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                        Osnovni principi virusološke
dijagnostike
Uzimanje i slanje materijala za
virusološka ispitivanja
www.belimantil.info
Lwoff: “Virusi su virusi.”
Virusi si striktno intacelularni infektivni agensi,
koji nemaju ćelijski karakter.
www.belimantil.info
Veličina virusa kreće se od 25 do 300 nm.
www.belimantil.info
Osnovna građa virusa
Virusni antireceptori
Spoljašnji omotač
Kapsid
Nukleinska kiselina (DNK ili RNK)
Nukleokapsid – sastoji se od nukleinske kiseline i kapsida
www.belimantil.info
Virus bez omotača
www.belimantil.info
Virus sa omotačem
www.belimantil.info
Klasifikacija virusa
Prema vrsti domaćina:
bakteriofagi – inficiraju bakterije i druge mikroorganizme
biljni virusi – virusi koji inficiraju biljke
animalni virusi – virusi koji inficiraju kičmenjake
Prema tipu nukleinske kiseline:
DNK virusi
RNK virusi
Prema tipu nukleinske kiseline, građi virusne čestice i
načinu replikacije virusa:
Familije (-viridae)
Podfamilije (-virinae)
Rodove (-virus)
Vrste
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Patogeneza virusne infekcije
1. Ulazak virusa u organizam –
najčešće preko kože (abrazije, povrede, insekti), gastrointestinalnog trakta,
respiratornog trakta, genitalnog trakta, ređe preko konjunktive i urinarnog trakta
2.
Širenje (diseminacija) virusa –
najčešće preko krvi (viremija) i limfotoka , ređe preko perifernih nervnih vlakana
3. Izlučivanje virusa –
najčešće preko površina koje su uključene u ulazak virusa u organizam
(kod lokalizovanih i nekih generalizovanih infekcija);
preko kože, respiratornog i digestivnog trakta, ali i preko urina i majčinog mleka
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Laboratorijska dijagnostika virusnih infekcija
Najveći broj virusnih infekcija ima karakterističnu
kliničku sliku, što isključuje primenu laboratorijskih
procedura za postavljanje dijagnoze.
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Laboratorijska dijagnostika virusnih infekcija
Laboratorijska dijagnoza se postavlja u sledećim situacijama:
Kada od dijagnoze zavise
terapijski postupci i prognoza oboljenja
(npr. teratogeni virusi, diferencijalna dijagnoza virusnih encefalitisa,
virusne bolesti sa atipičnom kliničkom slikom...)
Kada se radi o virusnom oboljenju koje se širi epidemijski
(npr. influenza, HAV...)
Kada se radi o oboljenju koje se može
efikasno lečiti antivirusnim lekovima
(npr. HSV, CMV, HIV)
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LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA
VIRUSNIH INFEKCIJA
Virusološka (direktna) dijagnostika
 izolovanje i identifikacija virusa
u sistemima živih ćelija
 ispitivanje morfoloških osobina virusne čestice
 dokazivanje virusnih antigena
 dokazivanje nukleinske kiseline virusa
Serološka (indirektna) dijagnostika
 dokazivanje prisustva specifičnih antivirusnih
antitela
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Laboratorijska dijagnoza virusnih infekcija obuhvata:
Uzimanje uzoraka
Transport uzoraka
Obradu uzoraka i njihovu imokulaciju u živi sistem ćelija
Identifikaciju virusa
Važno:
• Pravilno tumačenje rezultata, posebno seroloških reakcija
• Normalna virusološka flora ne postoji!
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OSNOVNI PRINCIPI PRAVILNOG UZIMANJA UZORAKA
1. Uzorak treba uzeti u pravo vreme –
u akutnoj fazi bolesti, 1-3 dana od pojave prvih simptoma.
Uzorke treba uzeti pre primene antivirusne terapije!
Za serološku analizu se uzima parni uzorak seruma:
na početku bolesti i 10-14 dana kasnije.
2. Uzorak treba uzeti sa pravog mesta –
što zahteva dobro poznavanje patogeneze bolesti i tropizma virusa.
3. Uzorak treba uzeti na pravi način –
što podrazumeva pravilan izbor tehnike uzimanja,
koja treba da bude najbolja za postavljanje dijagnoze
i najkomfornija za pacijenta.
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OSNOVNI PRINCIPI PRAVILNOG UZIMANJA UZORAKA
4. Uzorci se mogu uzeti uz :
• aktivno učešće pacijenta (urin, sputum, stolica...)
• pasivno učešće pacijenta (krv, brisevi, punktati...)
Uzimanje treba obaviti pod sterilnim uslovima!
Instrumenti moraju biti hemijski čisti i sterilni, najbolje oni za
jednokratnu upotrebu.
5. Potrebno je uzeti dovoljnu količinu materijala za sve analize koje se žele izvršiti.
6. Posude koje se koriste za uzimanje uzoraka moraju biti:
hemijski čiste, sterilne, sa adekvatnim zapušačem ili zatvaračem na
zavrtanje, najbolje one predviđene za jednokratnu upotrebu.
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OSNOVNI PRINCIPI PRAVILNOG UZIMANJA UZORAKA
7. Uzorak je neophodno pravilno i jasno obeležiti što
podrazumeva da na njemu mora pisati:
• ime i prezime pacijenta i/ili identifikacioni broj
• vrsta uzetog uzorka
• vreme i datum uzimanja uzorka
Propratna lista treba da sadrži sledeće podatke:
• pol i godište pacijenta
• naziv ustanove koja šalje materijal i ime lekara koji ga je uzeo
• dijagnozu (na koju se sumnja)
• virusološke analize koje se traže (precizno naznačene)
• kliničke i epidemiološke napomene:
datum početka bolesti, klinički nalazi, primenjna terapija, podaci o
izloženosti virusnim uzročnicima, ujedima životinja ili insekata,
skorija putovanja i skorije vakcinacije
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TRANSPORTNI MEDIJUMI ZA VIRUSE (TMV)
Transportni medijumi za viruse (TMV) imaju za cilj da
očuvaju infektivnost virusa, sprečavaju sušenje uzorka i
onemogućavaju razmnožavanje bakterija i gljivica.
