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SEROLOSKA DIJAGNOSTIKA ZARAZNIH BOLESTI

Zarazne bolesti uzrokuju mnogobrojni mikroorganizmbakterije, virusi, paraziti,
gljive. Klinicka slika najege nije patognondna. Razkiti uzro¢nici mogu uzrokovati iste ili
slicne simptome. Utdivanjem simptoma bolesti, u skladu s anamgksti i epidemioloskim
podatcima, zaponje diferencijalno dijagnostki postupak otkrivanja uzroka bolesti i potom

slijedi prikupljanje uzoraka za mikrobioloSku obuad

MikrobioloSka dijagnostika obuhva razltite postupke i metode koji se kombiniraju,
nadopunjuju i interpretiraju ovisno o pretpostavtjg dijagnozi, patogenezi, duljini trajanja
bolesti te primijenjenoj terapiji. Cilj je utvrdigtiologiju bolesti najboljim odabirom testova Sto
¢e omoguiti optimalno lijeéenje (1,2).

1. IZRAVNA | NEIZRAVNA MIKROBIOLOSKA DIJAGNOSTIKA

MikrobiolosSki postupci za utdivanje etiologije bolesti dijele se na izravne iznavne.

Izravna dijagnostika su:
a) postupci izdvajanja i kultiviranja uznoka u odgovarajtim uvjetima,
b) dokazivanje genoma metodama molekularne dijdikeos
c) odrefivanje specifinih antigena pomi imunotestova.

Neizravnim dijagnostkim postupcima oddujemo imunosni odgovor bolesnika i prati se
stvaranje specifnih protutijela nakon kontakta sa stranim agensdmizravni dijagnostki
postupci predstavljaju seroloSku dijagnostiku. Svpletragu potrebno je interpretirati u skladu

s klinickim, anamnestkim i epidemioloskim podatcima (1-9).
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1.1.1zravna dijagnostika

Primarni cilj mikrobioloSke dijagnostike je izravmokazati uzrénika. Uzr@nici se
mogu dokazivati iz raalitih klini¢ckih materijala kao Sto su urin, stolica, bioptaspirati,
sputum, krv, likvor te obrisci zdrijela, nazofarg& nosa, koze. Standardna mikrobioloSka
dijagnostika olkino zapdinje mikroskopiranjem preparata klskiog materijala svjetlosnim
mikroskopom i trazenjem tipmih oblika bakterija, gljiva i parazita. Preparsgi mogu gledati
nativno bez bojenja, a u bakteriologiji je osnowmenje po Gramu. Virusi se zbog svoje
velicine ne mogu vidjeti svjetlosnim mikroskopom, alisegu vidjeti promjene koje uzrokuju
na stanicama u kojima se repliciraju. Promjenetanicama koje nastaju djelovanjem virusa
nazivaju se citopatskiiinak. Prema izgledu citopatskoginka moze se postaviti preliminarna

dijagnoza virusne bolesti koju je potrebno sperdic viroloSkim testovima (2,4).

Metode molekularne dijagnostike, kao Sto su hizadija i amplifikacija nukleinskih
kiselina (NAAT, nucleic acid amplification test; PCR,polymerase chain reaction), izvode se
iz istih uzoraka kao standardna mikrobioloska dig@giika. Prednosti molekularne dijagnostike
su brzina dobivanja rezultata i mé@gst dokazivanja vrlo malih kéina uzr@nika, kao i onih
koji se ne mogu jednostavno i brzo uzgoijiti u latorijskim uvjetima. Nedostatci molekularnih
metoda mogéi su lazno pozitivni rezultati zbog kontaminacig, i lazno negativni rezultati
zbog inhibicije. Molekularnom dijagnostikom nije m&e razlikovati Zive od neZivih

patogena, i nije moge definirati osjetljivost na lijekove (8).

U izravne dijagnostke metode spadaju i testovi za dokazivanje antigejiae temelje
na reakciji vezivanja izni antigenskih komponenti patogena i obiljeZenihcdpmih
protutijela. Metode za odtesanje antigen&esto se zbog jednostavnosti idenja koriste za
brzo, pa i izvanlaboratorijsko odfiganje uzr@nika bolesti (5,10-12).

Kad god je mogte, uzr@nika bolesti treba izdvojiti i umnoziti kako bi selredila
osjetljivost na lijekove i napravila tipizacija zpidemiolosko prgenje. Dokazivanje, pak,
samog uzrénika nije uvijek mogge. Kultivacija uzrénika moze biti neuspjeSna zbog ranog
uvodenja antibiotika, prekasnog uzimanja uzorka nakotetxa bolesti, premale kélne
uzorka ili uzr@nika, ili zbog neadekvatnog transportéuvanja uzorka. Neke vrste virusa i

u svakodnevnom radu. Virusi se umnozavaju sameionA&tanicama, a njihova izolacija moze
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izostati ako se koriste neadekvatne stanice bgtantnim kulturama, embrioniranim jajima
ili pokusnim Zzivotinjama. Postupak s uzorkom nakarimanja i tijekom transporta do
laboratorija kljian je za uspjeSan rezultat obrade. Izdvajanje aimsze se izvoditi samo u

specijaliziranim ustanovama Sto predstavlja ogeame za rutinsku praksu (1-4).

1.2.Neizravna dijagnostika — serologija

Zarazne bolesti mogu se dokazati i d@ilvanjem specifinih protutijela u krvi
bolesnika. Protutijela nastaju kao odgovor limfacB na poticaj antigena. Testovi koji se
temelje na vezanju antigena i protutijet@ne serolosSku dijagnostiku. Seroloski testovi za
odralivanje protutijela koriste se za neizravno dijadimosnje zaraznih bolesti te za

istraZzivanje prevalencije i potrebe za cijepljenjem

Za optimalni odabir mikrobioloSke metode potrebeoppznavati status bolesnika,
klinicku sliku, anamnestke i epidemioloSke podatke. Klifar i mikrobiolog u timskom radu

diferencijalno dijagnostki usmjeravaju obradu (1,5,10,11-16).

