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EBYV jako pricina infek¢ni mononukledzy, jeho laboratorni diagnostika
a dalSi onemocnéni jim vyvolana.

Abstrakt

Tato bakalaiska prace je zaméfena na podrobnou charakteristiku viru Epstein-Barrové,
ktery je vyznamnym piivodcem infekéni mononukledzy postihujici pfiblizné 35-50 %
dospivajicich jedinct. Virus je dale spojovan s rozvojem fady dalSich onemocnéni, véetné
onkohematologickych (lymfom) a autoimunitnich onemocnéni. Laboratorni diagnostika
EBYV je zalozena pfedevsim na prukazu protilatek proti virovym antigentim. Cilem prace
bylo vyhodnotit vztah mezi pfitomnosti protilatek proti EBV, vékem vysSetfovanych osob
a vyskytem onemocnéni. Vysledky ukazaly, Zze 77 % analyzovanych vzorkli bylo
pozitivnich a nejvyssi vyskyt protilatek byl zaznamenam u dospélych osob ve véku 31 az
50 let. Pfitomnost protilatek ale nesouvisela s konkrétnim onemocnénim, resp.
autoimunitnim ¢i onkohematologickym onemocnénim (lymfomem). DalSim cilem prace
bylo provést srovnani vybranych analytickych metod CLIA, EIA a IFA vyuzivanych
k diagnostice EBV. Na zaklad¢ vysledkii bylo vyhodnoceno, ze krom¢ metody EIA ¢i
IFA se jako vhodna jevi také metoda CLIA.

Klicova slova

Epstein-Barrové virus (EBV); infekéni mononukledza (IM); autoimunitni onemocnéni;
lymfomy, EBV-asociovana onemocnéni; laboratorni diagnostika; VCA IgG; VCA IgM;
EBNA-1 IgG; EA(D) IgG; CLIA; EIA; IFA



EBYV as a cause of infectious mononucleosis, laboratory diagnostics and
other diseases caused by it.

Abstrakt

This bachelor’s thesis summarizes the detailed characterization of Epstein-Barr virus,
which is an important agent of infectious mononucleosis affecting appoximately 35-50 %
of adolescents. The virus is also asociated with other diseases, including
oncohematological (lymfoma) or autoimmune diseases. Laboratory diagnostics of EBV
is primarily based on the detection of antibodies to antigens of virus. The aim of this
bachelor’s thesis was to evaluated the relation between the antibodies to EBV, age of the
patients and the incidence of the diseases. The results showed that 77 % of the analyzed
samples were positive and the highest presence of antibodies was detected in adults at the
age from 31 to 50 years. The presence of antibodies was not related to the specific disease.
1.e., autoimmune or oncohematological disesae (lymfoma). Another aim of this thesis was
to make a comparison of selected analytical methods CLIA, EIA and IFA used for
diagnostics of EBV. From the results, it was evaluated that, the CLIA method is also
suitable, in addition to the EIA and IFA methods.

Key words

Epstein-Barr virus (EBV); infectious mononucleosis (IM); autoimmune diseases,
lymfoma; EBV-associated diseases; laboratory diagnostics; VCA IgG; VCA IgM;
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Uvod

Epstein-Barrové virus (EBV) je prvni objeveny lidsky onkogenni herpeticky virus,
ktery patfi do cCeledi Gammaherpesvirinae. RozlisSuji se dva podtypy EBV a to
EBV 1. typu, ktery je rozsifeny celosvétove, a EBV 2. typu, vyskytujici se ptrevazné
v Africe (Houen & Trier, 2021). EBV primarné infikuje B-lymfocyty, a také epitelové
bunky. V téchto buitkach probiha bud’ lyticka nebo latentni faze infekce. Podle exprese
virovych genli miize infekce prechdzet z primérni do perzistujici formy, a mize se podilet

na rozvoji riznych onemocnéni (Rozman et al., 2022).

Nejcastéjsim onemocnénim zpusobenym virem Epstein-Barrové je infekcni
mononukledza (IM), kterd postihuje ptiblizné 35-50 % dospivajicich jedinct. Virus
pronika do organismu orofaryngeélni cestou a napada epitelidlni buiiky a B-lymfocyty
(Huang et al., 2023). EBV je schopen asociovat s onkogennimi proteiny, ¢imzZ se miize
podilet na rozvoji nddorovych onemocnéni, jako jsou Burkittiv lymfom, Hodgkiniv
lymfom nebo difuzni velkobunéény B-lymfom (Damania et al., 2022). Infekce EBV je
také Casto spojovdna se vznikem autoimunitnich onemocnéni, jako jsou roztrousena
sklerdza, revmatoidni artritida nebo systémovy lupus erythematodes, kde EBV miize
plsobit jako aktivator nebo pfispivajici faktor autoimunitnich reakci (Rzymski

& Szuster-Ciesielska, 2023).

