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KRATAK SADRŽAJ
La­bo­ra­to­rij­sko di­jag­no­sti­ko­va­we vi­ru­snih in­fek­ci­ja pod­ra­zu­me­va pri­me­nu ši­ro­ke pa­le­te me­to­da i teh­ni­ka raz­

li­či­te ose­tqi­vo­sti i spe­ci­fič­no­sti ko­ji se da­nas ko­ri­ste u sva­ko­dnev­noj ru­tin­skoj prak­si i na­uč­no­i­stra­ži­vač­kom 
ra­du. Sa­vre­me­ne la­bo­ra­to­rij­ske po­stup­ke u vi­ru­so­lo­gi­ji či­ne kon­ven­ci­o­nal­ni i mo­le­ku­lar­ni me­to­di, pri če­mu ni­
je­dan od wih ne za­do­vo­qa­va ap­so­lut­ne kri­te­ri­ju­me tzv. zlat­nog stan­dar­da, ko­ji pru­ža ja­snu di­jag­no­stič­ku vred­nost i 
pre­ci­zno uka­zu­je na raz­voj bo­le­sti. Izo­lo­va­we vi­ru­sa u kul­tu­ra­ma će­li­ja, iako ne pri­pa­da ru­tin­skim vi­ru­so­lo­škim 
po­stup­ci­ma, je­ste po­uz­dan me­tod ko­ji po­tvr­đu­je po­sto­ja­we vi­ru­sa u kli­nič­kom uzor­ku i upu­ću­je na we­go­vu ak­tiv­nu re­
pli­ka­ci­ju. Me­đu­tim, zbog po­seb­nih uslo­va neo­p­hod­nih za kul­ti­va­ci­ju, kao što su oču­va­we „ži­vog” vi­ru­sa i du­go­traj­
nost po­stup­ka, kul­tu­re će­li­ja se da­nas ret­ko ko­ri­ste u sva­ko­dnev­noj vi­ru­so­lo­škoj di­jag­no­sti­ci. Kon­ven­ci­o­nal­ni me­
to­di pod­ra­zu­me­va­ju po­stup­ke ko­ji se ru­tin­ski pri­me­wu­ju u vi­ru­so­lo­škoj di­jag­no­sti­ci, a mo­gu bi­ti di­rekt­ni (vi­ru­so­
lo­ški) ili in­di­rekt­ni (se­ro­lo­ški). Vi­ru­so­lo­ške teh­ni­ke su eg­zakt­ni­je od se­ro­lo­ških jer se po­mo­ću wih vi­rus do­ka­
zu­je di­rekt­no u kli­nič­kom ma­te­ri­ja­lu, i to: na osno­vu mor­fo­lo­gi­je, teh­ni­kom elek­tron­ske mi­kro­sko­pi­je ili do­ka­zi­
va­wem vi­ru­snih an­ti­ge­na imu­no­flu­o­re­scent­nim bo­je­wem (IF) i imu­no­en­zim­skim te­sto­vi­ma (ELISA). Po­to­wa dva me­to­
da su re­la­tiv­no la­ka, br­za za iz­vo­đe­we i spe­ci­fič­na, ta­ko da se da­nas ši­ro­ko pri­me­wu­ju u prepoznavawu vi­ru­sa. Se­
ro­lo­ška di­jag­no­sti­ka je du­go vre­me­na bi­la oslo­nac u di­jag­no­sti­ko­va­wu vi­ru­snih in­fek­ci­ja, ta­ko da se i da­nas naj­če­
šće pri­me­wu­je u ru­tin­skom ra­du. Po­red mno­gih pred­no­sti, kao što su br­zi­na i na­čin iz­vo­đe­wa, ob­ra­da ve­li­kog bro­
ja uzo­ra­ka isto­vre­me­no, mo­guć­nost od­re­đi­va­wa kla­sa an­ti­te­la spe­ci­fič­nih za vi­rus i wi­ho­va kvan­ti­ta­ci­ja, se­ro­
di­jag­no­sti­ka ima i ne­do­sta­ta­ka i ogra­ni­če­wa, a to su: re­la­tiv­no ma­la ose­tqi­vost, una­kr­sna re­ak­tiv­nost, ne­do­voq­na 
po­u­zda­nost kod imu­no­kom­pro­mi­to­va­nih bo­le­sni­ka. U po­sled­we vre­me me­to­di mo­le­ku­lar­ne bi­o­lo­gi­je ima­ju zna­čaj­no 
me­sto u vi­ru­so­lo­škoj di­jag­no­sti­ci, ma­da i me­đu wi­ma po­sto­je raz­li­ke u br­zi­ni, na­či­nu iz­vo­đe­wa, neo­p­hod­noj opre­
mi, ose­tqi­vo­sti i spe­ci­fič­no­sti. Oni se za­sni­va­ju na do­ka­zi­va­wu de­la vi­ru­sne nu­kle­in­ske ki­se­li­ne hi­bri­di­za­ci­
jom sa spe­ci­fič­nim pro­ba­ma, am­pli­fi­ka­ci­jom i ot­kri­va­wem umno­že­nog sig­na­la, a ve­li­ki zna­čaj po­ka­zu­ju u pre­ci­
znom po­sta­vqa­wu di­jag­no­ze vi­ru­snog obo­qe­wa i nad­gle­da­wu uspe­šno­sti an­ti­vi­ru­sne te­ra­pi­je.

