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Sazetak

Dijagnostika arbovirusa ukljuCuje izravne (izolacija virusa, molekularna dijagnostika,
detekcija virusnih antigena) i neizravne metode (seroloska dijagnostika). Budu¢i da u ljudi
arbovirusi ve¢inom uzrokuju kratkotrajnu viremiju s niskom razinom virusa, dijagnoza se
ve¢inom provodi seroloSkim metodama. NajceS¢e se koriste imunoenzimni i indirektni
imunofluorescentni test. Zbog mogucih kriznih reakcija izmedu virusa unutar istog roda,
posebno virusa koji pripadaju istoj seroskupini, svaki je reaktivni rezultat potrebno potvrditi
neutralizacijskim testovima (virus neutralizacijski test i neutralizacijski test redukcije

plakova).

U skupinu arbovirusa (engl. arthropod borne) svrstano je vise od 500 virusa, od kojih bolest u
ljudi uzrokuje njih oko 150. Prirodni rezervoari ovih virusa su kraljeZnjaci, a vektori
¢lankonosci (npr. komarci, krpelji i nevidi). U nekim je vrstama c¢lankonozaca opisan
transovarijalni prijenos pa oni istodobno predstavljaju i rezervoare virusa. Arbovirusi se
odrZavaju u prirodi na podruc¢jima gdje obitavaju njihovi rezervoari i vektori. Najbrojniji su u
tropskom 1 suptropskom klimatskom pojasu, a sezonska aktivnost ovisi o ekoloSkim stanjima,

kao $to je npr. vlaga i temperatura koji utjecu na gustocu populacije vektora i rezervoara (1).

Arbovirusi pripadaju razlicitim porodicama virusa, a za javno zdravstvo najve¢i znacaj imaju

virusi iz roda Flavivirus (virus Zute groznice, virus dengue; DENV, virus krpeljnog

11



encefalitisa; KEV, virus Zapadnog Nila; VZN), roda Alphavirus (chikungunya virus;
CHIKYV), roda Phlebovirus (virus papataci groznice, virus groznice Rift Valley) te roda

Nairovirus (virus krimsko-kongoanske hemoragijske groznice) (1, 2).

Vecina infekcija uzrokovanih arbovirusima prolazi asimptomatski. Klinicki manifestne bolesti
ocCituju se kao nespecificna febrilna bolest sa ili bez osipa, encefalitis, artritis/artralgija te

hemoragijska groznica (3).

Dijagnostika arbovirusa ukljuCuje izravne (izolacija virusa, detekcija virusne nukleinske
kiseline, detekcija virusnih antigena) i neizravne metode (seroloska dijagnostika) (tablica 1).
Izolacija virusa moguca je iz krvi, cerebrospinalnog likvora (CSL), zglobne tekucine te
postmortalno dobivenih uzoraka tkiva. Za vecinu arbovirusa, ljudi predstavljaju slucajne
krajnje domacine s kratkotrajnom viremijom i niskom razinom virusa $to umanjuje uspjesnost
izolacije. Iznimku Cine virus Zute groznice, virus dengue i chikungunya virus koji i u ljudi

uzrokuju viremiju s viSom razinom virusa (2).

Arbovirusi se umnoZavaju u razliitim vrstama primarnih i kontinuiranih stani¢nih kultura,
kulturama dobivenim od komaraca te u mis$joj sisancadi. Budu¢i da su za izolaciju vec¢inom
potrebni biosigurnosni uvjeti trec¢eg ili Cetvrtog stupnja (BSL-3/4), ona se provodi samo u
referentnim laboratorijima. U molekularnoj se dijagnostici koriste isti uzorci kao i za izolaciju
virusa. Od molekularnih metoda koriste se klasicni RT-PCR (engl; reverse-transcriptase
polymerase chain reaction) te RT-PCR u stvarnom vremenu. U usporedbi s klasi¢nom
metodom, RT-PCR u stvarnom vremenu ima vecu osjetljivost i specificnost, moguce je

kvantitativno odrediti broj kopija virusne RNK te je manja mogu¢nost kontaminacije uzorka
4.

