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Pregledni ~lanak
Virus mumpsa uzro~nik je zau{njaka, bolesti koja se mo`e prevenirati cijeplje-
njem. Mumps je RNK virus koji se u klini~kim uzorcima i u supernatantima in-
ficiranih stani~nih kultura nakon izolacije RNK mo`e detektirati RT-PCR
testom. Prednosti RT-PCR testa su brzina, specifi~nost i mogu}nost detekcije
malog broja kopija virusa. Genskom karakterizacijom i genotipizacijom virusa
omogu}eno je epidemiolo{ko pra}enje distribucije i cirkuliranja divljih tipova
virusa mumpsa koji uzrokuju epidemije i u procijepljenim populacijama.
Molekularna detekcija i genska karakterizacija divljih i cjepnih virusa mumpsa
provodi se u Republici Hrvatskoj od kraja 90-tih godina.

Molecular detection and genetic characterization of mumps virus
Review article

Mumps is an RNA virus that is a cause of the vaccine preventable disease,
mumps. In clinical specimens and supernatants of the infected cell cultures its
RNA is detectable by RT-PCR test. Advantages of RT-PCR are rapidity, speci-
ficity and sensitivity. Genetic characterization and genotyping are basis for mo-
lecular epidemiological surveillance of the wild type mumps virus. Mumps out-
breaks are also detected in a highly vaccinated population. Molecular detection
and characterization of wild and vaccine types of mumps virus has been per-
formed in Croatia since the late nineties.

1. Uvod

Zau{njaci su zarazna bolest uzrokovana virusom
mumpsa. Bolest se klini~ki manifestira temperaturom,
glavoboljom, umorom te oticanjem parotidnih `lijezda
[1], iako pribli`no 30 % oboljelih nema karakteristi~ne
klini~ke simptome bolesti [2]. Premda su zau{njaci be-
nigna bolest, kod nekih oboljelih dolazi do ozbiljnih kom-
plikacija. Asepti~ni meningitis razvije se u oko 15 % obo-
ljelih od zau{njaka, encefalitis u 0,2–0,3 % oboljelih, a
orhitis u 20–30 % oboljelih odraslih mu{karaca [2]. 

Mumps je RNK virus koji pripada redu Mononegavi-
rales, porodici Paramyxoviridae, potporodici Paramyxo-
virinae i rodu Rubulaviridae [3].

Virusne ~estice mumpsa izrazito su pleomorfne,
promjera 100–600 nm. Dominiraju grubo sferi~ne ~estice
(slika 1A), a virus postoji i u filamentoznom ili nepravil-
nom obliku [3].

Genom virusa ~ini jednolan~ana, nesegmentirana
RNK negativnog polariteta (–) veli~ine 15834 nukleotida
(nt). RNK je funkcionalno podijeljena na sedam gena koji
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su razdvojeni netranskribiraju}im intergenskim regijama
od jednog, dva ili sedam nukleotida. Na 3' i 5' krajevima
genoma nalaze se nekodiraju}e sekvence (engl. leader i
trailer) koje su obrnuto komplementarne i va`ne su u kap-
sidaciji, transkripciji i vjerojatno replikaciji virusa [4]. 

Sedam gena kodira redom za nukleokapsidni protein
(NP), fosfoprotein (P), matriks protein (M), fuzijski protein
(F), mali hidrofobni protein (SH), hemaglutinin-neu-
raminidazni protein (HN) i veliki protein (L) [5] (slika 1B).

Virusne ~estice gra|ene su od lipoproteinske ovojnice
s uklopljenim glikoproteinima HN i F, a s unutarnje strane
ovojnice nalazi se M protein. 

Unutar ovojnice nalazi se helikalna nukleokapsida
gra|ena od virusne RNK i NP proteina, a uz nju su vezani
proteini P i L. Kompleks P i L proteina ima funkciju
virusne RNK-ovisne RNK polimeraze (slika 1B). 

Zau{njaci se preveniraju cijepljenjem sa `ivim ate-
nuiranim cjepnim virusima. 

Prva cjepiva pripravljena su 60-ih godina 20-og sto-
lje}a [6], a danas se u komercijalno dostupnim cjepivima
koristi desetak cjepnih virusa mumpsa. Naj~e{}e se upo-
trebljavaju cjepni virusi Jeryl-Lynn, Urabe AM9,
Leningrad-3, L-Zagreb te RIT 4385 [7].

Smatra se da je virus mumpsa monotipan [7, 8] te da
svi cjepni virusi pru`aju dugotrajnu za{titu protiv divljih
tipova virusa [8]. Unato~ tome, epidemije mumpsa po-
javljuju se ~ak i u dobro procijepljenim populacijama [9,
10, 11, 12], a u nekim slu~ajevima postoje}a neutralizacij-
ska antitijela ne pru`aju za{titu protiv reinfekcije hete-
rolognim genotipom mumpsa [9, 13].

2. Detekcija virusa mumpsa

Laboratorijska potvrda infekcije virusom mumpsa
va`na je zbog potvrde klini~ke dijagnoze mumpsa i raz-
likovanja od bolesti sa sli~nim simptomima, a razli~itog
etiolo{kog agensa kao {to su virusi parainfluence 1 i 2,
echovirusi te virus limfocitnog koriomeningitisa [14]. 

