spe�ci�fič�nost�am�pli�fi�ka
ci�o�nih�mo�le�ku�lar�nih�me�to�da�omo�gu�ći�la�im�je�da�po
ne�su�epi�tet�„zlat�nog”�stan�dar�da,�či�ja�je�pred�nost,�po
red�na�ve�de�nih,�i�kvan�ti�ta�ci�ja�vi�ru�sne�nu�kle�in�ske�
ki�se�li�ne�–�tzv.�vi ral load.�Kvan�ti�ta�ci�ja�nu�kle�in�skih�
ki�se�li�na�ima�po�se�ban�zna�čaj�u�sa�vre�me�noj�vi�ru�so�lo
škoj�di�jag�no�sti�ci,�jer�je�broj�ko�pi�ja�vi�ru�snog�ge�no�ma�
u�kli�nič�kom�uzor�ku�u�di�rekt�noj�ko�re�la�ci�ji�s�obi�mom�
re�pli�ka�ci�je�vi�ru�sa�i�upu�ću�je�na�mo�gu�ći�kli�nič�ki�
tok�in�fek�ci�je,�prog�no�zu�bo�le�sti�i�nad�gle�da�we�uspe�ha�
le�če�wa�[6,�26].�U�kvan�ti�ta�ci�ji�nu�kle�in�skih�ki�se�li�na�
pri�mat�da�nas�ima�me�tod�PCR�u�tzv.�stvar�nom�vre�me
nu�(engl.�real ti me),�ko�jim�se�isto�vre�me�no�vr�še�umno
ža�va�we�i�kvan�ti�ta�ci�ja�DNK.�Spe�ci�fič�no�umno�ža
va�we�se�kven�ce�DNK�ovom�me�to�dom�vr�ši�se�na�uobi
ča�jen�na�čin,�ali�se�po�sle�sva�kog�ci�klu�sa�umno�ža�va
wa�oba�vqa�i�kvan�ti�ta�ci�ja�DNK.�Osim�usa�vr�ša�va�wa�
kvan�ti�ta�ci�je,�ovaj�me�tod�nad�ma�šu�je�kla�sič�ni�PCR�ve
li�kom�ose�tqi�vo�šću�i�br�zi�nom�iz�vo�đe�wa.�Da�bi�se�
iz�be�glo�me�ša�we�ter�mi�na�RTPCR�(PCR�sa�re�verz�nom�
tran�skrip�ci�jom)�i�PCR�u�stvar�nom�vre�me�nu,�ovaj�dru
gi�se�če�sto�ozna�ča�va�kao�kvan�ti�ta�tiv�ni�PCR�ili�RTQ
PCR�(engl.�realti me qu an ti ta ti ve PCR)�[24].�Br�zi�na�do
bi�ja�wa�re�zul�ta�ta,�ve�ća�ose�tqi�vost�i�jed�no�stav�no�od
re�đi�va�we�tzv.�vi ral load�ovaj�me�tod�da�nas�či�ne�ve�o�ma�
va�žnim�u�nad�gle�da�wu�oso�ba�s�HIV,�obo�le�lih�od�hro
nič�nog�he�pa�ti�ti�sa�B�i�C�i�praćewu�vi�ru�snih�in�fek
ci�ja�(CMV�i�osta�lih�infekcija�her�pe�svi�ru�som)�kod�
imu�no�kom�pro�mi�to�va�nih�bo�le�sni�ka.

U�teh�ni�ke�sig�nal�ne�am�pli�fi�ka�ci�je�ubra�ja�se�me
tod�„hva�ta�wa”�hi�bri�da�(engl.�hybrid cap tu re as say)�i�
teh�ni�ka�„raz�gra�na�te�DNK”�(engl.�bran chedchain DNA 
– bDNA),�ko�je�se�ne�za�sni�va�ju�na�umno�ža�va�wu�ciq
ne�nu�kle�in�ske�ki�se�li�ne,�već�na�hi�bri�di�za�ci�ji�sa�ve
ćim�bro�jem�obe�le�že�nih�pro�ba�(„umno�ža�va�we�sig�na
la”).�Ovim�me�to�di�ma�se�mo�gu�ot�kri�ti�vi�ru�sne�DNK�
ili�RNK,�a�mo�gu�bi�ti�kva�li�ta�tiv�ne�ili�kvan�ti�ta�tiv
ne�(na�pri�mer,�od�re�đi�va�we�ni�voa�HIV�ili�HCV�RNK)�
[27,�28].�U�teh�ni�ci�„hva�ta�wa”�hi�bri�da�vi�ru�sna�DNK�
iz�uzo�ra�ka�hi�bri�di�zu�je�s�od�go�va�ra�ju�ćom�RNK�pro�bom,�
a�za�tim�taj�DNK–RNK�hi�brid�bi�va�„uhva�ćen”�an�ti
te�li�ma�ko�ja�se�na�la�ze�u�čvr�stoj�fa�zi.�Ta�ko�„uhva�ćen”�
hi�brid�se�vi�zu�e�li�zu�je�spe�ci�fič�nim�an�ti�te�li�ma�ko�ja�
su�obe�le�že�na�en�zi�mom.�Sva�ko�an�ti�te�lo�je�obe�le�že�no�
ve�li�kim�bro�jem�mo�le�ku�la�en�zi�ma,�a�za�sva�ki�hi�brid�
se�ve�zu�je�ve�li�ki�broj�ovih�an�ti�te�la.�Na�taj�na�čin�se�
po�sti�že�umno�ža�va�we�sig�na�la,�ko�ji�se�po�sle�pri�me
ne�sup�stra�ta�me�ri�lu�mi�no�me�trom.�Po�što�je�ko�li�či
na�emi�to�va�ne�sve�tlo�sti�pro�por�ci�o�nal�na�ko�li�či�ni�
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DNK�u�uzor�ku,�me�tod�je�i�kvan�ti�ta�ti�van.�Re�zul�tat�se�
iz�ra�ža�va�kao�broj�pi�ko�gra�ma�DNK�po�mi�li�li�tru�(pg/
ml),�a�mo�že�se�pre�tvo�ri�ti�i�u�broj�ko�pi�ja�ge�no�ma�po�
mi�li�li�tru�[27].�Kod�teh�ni�ke�„raz�gra�na�te�DNK”�vi
ru�sna�nu�kle�in�ska�ki�se�li�na�hi�bri�di�zu�je�s�od�go�va�ra
ju�ćom�pro�bom�u�čvr�stoj�fa�zi,�a�za�tim�dru�gim�svo�jim�
de�lom�i�sa�„raz�gra�na�tim”�mo�le�ku�lom�DNK�(engl.�bran
ched DNA – bDNA),�ko�ji�slu�ži�kao�osno�va�za�umno�ža
va�we�sig�na�la,�jer�za�we�go�ve�gra�ne�hi�bri�di�zu�je�ve�li�ki�
broj�pro�ba�ko�je�su�obe�le�že�ne�en�zi�mom.�Po�sle�do�da�va
wa�od�go�va�ra�ju�ćeg�sup�stra�ta�emi�si�ja�sve�tlo�sti�se�me
ri�lu�mi�no�me�trom�[28].