Dijagnostika arbovirusnih infekcija uglavnom se provodi seroloSkim postupcima. NajceSce se
koriste imunoenzimni test (ELISA; enzyme-linked immunosorbent assay) 1 indirektni
imunofluorescentni test (IFA; indirect immunofluorescence assay). Zbog mogucih kriznih
reakcija, posebno izmedu virusa unutar iste seroskupine, svaki je reaktivni test potrebno
potvrditi neutralizacijskim testovima (virus neutralizacijski test-VNT 1 neutralizacijski test
redukcije plakova, PRNT; plaque-reduction neutralization test). Test inhibicije
hemaglutinacije (HI; hemagglutination inhibition) temelji se na sposobnosti arbovirusa da
aglutiniraju eritrocite guske ili ljudske eritrocite grupe "0". U prisutnosti specifi¢nih
protutijela dolazi do inhibicije hemaglutinacije. Reakcija vezanja komplementa se, zbog

slabije osjetljivosti, danas rijetko koristi (5).
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Kod vecine arbovirusnih infekcija, IgM antitijela se pojavljuju u serumu 3-8 dana nakon
pocetka bolesti 1 perzistiraju 30-90 dana, no kod nekih infekcija, npr. VZN mogu perzistirati
do 500 dana. Nalaz IgM protutijela u likvoru ili ¢etverostruki porast titra u parnim uzorcima
seruma dodatni je laboratorijski dokaz infekcije kod takvih sluCajeva. Neutralizacijska
protutijela su specifi¢na za serotip i perzistiraju u serumu mnogo godina nakon preboljele
infekcije, a ponekad i doZivotno. HI protutijela rastu brzo unutar prvog tjedna i ostaju prisutna
dugo vremena nakon infekcije. Protutijela koja se dokazuju u IFA pokazuju slicnu dinamiku
kao NT i HI protutijela, dok je prosjecno trajanje protutijela koja vezu komplement oko 2-3

godine (2, 6).

Kao dodatni test za potvrdu akutne/nedavne primarne infekcije koristi se odredivanje aviditeta
IgG protutijela. U pocetku primarne infekcije stvorena IgG protutijela su niskog aviditeta
(niskog afiniteta za antigen). Sazrijevanjem imunoloskog odgovora, IgG protutijela poprimaju
visoki aviditet koji ostaje trajno visok. Ovaj je test osobito koristan za razlikovanje
akutne/nedavne infekcije u bolesnika s dugom perzistencijom IgM-protutijela (7).

Prilikom tumacenja seroloskih nalaza potrebno je uzeti u obzir moguce krizne reakcije kao i
podatke o cijepljenju te putovanju u endemska podrucja.

Tablica 1. Osnovne znacajke metoda koje se koriste u dijagnostici arbovirusa (2)

Trajanje testa Osjetljivost Specificnost
Detekcija virusa
Izolacija virusa 1-7 dana Visoka Visoka
RT-PCR 2-4 sata Visoka® Visoka
Hibridizacijske metode 3-4 sata Visoka® Umjerena
Detekcija antigena (ELISA) 3-5 sati Umjerena“ Visoka
Elektronska mikroskopija 30 min Niska® Visoka
Serologija
ELISA 3-4 sata Visoka Niska
IFA 2-3 sata Umjerena Umjerena
Imunoblot testovi 2-4 sata Umjerena Umjerena
Neutralizacijski testovi 4-7 dana Umjerena Visoka
Inhibicija hemaglutinacije 2-4 sata Niska Umjerena

®oko 200 virusnih kopija/ml; ®oko10” virusnih &estica/mL; “oko 0,01 g antigena/ml;

d3106 virusnih ¢estica/ml
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U tablici 2 prikazane su metode koje se koriste u dijagnostici medicinski znacajnijih
arbovirusa.

Tablica 2. Metode koje se koriste u dijagnostici najznacajnijih arbovirusa (2)

Metoda

Uzrocnik Rana akutna faza  Kasna akutna faza Rekonvalescencija

Virus krpeljnog RT-PCR?, VI°, IHA®  1gM ELISAY/IFA® HI'  1gM/IgG ELISA,

encefalitisa IlgM/1gG IFA, HI

Virus Zapadnog Nila PCR, VI, IHA IgM ELISA/IFA, HI IgM/1gG ELISA,

IgM/1gG IFA, HI

Virus dengue RT-PCR, VI, IHA, IgM ELISA/IFA, HI IgM/1gG ELISA,

ELISA (NS1) IgM/1gG IFA

Virus papataci RT-PCR, VI IBE, IgM IFA IB, IgM IFA,
groznice IgM/1gG ELISA
Chikungunya v. RT-PCR, VI, IHA IgM ELISA/IFA, IgM/1gG IFA,
IgM IFA, HI IgM/1gG ELISA