Metode za dijagnostiku mumpsa dijele se na serolo{ke
metode, metode izolacije virusa u kulturi i molekularne
metode.

Akutna infekcija virusom mumpsa detektira se : (a)
otkrivanjem mumps specifi~nih IgM antitijela u serumu,
(b) pove}anjem titra IgG antitijela u uzorcima seruma
sakupljenim u vrijeme akutne faze i nakon bolesti, (c)
otkrivanjem citopatogenog u~inka virusa mumpsa u
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Slika 1. Shematski prikaz virusne ~estice Paramixovirusa (A) i organizacija genoma virusa mumpsa (B)
Figure 1. Shematic diagram of Paramyxoviridae virus particle (A), and gene order in the genome of mumps virus (B)
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stani~noj kulturi ili (d) detekcijom virusa mumpsa testom
reverzne transkripcije i amplifikacije [14]. 

Naj~e{}e kori{teni serolo{ki testovi za detekciju
mumpsa su komercijalni enzim-imuno testovi (engl. en-
zyme immuno assay, EIA) kojima se dokazuje pojava IgM
ili porast IgG specifi~nih antitijela. 

Prednosti tih testova su jednostavnost izvo|enja i
mogu}nost obrade velikog broja uzoraka. Zbog toga se
koriste u velikom broju laboratorija, unato~ nepostojanju
internacionalnog referensa i mogu}nosti pojave la`no
pozitivnih rezultata zbog interferencije s virusima parain-
fluence tipa 1 i 3 [14, 15].   

Infekcija virusom mumpsa mo`e se dokazati i izo-
lacijom virusa iz biolo{kih uzoraka u stani~nim kultura-
ma. Uspje{na izolacija mora biti potvr|ena testom imuno-
fluorescencije s mumps specifi~nim antitijelom ili mole-
kularnim metodama [14].  Kao detekcijska metoda, izo-
lacija virusa na stani~nim kulturama vremenski je zahtjev-
na te zbog svoje niske osjetljivosti nepogodna za detekci-
ju male koli~ine virusa [16]. 

Prisustvo virusa u uzorcima mogu}e je dokazati i
metodama molekularne biologije kojima se detektira
virusna RNK. 

2.1. Izolacija virusa na stani~nim kulturama

Najva`niji parametar u odabiru vrste stani~ne kulture
je njezina pogodnost za infekciju odre|enim virusom. 

Za izolaciju virusa mumpsa mogu se koristiti stani~ne
kulture Vero (stanice bubrega Afri~kog zelenog majmu-
na), B95a (B limfoblastoidne stanice marmoseta) [24],
CaCo-2 (stanice humanog karcinoma kolona) [25] te
LLC-MK2 (epitelne stanice bubrega majmuna) [26].

Virus mumpsa naj~e{}e se izolira u kontinuiranoj
stani~noj liniji Vero [25, 26]. Vero stani~na linija potje~e
iz 1962. godine, dobro je karakterizirana, lako se propagi-
ra i mo`e se komercijalno nabaviti. Osim virusom mump-
sa mo`e se inficirati i mnogim drugim virusima kao {to su
ospice, respiratorni sincicijski virus (RSV), parainfluenca
1, 2, 3, 4A i 4B [27]. Iako jo{ nije definirano koja je
stani~na linija najpogodnija za izolaciju virusa mumpsa,
navedene karakteristike Vero stani~ne linije razlog su za
njezinu ~estu upotrebu. 

Zbog kontaminacije stani~ne kulture ne`eljenim
mikroorganizmima uzorci se trebaju transportirati do la-
boratorija u sterilnim kontejnerima i sterilnim transport-
nim medijima u {to kra}em vremenu.

Infekcija stani~ne kulture virusom mumpsa detektira
se pojavom citopatogenog u~inka (engl. cytopathogenic
effect, CPE), a potvr|uje testom imunofluorescencije ili
testom reverzne transkripcije i amplifikacije (RT-PCR).
CPE razli~itih virusa mumpsa ne mora nu`no biti jednake
morfologije, a ponekad je i neprepoznatljiv [6]. Uzastop-

na supkultivacija virusa na stani~nim kulturama mo`e
promijeniti njegove genetske karakteristike [28, 29] pa je
virus  najpogodnije detektirati i karakterizirati moleku-
larnim metodama nakon {to manjeg broja supkultivacija
[28].

3. Molekularna detekcija virusa mumpsa

Prednosti molekularne detekcije su brzina, specifi~nost
i velika osjetljivost. No, za izvo|enje testova potrebna je
posebna oprema i obu~eno osoblje {to poskupljuje metodu
i ujedno predstavlja njezin glavni nedostatak.

Ciljna molekula za molekularnu detekciju virusa
mumpsa je virusna RNK koja se mo`e izolirati direktno iz
klini~kih uzoraka ili iz virusa izoliranih na stani~nim kul-
turama.

Virusna RNK prevodi se enzimom reverzne transkrip-
taze u komplementarnu DNK (cDNK), a zatim amplifici-
ra u lan~anoj reakciji polimerazom (engl. Polymerase
Chain Reaction, PCR).