Sa�vre�me�noj�vi�ru�so�lo�škoj�di�jag�no�sti�ci�pri�pa�da�ju�
i�po�stup�ci�se�kven�ci�ra�wa�vi�ru�snog�ge�no�ma�po�sle�am
pli�fi�ka�ci�je,�ko�ji�omo�gu�ća�va�ju�we�go�vu�pre�ci�znu�ana
li�zu,�utvr�đi�va�we�ge�no�ti�pa�vi�ru�sa,�po�sto�ja�wa�gre�ša�ka�
i�na�sta�nak�mu�ta�ci�ja�u�vi�ru�snom�ge�no�mu,�od�re�đi�va�we�
mo�le�ku�lar�ne�osno�ve�re�zi�sten�ci�je�na�an�ti�vi�ru�sne�le
ko�ve,�kao�i�fi�lo�ge�net�sku�ana�li�zu�izo�la�ta�[29].

ZAKQUČAK

U�sa�vre�me�nim�prin�ci�pi�ma�di�jag�no�sti�ko�va�wa�vi
ru�sa�mo�le�ku�lar�ne�teh�ni�ke�pre�u�zi�ma�ju�vo�de�ću�ulo�gu.�
Ovo�ne�is�kqu�ču�je�ulo�gu,�di�jag�no�stič�ku�pri�me�nu�i�zna
čaj�kon�ven�ci�o�nal�nih�me�to�da,�ta�ko�da�iz�bor�ade�kvat
nog�di�jag�no�stič�kog�po�stup�ka�za�vi�si�od�mno�go�pa�ra
me�ta�ra�i�naj�če�šće�pod�ra�zu�me�va�isto�vre�me�nu�pri�me
nu�ne�ko�li�ko�me�to�da.
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ABSTRACT

Laboratory diagnosis of viral infections comprises a spectre 
of methods and techniques with different sensitivity and spe-
cificity that are used in routine and research laboratory work. 
Modern laboratory procedures in virology can be divided in 
two groups: conventional and molecular methods. Although 
some of them are widely used, none deserves the title “gold 
standard” for its diagnostic and prognostic value. Viral isola-
tion in cell culture is now considered a non-routine method. 
A virus can be detected and initially identified through obser-
vation of virus-induced characteristic morphology changes in 
inoculated cells. Although isolation is a highly specific meth-
od, it has many limitations.Today, the existence of other, more 
rapid and sensitive techniques, confines viral isolation only to 
research work. Conventional techniques also include: iden-
tification of viruses based on their morphology by electron 
microscopy (EM), viral antigen detection using the immun-
ofluorescence (IF) or immunoenzyme methods (ELISA). All the 
above-mentioned conventional methods have lower sensitivi-
ty and unreliability as disadvantages when compared to mod-
ern, molecular methods. Serological diagnosis of viral infec-
tions is used very widely in routine laboratory work. Besides 

many advantages, such as rapidity, possibility of testing many 
samples at the same time, the ability to determine classes and 
types of antibodies as well as titres, serodiagnosis has many 
limitations. Recently, molecular methods have become more 
and more important in laboratory diagnosis of viral diseases. 
These methods are based on detection of viral nucleide acids 
by hybridisation with specific probes or amplification of the 
conserved regions of viral genome by PCR. These tecniques 
are especially useful for detection of latent infections and in 
determining the success of antiviral therapy.
Key words: viral laboratory tecniques; IF test; ELISA test; mo-
lecular methods; PCR; RT-PCR
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