Laboratorni diagnostika viru Epstein-Barrové zahrnuje Siroké spektrum testii pro
piimou a nepifimou identifikaci, jejichz cilem je zajistit komplexni a diferencialni
diagnostiku. Diagnostické metody jsou zaméiené na prikaz specifickych protilatek proti
antigenim EBV, zejména protilatek proti VCA IgG, VCA IgM, EBNA-1 IgG, EA(D)
IgG, které se stanovuji pomoci sérologickych metod (napt. EIA, IFA, CLIA). Kromé
sérologickych metod je mozné vyuzit také 1 pfimou detekci virové DNA pomoci
molekularnich metod, jako je PCR. Negjcastéji vyuzivanou metodou je EIA, ale
v soucasnosti je vSak ¢im dal Castéji vyuzivana i chemiluminiscenéni imunoanalyticka

metoda (CLIA) (Smatti et al., 2018; Atefi, 2023).



Piedkladand prace dale analyzuje poskytnutd data z hlediska vyskytu pozitivity
protilatek proti antigenim EBV v zavislosti na véku vySetfovanych osob a pifitomnosti
riznych onemocnénich. Soucasti prace je také podrobné popsat a vzajemné porovnat
vybrané laboratorni metody CLIA, EIA a IFA vyuZivané k diagnostice EBV a na zakladé

provedeného srovnani vyhodnotit metodu vhodnou k tomuto tcelu.



1 VIRY

Prvni zminky o existenci virt pochazeji z 19. stoleti, kdy A.E. Mayer provad¢l studii
mozaikovité nemoci tabdku. AZ pozd¢ji D. 1. Ivanovskij a M. W. Beijerinck prokézali, ze
ptivodcem této nemoci je mala infekéni Castice, a pravé M. W. Beijerinck tuto ¢astici
oznacil terminem ,,virus“ (Artenstein, 2012; The Editors of Encyclopaedia Britannica,
2024; Prono, 2025). Pivod virl zGstava stale nejasny, ale uvazuje se o tiech moznych
hypotézach, a to unikové, redukéni a tieti predpoklada, ze viry vznikly jesté pred

bunécnym zivotem (de la Higuera & Léazaro, 2022).

Viry jsou velmi malé, obligatorni, intracelularni infek¢ni ¢éstice, které se nachazeji
na hranici zivého a nezivého organismu. Jsou tvoiené organickymi molekulami a ti€astni
se metabolickych procestli. Viry jsou zcela zavislé na hostitelské butice, diky cemuz jsou
schopny replikace a pteziti. (Schindler, 2014; Drnkovéa, 2019). Zakladni virova jednotka
se nazyva virion, ktery je tvofen nukleovou kyselinou (DNA nebo RNA). Kolem ni se
nachazi proteinova kapsida zodpovidajici za ochranu genetické informace ulozené
v nukleové kyseliné. U nékterych virh se mulze vyskytovat i lipidovy obal
s glykoproteinovymi vybézky, které interaguji s receptory hostitelské bunky (Wagner
& Krug, 2025). Replikacni cyklus viru zahrnuje nékolik fazi, a to adsorpci viru na
hostitelskou buitku a proniknuti viru dovniti buiky, odstranéni obalu viru, aktivaci
a replikaci virového genomu, a vytvofeni a uvolnéni novych virioni z hostitelské buiiky.
Neobalené viry se uvolnuji lyzou, naopak obalené viry pucenim (Schindler, 2014;
Wagner & Krug, 2025). Patogeneze virovych onemocnéni probiha na tfech urovnich, a to
na urovni intraceluldrni, kterd probihd v hostitelské bunice. Na druhé trovni, kdy virus
pronika a napada tkan€ a orgény, a na tfeti Urovni, kterd se vztahuje k Sifeni infek¢nich
onemocnéni mezi populacemi. Virus nejcastéji vstupuje do organismu pies dychaci nebo
travici trakt, ptimym kontaktem nebo pienosem z matky na dité, a mtiize vyvolat lytickou,
perzistentni a latentni infekci. Nékteré viry jsou také schopny onkogenni transformace

a podilet se na rozvoji autoimunitnich reakci (Hurych & Sticha, 2021).

