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VIROLOGY DIAGNOSIS OF RE-EMERGENT INFECTIONS: DENGUE VIRUS
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Deskriptori:  Dengue – dijagnoza, virologija, imunologija; Dengue virus – izolacija, genetika, imunologija; Antitijela, viru-
sna – u krvi nestrukturne virusne bjelan~evine – u krvi; Virusna RNK – analiza; Virologija – metode

Sa`etak. Dengue je akutna virusna bolest koju na ~ovjeka prenose komarci roda Aedes (Ae. aegypti, Ae. albopictus). 
Uzro~nik je virus porodice Flaviviridae, roda Flavivirus. Postoje ~etiri razli~ita serotipa virusa dengue (1-4) koji se mogu 
odr`avati u endemskim podru~jima svijeta. Bolest se ve}inom pojavljuje u tropskim i suptropskim krajevima izme|u 35° 
sjeverne i 35° ju`ne geografske {irine. Infekcija mo`e biti asimptomatska ili se o~itovati kao nespecifi~na febrilna bolest, 
dengue groznica, dengue hemoragijska groznica te dengue {ok sindrom. Prisutnost komarca Ae. albopictus dokazana je i u 
Hrvatskoj. Prvi nalaz ovog komarca zabilje`en je na podru~ju Zagreba u listopadu 2004. godine, a u jesen 2005. godine i u 
brojnim mjestima du` jadranske obale. Tijekom 2007. godine u nas su dokazana dva importirana slu~aja dengue groznice, 
nakon ~ega su importirani slu~ajevi kontinuirano bilje`eni. U kolovozu 2010. godine zabilje`en je prvi slu~aj autohtone 
dengue groznice u Hrvatskoj, na poluotoku Pelje{cu. Iako Hrvatska nije endemsko podru~je za dengu, prisutnost 
odgovaraju}eg vektora, kao i mogu}a opasnost od importiranih slu~ajeva dengue zahtijevaju suvremenu i pravodobnu dija-
gnostiku ove bolesti. Dijagnostika virusa dengue naj~e{}e se provodi detekcijom virusne RNK, detekcijom antigena te 
serolo{kom dijagnostikom (dokaz specifi~nih protutijela).

Descriptors:  Dengue – diagnosis, virology, immunology; Dengue virus – isolation and purification, genetics, immunology; 
Antibodies, viral – blood; Viral nonstructural proteins – blood; RNA, viral – analysis; Virology – methods

Summary. Dengue is acute viral disease transmitted to humans by Aedes mosquitoes (Ae. aegypti, Ae. albopictus). Dengue 
virus belongs to the family Flaviviridae, genus Flavivirus. There are four dengue virus serotypes (1-4) which are main-
tained endemically. The disease is endemic in tropical and subtropical areas between latitudes 35° N and 35° S. Infections 
may be asymptomatic or may produce a wide spectrum of diseases: non-specific febrile illness, dengue fever, dengue haem-
orrhagic fever or dengue shock syndrome. For the first time in Croatia, Ae. albopictus was registered in Zagreb in October 
2004. In autumn 2005, additional records of Ae. albopictus presence were made in many places along the Adriatic coast. 
During 2007, two cases of imported dengue fever were reported in Croatia, after which similar imported cases appeared 
continually. In August 2010, the first autochthonous case of dengue fever was recorded on the peninsula Pelje{ac. Though 
Croatia is not endemic for dengue, the existence of a corresponding vector and a latent threat by imported dengue cases 
demand state-of-the-art and timely diagnostics. The most commonly used methods in laboratory diagnosis of dengue infec-
tions involve detection of viral RNA, antigen detection and serologic methods (detection of antibodies).
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Dengue je najrasprostranjenija virusna bolest koju preno-
se ~lankono{ci te je va`an uzrok morbiditeta i mortaliteta 
diljem svijeta.1,2 Prema podacima Svjetske zdravstvene or-
ganizacije godi{nje se ovim virusom inficira 60 milijuna 
ljudi, a dvije i pol milijarde ljudi `ive u endemskim krajevi-
ma.3