3.1. Klini~ki uzorci za molekularnu detekciju virusa

Za izolaciju virusne RNK pogodni su brojni klini~ki
uzorci: slina [17, 18], urin [18, 19], serum [18] i bris `dri-
jela [20], a kod oboljelih kod kojih su se pojavile kompli-
kacije kao meningitis ili orhitis virusna RNK se mo`e
izolirati i iz cerebrospinalnog likvora (CSL) [16, 19] ili
sjemene teku}ine [21]. 

Zbog osjetljivosti virusa mumpsa na povi{enu tempe-
raturu i svjetlost, te osjetljivosti virusne RNK na RNazu,
uzorci se moraju pohraniti u specifi~nim uvjetima. Uzorci
koji se obra|uju unutar 6–8 sati od sakupljanja ~uvaju se
na +4 °C, a uzorci koji se pohranjuju na dulje vrijeme
~uvaju se na –20 do –70 °C [22]. Otapanje i ponovno za-
mrzavanje klini~kih uzoraka mo`e negativno utjecati na
kvalitetu RNK koja }e se iz njih izolirati [22].

Vrijeme koje je proteklo od pojave simptoma infekcije
do vremena u kojem su sakupljeni uzorci tako|er odre|uje
uspje{nost detekcije virusa. Uzorkovanje seruma i brisa
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Vrijeme nakon izbijanja % pozitivnih u RT-PCR testu/
simptoma (dani) Lin i sur. [18] Lin i sur. [23]

1 – 7 61,9 48
8 – 14 36,5 17
>14 6,1 0

nepoznato 19,0 n.d.

Tablica 1. Detekcija virusa mumpsa RT-PCR-om u IgM pozi-
tivnim uzorcima sline prikupljenim tijekom akutne infekcije

Table 1. RT-PCR detection of mumps virus in IgM positive sali-
va samples. Samples were collected during acute infection

n.d. = nije detektirano/not detected
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grla preporu~a se unutar 3–5 dana od pojave simptoma
bolesti, iako se virus mo`e detektirati u brisu grla i 7 dana
prije izbijanja simptoma [14]. U uzorcima urina virus se
mo`e detektirati tako|er 3–5 dana nakon pojave simp-
toma, a obilnije se izlu~uje u urinu 6–15 dana nakon po-
jave simptoma [14].

Najve}i postotak pozitivnih uzoraka sline zabilje`en
je kod uzoraka sakupljenim do 7. dana nakon pojave sim-
ptoma, a virus se mo`e detektirati u slini sve do 14. dana
od pojave simptoma [23, 18] (tablica 1).

3.2. Izolacija virusne RNK iz klini~kih uzoraka i
supernatanta stani~nih kultura

Izolacija intaktne RNK prvi je, i ~esto kriti~an korak u
izvo|enju molekularnih testova. Zbog prisutnosti RNaza
u uzorcima, otopinama i posu|u svaka faza u izolaciji tre-
ba biti propisno izvedena (tretiranje otopina dietilpirokar-
bonatom (DEPC), kori{tenje jednokratnog plasti~nog po-
su|a slobodnog od RNaza, kori{tenje nastavaka s bari-
jerom i no{enje rukavica). 

RNK se mo`e izolirati klasi~nom metodom, naj~e{}e
modificiranoj prema metodi Chomczynski i Mackey [30],
ili upotrebom nekog od komercijalnih kitova koji su svo-
jim sastavom prilago|eni za izolaciju iz pojedinih vrsta
uzoraka. 

Uzorke iz kojih se izolira virusna RNK mumpsa do-
voljno je promije{ati u liziraju}em puferu {to }e razoriti
stani~ne membrane ili virusnu ovojnicu i osloboditi RNK
za ekstrakciju. 

Postupak izolacije RNK mo`e se podijeliti na sljede}e
faze: lizu uzorka, izdvajanje RNK iz lizata, precipitaciju i
ispiranje.

Liza se temelji na djelovanju jakih denaturiraju}ih
agensa kao {to su gvanidin tiocijanat, gvanidin hidro-
klorid, litij-klorid (LiCl), natrij-dodecilsulfat (SDS) ili
fenol koji istovremeno razaraju stanice i virusne ovojnice
te denaturiraju RNaze. 

Iz lizata se RNK mo`e izdvojiti smjesom fenol:kloro-
form, vezanjem na magnetske kuglice ili vezanjem na fil-
tere od staklene vune. Magnetske kuglice i filteri od stak-
lene vune koriste se u komercijalno dostupnim kolonama
za izolaciju RNK.

U precipitaciji RNK koristi se alkohol (etanol ili izo-
propanol) ili sol LiCl. Uobi~ajena je upotreba alkohola, no
upotrebom LiCl dobiva se ~i{}i precipitat jer se ne precipi-
tiraju ugljikohidrati, proteini ili DNK zaostali nakon izd-
vajanja RNK iz lizata uzorka.

U zadnjoj fazi izolacije, ispiranju, talog RNK ispire se
od soli sa 70–80 % etanolom.

Izolirana RNK osjetljiva je na RNaze iz okoline. Zato
se prije pohranjivanja, otapa u vodi ili Tris-EDTA puferu
(TE pufer) koji moraju biti obra|eni DEPC-om ili posje-

dovati potvrdu da su slobodni od RNaza (engl. RNase
free). 