Kqučne reči: virusološke laboratorijske tehnike; imunofluorescentno bojewe (IF); imunoenzimski testovi (ELISA); 
molekularni metodi; PCR; RT-PCR

UVOD

Laboratorijsko dijagnostikovawe virusnih in­
fekcija podrazumeva primenu široke palete metoda 
i tehnika različite osetqivosti i specifičnosti 
koji se danas koriste u svakodnevnoj rutinskoj prak­
si i naučnoistraživačkom radu. Od trenutka kada su 
virusi otkriveni kao značajni izazivači infekcija 
kod qudi, počelo je uvođewe, a potom i usavršavawe, 
metoda za wihovo dokazivawe. Osnovne odlike virusa 
kao patogena koje se odnose na wihov obligatni unu­
tarćelijski parazitizam, jednostavna i posebna gra­
đa i struktura, osetqivost na fizičko-hemijske uslo­
ve, specifični odnosi koje uspostavqaju sa ćelijom 
– uticali su na primenu posebnih tehnika za wiho­
vo dokazivawe. Napredak laboratorijskih postupaka 
traje do danas, te se početak ovog milenijuma može 
smatrati početkom nove molekularne ere, koja je po­
merila granice otkrivawa ovih agensa sa nivoa ćeli­
je, antigena, na nivo nukleinskih kiselina [1].

Savremene laboratorijske postupke u virusologiji 
čine konvencionalni i molekularni metodi, pri če­
mu nijedan od wih ne zadovoqava apsolutne kriteriju­
me tzv. zlatnog standarda, koji bi pružio jasnu dijag­
nostičku vrednost i precizno ukazao na razvoj bole­
sti [2]. Izbor metoda je uslovqen mnogim relevantnim 

parametrima, kao što su: klinička slika bolesnika, 
imuni status, vrsta kliničkog uzorka, način prenosa 
materijala do laboratorije i obrade u woj, ali i onim 
šta se nalazom očekuje [2, 3]. Ovakve podele postupa­
ka koji se primewuju u laboratorijskom dijagnostiko­
vawu virusnih infekcija ne treba striktno shvati­
ti, jer ono što danas podrazumeva virusološku dijag­
nostiku jeste skup metoda koji su i konvencionalni 
i molekularni, dok, s druge strane, serološka dijag­
nostika podrazumeva paletu klasičnih i savremenih 
dijagnostičkih testova koji se danas najčešće prime­
wuju u svakodnevnom radu virusoloških laboratorija 
[4]. Metodi koji se danas primewuju u dijagnostikova­
wu i nadzoru virusnih infekcija se dopuwuju i pro­
žimaju, a često jedan metod zahteva potvrdu ili pro­
veru dobijenog nalaza drugim, radi postavqawa, odno­
sno potvrđivawa kliničkog nalaza [5, 6].