Dnes existuje tisice druhii virti, z nichz n€které jsou jiz znamé, zatimco jiné dosud
jesté nebyly objeveny. Nejrozsifenéjsim systémem déleni virt je Baltimorsky klasifikacni
systém, ktery rozdéluje viry do sedmi tfid podle genetické materidlu a replika¢niho cyklu

(Louten, 2016).
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2 HERPETICKE VIRY

2.1 Charakteristika herpetickych viri

Herpetické viry, znamé jako herpesviry, spadaji do Celedi Herpesviridae, odvozené
od feckého slova ,,herpes® neboli plazit se. Podle Baltimorského klasifikacniho systému
patii mezi viry L. tfidy, tzv. dsDNA viry. Genetickou informaci maji ulozenou ve formé
dvouvldknové linedrni DNA, stejn¢ jako u cCeledi Poxviridae nebo Adenoviridae.
Herpesviry prochdzeji dvéma odlisSnymi fdzemi Zivotniho cyklu: latentni a lytickou.
V latentni fazi virus aktivuje nékteré geny, diky nimz muze zGstat v hostiteli po pocatecni
infekci po zbytek zivota a mit schopnost se reaktivovat. Naopak v lytické fazi jsou
aktivovany odlisné virové geny, coz vede k mnozeni viru a Sifeni infekce

(Weidner-Glunde et al., 2020).

Herpesviry se skladaji ze tfi hlavnich Casti. Vnitini ¢ast viru se nazyva kapsida, ktera
ma ikosaedralni strukturu, v niZ je uloZzend dvouvlaknova linedrni DNA. Existuji tfi typy
kapsid: A-, B- a C-, které slouZi k dozravani viru (Li & Yu, 2020). Kapsida je velika
piiblizn€¢ 100 nm a slozena ze 162 dutych kapsomer. Na ni je navazan tegument, ktery
tvofi stfedni vrstvu mezi kapsidou a vnéjSim obalem viru, jak je znidzorné€no na

obrazku ¢. 1 (Schindler, 2014).

Tegument je slozen z virovych proteini a riznych enzymit. Je rozdélen do dvou
casti, kdy vnéjsi ¢ast interaguje s glykoproteiny, které obsahuje lipidovy obal viru, a ¢ast
vnitini je spojena s ikosaedralni kapsidou. Hlavnimi ukoly tegumentu je zajistit transport
kapsidy viru do jadra hostitelskych bun¢k, vystup viru z jadra, replikaci novych viriond,
primarni a sekunddrni obaleni kapsidy a vysledné utvofeni novych virionti. Pocet
tegumentovych proteinti u herpesvirt se 1i8i v zavislosti na konkrétnim druhu a obvykle

se pohybuje v rozmezi 17 az 38 proteint (Sucharita et al., 2023).

Vnéjsi lipidovy obal herpesvirii obsahuje glykoproteiny a glykoproteinové hroty
vystupujici zjeho povrchu. Diky témto glykoproteinovym c¢asticim je umoZznéna
interakce se specifickymi receptory na povrchu hostitelskych bun¢k a umoznén vstup viru
do buné€k. Na tyto receptory hostitelskych bunék se mohou vazat napftiklad glykoproteiny
typu gB, gC gD, gH anebo gL (Beilstein et al., 2019).
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Obrazek ¢. 1: Struktura herpetického viru (pfevzato a upraveno dle Chen et al., 2020).

2.2 Klasifikace herpetickych viri

Na zaklad¢ struktury a replikace genomu, biologickych a antigennich vlastnosti

a specifické morfologie virionli, jsou herpesviry rozdéleny do tfi podceledi:

Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae a Gammaherpesvirinae. Kazdy zastupce téchto

podceledi mlZe zplsobit vazna aZ smrtelnd onemocnéni u riznych druhd Zivocichd,

vcetné lidi. Pouze osm z nich je vyznamnych pro ¢lovéka, ty jsou uvedeny v tabulce €. 1

(Zmasek et al., 2019).

Tabulka €. 1: Klasifikace lidskych herpetickych virt.

Clen Zkratka Podéeled’

Herpes simplex virus 1 HSV-1

Herpes simplex virus 2 HSV-2 Alphaherpesvirinae
Varicella-zoster virus VZV

Epstein-Barrové virus EBV Gammaherpesvirinae
Cytomegalovirus CMV

Lidsky herpesvirus 6 (A, B) HHV-6 (6A a 6B) Betaherpesvirinae
Lidsky herpesvirus 7 HHV-7

Lidsky herpesvirus 8 HHV-8 (KSHV) Gammaherpesvirinae

Pfevzato a upraveno dle Zmasek et al., 2019.
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Podceled’ Alphaherpesvirinae zahrnuje tii lidské herpesviry: Herpes simplex virus 1
(HSV-1), Herpes simplex virus 2 (HSV-2) a Varicella-zoster virus (VZV). Tato skupina
vird se vyznacuje velmi kratkym replikaénim cyklem, diky kterému se mohou Sifit
rychleji a virové castice mohou byt detekovany jiz béhem nékolika hodin
(Weidner-Glunde et al., 2020). Infekce zplisobené témito viry jsou zaloZzené na interakci
specifickych glykoproteinti na jejich povrchu s membranou hostitelské¢ buiiky. Podle
téchto specifickych interakci mohou zplsobovat rtizné kozni problémy aZz poskozeni

centralniho nervového systému (MA et al., 2023).