2. PROTUTIJELA | ANTIGENI

Protutijela ili antitijela (At) su glikoproteinskeolekule, tj. imunoglobulini (Ig) koje
proizvode limfociti B kao rezultat imunosnog odgovma nepoznatog uztimka, tj. na antigen
(AQ). Antigeni su dijelovi mikroorganizama, npr.opeini, polisaharidi, glikoproteini, enzimi,
lipidi te druge neproteinske molekule koje patimunosni sustav na stvaranje protutijela.
Protutijela se za antigen vezu specit i s visokim afinitetom te pomazu doéirau da ih
ukloni. U serologiji se prate zéajke humoralnog imunosnog odgovora. Qidrati se mogu

specifcna protutijela razreda IgM, IgG, IgA (de IgE) ili ukupna specifna protutijela (3).
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Tablica 1. Osnovne zn&jke imunoglobulina

IMUNOGLOBULIN | GLAVNA ULOGA
QM Primarni odgovor na antigen; veze komplement; recg antigena
g : " .
na limfocitima B; ne prolazi kroz placentu
4G Opsonizacija bakterija - olakSava fagocitozu; vé&benplement;
neutralizira bakterijske toksine i viruse; prolambz placentu
aA Sekretorna protutijela - sptjavaju prihvéanje bakterija i virusa zp
g
mukozne membrane; ne vezu komplement
E Sudjeluju u reakcijama rane preosjetljivosti; naktaganja
alergenu uzrokuju oslobianje medijatora iz mastocita i bazofila

3. IMUNOSNI ODGOVOR

Nakon susreta s hepoznatim antigenom imunosni\sussgira stvaranjem protutijela.
To se naziva - primarna reakcijaplimarni imunosni odgovor. Prvo se pojavljuju protutijela
razreda IgM. Protutijela otmo postaju mjerljiva 7-10 dana nakon infekcije,son 0 prirodi i
kolicini antigena te mjestu ulaska u organizam. Stvarklen limfocita B te plazma-stanica
specifenih za antigen. Serumska protutijela@iw rastu nekoliko tjedana, a zatim postupno
padaju. Imunoglobulini G (IgG) javljaju se neStskge od IgM, takder postupno rastu i traju
dulje od IgM. Protutijela IgG mogu ostati prisutdazivotno. Nakon pojave IgG protutijela
IgM padaju i s vremenom postupno nestaju. ProtatijgG ukazuju na raniju izlozenost
antigenu, odnosno potiwju st&eni imunitet nakon preboljele bolesti ili cijepljani
predstavljaju anamnegki odgovor.

Sekundarni imunosni odgovorrazvija se nakomeinfekcije, tj. ponovnog susreta s
poznatim antigenom mjesece ili godine nakon prirmamfekcije ili nakon cijepljenja.
Sekundarni imunosni odgovor zZi@no je brzi i temelji se na protutijelima IgG. $pena

protutijela proizvedu se oo nakon 3-5 dana i dosezu viSe razine nego u pmopanfekciji
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zahvaljujuti memorijskim stanicama koje su ostale nakon prmmogrkontakta. U reinfekciji
specifini IgM cesto poraste slabo, tako da ne mora biti mjedjidijagnoza se postavlja prema
dinamici protutijela IgG koja se stvaraju brzovetoj kolicini.

Latentni uzrénici kao Sto su npr. herpesvirusi ili toksoplazmengu se u oddEnim
okolnostima reaktivirati i ponovno uzrokovati bdleld reaktivaciji takader dolazi do brzog
porasta koliine 1gG, a u zn&jnoj koli¢cini mogu se razviti sekretorna protutijela IgA koja
dodatno potwtuju akutnu infekciju. U reaktivaciji kao i u reirke;ji protutijela IgM prisutna
su ob&no kratkotrajno i u niskoj razini, @&@sto se i ne mogu detektirati.

Imunosni odgovor i zastitna keiha stvorenih protutijela individualni su Sto oteda
standardizaciju rezultata seroloskih testova. Instimwisi 0 dobi. Slabiji imunosni odgovor
uocava se u novorenakoj i starijoj zivotnoj dobi. U starijoj zivotnojabi imunost openito
slabi, reducira se odgovor IgG i infekcije postegize. Novordercad, ¢iji se imunosni sustav
tek razvija, nakon potaja Stite prenesena niaja protutijela 1gG. Majina protutijela se
postupno gube i obmno su nemijerljiva Sest mjeseci nakodenja - iako se ponekad mogutna
i kasnije. Kolostrum sadrzi sekretorna protutijgJA koja Stite novordence od respiratornih i
gastrointestinalnih infekcija. Na strane antigeoeanaiencad stvara vlastita protutijela IgM, a
zatim i IgG.

Pri procjeni imunosnog odgovora nakon infekcije gisi pozornost treba posvetiti
imunokompromitiranim osobama koje imaju oslabljenunitet. Na nalaz moze utjecati i
pasivni prijenos IgG putem transfuzija krvi i krianprodukata, kao i vertikalni prijenos 1gG s

majke na novordence tijekom trudnée, poraaja te dojenjem (3,5-7).

4. UZORCI ZA SEROLOSKU DIJAGNOSTIKU

Osnovni uzorak za serolosSku dijagnostiku je serBenum je tekéi dio krvi koji ostaje
nakon odvajanja stanica. Uzorak pune krvi dobijpigskcijom vene u asepkim uvjetima. U
sterilnu epruvetu bez antikoagulansa uzme se 5110un Krv se ostavi 30 minuta na sobnoj
temperaturi da se poe stvarati koagulum, nakofega se centrifugira. Krv se ne smije
centrifugirati neposredno nakondemja jer dolazi do hemolize. Nakon centrifugirabijstri

supernatant, tj. serum, izdvoji se u sterilnim tima u plasitnu transportnu epruvetu.
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Epruveta s uzorkom mora biti ozfega podatcima o pacijentu i vriemenu uzimanja Krvi.
Svi postupci rukovanja s uzorcima moraju se uvidavljati uz zastithe mjere koje se
primjenjuju pri kontaktu s krvi i drugim tjelesnitekwinama jednako za sve pacijente, bez

obzira na uputnu dijagnozu.

Do testiranja serum se moégevati 7-10 dana u hladnjaku na temperaturi od #2-8°
Za duljecuvanje serum se pohranjuje u ledenici na temperatli¥20°C ili nizoj, i takav se
moZzecuvati mjesecima pa i godinama. Nikada se ne smaijerznuti uzorak pune krvi jée
doci do hemolize te takav uzorak postaje neuporabisezaloSku analizu. ¢¢stalo viSekratno
zamrzavanje i odmrzavanje seruma tekomoze dati pogreSne rezultate. Stoga za dugotrajn
cuvanje serum je pozeljno alikvotirati, tj. razdifelu viSe manjih epruveta. Hemolizirani,
lipemi¢ni ili kontaminirani serumi nisu pogodni za serdjog Kvaliteta seruma utj® na

rezultate testiranja.