RNK se ~uva na –80 °C. Kako bi se sprije~ilo nepo-
trebno odmrzavanje i ponovno zamrzavanje kojima dolazi
do fragmentacije RNK, RNK se raspodjeljuje u alikvote
dovoljne za jednu upotrebu. Tako pripremljena RNK
mo`e se ~uvati do godine dana na –80 °C [31].

3.3. Uspostava RT-PCR testa za detekciju
virusa mumpsa

Test za molekularnu detekciju virusne RNK sastoji se
od reakcija reverzne transkripcije i amplifikacije (RT-
-PCR). Komercijalni kompleti za detekciju RNK virusa
mumpsa nisu dostupni, pa je virus mogu}e detektirati
samo in-house metodom. U literaturi postoje metode ra-
zli~itih autora s opisanim uvjetima za detekciju RNK
virusa mumpsa pomo}u kojih se mo`e osmisliti vlastita
metoda [16, 21, 32] (tablica 2). 

Reakcija reverzne transkripcije izvodi se pod stan-
dardnim uvjetima [34], a zbog pove}anja osjetljivosti ili
specifi~nosti u reakcijskoj smjesi mogu se promijeniti
oligonukleotidi, reverzna transkriptaza ili vrijeme trajanja
reakcije [33, 34]. Uobi~ajeno se koriste nasumi~ni hek-
sanukleotidi (engl. random hexamers), a u slu~ajevima
negativnog rezultata ili nespecifi~nih PCR produkata,
umjesto heksanukleotida mo`e se upotrijebiti po~etnica
suprotnog polariteta (engl. antisense) [34]. Prema litera-
turnim podacima reverzne transkriptaze MuLV (engl.
murine leukemia virus) i AMV (engl. avian myeloblasto-
sis virus) jednako su efikasne u stvaranju cDNK [35]. U
testovima gdje se u jednoj epruveti odvijaju RT i PCR ko-
riste se enzimi koji su i reverzne transkriptaze i polimer-
aze (npr. RTth), a vrsta njihove aktivnosti ovisi o tempera-
turi inkubacije. Produ`enjem RT reakcije mo`e se pove-
}ati duljina stvorene cDNK i tako pove}ati osjetljivost ci-
jelog testa [34].

Prilikom uspostavljanja testa za amplifikaciju (PCR)
bitno je definirati: 

– regiju za PCR i specifi~ne po~etnice
– osjetljivost i specifi~nost testa 
– uvjete PCR-a.

Dio genoma koji }e se amplificirati i prema kojem }e
se dizajnirati po~etnice odre|uje se prema svrsi RT-PCR
testa. 

U svrhu detekcije i identifikacije virusa mumpsa
naj~e{}e se amplificira dio ili cijeli SH gen [9, 23, 37, 38,
39, 40], a ponekad i dijelovi F [41, 42], HN [20], NP [17]
ili M [40] gena (tablica 2).

Ako se osim detekcije `eli napraviti i filogenetska
analiza virusa mumpsa amplificira se cijeli SH gen [43]. 

Molekularna karakterizacija virusa mumpsa mo`e se
raditi u bilo kojem dijelu genoma. 

T. KO[UTI] GULIJA, et. al. Molekularna detekcija i genska karakterizacija virusa mumpsa
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Naj~e{}e karakterizirani dio genoma je HN gen u ko-
jem su lokalizirana tri epitopa protiv kojih se stvaraju neu-
traliziraju}a antitijela [19, 44, 45], te zbog mogu}eg utje-
caja 7616. nukleotida na neurovirulentna svojstva cjep-
nog virusa Urabe AM9 [46, 47].

Maksimalna osjetljivost i specifi~nost RT-PCR testa
posti`e se dobrim izborom po~etnica. Po~etnice se jed-
nostavno i to~no dizajniraju pomo}u kompjuterskih pro-
grama (npr. CloneManager, Oligoware 1.0) namijenjeni-
ma za analizu nukleotidnih sekvenci. Nukleotidne sek-
vence prikupljaju se iz banki gena (EMBL i GenBank). 

Po~etnice koje su u izabranoj regiji komplementarne
slijedu nukleotida kod brojnih virusa mumpsa, omogu-
}uju detekciju razli~itih virusa mumpsa. Obzirom na
raznolikost sekvenci taj je uvjet te{ko zadovoljiti pa se
mogu dizajnirati tzv. degenerativne po~etnice. One su
mje{avina po~etnica s razli~itim nukleotidima na defini-
ranim mjestima i imaju svojstvo specifi~nog vezanja na
razli~ite nukleotidne sekvence [16].  

Specifi~nost testa procjenjuje se prema rezultatima
RT-PCR testa u kojima se kao uzorak koristi RNK virusa
ospica, RSV-a tipa A i B ili humanog parainfluenca virusa
tip 1, 2, 3 i 4  [16, 48]. Negativan rezultat tih amplifikacija
ukazuje na specifi~an RT-PCR test za virus mumpsa. 

Jednostupanjskim RT-PCR testom mogu}e je detekti-
rati virus u velikom rasponu 1–5×103 virusnih ~estica
(tablica 2).