Virus krimsko-

kongoanske HG

Virus Zute groznice

Usutu virus

PCR, VI

PCR, VI, IHA

VI, RT-PCR

IgM/1gG ELISA,
IgM IFA
IgM ELISA/IFA

lgM ELISA

IgM/1gG ELISA,
gG IFA
IgM/1gG ELISA,
IgM/1gG IFA
IgM/1gG ELISA

®RT-PCR; reverzna transkriptaza-lan¢ana reakcija polimeraze, bVI; izolacija virusa, ‘IHA; imunohistokemijska
analiza, dELISA; imunoenzimni test; °IFA; indirektni imunofluorescentni test; fHI; inhibicija hemaglutinacije,

€B; imunoblot

U znacajnije arboviruse dokazane na podrucju Hrvatske spadaju KEV (8-10), VZN (11-13),
DENV (14, 15), virus papataci groznice (16) te nedavno dokazan Usutu virus (USUV) (17,
18).

Virus krpeljnog encefalitisa

KEV je moguce izolirati iz krvi ili CSL inokulacijom u miS§ju sisancad ili stani¢ne kulture
(BHK-21; bubreg jednodnevnog hrcka, engl. baby hamster kidney, pileci fibroblasti) u kojima
se prisutnost virusa (virusni antigen) dokazuje pomocu imunofluorescentnog testa. U

seroloskoj se dijagnostici naj¢esc¢e koriste ELISA i IFA koji odreduju IgM i IgG protutijela.
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IgM protutijela prisutna su najmanje Sest tjedana, no mogu perzistirati do 10 mjeseci nakon
infekcije ili ¢ak dulje (19). Zbog mogucih kriznih reakcija s drugim flavivirusima (VZN,
DENV, virus Zute groznice i dr.), za potvrdu infekcije koriste se neutralizacijski testovi (VNT
i PRNT) (6, 20). Kao dodatna metoda za potvrdu primarne infekcije virusom KE Kkoristi se i
odredivanje aviditeta IgG protutijela. Ova je metoda osobito korisna za razlikovanje

akutne/nedavne infekcije u sluajevima duge perzistencije IgM protutijela (21).

Virus Zapadnog Nila

VZN se moze izolirati iz krvi, CSL te postmortalno dobivenih uzoraka tkiva. Za izolaciju su
najpogodnije stani¢ne kulture bubrega africkoga zelenog majmuna (Vero) i bubrega kunica
(RK-13; engl. rabbit kidney) u kojima se prisutnost virusa dokazuje metodom IFA te RT-
PCR. RT-PCR je metoda izbora u molekularnoj dijagnostici VZN-a. Dvije su inaCice ove
metode: klasi¢ni RT-PCR i RT-PCR u stvarnom vremenu (RT-qPCR) koji detektira >50
kopija virusne RNK/ml, Sto je oko 1000 puta osjetljivije od izolacije virusa (22, 23). U
seroloskoj se dijagnostici primjenjuju ELISA i IFA, a reaktivni rezultati potvrduju
neutralizacijskim testovima. IgM-protutijela pojavljuju se u serumu oboljelih od cetvrtog do
sedmog dana bolesti te u oko 36% oboljelih mogu perzistirati duZe od godine dana. Budu¢i da
ne prolaze hematoencefalnu barijeru, nalaz IgM-protutijela u CSL-u smatra se dijagnosticki
znacajnim. U nekih je bolesnika opisana perzistencija IgM-protutijela u CSL-u do 199 dana.
U slucaju perzistencije IgM protutijela, niska vrijednost aviditeta IgG protutijela ukazuje na

nedavnu VZN infekciju (6, 7).