Virus dengue je malen, ovijen RNK-virus koji pripada 
porodici Flaviviridae, rodu Flavivirus. Genom virusa sadr-
`ava tri strukturna proteina: protein kapside (C), glikopro-
tein ovojnice (E) i membranski protein (prM) te sedam ne-
strukturnih proteina: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 
NS4B, NS5. Na oba kraja genoma nalaze se nekodiraju}e 
regije (5’ i 3’NCR). Postoje ~etiri razli~ita serotipa virusa 
dengue (1-4) koji se mogu odr`avati u endemskim po-
dru~jima svijeta.4 Bolest se ve}inom pojavljuje u tropskim i 
suptropskim podru~jima izme|u 35° sjeverne i 35° ju`ne 
geografske {irine.5

Virus se na ~ovjeka prenosi ubodom `enke komarca roda 
Aedes. Glavni je vektor vrsta Ae. aegypti, no virus mogu 
prenositi i druge vrste (Ae. albopictus, Ae. polynesiensis).6 
@enka komarca inficira se si{u}i krv na zara`enom ~ovjeku 
u vrijeme viremije. Virus se umno`ava u crijevu i drugim 
organima komarca, inficira `lijezde slinovnice te se pri uzi-
manju sljede}eg obroka krvi prenosi na drugog ~ovjeka.5 

Lijekovi i metode
Drugs and procedures
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Komarci se hrane ve}inom danju, na otvorenom prostoru. 
@enka naj~e{}e pola`e jaja{ca u otvorenim spremi{tima za 
vodu.7

Infekcija virusom dengue mo`e biti asimptomatska ili se 
o~itovati razli~itim klini~kim oblicima: kao nespecifi~na fe-
brilna bolest sli~na influenci, dengue groznica, dengue he-
moragijska groznica te dengue {ok sindrom.8

U posljednja se tri desetlje}a izvorno tropska i suptropska 
vrsta, komarac Ae. albopictus pro{irio iz Azije u Afriku, 
Ameriku i Europu.9 Prisutan je u susjednoj Italiji,10 Alba-
niji11 i Crnoj Gori te je stoga {irenje na podru~je Hrvatske 
bilo o~ekivano.12 Prilagodba vrste umjetnim leglima te ot-
pornost jaja{aca na hladno}u i isu{ivanje omogu}ili su pre-
no{enje i prilago|avanje vrste u novim podru~jima.7 Me|u 
umjetnim stani{tima posebno se isti~u automobilske gume 
kao najpogodnije mjesto za polaganje jaja{ca. Tijekom sta-
janja na otvorenome u gumama se nakuplja ki{nica i organ-
ske tvari (naj~e{}e otpalo li{}e), {to osigurava povoljno mje-
sto za razvoj komaraca.12

Prvi nalaz komarca Ae. albopictus u Hrvatskoj zabilje`en 
je u Zagrebu, u listopadu 2004. godine, a krajem ljeta i u 
jesen 2005. godine prona|en je na cijelom podru~ju prio-
balja, od Istre do Dubrovnika.12,13 Li~inke i odrasli komarci 
mogu se prona}i od travnja ili svibnja do studenoga.12 Tije-
kom ljeta 2007. godine u nas su dokazana dva importirana 
slu~aja dengue groznice, nakon ~ega su importirani slu~ajevi 
kontinuirano bilje`eni.14,15 Svi osim jednoga su hrvatski 
dr`avljani koji su boravili u endemskim podru~jima (Jugo-
isto~na Azija, Ju`na Amerika).16 U kolovozu 2010. godine 
dokazan je prvi slu~aj autohtone dengue groznice u ju`noj 
Hrvatskoj, na poluotoku Pelje{cu.17,18 Naknadnim seroepi-
demiolo{kim istra`ivanjem dokazana je nedavna infekcija 
virusom dengue u 15 stanovnika tog podru~ja.18 Iako Hrvat-
ska nije endemsko podru~je za dengu, prisutnost odgovara-
ju}eg vektora, kao i mogu}a opasnost od importiranih slu-
~ajeva dengue zahtijevaju suvremenu i pravodobnu dijagno-
stiku ove bolesti.