Sadrže:
- rastvor soli (odgovarajuća jonska koncentracija)
- proteine (najčešće albumin ili želatin)
- pufer (održanje pH)
-antibiotike i fungicide
* MEM, Hank-ov rastvor, Stjuart-ov,......
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UZIMANJE UZORAKA
BRISEVI/SCRAPING
ASPIRAT VEZIKULE
MALI UZORCI TKIVA
STAVLJAJU SE
U EPRUVETE SA
1-2 mL TMV
TEČNI UZORCI:
ČVRSTI UZORCI:
NEKOAGULISANA KRV,
STOLICA I TKIVA
URIN, LIKVOR, BAL,
NAZOFARINGEALNI ASPIRAT
STAVLJAJU SE U
STERILNE POSUDE SA
ZATVARAČEM.
TMV NIJE POTREBAN
STAVLJAJU SE U
STERILNE POSUDE.
DODAJE SE
5-10 mL TMV
TRANSPORT DO LABORATORIJE NA 2-80C
www.belimantil.info
BRISEVI
Brisevi u virusološkoj dijagnostici treba da budu:
• Od rejona ili dakrona
Ne treba da budu od kalcijum alginata ili prirodne
vate (pamuka) jer oni smanjuju infektivnost virusa.
Drške briseva treba da budu:
• Od metala ili plastike
Ne treba da budu od drveta jer su smole iz drveta
štetne za kulturu ćelija
www.belimantil.info
INFEKCIJA
UZORAK
Generalizovana
Kongenitalna (TORCH)
Respiratorna
Kožna
Enteralna
Genitalna
CNS
Cistitis (i hemoragični cistitis)
Očna
Drugi organi
Bris guše*, feces*, leukociti krvi*
Bris guše, urin
Bris nosa ili guše, nazofaringealni
aspirat, sputum
Bris vezikule/scraping, biopsija
tvrdih lezija
Feces
Genitalni brisevi
Likvor
Urin
Bris konjuktive (i/ili kornee)
Autopsija/biopsija
* u zavisnosti od poznate patogeneze virusne infekcije
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UZIMANJE UZORAKA
ZA VIRUSOLOŠKA ISPITIVANJA
Krv
Uzima se venepunkcijom ili kroz venski kateter (8-10 ml).
virusološka dijagnostika - puna krv (Na-citrat, EDTA ili heparin),
“buffy coat” ili plazma
- za PCR ne sme da bude sa heparinom!
serološka dijagnostika - serum
Kostna srž
punkcija - oko 2 ml (Na-citrat, EDTA ili heparin)
www.belimantil.info
TEČNI UZORCI
Saliva
Uzima se pomoću 1 ili 2 brisa sa sluznice prednjeg dela
poda usne duplje i predela oko otvora Stensonovog kanala.
Bris se stavlja u epruvetu sa TMV i dobro zatvori.
Urin
10-20 ml, srednji mlaz (sterilna posuda)
Likvor
lumbalna punkcija (2-5 ml likvora)
Perikardna tečnost
punkcija perikarda (najmanje 2 ml)
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UZORCI IZ GORNJEG DELA
RESPIRATORNOG TRAKTA
Nazofaringealni bris:
Bris se uvlači kroz nozdrvu do nazofarinksa.
Uzima se materijal iz obe nozdrve.
Bris se stavlja u epruvetu sa TMV i epruveta se dobro zatvori.
Nazofaringelni ispirak:
Pomoću posebne pumpice ili šprica u nozdrvu se uliva 3-5 mL
fiziološkog rastvora dok je druga nozdrva zatvorena.
Izvlači se fiziološki rastvor zajedno sa nosnim sekretom.
Izvučeni sadržaj se zatim istisne u sterilnu posudu i dodaje se
TMV.
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UZORCI IZ GORNJEG DELA
RESPIRATORNOG TRAKTA
Nazofaringealni aspirat:
Kateter se plasira kroz nozdrvu u nazofarings, a zatim se
primeni vakuum pumpa ili špric.
Kateter i posuda za prikupljanje aspirata se isperu pomoću
5-8 mL TMV i dobijena mešavina se prebaci u sterilnu
posudu koja se dobro zatvara.
Bris grla:
Nije optimalni izvor za izolaciju respiratornih virusa.
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UZORCI IZ DONJEG DELA
RESPIRATORNOG TRAKTA
Bronhijalni ispirak i bronhoalveolarni lavat (BAL):
Neophodno je plasiranje bronhoskopa.
Uzima se 8-10 mL u sterilnu posudu. TMV nije neophodan.
BAL je manje toksičan za ćelije u kulturi.
Sputum:
Ne smatra se pogodnim uzorkom za virusološku dijagnozu.
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UZORCI IZ GASTROINTESTINALNOG TRAKTA
Feces
Uzima se 2-4 g stolice (sterilna posuda).
Ako se ne može odmah transportovati do laboratorije,
neophodno je dodati TMV (8-10 ml) da bi se sprečilo sušenje.
Rektalni bris
Bris se uvlači 4-6 cm u rektum i stavlja u epruvetu sa TMV
i dobro zatvori.