Prednost RT-PCR testa u usporedbi s drugim metoda-
ma detekcije je njegova velika osjetljivost. Granica osjet-
ljivosti testa (engl. endpoint) odre|uje se amplifikacijom
serijski razrije|enih laboratorijskih standarda, koji mogu
biti: virusni pulovi poznatog titra [35], linearizirani plaz-
midi s kloniranim PCR fragmentom ili RNK standardi do-
biveni in vitro transkripcijom plazmidne DNK s klonira-

nim PCR fragmentom [16, 23]. Prema literaturnim poda-
cima procjenjuje se da je mogu}e detektirati standard u
rasponu od 1–20 virusnih ~estica ako se radi o virusnom
pulu poznatog titra [35], 5–50 kopija sintetske RNK [16] ili
1–10 kopija plazmidnog standarda  [23, 32, 40] (tablica 2).

Komercijalno se ne mo`e nabaviti niti jedan od tih
standarda tako da ne postoji mogu}nost standardizacije
RT-PCR testova izme|u laboratorija niti uspore|ivanje
osjetljivosti testova opisanih u literaturi. 

U  2006. godini Centers for Disease Control and Pre-
vention (CDC) objavio je protokol za razvoj i validaciju
RT-PCR testa za detekciju virusa mumpsa, a u tu svrhu
laboratoriji javnog zdravstva iz SAD-a mogu nabaviti
alikvote virusa mumpsa i izoliranu RNK mumpsa koji
slu`e kao pozitivna kontrola u RT-PCR testu. Alikvoti
sadr`e lizat stani~ne kulture Vero koja je inficirana divljim
tipom virusa mumpsa [49]. 

Osjetljivost testa za molekularnu detekciju mo`e se
pove}ati uvo|enjem drugog ciklusa amplifikacije, tzv.
dvostupanjski PCR (engl. nested-PCR). U drugom cik-
lusu amplifikacije koristi se novi par po~etnica, a kao uzo-
rak za umno`avanje koristi se produkt prve amplifikacije.
Procijenjeno je da je uz dobro odabrane po~etnice dvostu-
panjski PCR za 102–103 puta osjetljiviji od jednostupanj-
skog PCR testa [16]. Uvo|enje drugog para po~etnica u
protokol za molekularnu detekciju zahtijeva dodatno
rukovanje uzorcima, pa je ve}a mogu}nost pojave la`no
pozitivnih rezultata. 

Uvjeti amplifikacije odre|uju se eksperimentalno. U
fazi denaturacije uzorci se inkubiraju na temperaturi
90–95 °C, do 1 minute. Temperatura vezanja po~etnica
(engl. annealing temperature, Ta) najva`niji je parametar
koji treba eksperimentalno odrediti u PCR reakciji [50].
Nalazi se izme|u 40–70 °C, a odre|uje se empirijski [33].
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Umno`ena regija u genomu RT-PCR reakcija Osjetljivost testa Referenca

SH gen jednostupanjska 5 × 103 kopija RNK* Palacios [16]
dvostupanjska 5–50 kopija RNK*

SH gen dvostupanjska 1–10 kopija p.s. Lin [23]

Dio NP gena dvostupanjska n. i. Sartorious [17]

Dio NP gena jednostupanjska 1–20 inf. ~est. virusa Boriskin [35]

Dio F gena dvostupanjski 5 kopija p.s. Uchida [32]
real-time PCR

Dio P i HN gena dvostupanjska n. i. Nagai [20]

Dio M gena jednostupanjski 1–10 kopija p.s. Kubar [40]
real-time PCR

Tablica 2. Osnovne karakteristike nekih RT-PCR protokola za molekularnu detekciju virusa mumpsa

Table 2. Basic characteristics of RT-PCR protocols for molecular detection of mumps virus

*sintetska RNK molekula/synthetic RNA, p.s. = plazmidni standard/ plasmid standard ,
n.i./n.a. = nije ispitivana/not analysed
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Kao maksimalna po~etna vrijednost mo`e se uzeti tempe-
ratura taljenja po~etnica (engl. melting temperature, Tm)
[33]. Faza vezanja po~etnica traje 30–45 sekundi, a njezi-
nim produ`avanjem raste broj nespecifi~nih produkata
amplifikacije [33].  Faza elongacije odvija se na tempera-
turi koju odre|uje vrsta polimeraze (68 ili 72 °C) i traje oko
1 minute za amplifikaciju fragmenta od 1 kilobaze.

Produkti amplifikacije vizualiziraju se nakon elektro-
foreze u agaroznom gelu koji je obojen etidijskim bro-
midom. U svakoj elektroforezi uz uzorke se nanosi i biljeg
DNK za odre|ivanje veli~ine produkata (engl. size mark-
er, SM). Etidijski bromid ve`e se izme|u lanaca DNK i
fluorescira kada se obasja UV svjetlom. 