Protutijela se mogu oddesati i u likvoru, rjgie u @&noj vodici te u oralnoj tektini. Za
interpretaciju znénja nalaza u likvoru potrebno je definirati izvoastanka protutijela.
Posebno dizajniranim testovima magye testirati protutijela i iz oralne tekne koja se dobije
obriskom gingive uz gingivalne dzepove u kojimarsavaju kapilare iz kojih secerniraju
plazma-stanice koje proizvode spegifa protutijela. Oralna tekina za serolosku dijagnostiku
razlikuje se od sline jer je koncentracija imundgiina koji se mogu detektirati v&, za

razliku od sline u kojoj su zanemarive Katlie specifénih protutijela.

Seroloskadijagnostika né&elno se radi u W@m laboratorijskim centrima pa se uzorci
¢esto moraju transportirati. Transport uzoraka nimtiau zaStéenim ¢vrstim posudama kako
ne bi doslo do razlijevanja materijala i Sirenjeekctije. Sa svakim uzorkom mora se postupati
jednako kao da je potencijalno infektivan. Uzorakpgakira u tri zaStitha spremnika: primarni
u kojem se nalazi uzorak; sekundatnrsti plasténi ili drveni te kartonski ili papirnati omaota
na koji se zabiljezi adresa. Prije stavljanja usptau ili drvenu kutiju primarni spremnik
odnosno epruveta s uzorkom mora se dobro zatviomidloziti upijajucim materijalom
(stantevinom), kako u skaju mogueg oStéenja (razbijanje, otvarangepa) sadrzaj ne bi
iscurio u okolinu. Na dno i na vrh sekundarnog spri&a stavlja se upijafu materijal. Uz
svaki uzorak mora biti priloZzena uputnica na kepjnavedeni podatci o bolesniku koji moraju
biti jednaki kao podatci zabiljezeni na epruvetsif® podataka o pacijentu na uputnici treba

biti naveden datum d&nja krvi, uputna dijagnoza, vrijemedabka bolesti, terapija i trazene

10
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laboratorijske pretrage. Uputnica ne smijéidbizravan kontakt s primarnim spremnikom¢ ve

se stavlja izvan sekundarnog spremnika.

5. AKUTNI | PARNI SERUM

Seroloska dijagnostika temelji se na dgangu dinamike protutijela. Za dokazivanje
akutne infekcije uspodeje se razina protutijela u dva ili viSe serumailksy uzeti u
vremenskim razmacima. Takve serume nazivaarai serumi. Koli¢ina protutijela odréuje
se u prvom serumu na ¢miku bolesti, Sto ranije, odnosno neposredno ndkorse bolesnik
javlja lije¢niku, te u drugom obno 2-3 tjedna kasnije. Serum uzet négiku bolesti naziva se
prvi ili akutni , a drugi jeparni ili rekonvalescentni serum Neki uzr@nici kao Sto su,
primjerice, uzronici atipicnih pneumonija, borelije, anaplazma ili HIV, moguaiti usporeno

stvaranje specinih protutijela pa je novi serum potrebno uzetakon 4-9 tjedana.

Novostvorena protutijela u akutnom serumu koji zetuprvih dana bolesti, mogu biti
nemjerljiva. Obvezno je testirati parni serum uekojée se dokazati serokonverzija, tj.
novonastala spectina protutijelafime se potutuje primarna infekcija. Akutnu infekciju moze
se dokazati i nalazom z¥enog porasta kaline protutijela u parnim serumima. Da bi se
zn&enje rezultata testiranja parnih seruma moglo pné&dirati, uzorci seruma moraju se
ispitivati istovremeno u istim laboratorijskim utifea. Kolicina protutijela moze se mijeriti i
izrazava se kattar ili u drugim jedinicama ovisno o metodi testirarfeferentne vrijednosti
seroloskog testa prema kojima definiramo Sto jeitp@an nalaz, moraju biti navedene uz
rezultat.

Titar predstavlja koéiinu ili razinu protutijela. Isti pojam koristi seak mjera
kvantitativnog izrazavanja testa u kojem se rapnadutijela definira kao reciptma vrijednost
najveteg razrjégenja seruma koje daje pozitivan rezultat. Printgstova koji se kvantitativho
izrazavaju u titru su reakcija vezanja komplemefR&/K), imunofluorescencija (IFA) i
aglutinacija. U njima treba serum serijski dvostrulazrijediti i testirati svako razigenje sve
dok reakcija ne bude negativna. Na primjer, titdrd® znai da u ispitivanoj reakciji serum
pokazuje dinak kada se razrjeje 1:40, dok je u razrienju 1:80 negativan. Titar je mjera
kolicine protutijela u jedinici volumena originalnog sera. Ako je rezultat prvog seruma

pozitivan, za dokaz akutne infekcije potrebno j&akati najmanj&etverostruki porast titra

11
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protutijela u parnom serumu. Ako je titar prvogwsea npr. 10, titar parnog seruma mora biti

najmanje 40 ili viSi da bismo indirektno dokaza&tugu infekciju.

Ako se bolesnik javio kasno nakonggtka bolesti, titar protutijela moZze biti visok i u
parnom serumu bez z¥gne promjene $to moze biti vrhunac stvorenih gijeta (npr. titar u
prvom uzorku 256, a u drugom 512 i ne zadovoljavieilj cetverostruke razlike). Za dokaz
infekcije treba tada uzeti tieserum da dokazemo pad titra protutijela u rekteseentnoj fazi

bolesti (npr. titar u t@m serumu 64).

Serumi se mogu testirati odmah nakon uzimanjaeilpwsi uzorak s&va i poSalje u
laboratorij zajedno s parnim serumom. Ako se pevum testira neposredno nakon uzimanja,
i parni serum treba testirati u istom laboratodpumozemo usporediti i interpretirati rezultate
analize.

Odretivanje speciitnih protutijela osim za dokazivanje akutne bolestisistimo za
definiranje imunosnog statusa prije i hakon ciepja. Tada je dovoljno testirati jedan serum

za IgG protutijela.