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UZORCI IZ GENITOURINARNOG TRAKTA
Endocervikalni bris
Odstrani se egzocervikalna sluz.
Žičani bris se uvlači najmanje 1 cm u cervikalni kanal i rotira.
Zatim se stavlja u epruvetu sa TMV.
Uretralni bris
Pacijent ne sme da mokri najmanje 1 sat pre uzimanja brisa!
Žičani bris se uvlači 2-4 cm u uretru i rotira.
Zatim se stavlja u epruvetu sa TMV.
Sperma
Uzorak sperme se sakuplja u sterilnu posudu.
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UZORCI SA LEZIJA NA KOŽI
Bris lezije
Bris se natopi fiziološkim rastvorom i rotira preko lezije.
Stavlja se u epruvetu sa TMV.
Bris vezikule
Vezikula se prebriše sterilnim fiziološkim rastvorom i probuši
sterilnim instrumentom. Jednim brisom se pokupi tečnost
iz vezikule, a drugim sadržaj dna vezikule.
Brisevi se stavljaju u epruvete sa TMV.
Aspirat vezikule
Vezikula se probuši sterilnom iglom
i njen sadržaj aspirira špricem. Špric se ispere sa TMV.
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UZORCI SA MUKOZNIH LEZIJA
(oralnih i anogenitalnih)
Bris lezije
Bris se rotira nekoliko puta preko lezije
i stavi u epruvetu sa TMV.
UZORCI TKIVA DOBIJENI
BIOPSIJOM ILI AUTOPSIJOM
Uzorci se stavljaju u TMV da bi se sprečilo sušenje.
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UZORCI SA OKA
Bris konjuktive
Bris se natopi sterilnim fiziološkim rastvorom,
rotira po konjunktivi i stavi u epruvetu sa TMV.
Bris rožnjače/scraping
Uzima ga isključivo oftalmolog!
Stavlja se u epruvetu sa TMV.
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UTICAJ FIZIČKO-HEMIJSKIH FAKTORA NA VIRUSE
Inaktivacija virusa predstavlja trajni gubitak infektivnosti.
- Temperatura: - virusi su stabilni na niskim temperaturama (čuvanje)
- na toplotu su osetljiviji virusi sa omotačem
-Sušenje: većina virusa je osetljiva
-Zračenje (UV i jonizujuće): inaktiviše viruse
- Hemijska sredstva:
organski rastvarači (hloroform) - inaktivišu viruse sa omotačem
oksido-redukciona sredstva (formaldehid, hlor, jod) - inaktivišu viruse
- pH sredine: na nizak pH - otporniji virusi bez omotača
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TRANSPORT UZORAKA
U toku transporta uzorcima treba obezbediti:
- Zaštitu od lomljenja
- Zaštitu od svetlosti
- Adekvatnu temperaturu:
• do 48 h na +40C (frižider, vlažni led)
• preko 48 h na -700C (suvi led)
• ne smeju se zamrzavati na -200C!
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OBRADA UZORAKA
PRE INOKULACIJE U SISTEM ŽIVIH ĆELIJA
 Homogenizacija – isečci tkiva, feces, brisevi...
 Dodavanje antibiotika i fungicida – za uzorke bez TMV
 Filtriranje kroz bakteriološke filtre – veličina pora 0,22 μm
 Centrifugiranje – u centrifugama sa hlađenjem,
na manjim brzinama,
za inokulaciju se koristi supernatant
 Diferencijalno centrifugiranje – prethodno dobijen
supernatant se centrifugira na velikim
brzinama, za inokulaciju se koristi sediment
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LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA
VIRUSNIH INFEKCIJA
Tehnike izolovanja i identifikacije
virusa u sistemima živih ćelija
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LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA
VIRUSNIH INFEKCIJA
Virusološka (direktna) dijagnostika
- Dokazivanje virusa ili delova virusne čestice:
• izolovanje virusa i identifikacija virusa u sistemima živih ćelija
• dokazivanje virusnih antigena
• dokazivanje virusne nikleinske kiseline
• dokazivanje virusa na osnovu morfoloških osobina
Serološka (indirektna) dijagnostika
- dokazivanje specifičnih antivirusnih antitela
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Virusološka (direktna) dijagnostika
Izolovanje i identifikacija virusa u sistemima živih ćelija
• Izolovanje virusa je postupak dokazivanja prisustva virusa u bolesničkom
materijalu.
• Podrazumeva umnožavanje virusa u laboratorijskim in vitro uslovima u
sistemima živih ćelija
- kulture ćelija
- embrionirana jaja
- laboratorijske životinje
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Kulture ćelija (ćelijske linije)
Pod kulturom ćelija podrazumeva se rast i razmnožavanje ćelija in vitro uslovima.
- specijalne sterilne posude (staklene ili plastične)
- hranljivi medijumi za rast i održavanje ćelija
(rastvor glukoze, elektrolita, vitamina, esencijalnih aminokiselina, 10% ili
2% seruma, pufera, pH indikator, antibiotika i
- 37°C
- 5% CO2
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fungicida)
Kulture ćelija (ćelijske linije)
U odnosu na poreklo ćelija:
-
Humane ili animalne ćelije
-
Embrionalne ili ćelije odraslih jedinki
-
Normalne ili tumorski izmenjene ćelije
U odnosu na adherentnu sposobnost ćelija:
-
Adherentne - jednoslojne
- višeslojne
-
Suspendovane i rotirajuće kulture ćelija
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Kulture ćelija (ćelijske linije)
U zavisnosti od toga koliko su se ćelije fenotipski udaljile od originalnog tkiva i
koliko se puta mogu umnožavati:
1.