Dijagnostika virusa dengue provodi se izolacijom virusa, 
detekcijom virusne RNK, detekcijom antigena te serolo{kim 
metodama (tablica 1).19–21

Izolacija virusa

Virus se mo`e izolirati za vrijeme viremije (obi~no do 
petog dana od po~etka bolesti) iz seruma, plazme te mo-

nonuklearnih stanica periferne krvi. U slu~aju odgo|enog 
transporta uzorci se do 24 sata mogu pohraniti na 4-8 °C, a 
na du`e vrijeme potrebno je smrznuti ih na –70 °C.5

Za izolaciju virusa najpogodnije su stani~ne linije dobi-
vene iz komarca C6/36 (Ae. albopictus) te AP61 (Ae. pseu-
doscutellaris). Virus dengue ne izaziva citopatski u~inak te 
se prisutnost virusa (virusni antigen) u stanicama kulture 
dokazuje metodom imunofluorescencije (IF) s pomo}u se-
rotip-specifi~nih monoklonskih protutijela. Za izolaciju se, 
iako manje uspje{no, mogu iskoristiti i stani~ne kulture 
majmunskog bubrega (Vero, LLCMK2) te bubrega jedno-
dnevnog hr~ka (BHK-21).19,20

Osim na stani~ne kulture, uzorci se mogu inokulirati in-
tracerebralno u mi{ju sisan~ad ili intratorakalno u komarca. 
U mi{eva se mogu pojaviti simptomi encefalitisa, ali in-
fekcija mo`e biti i asimptomatska. Virusni se antigen do-
kazuje u mo`danom tkivu `ivotinje metodom IF. 10–14 
dana nakon inokulacije u komarca virusni se antigen do-
kazuje metodom IF u zgnje~enim glavama komaraca.19

Molekularna dijagnostika

Uzorci za molekularnu dijagnostiku su krv, serum, plaz-
ma, tkiva ili komarci. Budu}i da je virusna RNK termola-
bilna, uzorke je potrebno transportirati do laboratorija na +4 
°C.19 U upotrebi je nekoliko metoda koje se baziraju na lan-
~anoj reakciji reverzna transkriptaza-polimeraza (RT-PCR). 
Naj~e{}e se rabi metoda »nested« RT-PCR te real-time RT-
-PCR. Da bi se izbjegli la`no pozitivni nalazi, va`no je za 
ciljnu sekvenciju odabrati dio genoma koji je specifi~an za 
virus dengue, a razli~it kod ostalih flavivirusa i drugih srod-
nih virusa.21,22 U odnosu prema izolaciji virusa, osjetljivost 
RT-PCR metoda je od 80 do 100%, ovisno o ciljnoj sekven-
ciji te na~inu amplifikacije ili detekcije PCR-produkta.19

a) »Nested« RT-PCR je metoda koja prvo rabi univerzal-
ne, »pan«-dengue po~etnice za reverznu transkripciju i am-
plifikaciju, a zatim »nested« (ugnije`|enu ili dvostruku) 
PCR-amplifikaciju za dokazivanje serotipova. Za detekciju 
svih serotipova virusa dengue (»pan«-dengue) rabe se po-
~etnice usmjerene na nekodiraju}u 3’NCR-regiju genoma, a 
za razlikovanje serotipova one usmjerene prema C-genu. 
Produkti ove reakcije vizualiziraju se gel-elektroforezom uz 
uporabu etidij bromida, a umno`eni se produkti vide kao 
trake razli~ite molekularne te`ine.19

Tablica 1. Metode koje se koriste u dijagnostici virusa dengue19

Table 1. Methods used in diagnosis of dengue virus19

Metoda /
Method

Uzorak /
Specimen

Vrijeme uzimanja uzorka (od po~etka 
simptoma) / Time of collection 
(after onset of symptoms)

O~ekivano
trajanje testa /
Time to results

Izolacija virusa /
Virus isolation

Krv, serum, tkivo /
Blood, serum, tissue

1-5 dana /
1-5 days

1-2 tjedna /
1-2 weeks

Detekcija virusne RNA /
Viral RNA detection

Krv, serum, plazma, tkivo /
Blood, serum, plasma, tissue

1-5 dana/
1-5 days

1-2 dana /
1-2 days

Detekcija antigena /
 Antigen detection

Serum /
Serum

1-6 dana /
1-6 days

1 dan /
1 day

IgM – ELISA, IF/
IgM – ELISA, IF

Serum /
Serum

Nakon 5 dana /
After 5 days

1 dan /
1 day

IgG (parni serumi) 
– ELISA, IH, PRNT* /
IgG (paired sera) 
– ELISA, IH, PRNT*

Serum Serum akutne faze (1-5 dana);
Serum rekonvalescentne faze 
(nakon 7-14 dana) /
Acute serum (1-5 days);
Convalescent serum (after 7-14 days)