U interpretaciji rezultata RT-PCR testa pozornost tre-
ba obratiti na pozitivnu i negativnu kontrolu koje moraju
biti uklju~ene u svaki test [22]. Pozitivna kontrola sastoji
se od malog broja nukleinskih kiselina koje }e se speci-
fi~no umno`iti u RT-PCR testu [22]. Kao pozitivna kon-
trola mo`e se koristiti RNK izolirana iz stanica inficira-
nim virusom mumpsa ili RNK dobivena in vitro transkrip-
cijom plazmidne DNK s ukloniranim PCR fragmentom.
Negativna kontrola obi~no se sastoji od vode ili medija za
supkultivaciju stanica koji prolaze cijeli proces izolacije
RNK i RT-PCR testa.  

Kontrole su potvrda da je test pravilno izveden i da je
mogu}nost la`no pozitivnih i la`no negativnih rezultata
minimalna. La`no negativni rezultati obi~no potje~u od

nepravilno sakupljenih i spremljenih uzoraka ili uzoraka u
kojima je zbog nepravilnog spremanja razorena RNK.
La`no pozitivni rezultati naj~e{}e su rezultat zaga|enja
prethodno amplificiranom DNK, ili me|u-kontaminacije
uzoraka tijekom sakupljanja, alikvotiranja ili izolacije
RNK.

Pozitivan rezultat RT-PCR testa ukazuje na prisutnost
RNK virusa mumpsa u uzorku, {to potvr|uje klini~ku di-
jagnozu zau{njaka i predstavlja po~etan korak u genskoj
karakterizaciji virusa. 

4. Genska karakterizacija virusa mumpsa:
genotipizacija i filogenetska analiza

Virus mumpsa genski se karakterizira usporednom
analizom njegove nukleotidne sekvence sa sekvencama
ostalih virusa mumpsa koje su pohranjene u banci gena.
Sekvence se odre|uju direktnim sekvenciranjem PCR
produkata ili kloniranjem PCR produkata u plazmidni
vektor koji se potom sekvencira. Usporedne analize rade
se pomo}u kompjuterskih programa (npr. ClustalX, Clone-
Manager, TreeWiew, NJplot) koji omogu}uju pronala`e-
nje sli~nosti i razlika izme|u sekvenci, te konstruiranje
filogenetskih stabala. Naj~e{}a primjena molekularne ka-
rakterizacije je u odre|ivanju genotipa virusa mumpsa
(genotipizacija) i filogenetskoj analizi. Genotipizacija i
filogenetska analiza mumpsa ve}inom se temelje na ana-
lizi nukleotidnih sekvenci hipervarijabilnog SH gena

T. KO[UTI] GULIJA, et. al. Molekularna detekcija i genska karakterizacija virusa mumpsa

Infektolo{ki glasnik 27:1, 27–37 (2007) 

Slika 2. Filogenetsko stablo virusa mumpsa konstruirano iz sekvenci SH gena od 316 nukleotida. Sekvence su preuzete iz banke gena
GenBank. Virusi detektirani na podru~ju Hrvatske, 9218/Zg98 i Du/CRO05 nalaze se unutar krugova

Figure 2. Mumps virus phylogenetic tree based on the 316 nucleotide region of the SH gene. Sequences were obtained from GeneBank.
Two wild types of Croatian mumps, 9218/Zg98 and Du/CRO05, are in circles
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[51–57]. SH je najmanji gen u genomu virusa mumpsa s
kojega se transkribira mRNK od samo 316 nukleotida i
translatira u SH protein od 57 aminokiselina [58]. Dok je u
ostalim genima omjer missense/silent mutacija <0,5, u SH
genu je 2,0 {to ukazuje na njegovu veliku varijabilnost u
odnosu na ostali dio genoma [28, 59]. Biolo{ki utjecaj mu-
tacija u SH genu nije poznat, a pretpostavlja se da velika
heterogenost SH gena nema serolo{kog zna~aja. SH pro-
tein je nestrukturni protein virusa mumpsa koji ima ulogu
u inhibiciji signalnog puta faktora tumorske nekroze α
(TNF-α) [60] {to omogu}uje inficiranoj stanici da izbjeg-
ne apoptozu, a virusu da se nesmetano propagira. 

Temeljem analize SH gena do danas je definirano
dvanaest genotipova virusa mumpsa, koji se ozna~avaju
slovima od A do L (slika 2). 

Prema predlo`enim kriterijima za genotipizaciju i
imenovanje virusa mumpsa iz 2005. [43] novi genotip
virusa mumpsa mo`e se definirati ako su zadovoljeni sli-
jede}i uvjeti: (a) nukleotidna sekvenca od 316 nt SH gena
mora se razlikovati od svih postoje}ih SH sekvenci, a raz-
li~itost sekvence mora biti >5 % kada se usporedi sa svim
sekvencama referentnih virusa (tablica 3); (b) za definiciju
novog genotipa potrebno je detektirati najmanje dva ista ili
sli~na virusa; (c) da bi se izbjegla duplikacija, kod defini-
ranja novog genotipa trebaju biti konzultirana jo{ dva labo-
ratorija; (d) nova nukleotidna sekvenca treba biti pohranje-

na u banci gena GenBank i pravilno ozna~ena (ime virusa i
izvor podataka; izolat virusa ili klini~ki uzorak virusa).