Primarne kulture ćelija (PMK)
- Dobijaju se direktno od organa ili tkiva, sadrže više tipova ćelija
- Mogu se pasažirati 2-3 puta (sekundarne kulture ćelija)
2.
Diploidne (MRC-5, Wi-38)
- Sadrže jedan tip ćelija sa diploidnim brojem hromozoma
- Mogu se pasažirati 50-100 puta
3.
Kontinuirane (VERO, He-La, HEp-2)
- Sadrže jedan tip ćelija
- Mogu se pasažirati beskonačno
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Primarne kulture ćelija
PMK (Primary Monkey Kidney cells)
www.belimantil.info
Diploidne kulture ćelija
MRC-5
(Humani fetalni plućni fibroblasti)
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Kontinuirane kulture ćelija
VERO
(epitelne ćelije bubrega afričkog zelenog majmuna)
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Dokazivanje prisustva virusa u kulturi ćelija
Direktan metod – CITOPATOGENI EFEKAT (CPE)
CPE – vidljive promene ćelija nastalih usled replikacije virusa
u njima
(citocidni virusi)
Može se videti kao:
1.
Promena oblika ćelija (zaokrugljivanje, bubrenje,skupljanje)
2.
Fuzija ćelijskih membrana (multinuklearne–džinovske ćelije,
sincicijum)
3.
Pojava inkluzija u jedru i/ili citoplazmi
4.
Smrt (liza) ćelije
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CITOPATOGENI EFEKAT (CPE)
Bubrenje ćelija
(balonirajuća degeneracija)
Uvećane (citomegalične) ćelije
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CITOPATOGENI EFEKAT (CPE)
Multinuklearna-džinovska ćelija
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Sincicijum
Dokazivanje prisustva virusa u kulturi ćelija
Indirektne metode
-
koriste se za viruse koji ne daju CPE (necitocidni ili umereni virusi)
ili za viruse koji sporo daju CPE u kulturama ćelija
1. Metod hemadsorpcije
2. Metod interferencije
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Metod hemadsorpcije
-
koristi se za viruse koji poseduju
hemaglutinine
-
zasniva se na vezivanju eritrocita za
hemaglutinine eksprimirane na površini
virusom inficiranih ćelija
-
reakcija je specijes specifična
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METOD HEMADSORPCIJE
Suspenzija
virusa
Jednoslojna kultura ćelija
Jednoslojna kultura ćelija u
kojoj se virus umnožava i
iskazuje svoje antigene na
površini ćelije domaćina
Suspenzija
eritrocita
Jednoslojna kultura ćelija u
kojoj se virus umnožava i
iskazuje svoje antigene na
površini ćelije domaćina
Hemadsorpcija
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Metod interferencije
-
zasniva se na fenomenu interferencije između dva virusa
-
Fenomen interferencije je interakcija između dva virusa pri čemu
dolazi do zaustavljanja replikacije jednog od virusa
-
znak prisustva necitocidnog virusa je odsustvo CPE kontrolnog
citocidnog virusa
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METOD INTERFERENCIJE
inkubacija na
37°C
Materijal sa
necitocidnim virusom
(npr. rubela virus)
Jednoslojna
kultura ćelija
Odsustvo CPE
inkubacija na
37°C
Suspenzija citocidnog
virusa
(npr Coxsackie A-9)
Kultura ćelija u
kojoj se replikovao
necitocidni virus
inkubacija na
KONTROLA
Suspenzija citocidnog
virusa
Odsustvo CPE
37°C
Jednoslojna
kultura ćelija
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CPE
Embrionirana jaja
Prednosti primene embrioniranih jaja za izolovanje virusa:
 zatvorena i sterilna šupljina
 mlado embrionalno tkivo sa visokim potencijalom rasta i razmnožavanja
 najjeftiniji živi sistem, najčešće se koristi pileći embrion
Mane:
- mali broj virusa se može izolovati primenom embrioniranih jaja
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Embrionirana jaja
Za izolovanje virusa se koriste različite strukture pilećeg embriona:
- žumančana kesa
- alantoisna šupljina
- amnionska šupljina
- horioalantoisna membrana
Nakon inokulacije virusa - inkubacija na 37°C, 24h do 8 dana
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Embrionirana jaja
Inokulacija na
horioalantoisnu
membranu
Horioalantoisna
Vazdušna
Amnionska
membrana
šupljina
šupljina
(Vazdušni
mehur)
Inokulacija u
amnionsku
šupljinu
Inokulacija u
žumančanu
kesu
Ljuska
Albumin
Alantoisna
šupljina
Žumančana
kesa
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Fibrozna
opna
Inokulacija u
alantoisnu
šupljinu
Dokazivanje prisustva virusa u pilećem embrionu
Direktan metod – POKSOVI
Poksovi – vidljive tačkaste promene na horioalantoisnoj
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membrani
Dokazivanje prisustva virusa u pilećem embrionu
Indirektan metod – Virusna hemaglutinacija
-
koristi se za viruse koji poseduju
hemaglutinine
-
zasniva se na vezivanju eritrocita
za hemaglutinine na površini virusa
-
reakcija je specijes specifična
-
reakcija može biti kvalitativna i
kvantitativna
Pozitivna reakcija
hemaglutinacije
Difuzni talog
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Negativna reakcija
hemaglutinacije
Eritrocitno dugme
Virusna hemaglutinacija
Suspenzija
eritrocita
Suspenzija virusa
dobijena iz
amnionske šupljine
pilećeg embriona
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Virusna
hemaglutinacija
Fenomen elucije
Fenomen elucije je obrnuta reakcija hemaglutinacije, karakterističan za one
viruse pored hemaglutinina imaju i enzim neuraminidazu koji razara receptore
na eritrocitima.