6. AVIDNOST PROTUTIJELA

Avidnost predstavlja fanu vezanja protutijela za antigen. Testovi avidndsdatno se
koriste za procjenu akutnosti infekcije. Kako sevig imunosni odgovor, avidnost protutijela
raste. U poetku infekcije, tijekom akutne faze bolesti, prgala IgG se slabo vezu za antigen,
t. imaju nisku avidnost. ¢ma vezanja IgG za antigen se péaa s napredovanjem infekcije
i protutijela se teZe disociraju od antigena. Riga niske avidnosti mogu perzistirati
najmanje 3 do 5 mjeseci, tako da neposrednu intekgie mogue potvrditi. Promjena niske
avidnosti u visoku dogka se u véne pacijenata unutar 6 mjeseci. Visoka avidnogiaddge
infekcije koja traje od 3 do 5 mjeseci.

Test avidnosti temelji se na usporedbi &ole vezanih protutijela IgG za antigen koja
su odréena standardnim imunoenzimnim postupkom idnoé protutijela n&ije vezanje za
antigen se djelovalo reagensom koji raskida vemedn antigena i protutijela. Oba testiranja
se rade istovremeno. Kad je avidnost visoka, vezprgtutijela i antigena u oba testiranja je

priblizno jednako jer reagens nije raskintarstu vezu IgG i antigena. U ranoj infekciji
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protutijela se slabo veZu za antigen, veza serkddane te je odnos kélne vezanih i nevezanih
protutijela nizak.

Visoka avidnost smatra se pokazateljem infekcppeaslosti. Niska avidnost nije uvijek
dokaz recentne infekcije jer je u nekih osoba gaasinosti veoma spor. Kod takvih pacijenata

u dijagnostici akutne bolesti moze painpracenje dinamike protutijela IgG.

7. PROTUTIJELA U LIKVORU

U zdravih osoba u likvoru nema spediiin protutijela ili ih ima veoma malo. U
infekcijama srediSnjeg z¥anog sustava, meningitisu ili encefalitisu, pro&léi se mogu
proizvoditi lokalno iz limfocita u likvoru. Da bismprocijenili intratekalnu tvorbu protutijela,
moramo istovremeno testirati uzete uzorke likvosgiuma u jednom laboratoriju metodom
koja se izvodi u isto vrijeme na oba uzorka. Kalinatske lumbalne punkcije protutijela iz
krvi mogu prijei u likvor i rezultat u likvoru moze biti lazno pibzan. Za procjenu porijekla
nadenih protutijela u likvoru, treba provjeriti integet krvno-mozdane membrane i odrediti
indeks likvorskih protutijelagntibody index; Al). 1z istovremeno uzetih likvora i seruma, uz
specifcna protutijela moraju se odrediti i tzv. ,suroggtotutijela ili ukupni imunoglobulini
ili albumini. ,Surogat” protutijela su ubikvitarnprisutna protutijela u serumu zdravih osoba,
koja nisu vezana uz akutnu bolest, a koja se noyonalikvoru ne nalaze (primjerice protutijela
za adenoviruse). Za odiiganje indeksa protutijela uspaige se omjer likvorskih i serumskih
specifenih protutijela na trazenog uzmika s omjerom likvorskih i serumskih protutijela n
ubikvitarnog uzreénika ili likvorskih i serumskih ukupnih imunogloboé ili albumina. Zdrave
osobe imaju indeks likvorskih protutijela izche0,5 i 1,5. Vrijednost indeksaéeeod 2 smatra

se zna&ajnim nalazom koji potwuje intratekalnu sintezu protutijela.

U bolestima u kojima dolazi do polispeé¢iie intratekalne sinteze imunoglobulina
(plazmocitom, krorine infektivne bolesti), indeks likvorskih protutgemoze se procijeniti
pomcau Reiberove formule. Reiberova formula predstamijatemaiitki model u kojem se
indeks procjenjuje ponto definirane vrijednosti albumina iz istih uzorak&ojih se odrduju

specifina protutijela za trazenog uzroka.
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8. KONATALNE INFEKCIJE

U konatalnim infekcijama novodente stvara vlastita speaifia protutijela, a
istovremeno posjeduje pasivno prenesena protul@aod majke. Za razlikovanje néaih
protutijela od protutijela novodenieta uspordujemo i pratimo u mjesaim intervalima
specifiéna protutijela IgG majke i djeteta koja su test@ratom metodom u istom laboratoriju.
Perzistenciju IgG u novoderceta dulje od godine dana bez Zmaijeg pada titra smatramo
indirektnom potvrdom konatalne infekcije. Konatainéekcija ne moze se definirati prema

jednom seroloSkom nalazu.

Protutijela IgM ne prolaze placentu, ali pri g&eju placente, odnosno pri samom
poradaju, moze dé do prijelaza IgM i IgA od majke na dijete. Za sigu potvrdu nalaza
protutijela IgM i IgA u novorderceta treba nakon nekoliko dana testirati joS jedaorak
seruma djeteta. Poluvrijeme zivota protutijela Igilosi 3 do 5 dana. U konatalnoj infekciji
prisutna su aktivno proizvedena protutijela u dpete