KONVENCIONALNE TEHNIKE U 
LABORATORIJSKOM DIJAGNOSTIKOVAWU 

VIRUSNIH INFEKCIJA

Konvencionalni metodi podrazumevaju postupke 
koji se koriste u svakodnevnoj laboratorijskoj prak­
si, a mogu biti direktni (virusološki) ili indi­
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rektni (serološki). Virusološke tehnike su egzakt­
nije od seroloških, jer se wima sam virus ili wego­
vi antigeni dokazuju u kliničkom materijalu. Sero­
loška dijagnostika podrazumeva dokazivawe antivi­
rusnih antitela, najčešće u serumu, ali i u drugim te­
lesnim tečnostima u kojima se ona mogu očekivati, te 
se na taj način indirektno dokazuje raniji kontakt 
s virusom, wegovo aktivno ili perzistentno posto­
jawe u organizmu bolesnika.

DOKAZIVAWE VIRUSA POSTUPKOM 
IZOLOVAWA U KULTURI ĆELIJA

Jedan od najstarijih metoda koji je do početka pri­
mene molekularnobioloških postupaka u virusolo­
škoj dijagnostici nosio epitet „zlatnog” standar­
da jeste izolovawe virusa u sistemima živih ćeli­
ja [7]. Odlika virusa kao striktno unutarćelijskih 
agensa infekcije uslovila je neophodnost različi­
tih sistema živih ćelija za wihovu kultivaciju in 
vitro. Kao najekonomičniji se pokazao postupak izo­
lovawa virusa u kulturi ćelija, odnosno uzgajanim 
ćelijama qudskog ili životiwskog porekla in vitro. 
On, iako ne pripada rutinskim virusološkim po­
stupcima, jeste pouzdan i visokospecifičan metod 
koji potvrđuje postojawe virusa u kliničkom uzor­
ku i upućuje na wegovu aktivnu replikaciju [8, 9]. 
Ono što ga čini nepogodnim za svakodnevnu prak­
su jesu posebni uslovi potrebni za kultivaciju vi­
rusa in vitro: postojawe ćelijskih linija osetqivih 
na dati virus, neophodni uslovi za normalan rast i 
razmnožavawe ćelija – adekvatna temperatura, pove­
ćan parcijalni pritisak ugqen-dioksida, vlažnost 
itd. I neki drugi faktori, kao što su očuvawe „ži­
vog” vijabilnog virusa u dovoqnoj količini u uzor­
ku, obezbeđivawe adekvatnih uslova biozaštite u ra­
du sa živim patogenima i dugo vreme potrebno za iz­
vođewe ovog metoda, takođe uslovqavaju da se ovaj po­
stupak potisne iz rutinske prakse. Pored toga, izo­
lovawem virusa se dokazuje wegovo postojawe u kli­
ničkom uzorku, ali se wegovo prepoznavawe mora iz­
vršiti drugim metodima, najčešće onima za dokazi­
vawe antigena, kao što je imunofluorescencija (IF). 
Najvažnija prednost izolovawa virusa ogleda se u 
mogućnosti da se izolovani virus može koristiti 
za daqa istraživawa, pre svega za ispitivawe ose­
tqivosti na antivirusne lekove [10, 11].