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Laboratorijske životinje
Za inokulaciju virusa u laboratorijske životinje potrebno je odabrati:
- Životinju osetljivu na virus
- Životinju odgovarajuće
starosti
- Najbolji put inokulacije u
osetljivu životinju što zavisi
od tropizma virusa
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Dokazivanje prisustva virusa u
laboratorijskim životinjama
Direktan metod:
- pojava nespecifičnih i specifičnih znakova infekcije
- nastanak tumora
- smrt životinje
Indirektan metod:
- histopatološki preparat
- dokazivanje virusnih antigena u tkivu
- dokazivanje virusne nukleinske kiseline
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Dokazivanje prisustva virusa u
laboratorijskim životinjama
Histopatološki preparat
Besnilo – Negrijeva tela
Dokazivanje virusnih antigena
Besnilo – Tehnika imunofluorescencije
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Virusološka (direktna) dijagnostika
Kultura ćelija
IZOLOVANJE
VIRUSA
IDENTIFIKACIJA
VIRUSA
Embrionirana jaja
CPE
Poksovi
Interferencija
Hemadsorpcija
Hemaglutinacija
Eksperimentalne
životinje
Oboljevanje
/smrt
Virusni antigeni (IF, ELISA)
Virusna nukleinska kiselina (hibridizacija, PCR)
Morfologija (EM)
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LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA
VIRUSNIH INFEKCIJA
Tehnike identifikacije virusa
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Virusološka (direktna) dijagnostika
IZOLOVANJE
VIRUSA
IDENTIFIKACIJA
VIRUSA
Kultura ćelija
Embrionirana jaja
CPE
Poksovi
Interferencija
Hemadsorpcija
Hemaglutinacija
Eksperimentalne
životinje
Oboljevanje
/smrt
Virusni antigeni (IF, ELISA)
Virusna nukleinska kiselina (hibridizacija, PCR)
Morfologija (EM)
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Identifikacija virusa
- direktno u kliničkom materijalu
- nakon izolovanja virusa u sistemima živih ćelija
Na osnovu:
- morfoloških osobina virusa
- virusnih antigena
- virusne nukleinske kiseline
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Morfološke osobine virusa
• Transmisioni elektronski
mikroskop (TEM)
uveličanje >500.000X
dvodimenzionalna slika
• Skening elektronski
mikroskop (SEM)
uveličanje 10.000 – 100.000X
trodimenzionalna slika
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Morfološke osobine virusa
• veličina i oblik virusne čestice
• prisustvo ili odsustvo omotača
• građa (simetrija) kapsida
- Na osnovu EM, virusi se mogu taksonomski
identifikovati do nivoa FAMILIJE
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Morfološke osobine virusa
Adenovirus
Ortomiksovirusi
Papilomavirusi
Enterovirusi
Herpesvirus
Poxvirusi
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Morfološke osobine virusa
Identifikovati virus:
1.
Veličina i oblik
2.
Prisustvo ili odsustvo omotača
3.
Simetrija kapsida (broj
kapsomera)
- Familija Reoviridae (Rotavirus)
70 nm
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Morfološke osobine virusa
Ograničenje EM – niska senzitivnost
- potrebna velika količina virusa (> 107 viriona/ml uzorka)
Primena EM u rutinskoj dijagnostici:
- virusnih gastroenteritisa
(Rotavirusi, Calicivirusi, Astrovirusi, Adenovirusi)
- virusnih infekcija sa vezikularnim osipima
(Herpesvirusi, Poxvirusi)
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Morfološke osobine virusa
Calicivirusi
Astrovirusi
Virusni gastroenteritisi
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Virusni antigeni
Koriste se imunološke Antigen-Antitelo reakcije:
- tehnika imunofluorescencije
- ELISA
- Latex (indirektna) aglutinacija
- Radioimunoesej (RIA)
- Reakcija vezivanja komplementa (RVK)
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Virusni antigeni
Tehnika imunofluorescencije
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Virusni antigeni
Tehnika imunofluorescencije
Dokazivanje Herpes simplex virus (HSV) antigena
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Virusni antigeni
Primer:
Brza dijagnostika infekcije Herpes simplex virusima (HSV)
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Virusni antigeni
Brza dijagnostika HSV infekcije
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Virusna nukleinska kiselina
Dokazivanje virusne nukleinske kiseline se koristi za:
• Identifikaciju virusa direktno u bolesničkom materijalu ili virusa izolovanih
u sistemima živih ćelija
• Identifikaciju virusa koji se ne mogu izolovati u sistemima živih ćelija
• Identifikaciju integrisane virusne DNK kod perzistentnih, latentnih
virusnih infekcija ili u transformisanim ćelijama
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Virusna nukleinska kiselina
Tehnike molekularne biologije koje se najčešće primenjuju:
• In situ hibridizacija
- DNK
• PCR
(Engl. Polymerase chain reaction)
Reakcija lančanog umnožavanja
- DNK
• RT-PCR (Engl. Reverse Transcriptase-PCR)
Reverzna transkiptaza-PCR
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- RNK
Virusna nukleinska kiselina
In situ hibridizacija
Dokazivanje virusne nukleinske kiseline direktno u:
• svežim tkivima
• razmazima svežih ćelija
• histopatološkim preparatima (fiksiranim formalinom i ukalupljenim u
parafin)
Primer: Dijagnoza infekcije Humanim papiloma virusima (HPV)
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Virusna nukleinska kiselina
In situ hibridizacija
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Virusna nukleinska kiselina
In situ hibridizacija - HPV
Negativan nalaz
Pozitivan nalaz
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Virusna nukleinska kiselina
PCR – Reakcija lančanog umnožavanja
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Virusna nukleinska kiselina
PCR – Reakcija lančanog umnožavanja
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Virusna nukleinska kiselina
PCR – Reakcija lančanog umnožavanja
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Virusna nukleinska kiselina
Tehnike molekularne biologije su metod izbora u dijagnostici:
• Virusnih infekcija CNS-a
• Kongenitalnih virusnih infekcija
• Virusnih infekcija imunokompromitovanih pacijenata (HIV,
transplantacija...)