Virus dengue

DENV se moZe izolirati iz seruma, plazme te mononuklearnih stanica periferne krvi. Za
izolaciju virusa najpogodnije su stani¢ne linije dobivene iz komarca (C6/36-Ae. albopictus te
AP61-Ae. pseudoscutellaris). DENV ne izaziva citopatski uc¢inak (CPU) te se prisutnost
virusa u stanicama kulture dokazuje metodom IF pomocu serotip-specifi¢nih monoklonskih
protutijela. Izolacija je mogu¢a i u stani¢nim kulturama majmunskog bubrega (Vero,
LLCMK)), kulturi bubrega hr¢ka (BHK-21), mis$joj sisancadi te intratorakalnom inokulacijom
u komarca. U molekularnoj se dijagnostici primjenjuju metoda "nested" RT-PCR i RT-qPCR.
U odnosu prema izolaciji virusa, osjetljivost molekularnih metoda je veca i iznosi 80 do
100%. NS1-antigen DENV moZe se dokazati tijekom primarne, ali i sekundarne DENV

infekcije kada je prisutan u obliku imunih kompleksa s ve¢ postoje¢im IgG protutijelima.
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NS1-antigen prisutan je u serumu do devetog dana nakon pocetka bolesti, u vrijeme kad
virusna RNK viSe nije detektabilna (24). U seroloskoj se dijagnostici koriste ELISA te IFA.
Prednost IFA testa u odnosu prema ELISA testu jest moguc¢nost odredivanja protutijela
specificnih za serotip DENV. Iako su Cesto prisutne krizne reakcije izmedu serotipova, titar
homolognih protutijela obi¢no je visi od titra heterolognih protutijela. Serotip DENV moguce

je precizno odrediti neutralizacijskim testovima (25).

Virus papataci groznice

Virus papataci groznice moZe se izolirati iz krvi 1-2 dana nakon pocetka simptoma te CSL
(tip Toscana). Sicilijanski i napuljski tipovi virusa rastu u stani¢nim kulturama majmunskog
bubrega (Vero, LLCMK,) i BHK-21, a tip Toscana i u kulturama CV-1 (stanice majmunskog
bubrega) te SW13 (stanice kore nadbubrezne Zlijezde) u kojima stvaraju CPU, dok ne rastu u
stanicnim kulturama dobivenim od komaraca. Najucinkovitija metoda za izolaciju je
intracerebralna inokulacija u misju sisan¢ad, no ona se zbog zahtjevnosti rijetko primjenjuje.
RT-PCR ima vecu osjetljivost u odnosu na izolaciju flebovirusa. U seroloskoj se dijagnostici
koriste ELISA i IFA, a reaktivni se rezultati zbog kriZznih reakcija izmedu flebovirusa

potvrduju pomoc¢u VNT (26).

Usutu virus

USUV se moZe izolirati iz krvi te CSL u razli¢itim vrstama stani¢nih kultura od kojih su
najpogodnije Vero, stanicna kultura svinjskog bubrega (PK-15; engl. porcine kidney) te
embrionalni fibroblasti guske u kojima stvara CPU. Izolacija USUV moguca je i u alantoisnoj
vrecici oplodenog guscjeg jajeta te misjoj sisancadi. USUV RNK moZe se dokazati u serumu i
CSL metodom RT-PCR. Od seroloskih se metoda koriste ELISA i IFA uz potvrdu pomocu
VNT i PRNT. Iako su neutralizacijska protutijela tipno specifi¢na, krizne su reakcije moguce i
u testu VNT (27, 28). Virusi koji pripadaju istom serokompleksu kao npr. USUV 1 VZN
posjeduju oko 80% identi¢nih aminokiselina u E proteinu koji je odgovoran za tvorbu
neutralizacijskih protutijela. U slucaju kriznih reakcija, dijagnozu potvrduje Cetverostruko
veli titar homolognih protutijela u odnosu na titar heterolognih protutijela. Virusi koji
pripadaju razlic¢itim serokompleksima kao npr. USUV i KEV imaju oko 40% identi¢nih

aminokiselina u E proteinu te obi¢no ne pokazuju kriZzne reakcije u VNT (20).

Nacionalni referentni laboratorij za arboviruse i rikecije pri Hrvatskom zavodu za javno

zdravstvo provodi rutinsku (seroloSku i molekularnu) dijagnostiku gore navedenih arbovirusa
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zajedno sa suradnim ustanovama, Veterinarskim fakultetom SveuciliSta u Zagrebu (Zavod za

mikrobiologiju i1 zarazne bolesti s klinikom) te Hrvatskim veterinarskim institutom (Centar za

peradarstvo).
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