DOKAZIVAWE VIRUSA NA  
OSNOVU MORFOLOGIJE TEHNIKOM 

ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE

Primenom tehnike elektronske mikroskopije 
(EM) i imunoelektronske mikroskopije (IEM) viru­
si se mogu dokazati na osnovu svog tipičnog izgleda: 
oblika i veličine čestice, simetrije kapsida, broja 

kapsomera, postojawa ili izostanka omotača. Iako se 
ove tehnike lako i brzo izvode, wihovi brojni nedo­
staci, kao što su skupa oprema (elektronski mikro­
skop), slaba osetqivost (potrebna količina virusa 
veća od 107 viriona po mililitru uzorka), iskustvo 
pri mikroskopirawu, te mogućnost dokazivawa vi­
rusa samo do nivoa familije, potisnuli su tehniku 
EM iz svakodnevne virusološke dijagnostike. Ipak, 
wena primena je još zastupqena kod laboratorijske 
potvrde virusnih gastroenteritisa izazvanih rota­
virusima, kalicivirusima ili astrovirusima i po­
stavqawa dijagnoze virusnih infekcija sa vezukolo­
znom ospom (poksvirusi, herpesvirusi) [12, 13].

DOKAZIVAWE VIRUSA NA  
OSNOVU VIRUSNIH ANTIGENA  

PRIMENOM TEHNIKA IMUNOSTI

Dokazivawe virusa na osnovu wegovih antigena za­
sniva se na visokospecifičnom vezivawu antitela 
za virusne antigene. Rutinski se primewuju testo­
vi direktne imunofluorescencije (DIF), indirekt­
ne imunofluorescencije (IIF) i imunoenzimski te­
stovi (na primer, ELISA) [14]. Metodi IF i ELISA se 
jednostavno i brzo izvode i relativno su visoko spe­
cifični, ali se, zbog ograničene osetqivosti, svr­
stavaju u grupu brzih metoda za skrining, koji zahte­
vaju primenu pouzdanijih testova za potvrdu dijag­
noze [15, 16].

SEROLOŠKO DOKAZIVAWE  
VIRUSNIH INFEKCIJA: 

INDIREKTNA DIJAGNOSTIKA

Serološka dijagnostika se danas najčešće pri­
mewuje u rutinskom radu virusoloških laborato­
rija. Podrazumeva dokazivawe antitela specifič­
nih za virus u serumu ili drugim telesnim tečno­
stima, čime se na indirektan način dokazuje viru­
sna infekcija. Postoji veliki broj seroloških te­
stova: od klasičnih (npr. test neutralizacije), koji­
ma se ne mogu odrediti klase antitela, do savremenih, 
kod kojih su mnogi nedostaci klasičnih seroloških 
testova prevaziđeni [17].

Osim velikog broja prednosti, kao što su brzina i 
način izvođewa, mogućnost obrade velikog broja uzo­
raka istovremeno, određivawa klasa antitela speci­
fičnih za virus i wihove kvantitacije, serodijag­
nostika ima i nedostatke i ograničewa: relativno 
mala osetqivost, unakrsna serološka reaktivnost 
kod srodnih virusa, slab serološki odgovor kod ne­
kih virusnih infekcija, nedovoqna pouzdanost kod 
imunokompromitovanih bolesnika itd. U posledwe 
vreme primewuju se savremeni ELISA testovi, čiji 
je prag otkrivawa antivirusnih antitela značajno 
niži od prethodnih generacija seroloških testo­



� 591

SRPSKI ARHIV ZA CELOKUPNO LEKARSTVO

va, čime je wihova osetqivost povećana, a time i di­
jagnostička vrednost [18, 19].

Poseban značaj imaju potvrdni testovi, kao što je 
Western blot test, čija je primena za potvrdu nalaza do­
bijenog testom ELISA neophodna u postavqawu dijag­
noze nekih virusnih infekcija (infekcije virusom 
humane imunodeficijencije – HIV, infekcije viru­
som hepatitisa C – HCV) [20]. U otkrivawu konge­
nitalnih, perinatalnih, odnosno virusnih infek­
cija koje se često javqaju u periodu posle presađiva­
wa organa ili tkiva (na primer, citomegalovirusna 
infekcija – CMV) važnu ulogu imaju testovi avidi­
teta, kojima se utvrđuje jačina veze između antigena 
i otkrivenih antivirusnih antitela, čime se indi­
rektno potvrđuje trenutna, odnosno ranije preleža­
na virusna infekcija [21, 22].