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Virusna nukleinska kiselina
Virusne infekcije CNS-a
Problem:
Mladić 20 godina žali se na glavobolju, bolove u grlu, ima visoku
temperaturu (oko 40C), bolove u mišićima. Povraćao je više puta.
Letargičan je. Pri pregledu se uočava rigidnost vrata i pozitivni
meningealni znaci.
Anamnestički podaci i klinički nalaz upućuju na infekciju CNS-a.
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Virusna nukleinska kiselina
Virusne infekcije CNS-a
Problem:
Likvor
Le
Virusna infekcija
500-1000/mm3
Bakterijska infekcija
Mononuklearne ćelije
Do 60 000/mm3
(obično oko 10 000)
Neutrofili
Glukoza
Normalna
Snižena
Proteini
Normalni ili blago povišeni
Povišeni
Nalaz u likvoru ukazuje na virusnu infekciju CNS-a
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Virusna nukleinska kiselina
Virusne infekcije CNS-a
Problem:
Uzorak: likvor
Metod izbora: PCR
Diferencijalna dijagnoza: Mumps, Enterovirusi (Echo, Polio), HSV,
Rubella, CMV, rabies
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Virusna nukleinska kiselina
Virusne infekcije CNS-a
Problem:
L - 100bp
1 - Negativna kontrola za Mumps
2 - Pozitivna kontrola za Mumps
3 - Uzorak pacijenta
4 - Negativna kontrola za CMV
5 - Pozitivna kontrola za CMV
6 - Uzorak pacijenta
500bp
L
1
2
3
4
5
6
Vrednosti PCR produkata: Mumps ~ 250bp, CMV ~ 500bp
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TITRACIJA VIRUSA IN VITRO I IN VIVO
TEHNIKA PLAKA
ODREĐIVANJE KOLIČINE VIRUSA U KRVI
(KVANTITATIVNE METODE) - TEHNIKE I
TUMAČENJE REZULTATA
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Titar virusa –
količina virusa u mL virusne suspenzije
Direktno:
Kultura ćelija
– brojanjem plakova (PFU/mL)
- 50% infektivna doza
(TCID50)
Pileći embrion
– brojanjem poksova
Laboratorijske životinje – ID50, LD50…
Indirektno:
Titar virusnih hemaglutinina
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TEHNIKA PLAKA – titracija citocidnih virusa
virusna suspenzija
ćelijska kultura
CPE
pojedinačne virusne
čestice u suspenziji
PLAKE- ograničena polja
inficiranih ćelija nastala
dejstvom jedne virusne čestice
plake
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plake
ograničena polja inficiranih ćelija bez boje nastala dejstvom jedne
virusne čestice
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Titracija virusa tehnikom plaka
• jednoslojne kulture ćelija
• inokulacija virusa
• prelivanje kulture ćelija medijumom u
koji je prethodno dodat rastopljeni agar
i vitalna boja
inkubacija
• TITAR virusa (PFU/mL)
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Virusna suspenzija
medijum
medijum
medijum
medijum
medijum
faktor razblaženja
inokulacija u kulturu ćelija
stotine plaka u 0,1mL
virusna susp. 10-3
33 plaka u 0,1mL
virusna susp. 10-4
33/0,1mL
3 plaka u 0,1mL
virusna susp. 10-5
330/mL razblaženje 10-4
titar virusa 330 x 104 = 3,3 x 106 pfu/mL
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Titracija virusa tehnikom plaka
www.belimantil.info
50% infektivna doza (TCID50)
www.belimantil.info
Odredjivanje titra virusa
Brojanje poksova
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50% letalna doza (LD50)
10-2
10-3
10-4
LD50 = 10-3
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Virusna hemaglutinacija
www.belimantil.info
Titracija virusnih hemaglutinina
dvostruka serijska razblaženja
virusne suspenzije
+
eritrociti
Titar virusnih hemaglutinina:
recipročna vrednost najvećeg razblaženja
virusne suspenzije u kojem je reakcija
hemaglutinacije pozitivna
+
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Kvantifikacija virusa in vivo
• Najčešće u perifernoj krvi
viremija (“viral load”)
Molekularne tehnike koje se koriste za kvantitaciju virusa
Amplifikacija genoma
Amplifikacija signala
PCR i RT-PCR
Real time PCR
TMA (transcription mediated amplification)
Hvatanje hibrida
Razgranata DNK (branched DNA- bDNA)
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PCR podsetnik
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Real time PCR
Praćenje PCR reakcije u
realnom vremenu
• SYBR green
• TaqMan
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TMA – transcription mediated amplification
•
•
•
•
Izotermna (41.5°C)
2 enzima: reverzna transkriptaza i T7 RNK pol
prajmeri
dezoksiribonukleotidi
• Komercijalni test: NASBA
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TMA - princip
1. Vezivanje 1. prajmera sa
T7-promotorom za ciljno
mesto
2. RT sintetiše prvi lanac
cDNK
RT
3. RNK:DNK hibridni molekul
4. RNAza H (RT) razgradi
ciljnu RNK
5.