> 7 dana /
> 7 days

*ELISA = imunoenzimni test/ enzyme-linked immunosorbent assay, IF = neizravna imunofluorescencija/indirect immuno-
fluorescence, IH = inhibicija hemaglutinacije/ inhibition hemagglutination, PRNT = neutralizacijski test redukcije plakova/ 
plaque reduction neutralization assay
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b) Real-time RT-PCR metoda je kojom je, rabe}i uz 
po~etnice i hibridizacijsku sondu obilje`enu fluorescent-
nom bojom, omogu}ena detekcija produkta u stvarnom vre-
menu bez potrebe za elektroforezom. Real-time RT-PCR 
mo`e biti jednostruki (»singleplex«) koji detektira samo 
»pan«-dengue ili samo jedan serotip u jednoj reakciji ili 
vi{estruki (»multiplex«) koji mo`e otkriti sva ~etiri serotipa 
u jednoj reakciji. Metoda mo`e biti i kvantitativna.23

Iako su ove metode vrlo osjetljive i nalazi se mogu dobiti 
u kratkom vremenu, imaju i nekih nedostataka. Metode nisu 
standardizirane, mogu}i su la`no negativni rezultati zbog 
genskih razli~itosti virusa dengue te nije mogu}e razlikova-
ti primarnu od sekundarne infekcije.19

Detekcija antigena

NS1-gen ~ini vrlo konzervirani dio genoma virusa den-
gue. Visoke koncentracije NS1-antigena mogu se dokazati 
tijekom primarne, ali i tijekom sekundarne dengue infekcije 

kada se nalazi u obliku imunih kompleksa koje tvori s ve} 
postoje}im IgG-protutijelima.24 NS1-antigen prisutan je u 
serumu du`e vrijeme od virusne RNK (do devetog dana 
nakon po~etka bolesti).19 Zbog toga detekcija NS1-antigena 
mo`e pomo}i u dijagnostici infekcije virusom dengue u 
vrijeme kad virusna RNK vi{e nije detektabilna. Testovi za 
dokaz NS1-antigena danas su komercijalno dostupni, no 
ve}ina ovih testova ne mo`e razlikovati serotipove virusa 
dengue.24,25

Serolo{ka dijagnostika

Tijekom primarne infekcije virusom dengue specifi~na 
IgM-protutijela mogu se detektirati u serumu u oko 50% 
bolesnika tri do pet dana nakon po~etka bolesti, u oko 80% 
bolesnika nakon pet dana te u gotovo svih bolesnika nakon 
10 dana.19 IgM-protutijela dose`u maksimalne vrijednosti 
oko dva tjedna nakon pojave simptoma te obi~no nestaju za 
dva do tri mjeseca. Nizak titar IgG-protutijela mo`e se na}i 
ve} krajem prvog tjedna bolesti, nakon ~ega postupno raste 
i ostaje detektabilan dugo vremena nakon preboljele in-
fekcije, a mo`da i do`ivotno. Tijekom ponovne (sekundar-
ne) infekcije drugim serotipom virusa dengue titar IgG-pro-
tutijela raste br`e i dose`e vi{e vrijednosti nego u primarnoj 
infekciji. Titar IgM-protutijela u sekundarnoj infekciji znat-
no je ni`i, a vrlo ~esto i ispod razine detekcije (slika 1).26,27

U serolo{koj se dijagnostici naj~e{}e primjenjuje imu-
noenzimni test (ELISA) te neizravni IF-test (slika 2) koji 
odre|uju klase IgM i IgG-protutijela. Pri interpretaciji nala-
za treba isklju~iti mogu}e kri`ne reakcije s drugim flavi-
virusima. Prednost IF-testa u odnosu prema ELISA-testu 
jest mogu}nost odre|ivanja protutijela specifi~nih za sero-
tip. Iako su ~esto prisutne kri`ne reakcije izme|u serotipo-
va, titar protutijela na serotip virusa koji je uzrokovao in-
fekciju (tzv. homologna protutijela) obi~no je vi{i od titra 
heterolognih protutijela.28,29