9. SEROLOSKI TESTOVI

Seroloski testovi koriste se u dijagnostici akutimfekcija za utvdivanje imunosnog
statusa te u epidemioloSkim istrazivanjima prewvajerbolesti u populaciji. Dobar seroloski
test mora imati visoku osjetljivost i spe¢iibst. Osjetljivost testa odnosi se na udio pojediina
sa specifinom bolesti koji imaju pozitivan rezultat testa.gdévne rezultate u tih osoba
interpretiramo kao lazno negativne. Speaiist testa odnosi se na udio osoba koje nisu bmlesn
i koje imaju negativan rezultat testa. Pozitivast te ovih osoba interpretiramo kao lazno
pozitivan. Osjetljivost i specifnost testa ovise o koriStenim antigenima. Testojide temelje
na rekombinantnim i sintetskim peptidnim antigenwpéenito su speciéniji. Pri interpretaciji
rezultata seroloskih testova vazno je poznavatizitivnu prediktivnu vrijednost testa koja je
povezana s prevalencijom ispitivane bolesti u pagjl Pozitivha prediktivha vrijednost
predstavlja vjerojatnost bolesti u pacijenta kojiai pozitivni rezultat testiranja. Negativha
prediktivna vrijednost predstavlja vjerojatnostjdasoba zdrava ako je rezultat negativan ili
normalan. U populacijama s niskom prevalencijoniti'gme bolesti, testovte imati nisku
pozitivhu prediktivnu vrijednostAko se koristi seroloski test osjetljivosti primmgz 95% i
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specifenosti 90%, njegova pozitivna prediktivna vrijedndst vjerojatnost da rezultat testa
pokazuje stvarnu bolest, ovigid 0 prevalenciji te bolesti na ispitivanom pafjuu Takoce u
podrijima niske prevalencije, npr. od 1%, pozitivha pkédna vrijednost biti niskih 8,8%,
dok ¢e negativna prediktivna vrijednost biti visokih 8%. U podrdjima gdje je prevalencije
10%, pozitivna prediktivna vrijednost s istim testporaste na 51,4%, a negativna prediktivha
vrijednost je i dalje visokih 99,4%. To znaa negativni rezultat seroloskih testova s vetiko
sigurnosu iskljucuje bolest u podijima s niskom prevalencijom ispitivane bolesti. &hoj
fazi akutne bolesti, kad se imunosni odgovor j¢8 razvio, negativan seroloski rezultat treba

interpretirati oprezno (12-16).

10.METODE U SEROLOSKOJ DIJAGNOSTICI

Reakcije izméu antigena i protutijela odvijaju se na molekulamaaini i nisu vidljive.
Da bismo mogli ¢itati rezultat vezanja antigena i protutijela, lstirno razlEite metode.
Seroloske metode primarno su namijenjene zadodieje protutijela u serumu. Po istom
natelu iz Klinickih uzoraka, ovisno o Kligkoj slici, odrelivati se mogu antigeni pomo

poznatih protutijela (16).
SeroloSke metode mogu se koristiti u dvije svrhe:
a) kao testovi za odievanje antigena pondo poznatog protutijela,
b) kao seroloski testovi za odreanje protutijela poméu poznatog antigena.

Povezani antigeni i protutijela (Ag-At) tvore kormekk koji se moze vizualizirati
razlicitim metodama koje ovise o vrsti antigena, vrséikaje i mediju na kojem se reakcija
izvodi. Odabir metode ovisi o dijagnastim potrebama i mogdunostima laboratorija. Klagne
seroloSke metode, kao Sto reakcija vezanja kompleam@&VK), aglutinacija i precipitacija
danas se rijetko koriste. Za obiljezavanje kommekafeXe se koriste tzv. sekundarna
protutijela - protutijela protiv humanih imunogldma koja su obiljezena enzimom ili
fluoresceinom i vezu se za kompleks Ag-At. SuvremneseroloSka dijagnostika su
imunoenzimski (ELISA,enzyme linked immunosorbent assay; CLIA, chemiluminescent
immunoassay), imunofluorescentni (IFA), imunokromatografskC@) i imunoblot (IB; LIA,

line immunoblot; WB, western blot) testovi. Neutralizacijski test je potvrdni tesjjikse radi za
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utvrdivanje inkovitosti detektiranih protutijela. Rezultat nmlizacijskog testa ovisi 0
sposobnosti protutijela da neutraliziraju infektghispitivanog uzrénika i korelira s aktivnom
zastitom od ponovne infekcije. Za test neutraligagotrebno je imati uzgojenog uzroka.

Vecina testova u seroloSkoj dijagnostici zaraznih &tlaije standardizirana pa se
kvantitativni rezultati interpretiraju prema napute proizvatiaca koji definiraju jedinice kao i
kategorizaciju za pozitivni, graimi ili negativni nalaz. Rezultati se mogu izrazakaio titar,
indeks (odnos izmjerene vrijednosti iz seruma ngireog nalaza kontrolnog uzorka) ili ragte
arbitrarne jedinice (npr. U/mL, AU/mL, VE i sl.). ZUsvaki seroloski nalaz trebaju biti

nazn&ene referentne vrijednosti pojedinog testa.

10.1 Imunoenzimski test

U imunoenzimskim testovima (EIA, enzyme immunoass&LISA, enzyme linked
immunosor bent assay; CLIA, chemiluminescent immunoassay) detekcija kompleksa protutijela
i antigena provodi se portw svjetlosnih (kemiluminiscencija) ili kolorimetskih signala.
Signali su rezultat enzimske reakcije za kvalitaivli kvantitativno odrdivanje protutijela ili

antigena.

U testu ELISA antigeni su vezani na dno jazice krotitarskoj pl@i. Nakon dodavanja
seruma specifha protutijela se vezu za antigen. Za vizualizakgmpleksa Ag-At dodaje se
sekundarno protutijelo (antihumani imunoglobuli@ koji je vezan enzim. U sljeélgj fazi
dodaje se supstrat za enzim &ooboijiti reakciju ako postoji kompleks Ag-At-enzidaina
boje mjeri se spektrofotometrijski i proporcionalpa koli¢ini protutijela. Jdina boje
usporguje se s poznatim vrijednostima iz kontrolnih ukara prema zadanim kriterijima se
definira rezultat: kvalitativnho (pozitivho, negativ, granéno) ili kvantitativno kao kotiina
protutijela u zadanim jedinicama. Budula rezultat imunoenzimskog test&itavamo prema
intenzitetu boje ili signala, i ne testiramo dvaga razrjdenja seruma, akutnu infekciju

dokazaitemo prema najmanje dvostrukom porastu titra pjetatu parnom serumu.
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Slika 1. Imunoenzimski test ELISA— j&ina Zute boje uspodeje se s vrijednostima kontrola

i definira se koncentracija i pozitivan rezultagzbojne jazice su negativan nalaz.

10.2. Imunofluorescentni test

Indirektni imunofluorescentni test (IFA) radi se predmetnom mikroskopskom staklu
na kojem se nalazi antigen, a dodaje se serunepéaijNakon inkubacije dodaje se sekundarno
protutijelo na koje je vezana fluorescentna bojealRija se gleda fluorescentnim
mikroskopom. Za definiranje kéliine protutijela potrebno je u daljnjem testiranjpraviti
dvostruka razrigenja seruma i testirati ih. Najte razrjgenje koje daje jasno pozitivan nalaz
je titar ili kolicina protutijela. U IFA testu dokaz akutne infekggecetverostruki porast titra

protutijela.

A.