RT
Vezivanje 2. prajmera za cDNK
i sinteza drugog DNK lanca
6. Formirana je dsDNK matrica
koja sadrži T7-promotor
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RT
TMA - princip
6. dsDNK matrica koja sadrži
T7-promotor
12. Vezivanjem 1. prajmera
7. RNK pol prepisuje RNK
sa DNK
ugrađuje se T7-promotor
i opet nastaje dsDNK
RNA Pol
RT
8. nastaje 1001000 kopija RNK
prepisa
11. RNAza H (RT) razgradi
RNK amplikon
RT
9. Vezivanje 2. prajmera za
RNK amplikon, nastanak
prvog lanca nove cDNK
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10. RNK:DNK hibrid
HCV 3.0 Technology Overview
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Tehnika razgranate DNK (bDNA-branched DNA)
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Tehnika hvatanja hibrida
1. Liza radi oslobađanja
ciljne DNK
2. Hibridizacija sa specifičnom
RNK probom
3. “Hvatanje” DNK/RNK hibrida
antitelima na zidu epruvete
4. Detekcija “uhvaćenih” hibrida
antitelima obeleženim enzimom
5. Razvijanje specifične reakcije posle dodavanja
supstrata (hemiluminiscencija)
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Problem: lažno pozitivan nalaz
• Greške pri obeležavanju
• KONTAMINACIJA!!!
– mere predostrožnosti
– fizički razdvojene pojedine faze
– UNG
• Nespecifično umnožavanje
- primena visoko specifičnih proba
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Problem: lažno negativan nalaz
• Greške pri obeležavanju
• Propadanje uzorka tokom
transporta/čuvanja/obrade
• Prisustvo inhibitora
• Neodgovarajući prajmeri/probe
• Prag osetljivosti
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Detekcija genoma u dijagnostici i praćenju HIV infekcije
HIV DNK
- detekcija provirusne DNK u
inficiranim limfocitima
- preduslov - dovoljan broj CD4+
limfocita
- kvalitativan test
HIV RNK
- detekcija virusne RNK u plazmi
- kvantitativan test
www.belimantil.info
Detekcija HIV RNK (Viral Load – VL)
• Virusna RNK u plazmi
• rezultat:
broj kopija/mL; Log
(10 000 = log4)
• testovi:
– PCR:
Polymerase Chain Reaction (HIV1)
– bDNA:
Branched Chain DNA (HIV 1 & 2)
• osetljivost:
– Standard:
– Ultrasens.:
Max:
200-500 kopija/ml
20-50 kopija/ml
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750,000
75,000
VIRAL LOAD
testovi
(HIV RNK)
2 testa:
• bDNA:
amplifikacija signala
• PCR:
amplifikacija genoma
bDNA
PCR
liza/ekstrakcija
hibridizacija
liza/ekstrakcija
RT PCR
Vezivanje
obeleženih bDNK
Dodavanje supstrata
i očitavanje
PCR paralelno
sa kontrolom
Očitavanje u
ELISA formatu
Broj kopija genoma na mL plazme
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VL varijabilnost
• lažna:
prolazno  VL posle vakcinacije ili
infekcije
• normalna:
< 3-struke (0.5 log)
npr. 90,000  30,000
• Značajna:
Minimalna: > 3x (0.5 log)
cilj Th:  10-struke (1.0 log)
npr. 100,000  10,000
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Broj kopija/mL
AIDS u narednih 5 godina
Viremija u primoinfekciji
(“set-point”)
i rizik za progresiju u
AIDS
prag detektabilnosti
godine
Ho DD, Science
1996;272:1124-5
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Detekcija genoma u praćenju HBV infekcije
HBV-DNK – aktivna replikacija, preciznije od HBeAg;
najznačajnije u praćenju terapije
•
•
•
•
Digene Hybrid-Capture-II
Bayer Versant HBV DNA 3.0 Assay (bDNA)
Roche Amplicor HBV Monitor assay
Cobas TaqMan real-time PCR assay
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Detekcija genoma u dijagnostici i praćenju CMV infekcije
CMV-DNK
latentna infekcija/aktivna replikacija/reaktivacija
odluka o primeni i praćenje uspeha terapije
• Digene Hybrid-Capture-II
• Roche Amplicor CMV Monitor assay
• Cobas TaqMan real-time PCR assay
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Kvantifikacija virusa in vivo
•
•
•
•
Kojim tehnikama raspolažemo?
Prednosti?
Nedostaci?
Osnovna primena u praksi?
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SEROLOŠKA DIJAGNOSTIKA VIRUSNIH INFEKCIJA:
TIPOVI SEROLOŠKIH REAKCIJA
TUMAČENJE SEROLOŠKIH REZULTATA
PROBLEMI I POUZDANOST SEROLOŠKE DIJAGNOSTIKE
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Serološke reakcije:
• Ag-At reakcije kojima određujemo nepoznate Ag ili
At, in vitro
U virusologiji:
Virusološka (direktna) dijagnostika
- dokazivanje virusnih antigena
Serološka (indirektna) dijagnostika
- dokazivanje prisustva specifičnih antivirusnih antitela
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Tipovi seroloških reakcija
I – At koja blokiraju biološke aktivnosti virusa
Test neutralizacije
Reakcija inhibicije hemaglutinacije (RIH)
II – zasnivaju se na biološkoj funkciji At u kompleksu sa Ag
Imunoaglutinacija
Reakcija vezivanja komplementa (RVK)
III – zasnivaju se na primeni obeleženih At
ELISA
Imunofluorescencija
RIA
IV – određuju serološki profil – At na pojedinačne virusne Ag
Western blot
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Test neutralizacije
neutrališuća At
(blokiraju infektivnost virusne čestice)
neutrališuća At se vežu za
anti-receptor
virusna suspenzija
ispitivani serum
inokulacija u ćelijsku kulturu
Izostaje CPE!!
www.belimantil.info
Titar At
recipročna vrednost najvećeg razblaženja koje
daje pozitivnu reakciju
Višestruka (dvostruka, četvorostruka, desetostruka…)
serijska razblaženja seruma:
Titar neutrališućih At je ?