Prijedlogom je definirano i ozna~avanje novih virusa
mumpsa. Naziv treba pru`iti osnovne informacije o virusu
i sadr`avati: oznaku dr`ave prema UN ISO3, godinu
izolacije virusa, identifikacijski broj izolata u labaratoriju,
genotip kojem virus pripada i oznaku MuVs ili MuVi ko-
jom se definira da li je virus detektiran u klini~kom uzorku
ili je izoliran iz stani~ne kulture. Na primjer, virus detekti-
ran u klini~kom uzorku, izoliran 2005. godine u Velikoj
Britaniji, ozna~en kao izolat broj 320 i pripadnik genotipa
D imat }e oznaku: MuVs-GBR05-320-D [43]. 

Prema tom prijedlogu, virusi koji ve} imaju imena po
kojima su poznati iz literature ili po kojima su pohranjeni
u banku sekvenci, stara imena zadr`avaju kao prefikse
novim opisnim imenima.

Iako se ve}ina filogenetskih analiza temelji na sekven-
ci SH gena, postoje i literaturni podaci o filogenetskim
analizama HN i F gena [42, 45, 61]. 

5. Molekularna epidemiologija
virusa mumpsa

U 2004. godini 109 dr`ava koristilo je cjepivo protiv
mumpsa u obaveznim nacionalnim kalendarima cijeplje-
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Genotip Referentni virus Pristupni broj u Dr`ava i godina
GenBank identifikacije

A End/USA45 D90231 USA 45

B Urb/Jap67 D90236 JPN67-95

C Bf/UK75 X63709 GBR75

D Islip/UK97 AF142766 GBR97

E Ed2/UK88 X63711 GBR88

F WLZ1/CNA95 Z77158 CHN95

G Glouc1/UK96 AF142764 GBR96-05

H ManchS1/UK95 AF142771 GBR95

I Odate-1 D86174 JPN93

J Loug1/UK97 AF142770 GBR97

K DK81/01 AF365891 DNK81-88

L Fukuoka49/JPN00 AB105483 JPN00-01

Leningrad-3** AY493374 RUS53
L-Zagreb** AJ272363

Tay/UK50s** AF142774 GBR50s

UNK02-19** AY380077 GBR02

Tablica 3. Predlo`eni referentni virusi za svaki genotip mumpsa [43]
Table 3. Proposed reference strain for each genotype of mumps virus [43]

**referentni sojevi potencijalnih novih genotipova/proposed referent strain of potentialy new gonotypes
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nja. Iako je to znatno smanjilo incidenciju obolijevanja od
mumpsa, u periodu 1999.–2004. slu`beno je zabilje`eno 3
miliona oboljelih [2]. Molekularna detekcija i genotipi-
zacija izoliranih virusa omogu}ava stvaranje baze nuk-
leotidnih sekvenci virusa mumpsa pomo}u koje se krono-
lo{ki i geografski prati distribucija divljih virusa te putevi
prijenosa virusa [62, 63, 12]. U zapadnoj hemisferi cirkuli-
raju genotipovi C-E, G i H, dok su u podru~ju Azije izoli-
rani isklju~ivo virusi genotipova B, F i I [1]. 

Na istom podru~ju mogu cirkulirati i virusi razli~itih
genotipova, kao u Velikoj Britaniji gdje od kasnih osamde-
setih cirkuliraju genotipovi C, D, H i G. Do tada je bio
dominantan genotip C, a pojava genotipa D, H i G podu-
dara se s uvo|enjem obaveznog cijepljenja protiv mumpsa
[23]. 

Na pojedinim podru~jima virusi razli~itih genotipova
izmjenjuju se s vremenom. 

U Japanu je genotip B cirkulirao od 1967.–1989., od
1993.–1998. zamijenio ga je genotip D, a od 1999. domi-
nantan je genotip G [1, 41, 63]. Sli~an primjer je i [vedska
gdje je od 1970.–1980. dominantan bio genotip A. U peri-
odu od 1983.–1985. genotip A se nije pojavljivao da bi se
zatim ponovno javio kao dominantan genotip [64, 65]. 

Nepoznat je mehanizam prirodne selekcije koji utje~e
na pojavnost i distribuciju genotipova virusa mumpsa.
Pretpostavlja se da je jedan od selekcijskih mehanizama i
imunost populacije nakon cijepljenja [1]. Tu pretpostavku
potvr|uje i nepostojanje novijih klini~kih izolata genotipa
A (osim endemskog virusa SBL-1 u [vedskoj) nakon in-
tenzivne upotrebe cjepnog virusa Jeryl-Lynn koji je istog
genotipa [62, 37, 28].

U Kanadi je 2006. cirkulirao virus genotipa G za koji je
utvr|eno da je gotovo identi~an u SH regiji kao i virus koji
je istovremeno uzrokovao epidemije mumpsa u SAD-u
(Iowa i New Yersey) [12].