Slika 2. Test indirektne imunofluorescencije — A. Negativno; B. Pozitivho; zelena
fluorescentna boja na slici dokaz je prisutnosttyijela u serumu

10.3. Reakcija vezanja komplementa

Reakcija vezanja komplementa (RVK) danas se rijetkoisti zbog ogramene
osjetljivosti i speciftnosti. Dokazuju se protutijela koja u prisutnostitigena vezu
komplement Kad se protutijelo kombinira s antigenom koji ivdio povrSine odréenih
stanica (npr. neke vrste gram-negativnih bakteflijavirusa i eritrocita) uz prisutnost
komplementa stanice se liziraju, Sto @r@a su otopljene. Kao indikator prisutnosti prgéla

koristi se hemolitiki sustav (eritrociti ovna i hemolizin, tj. spec¢iia protutijela za njih).
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Serum Reakcija vezanja komplementa (RVK) Titar Interpretacija
razrjedenje
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
S11:2 B asa . 2 Akutna infekcija =
znacajan porast titra

S$21:2 32 protutijela (>4x)
S11:2

o] Akutna infekcija >
S21:2 5 serokonverzija

Slika 3. Reakcija vezanja komplementa u mikrotitar&oj plo¢i - Prvi i drugi red
predstavljaju testiranje parnih seruma, akutnogkonvalescentnog, u dvostrukim serijskim
razrjeienjima. Titar protutijela je reciptoa vrijednost najueeg razrjéenja koje daje pozitivnu
reakciju (pozitivna reakcija su istalozeni erittocia dnu jazice). Rezultati se intepretiraju

usporedbom titrova iznde parnih seruma i utitivanjemcetverostruke razlike.

10.4 Aglutinacijski testovi

Kada se antitijelo kombinira s korpuskularnim aetigm, koji je dio bakterije, virusa,
krvne stanice ili unutarnji dio stanice vezan sgartom, dolazi daglutinacije, Sto znai da
se stvaraju nakupine. Aglutinini su primarno pripéla IgM. Antigeni mogu biti razéiti

sastojci koji su vezani za nasaNosa& antigena mogu bitiestice lateksa ili eritrociti.

Slika 4. Test aglutinacije— RPR za dijagnostiku sifilisa - protutijela iz serumarstigenom

vezanim za karbonskestice tvori aglutinate ili nakupine. Za definiratitra radimo dvostruka
serijska razrjéenja seruma (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) i traZirapv&e razrjgenje s pozitivnom
aglutinacijom: prvi red = pozitivni titar 16; druged = negativno).
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10.5 Imunokromatografski test

Imunokromatografski testovi (ICA) su jednostavni kaiStenje i rezultat seciava
vizualno prema promjeni boje koja se pojavljujemastu vezanja antigena i protutijela ubrzo
nakon pdetka testiranjaCesto se rade izvan laboratorija na mjestu pruzskiai kao int-
of-care testovi (POCT), tj. testovi rezultat kojih je dagan u vrijeme primarne obrade
bolesnika pa pomazu u odluci o daljnjemdgeju. Testovi se mogu koristiti za dijagnostiku
antigena ili kao indirektna dijagnostika za ativanje protutijela (12).

Slika 5. Imunokromatografski test— A. antigenski test; B. seroloSki test za pro&leij

10.6 Imunoblot test / western blot

Test imunoblota ili western blot (WB) koristimo #atekciju specifinih protutijela
prema izdvojenim antigenima jednog uiika. Imunoblot testovi su visoko speéifi, ali
slabije osjetljivi nego imunoenzimski testovi. Tiesmtje se radi na nitroceluloznoj traki na kojoj
se nalaze antigeni. Spe¢ifa protutijela iz seruma veZzu se za antigene, apkeksi se
vizualiziraju poma@u obiljezenih sekundarnih protutijela. Imunoblagttesi obtno se koriste
kao potvrdni nakon probirnog testiranja koje sa reekom od prethodno navedenih metoda.
Imunoblotom se potduju, primjerice, protutijela na HIV, HCV, HEV, HSZ+(13-15).
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Slika 6. Imunoblot potvrdni test za definiranje tipno specifih protutijela protiv HSV-1 i
HSV-2. Rezultat seditava prema reakciji na specifie glikoproteine gG1 i gG2, uz prisutna
zajedntka anti-HSV protutijela koja su preduvjet za dokt&V infekcije: traka 1 = negativan
nalaz; traka 2 = HSV-2 pozitivno; traka 3 = HSVH$V-2 pozitivho

11.INTERPRETACIJA REZULTATA SEROLOSKIH PRETRAGA

Seroloski testovi pokazuju je li osoba bila izlodgapitivanom uzréniku. Imunosni
odgovor na antigene je individualan. SeroloSki agistnisu standardizirani. Rezultati i
interpretacija nalaza ovise o metodi kojom se fijeta odreiuju. Prisutnost protutijela ne
zn&i nuzno akutnu infekciju. Negativan odnosno nerneakt rezultat ne isklguje infekciju.
Veoma je vazno da se nalazi seroloSke dijagnostikek interpretiraju u skladu s kligikom

slikom.

Rezultati seroloskih testiranja oza&aju se kao reaktivni ako je vrijednost iznad
,=normalne granice®, tj. gratine vrijednosti testa (tz\ut-off vrijednost). Graréina vrijednost
testa obino se definira prema rezultatima ispitivanja 95%awd populacije. Reaktivni rezultat
upwuje na prisutnost protutijela u serumu ili pozitimalaz. Nereaktivni rezultat ozéava se
kao negativan nalaz, a moze biti zbog izostankaadkba s istraZzivanim antigenom ili zbog
niske, nemjerljive razine protutijela. Postoje osdwje su slabi reaktori i stvaraju manje
kolicine protutijela. U takvih osoba protutijela mogti bemijerljiva jer se gratine vrijednosti

za pozitivan nalaz oddeju prema prosjmim vrijednostima iz ispitivane populacije.
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Granini nalaz upduje da se rezultat testiranja nalazi u rasponwedmipsti koje su
izmedu pozitivnih i negativnih. OlBno se uzima raspon od 10% iznad i ispod @rani
vrijednosti testa. Takav rezultat treba provjenidivim testiranjem, testiranjem istog seruma
drugom metodom i testiranjem parnog seruma. Tegtina parnih seruma akutna infekcija se
potvrduje ili iskljucuje. Metode i referentne vrijednosti seroloskilidea moraju biti navedene

u nalazu.