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Reakcija inhibicije hemaglutinacije
virusna hemaglutinacija
INHIBICIJA HEMAGLUTINACIJE
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Reakcija inhibicije hemaglutinacije
Titar At
recipročna vrednost najvećeg razblaženja koje
daje pozitivnu reakciju
Višestruka (dvostruka, četvorostruka, desetostruka…)
serijska razblaženja seruma:
Titar antihemaglutinišućih At je?
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Imunoaglutinacija
Reakcija između korpuskularnog Ag i At, koja se
manifestuje pojavom aglutinata
Indirektna imunoaglutinacija - kvalitativno
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Reakcija vezivanja komplementa
www.belimantil.info
Reakcija vezivanja komplementa
(RVK)
Parni uzorak seruma, serijska razblaženja
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Reakcija vezivanja komplementa
(RVK)
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ELISA
1.
2.
s s
s
3.
4.
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Indirektna imunofluorescencija
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Western blot
kao dijagnostička metoda u serologiji:
Određuje se serološki profil – specifičnost prisutnih At za
pojedine virusne Ag
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Western Blot za HIV
HIV-1 Western Blot
•
Lane1: Positive Control
•
Lane 2: Negative Control
•
Sample A: Negative
•
Sample B: Indeterminate
•
Sample C: Positive
3 gena:
-GAG
-POL
-ENV
POZITIVAN

Barem po 1 antitelo za produkt svakog gena (3
(3)
 (CDC) Bilo koja 2 antitela upravljena na antigene:
p24, gp41, gp120/160 (2)
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Dinamika pojave antitela u odgovoru na infekciju
Serostatus/
vreme
t0
t1
t2
t3
IgM
-
+
+
-
IgG
-
-
+
+
reinfekcija
t0
t1
t2
t3
primoinfekcija
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KLASE ANTITELA ZNAČAJNE U
SERODIJAGNOSTICI
IgM
- aktivna infekcija
- reaktivacija
IgG
- aktivna infekcija (visok ili rastući titar)
- preležana infekcija (konstantan titar)
IgA
- aktivna infekcija
* lažno pozitivni rezultati (RF, heterofilna antitela)
* lažno negativni rezultati (IgG/IgM kompeticija)
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SEROLOGIJA
PRIMARNA INFEKCIJA
•
•
•
•
4-struki ili veći porast titra IgG ili ukupnih antitela
Prisustvo IgM antitela
Serokonverzija
Visok titar IgG (ili ukupnih antitela) - IZUZETNO!!!!!
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SEROLOGIJA - primena
Zavisno od virusne infekcije u pitanju:
• Rubella, hepatitis A – akutne virusne infekcije,
pojava simptoma koincidira sa pojavom antitela –
nalaz IgM antitela ukazuje na postojanje bolesti
• Respiratorni virusi, virusi gastroenteritisa – klinička
pojava bolesti pre pojave antitela, serološka Dg nema
klinički značaj
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SEROLOGIJA - problemi
• Dugotrajno - klasične tehnike koje zahtevaju parni uzorak
seruma
• Pojedine infekcije
odgovorom (HPV)
nisu
praćene
izraženim
serološkim
• Unakrsna serološka reaktivnost kod srodnih virusa, npr. e.g.
HSV1 i HSV2, Japanski B encefalitis i Denga
• Smanjen
ili
izmenjen
imunokompromitovanih osoba
imunski
odgovor
kod
• Stanja kao primarna EBV infekcija, sistemske bolesti poput
SLE – poliklonska proliferacija B Ly, lažno pozitivan nalaz
• Primaoci krvi i krvnih produkata
• PERZISTENTNE VIRUSNE INFEKCIJE
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SEROLOGIJA - specifičnosti
Oboljenja CNS-a:
• Prevashodno kod sumnje na HSV ili VZV infekciju
• Sadržaj antitela u likvoru je mali
• Kod zapaljenja – porast titra
Titar At u likvoru
_____________
Titar At u serumu
>
1
_______
100
• stanje hematoencefalne barijere!!!!!!!!!!!!!!!
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SERODIJAGNOSTIKA
Virusne infekcije CNS-a
• zahteva određivanje antitela istovremeno i u likvoru i u serumu
• odnos titra antitela u likvoru i serumu (značaj intaktne
hematoencefalne barijere)
Intrauterine i perinatalne virusne infekcije
• serološka analiza krvi ploda (kordocenteza posle 21 nedelje
trudnoće)
• nalaz IgM antitela u krvi ploda ukazuje na intrauterinu infekciju
• odnos titra antitela u krvi majke i ploda (placentarna barijera)
• perinatalne infekcije: IgM u krvi deteta i aviditet IgG antiteta
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AVIDITET ANTITELA
Aviditet - jačina veze između antigena i antitela
* niskoaviditetna antitela (primarni imunski
odgovor)
* visokoaviditetna antitela (memorijski imunski
odgovor)
Značaj određivanja aviditeta kod perinatalnih infekcija (npr.
kongenitalna rubela) i kod reaktivacija perzistentnih virusnih
infekcija (npr. CMV infekcija posle transplantacije)
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1.2
1
OD
0.8
0.6
0.4
0.2
0
0
20
40
60
80
100
120
140
titar
PK + NK
Cut off = ------------2
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