MOLEKULARNI METODI U 
LABORATORIJSKOM DIJAGNOSTIKOVAWU 

VIRUSNIH INFEKCIJA

Iako među konvencionalnim testovima postoje 
razlike u brzini, načinu izvođewa, potrebnoj opre­
mi, osetqivosti i specifičnosti, ograničena ose­
tqivost je wihov najveći nedostatak, koji je preva­
ziđen primenom metoda molekularne biologije u vi­
rusološkoj dijagnostici. Oni se zasnivaju na doka­
zivawu virusne nukleinske kiseline hibridizaci­
jom sa specifičnim probama, amplifikacijom ili 
otkrivawem umnoženog signala [23, 24].

Metodi hibridizacije nukleinske kiseline se za­
snivaju na direktnom dokazivawu nukleinskih kise­
lina bez prethodnog umnožavawa. Ciqna tačka može 
biti virusna DNK ili RNK, koja se dokazuje ili di­
rektno u intaktnim ćelijama, kao kod hibridizacije 
in situ, ili se nukleinske kiseline prethodno ekstra­
huju, kao kod blot-metoda (Dot blot, Southern blot, Nort­
hern blot). Metodi hibridizacije su mawe osetqivi 
od tehnika amplifikacije, zahtevaju veću koncentra­
ciju nukleinskih kiselina u uzorku, kvalitativne su, 
relativno složene za izvođewe i zahtevaju posebne 
laboratorijske uslove (blot-tehnike) [23, 25].

Veliki značaj u preciznom postavqawu dijagnoze 
virusnog oboqewa i mogućnost razlikovawa aktivne 
od latentne virusne infekcije pokazuju tehnike am­
plifikacije virusnog genoma. Najvažnije u ovoj gru­
pi su reakcija lančanog umnožavawa (engl. polyme­
rase chain reaction – PCR), čiji je ciq dokazivawe vi­
rusne DNK, i PCR sa reverznom transkripcijom (RT-
PCR), koji se koristi za dokazivawe virusne RNK. 
Metod PCR se izvodi u tri etape: 1) izdvajawe nu­
kleinskih kiselina iz materijala bolesnika; 2) am­
plifikacija žeqenog segmenta DNK; i 3) prepozna­
vawe PCR produkta elektroforezom u gelu. Metod se 
zasniva na umnožavawu žeqene sekvence DNK pomo­
ću termostabilne DNK polimeraze (Taq polimeraza) 
i odgovarajućih oligonukleotida koji su komplemen­

tarni za krajeve žeqene sekvence (prajmeri). Umno­
žavawe se odvija velikim brojem (30-40) cikličnih 
ponavqawa tri osnovne faze: faze denaturacije po­
četnih dvostrukih lanaca DNK, faze vezivawa od­
govarajućih prajmera i faze sinteze novih lanaca 
DNK. Rezultat reakcije PCR se očitava elektrofore­
zom dobijenog PCR produkta u agaroznom gelu, gde se 
umnožena ciqna sekvenca DNK prepoznaje na osno­
vu svoje veličine.