Test inhibicije hemaglutinacije (IH) temelji se na spo-
sobnosti virusa dengue da uzrokuje aglutinaciju eritrocita 
guske ili ljudskih eritrocita grupe »0«. U prisutnosti spe-
cifi~nih protutijela dolazi do inhibicije hemaglutinacije. 
Budu}i da ovaj test ne razlikuje klase protutijela, za dija-
gnozu dengue infekcije potrebno je testirati serum akutne 
(do petog dana bolesti) i rekonvalescentne faze (nakon 7-14 
dana) radi usporedbe titra protutijela. Protutijela koja inhi-
biraju hemaglutinaciju tako|er pokazuju kri`ne reakcije s 
drugim flavivirusima.19

Neutralizacijski test redukcije plakova (PRNT, engl. 
plaque reduction neutralization assay) odre|uje titar neu-

Slika 2. Neizravni imunofluorescentni test: specifi~na antidengue protu-
tijela u serumu bolesnika uzrokuju fluorescenciju citoplazme inficiranih 
stanica; Odsjek za virolo{ku serologiju Hrvatskog zavoda za javno zdrav-
stvo (slikano ljubazno{}u prof. dr. sc. J. Vrane{, Zavod za javno zdrav-

stvo »Dr. Andrija [tampar«)
Figure 2. Indirect immunofluorescent assay: antibodies against dengue 
viruses cause a fluorescence of the infected cells; Division for virologic 
serology, Croatian National Institute of Public Health (picture taken by 
courtesy of professor J. Vrane{, Public Health Institute »Dr Andrija 

[tampar«)

Slika 1. Serolo{ki odgovor tijekom primarne i sekundarne infekcije virusom dengue (prema: www.euroimmun.de)
Figure 1. Serologic response during primary and secondary dengue virus infection (according to: www.euroimmun.de)
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tralizacijskih protutijela koji korelira sa za{titom od in-
fekcije. Jedino je ovim testom mogu}e precizno odrediti 
serotip virusa dengue. No metoda je tehni~ki zahtjevna za 
izvo|enje te se ne rabi u rutinskoj dijagnostici. 30,31

U nekim se laboratorijima za razlikovanje primarne od 
sekundarne infekcije rabi i odre|ivanje IgG-aviditeta. 
Tijekom primarne infekcije stvaraju se IgG-protutijela nis-
kog aviditeta, tj. niskog afiniteta za antigen. Napredovanjem 
infekcije dolazi do sazrijevanja imunosnog odgovora i IgG-
-protutijela poprimaju visok aviditet koji ostaje trajno visok. 
Sekundarnu dengue infekciju karakterizira brz porast IgG-
-protutijela visokog aviditeta. Ovaj test nije komercijalno 
dostupan te nije u {irokoj primjeni.32

Odre|ivanje omjera IgM/IgG-protutijela tako|er mo`e 
pomo}i u razlikovanju primarne od sekundarne dengue in-
fekcije. Kod primarne dengue infekcije taj je omjer ve}i od 
1,2 (ako se rabi razrije|enje seruma 1:100) ili ve}i od 1,4 
(ako se rabi razrje|enje seruma 1:20).33,34

U zaklju~ku, brza i pouzdana dijagnostika virusa dengue 
od izuzetne je va`nosti za klini~are (zbog rane dijagnostike 
te`ih oblika bolesti, potvrde slu~ajeva i diferencijalne dija-
gnoze prema drugim infektivnim bolestima), kao i za epide-
miologe (provo|enje preventivnih mjera te kontrola i nad-
zor epidemija). U Nacionalnome referentnom laboratoriju 
za arboviruse ECDC (engl. European Center for Disease 
Control) pri Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo provodi 
se serolo{ka (ELISA, IF) i molekularna dijagnostika (»sin-
gleplex pan-dengue« real-time RT-PCR) virusa dengue.
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