Svaki rezultat seroloSke pretrage treba smatratktrnenim odgovorom speciénih
protutijela na antigen, ali zdanje nalaza treba paZzljivo sagledati u sklopu &kaislike,
anamnestkih i epidemioloskih podataka i procijeniti potredodatnih seroloskih potvrdnih
testova (HIV, HCV, HEV, HSV-2). Za interpretacijareloskog nalaza vazno je znati vrijeme
trajanja infekcije, specinost i osjetljivost testa, referentne vrijednostiriktenog testa te

probleme mogéih lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultaté8{15).

Mnogobrojna pitanja s kojima se susmo pri interpretaciji seroloskog nalaza,
upuwuju na nuznu suradnju klgara i mikrobiologa Sta&e omoguiti pravilno tuma&enje

nalaza.

Tablica 2. Cimbenici vazni za interpretaciju serolodkih nalaza

CIMBENICI VAZNI ZA INTERPRETACIJU SEROLOSKIH NALAZA

VRIJEME ODUZIMANJA UZORKA
KARAKTERISTIKE TESTA:
- kvalitativni / kvantitativni testovi
- jedinice izrazavanja
- referentne vrijednosti testa
MOGUCI LAZNO POZITIVNI | LAZNO NEGATIVNI REZULTATI

11.1Vrijeme oduzimanja uzorka

Protutijela se mijenjaju tijekom bolesti pa i nalaz ovisiti o0 vriemenu nakon gabka
bolesti u kojem je uzorak uzet. lako su seroloSktothe sve suvremenije i brze, spédiije i
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osjetljivije, interpretacija se i nadalje temelpm misporedbi rezultata parnih seruma. Akutnu
infekciju dokazuje serokonverzija, Ziagan porast ili pad titra protutijela, specifost
protutijela IgM te avidnost IgG. Nalaz IgM trebaapiino interpretirati zbog mogth lazno

pozitivnih i lazno negativnih nalaza.

Odretivanje protutijela IgM uglavnom omogava brzo postavljanje dijagnoze akutne
bolesti. Reaktivni IgM, méutim, nije uvijek pokazatelj akutnosti. Procijertittba zn&ajnost
nalaza IgM zbog modie interferencije reumatoidnog faktora, poliklonskivacije limfocita
B, nejasne perzistencije IgM godinama nakon primanfekcije ili tijekom trudnée, odnosno
krizne reakcije zbog srodnosti antigena. Za potvdijlagnoze, uz definiranje IgM, treba

dokazati serokonverziju ili zdajan porast titra IgG u parnom serumu.

Prisutnost protutijela IgG bez IgM u jednom uzosderuma pokazatelj je kontakta s
antigenom u nedefinirano vrijeme. Ako se serum ukasmije tijekom bolesti, titar protutijela
moze biti visok. Zn&jno povisen titar specinih protutijela IgG (najmanjéetiri puta veéi od
granine vrijednosti testa koji se izrazava u titru, cgimmnajmanje dva puta za imunoenzimski
test) u serumu, koji je uzet u vremenu izimakutne i rekonvalescentne faze bolesti ili tijpko
rekonvalescencije, moze upvati na akutnu infekciju. Takav nalaz smatra secajerojatnim

dokazom infekcije. Nalaz visokog titra IgG nije wign znak akutne bolesti.

11.2 Lazno pozitivni i lazno negativni rezultati

U interpretaciji seroloskih nalaza moramo sec¢gus mogwom pojavom lazno
pozitivnih i lazno negativnih rezultata. Lazno foaii rezultati mogu biti posljedica utjecaja
antiglobulina (npr. reumatoidnog faktora), krizreaktivnog odgovora, poliklonske aktivacije
limfocita B te nekvalitethog uzorka (iktéan, hemolittan, lipeméan, kontaminiran).
Poliklonska stimulacija mozZe biti potaknuta raitim cimbenicima, kao Sto su bakterijske
upale (streptokok, mikoplazma), ali i &lim zajedntkim antigenim determinantama. U
akutnoj infekciji CMV moze dé do poliklonske reakcije IgM na antigene EBV u bs&koja
je ranije bila u kontaktu s EBV. 8host u antigenoj g moZze dovesti do kriznih reakcija na
srodne antigene. Krizne reakcijel@ju se, primjerice, izn@ virusa herpes simpleks tipa 1 i
tipa 2 (HSV-1 i HSV-2), HSV i VZV, HHV-6 i CMV te mmpsa i parainfluence. Ponekad je
potrebno istovremeno testirati ra&dé srodne uzrénike.
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Pozitivni nalaz IgG nije nuzno pokazatelj akutndéektije jer mozZe biti rezultat
anamnestkog odgovora ili posljedica pasivnog prijelaza ptgela IgG nakon transfuzija krvi
i krvnih pripravaka ili vertikalni prijenos s majkea novorderce.

Razlozi lazno negativnih rezultata tdleos mogu biti razliiti. Uzima li se uzorak u
prvim danima nakon infekcije, protutijela se joSwnistvorila u mjerljivoj kokini. U nekim
testovima lazno negativni rezultat moze nastatgzbmmpeticije protutijela IgG i IgM za isto
vezno mjesto na antigenu. Protutijela IgG vezZurge bXvrsce te mogu onemodili vezanje
IgM Sto daje laZzno negativni nalaz IgM. U lokalaim infekcijama ne mora diodo stvaranja
velikih koli¢ina protutijela, vé imunosni odgovor ostaje na lokalnoj razini. Takgamitalnoj
infekciji koja je uzrokovana herpesvirusom ilCstrachomatis, imunosni odgovor ne mora u
serumu biti zn&ajno izraZzen. Rekurirafe infekcije HSV ne stvaraju zé@ne promjene titra,

pa se reaktivacija ne moze dokazati ddr@njem koltine protutijela u parnim serumima.

Imunosuprimirane ili imunokompromitirane osobe moguati slabiji imunosni
odgovor te protutijela mogu biti negativna u akyiinéekciji ili se stvaraju sporo. | kod djece

moZze déi do sporijeg imunosnog odgovora.