Na podru~ju Hrvatske sporadi~no se pojavljuju
slu~ajevi obolijevanja od divljeg tipa virusa mumpsa.
Obi~no obolijevaju necijepljena djeca ili osobe srednje do-
bi koje nisu preboljele mumps niti su primile cjepivo.
Obavezno cijepljenje jednokomponentnim cjepivom pro-
tiv mumpsa koje sadr`i cjepni virus L-Zagreb provodi se
od 1972. godine, a od 1974. godine koristi se i trokompo-
nentno cjepivo MRP (measles-rubela-parotitis) [66].
Molekularnom detekcijom i genskom karakterizacijom u
klini~kim uzorcima iz 1998. i 2005. godine detektirana su
dva divlja tipa virusa mumpsa [19]. Prema epidemiolo{-
kim i laboratorijskim podacima oba virusa unesena su u
Hrvatsku. Virus izoliran 1998. nazvan je 9218/Zg98 i
zabilje`en je samo kod jednog oboljelog. Sekvenca  nje-
govog SH gena pohranjena je u GenBank pod pristupnim
brojem AJ272364, a genskom karakterizacijom SH gena
utvr|eno je da ne pripada niti jednom do sada poznatom
genotipu (slika 2). 2005. godine izoliran je virus nazvan

Du/CRO05 koji je izazvao manju epidemiju. Sekvenca
njegovog SH gena pohranjena je u GenBank pod pristup-
nim brojem DQ139784, a genskom karakterizacijom
utvr|eno je da pripada genotipu G (slika 2) [19].

6. Ostale primjene rezultata molekularne
detekcije i genske karakterizacije virusa
mumpsa

Rezultati molekularne detekcije i karakterizacije
virusa mumpsa primjenjuju se i kod pra}enja patogenosti
divljih virusa mumpsa, utvr|ivanja genetske stabilnosti
cjepnih virusa u proizvodnim uvjetima, laboratorijskih is-
tra`ivanja u slu~ajevima postvakcinalnog meningitisa i
utvr|ivanja uzroka epidemija u zadovoljavaju}e procije-
pljenim populacijama.

Konstantna molekularna detekcija i karakterizacija
virusa koji se pojavljuju u populaciji potrebna je zbog
povezivanja njihove patogenosti s promjenama u genomu.
Virus mumpsa kontinuirano evoluira supkultivacijama u
razli~itim in vitro i in vivo stani~nim sustavima [47, 29,
67]. Time se nasumi~no mo`e pove}ati ili smanjiti njegova
patogenost [67]. U tu svrhu naj~e{}e je analiziran HN gen u
kojem su definirana tri antigena epitopa odgovorna za
stvaranje neutralizacijskih antitijela [68, 69, 70]. Pretpo-
stavlja se da promjene u tim dijelovima genoma mogu utje-
cati na sposobnost virusa da izbjegne imunolo{ki odgovor
doma}ina [70, 69]. Sigurno je da patogenost virusa nije
definirana samo u jednom dijelu genoma nego su to kom-
binacije promjena u raznim funkcionalnim ili regulatornim
regijama [28, 71]. 

Prema zahtjevima Svjetske zdravstvene organizacije i
Europske farmakopeje cjepni virus treba biti genski stabi-
lan u proizvodnim uvjetima [72, 73]. Svi cjepni virusi ti-
jekom proizvodnog procesa umno`avaju se u stani~nim
kulturama, a zbog virusne RNK polimeraze koja nema
mogu}nost popravka pogre{aka tijekom replikacije u pro-
cesu proizvodnje mogu}e je nastajanje nasumi~nih prom-
jena u genomu. Nepoznata je uloga tih promjena, ali zbog
mogu}eg utjecaja na sigurnost i imunogeni~nost cjepiva
genom virusa trebao bi ostati neizmjenjen. Proizvodnja
virusnih cjepiva temelji se na sustavu kvalificiranih banki
(mati~na banka, radna banka) `ivog, atenuiranog, virusa
~ime se umanjuje ili u potpunosti uklanja mogu}nost vari-
jacija u sastavu `ivog, atenuiranog virusnog cjepiva.
Gensku stabilnost mogu}e je dokazati metodama moleku-
larne detekcije i genske karakterizacije virusa, a u tu svrhu
potrebno je analizirati cijeli virusni genom [29, 74]. 

Kao rijetka komplikacija cijepljenja pojavljuje se asep-
ti~ni meningitis [2]. Asepti~ni meningitis koji je uzrokovan
cjepnim virusom javlja se 18–34 dana nakon cijepljenja {to
je duga~ak period za pasivno pra}enje komplikacija cije-
pljenja jer bolest mogu uzrokovati i drugi virusi. U oko
90 % slu~ajeva to su enterovirusi (u podru~jima gdje se
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provodi cijepljenje protiv mumpsa), arbovirusi, a tako|er i
divlji virus mumpsa [75]. Zato se u takvim slu~ajevima eti-
olo{ki agens odre|uje molekularnom detekcijom i gen-
skom karakterizacijom virusa mumpsa [7, 76]. 

Na podru~jima [vicarske, Portugala, [panjolske i
Hong-Konga u dobro procijepljenim populacijama cjep-
nim virusom Rubini, u periodu 1997.–2000. u~estalo su se
pojavljivale epidemije mumpsa. Primjenom molekularne
detekcije i genotipizacije utvr|eno je da su epidemije izaz-
vali divlji virusi [9, 11, 36, 37, 39, 52, 54], a epidemio-
lo{kim istra`ivanjima utvr|ena je niska protektivna efikas-
nost cjepnog virusa Rubini [7].
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