Visoka osetqivost i specifičnost amplifika­
cionih molekularnih metoda omogućila im je da po­
nesu epitet „zlatnog” standarda, čija je prednost, po­
red navedenih, i kvantitacija virusne nukleinske 
kiseline – tzv. viral load. Kvantitacija nukleinskih 
kiselina ima poseban značaj u savremenoj virusolo­
škoj dijagnostici, jer je broj kopija virusnog genoma 
u kliničkom uzorku u direktnoj korelaciji s obimom 
replikacije virusa i upućuje na mogući klinički 
tok infekcije, prognozu bolesti i nadgledawe uspeha 
lečewa [6, 26]. U kvantitaciji nukleinskih kiselina 
primat danas ima metod PCR u tzv. stvarnom vreme­
nu (engl. real time), kojim se istovremeno vrše umno­
žavawe i kvantitacija DNK. Specifično umnoža­
vawe sekvence DNK ovom metodom vrši se na uobi­
čajen način, ali se posle svakog ciklusa umnožava­
wa obavqa i kvantitacija DNK. Osim usavršavawa 
kvantitacije, ovaj metod nadmašuje klasični PCR ve­
likom osetqivošću i brzinom izvođewa. Da bi se 
izbeglo mešawe termina RT-PCR (PCR sa reverznom 
transkripcijom) i PCR u stvarnom vremenu, ovaj dru­
gi se često označava kao kvantitativni PCR ili RTQ-
PCR (engl. real-time quantitative PCR) [24]. Brzina do­
bijawa rezultata, veća osetqivost i jednostavno od­
ređivawe tzv. viral load ovaj metod danas čine veoma 
važnim u nadgledawu osoba s HIV, obolelih od hro­
ničnog hepatitisa B i C i praćewu virusnih infek­
cija (CMV i ostalih infekcija herpesvirusom) kod 
imunokompromitovanih bolesnika.

U tehnike signalne amplifikacije ubraja se me­
tod „hvatawa” hibrida (engl. hybrid capture assay) i 
tehnika „razgranate DNK” (engl. branched-chain DNA 
– bDNA), koje se ne zasnivaju na umnožavawu ciq­
ne nukleinske kiseline, već na hibridizaciji sa ve­
ćim brojem obeleženih proba („umnožavawe signa­
la”). Ovim metodima se mogu otkriti virusne DNK 
ili RNK, a mogu biti kvalitativne ili kvantitativ­
ne (na primer, određivawe nivoa HIV ili HCV RNK) 
[27, 28]. U tehnici „hvatawa” hibrida virusna DNK 
iz uzoraka hibridizuje s odgovarajućom RNK probom, 
a zatim taj DNK–RNK hibrid biva „uhvaćen” anti­
telima koja se nalaze u čvrstoj fazi. Tako „uhvaćen” 
hibrid se vizuelizuje specifičnim antitelima koja 
su obeležena enzimom. Svako antitelo je obeleženo 
velikim brojem molekula enzima, a za svaki hibrid 
se vezuje veliki broj ovih antitela. Na taj način se 
postiže umnožavawe signala, koji se posle prime­
ne supstrata meri luminometrom. Pošto je količi­
na emitovane svetlosti proporcionalna količini 
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DNK u uzorku, metod je i kvantitativan. Rezultat se 
izražava kao broj pikograma DNK po mililitru (pg/
ml), a može se pretvoriti i u broj kopija genoma po 
mililitru [27]. Kod tehnike „razgranate DNK” vi­
rusna nukleinska kiselina hibridizuje s odgovara­
jućom probom u čvrstoj fazi, a zatim drugim svojim 
delom i sa „razgranatim” molekulom DNK (engl. bran­
ched DNA – bDNA), koji služi kao osnova za umnoža­
vawe signala, jer za wegove grane hibridizuje veliki 
broj proba koje su obeležene enzimom. Posle dodava­
wa odgovarajućeg supstrata emisija svetlosti se me­
ri luminometrom [28].

Savremenoj virusološkoj dijagnostici pripadaju 
i postupci sekvencirawa virusnog genoma posle am­
plifikacije, koji omogućavaju wegovu preciznu ana­
lizu, utvrđivawe genotipa virusa, postojawa grešaka 
i nastanak mutacija u virusnom genomu, određivawe 
molekularne osnove rezistencije na antivirusne le­
kove, kao i filogenetsku analizu izolata [29].

ZAKQUČAK

U savremenim principima dijagnostikovawa vi­
rusa molekularne tehnike preuzimaju vodeću ulogu. 
Ovo ne iskqučuje ulogu, dijagnostičku primenu i zna­
čaj konvencionalnih metoda, tako da izbor adekvat­
nog dijagnostičkog postupka zavisi od mnogo para­
metara i najčešće podrazumeva istovremenu prime­
nu nekoliko metoda.
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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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