Tablica 3. Seroloski kriteriji za dijagnostiku prim arne infekcije

SEROLOSKI KRITERIJI ZA DIJAGNOSTIKU PRIMARNE INFEKC  IJE

1. SEROKONVERZIJA
2. ZNACAINI PORAST TITRA PROTUTIJELA U PARNIM SERUMIMA
3. PRISUTNOST IgM UZ PRAVILNU EVALUACIJU*

4. VISOKI TITAR IgG (ili ukupnih protutijela) — nepouzdani vjerojatni kriterij; iznimno

Znacajan zarijetke uzrocnike

* mogwei problemi u interpretaciji: interferencija reumatoog faktora, reinfekcije, nejasna
perzistencija IgM godinama nakon primarne infekdljeu trudncti, krizne reakcije zbog

sli¢nosti antigena
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Za razliku od kemijskih testova koji su dobro stamtizirani i mogide je brzo dobiti
tocan nalaz, serologija obuhta tzv. ,bioloSke testove“ koji su pod utjecajem lré&gh
¢imbenika. Nalaz jéesto zn&ajan nakon odgtenog ponekad predugog vremena da bi utjecao
na tijek lijecenja. Seroloski rezultati ovise 0 osobitostima tazika i dinamici stvaranja
protutijela. Za viruse kao Sto su, primjerice, hé®A, patetak bolesti koincidira s nastankom
protutijela IgM iza kojeg ubrzo slijedi stvaranjg@, pa je serologija klftna dijagnostika. S
druge strane brojni respiratorni i gastrointestinairusi razvijaju klintku sliku prije nastanka
protutijela tece za njih seroloSka dijagnostika biti retrospekdivizn&ajna za epidemioloska
pratenja. Postoje i virusi, npr. HIV, koji kasno stvjar&lini¢ki prepoznatljivu bolest, mjesece
i godine nakon serokonverzije. U tim je bolestingana prisutnost protutijela dovoljna za
postavljanje dijagnoze, ali je protutijela potreldakazati s dvije razlite metode. Serologija
se stoga smatra ,potvrdnom znanosti“. Niti jedazifpean seroloski test nije sam za sebe
pokazatelj akutnosti bolesti, bez obzira na vistitta protutijela. Ako nema Kligkih
simptoma, prisutnost reaktivhog odgovora protuijele€e biti dovoljna za postavljanje
dijagnoze akutne bolesti. Vazno je poznavati néogsti testova kojima se Zeli élodo
definitivne dijagnoze. SeroloSke testove trebadtiiriza potvrdu klintke dijagnoze.

24



Oktavija Dakovi¢ Rode, Seroloska dijagnostika zaraznih bolesti 2022.

Literatura

1.

Preséki V. StomatoloSka mikrobiologija. Medicinska nattég Zagreb, 2009. str. 67-
84.

Jenkinson HF. General Microbiology. Chapter 1, al@ricrobiology and immunology

/ editors Lamont RJ, Hajishengallis GN, JenkinsoR. H 2nd ed, ASM Press
Washington, 2014, str. 3-23.

Lydyard PM, M. F. Cole MF. The Immune System angtHefense. Chapter 2, u Oral
microbiology and immunology / editors Lamont RJjisteengallis GN, Jenkinson HF.
- 2nd ed, ASM Press Washington, 2014, str. 25-49.

Leys EJ, Griffen AL, Beall C, Maiden MF. Isolatio@|assification, and Identification

of Oral Microorganisms. Chapter 4, u Oral microb@l and immunology / editors

Lamont RJ, Hajishengallis GN, Jenkinson HF. - 2ddASM Press Washington, 2014,
str. 77-96.

bakovic Rode O. MikrobioloSka dijagnostika. U Lepur Dursinfektologija. Naklada
Slap, Zagreb, 2019, str. 13-36.

Tambi-AndraSewe A. Laboratorijska dijagnostika zaraznih bolestogRwvlje 5, u
Begovac J. i sur. Kligka infektologija. Medicinska naklada, Zagreb, 20419, 54-63.
Jawetz, Melnick i Adelberg Medicinska mikrobiolagij26. izd. /1. hrv. izd.) —
UdZbenik; autori Brooks GF i sur.; Tokil, Dobec M, Abram M. (ur. hrv.izd.), Split
2015; McGraw-HillLange / Placebo: str. 123-148.

Fletcher HM, Aruni W, Dou Y, Progulske-Fox A. Apptl Molecular Biology and the
Oral Microbes, Chapter 8, u Oral microbiology amdriunology / editors Lamont RJ,
Hajishengallis GN, Jenkinson HF. - 2nd ed, ASM Bré&shington, 2014, str. 177-
183.

Séllberg M. Oral Virology, Chapter 16, u Oral mibi@logy and immunology / editors
Lamont RJ, Hajishengallis GN, Jenkinson HF. - 2ddASM Press Washington, 2014,
str. 305-335.

10.Corey L. et al. Handbook of diagnostic virologytieg. 3rd ed, UW Medicine 2004,

str. 29-40.

11.Korsman SNJ, van Zyl GU, Nutt L, Andresson MI, FeesV. Virology (An lllustrated

Colour Text). Churchill Livingstone Elsevier, 20K2s. 27-31.

25



Oktavija Dakovi¢ Rode, Seroloska dijagnostika zaraznih bolesti 2022.

12.bakovi Rode OPoint-of-care (POC) testiranje u dijagnostici irtfekih bolesti.Infekt
Glasn 2012; 32 (1): 25-30.

13.Cetiniéc Balent N, Mikulg¢ R, bakovic Rode O. Imunoenzimski test za adlvanje
protutijela na pojedinae antigene virusa hepatitisa C kao potvrdni tedifagnostici
hepatitisa C. Infekt glasn 2013; 33(3):109-115.

14.Poljak M, Zidovec Lepej SPakovic Rode O. Novosti u seroloskoj i molekularnoj
dijagnostici hepatitisa B i C. Acta Med Croaticd, (@013) 281-290.

15.Pakovi Rode O, Zidovec Lepej S, Begovac J. Seroprevalehiderpes Simplex Virus
Type 2 in Adult HIV-infected Patients and Blood dos in Croatia. Coll Antropol,
2008; 32(3):693-5.

16.Mahony JB, Chernesky MA. Immunoassays for the dagnof infectious diseases. U:
Murray P, Baron EJ, Pfaller MA, Tenover FC, YolkBH, (ur.) Manual of clinical
microbiology. Washington:ASM Press, 1999: 202-214.

26