Betaherpesvirinae, mezi které patii lidsky cytomegalovirus (CMV), dva druhy
lidského herpesviru 6 A a B (HHV-6A a HHV-6B) a lidsky herpesvirus 7, maji na rozdil
od Alphaherpesvirinae delsi replikacni cyklus trvajici n¢kolik dni a pomalejsi proces
Sifeni. Tyto viry cilené napadaji pievazné lidské builky, jako jsou epitelidlni bunky,

fibroblasty, monocyty a T-lymfocyty, zejména Th-lymfocyty.

Tteti skupinou herpetickych virt je podceled Gammaherpesvirinae, ktera zahrnuje
virus Epstein-Barrové (EBV) z rodu Lymphocryptovirus a lidsky herpesvirus 8 spojeny
s Kaposiho sarkomem (KSHV) zrodu Rhadinovirus. Tyto viry primarné napadaji
B-lymfocyty, epitelidlni buiiky, monocyty a dendritické buiiky a zptlisobuji celozivotni
infekce v pamétovych B-lymfocytech (Hristova & Galabov, 2022). Replikacni faze je
odli$na od predchozich dvou skupin, kdy u Alpha- a Betaherpesvirinae dominuje faze
lyticka, zatimco u Gammaherpesvirinae taze latentni. DalSim rozdilem je schopnost
Gammaherpesvirinae aktivovat onkogenezi, coz vede k tvorbé nadmérného mnozstvi
nadorové zménénych bunck, které mohou zapfi€init vznik nadorového onemocnéni

(Weidner-Glunde et al., 2020; MA et al., 2023).
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3 EPSTEIN-BARROVE VIRUS

3.1 Objev viru Epstein-Barrové

Nazev viru nese jména britského patologa Anthonyho Epsteina a jeho vyzkumné
asistentky a virolozky Yvonne Barr. V roce 1961 se Epstein Gc¢astnil pfednasky o détské
rakovin¢ v Africe, kterou vedl britsky chirurg Denis Parsons Burkitt, se kterym pozd¢ji
zaCal spolupracovat. Epstein analyzoval vzorky nadorovych bunék na bunécnych
kulturach, které mu byly zasilany z Kampaly od Burkitta, a hledal znamky virové infekce.
Jeho pokusy byly dlouho neuspésné. Az v roce 1963, za pomoci Yvonne Barr, se mu
povedlo uspésné analyzovat voln¢ se pohybujici nddorové buniky na bunécné kultuie. Za
vyuziti elektronového mikroskopu nasledné potvrdil objev nového herpetického viru
a prvniho lidského nadorového viru, ktery byl pojmenovan jako virus Epstein-Barrové

(Rickinson, 2024).
3.2 Struktura EBV

Epstein-Barrové virus (EBV), patii mezi herpetické viry, konkrétné do podceledi
Gammaherpesvirinae. Jedna se o prvni znamy lidsky onkogenni virus, ktery napada
prevazné B-lymfocyty a epitelové bunky. EBV asociuje s onkogennimi virovymi
proteiny, a krom¢ infekéni mononukledzy, pro kterou je jeho pfitomnost v krevnim ob&hu

typicka, mtize stat i za vznikem dalSich, ¢asto nadorovych onemocnéni.

Strukturdlné se EBV od ostatnich zastupct herpetickych virti pfili§ nelisi. Jde
o obaleny DNA virus o pruméru piiblizné¢ 122-180 nm (CUSABIO, ¢2007-2025). Jeho
genom tvofi linearni dvoufetézcova nukleova kyselina, ktera je ulozend uvnitt
dvacetisténné ikosaedrické kapsidy slozené ze 162 kapsomer. Po vstupu do hostitelské
buiiky se linearni DNA méni na kruhovou DNA. Genom EBV obsahuje piiblizné 172 000
part bazi s vice nez 85 geny kodujici proteiny a 50 geny nekodujici RNA. Geny jsou
rozdéleny na latentni a lytické. Genom EBYV je sloZen ze dvou sekvenc¢nich domén, kratké
a dlouhé, a kazda z nich obsahuje terminalni a vnitini repetice. Repetice zajist'uji replikaci
a stabilitu virové DNA v hostitelské buiice, reguluji expresi virovych gent a ukazuji, zda
infekce pochdzi z jedné nebo vice bunck progenitorovych (Smatti et al., 2018; Huang et

al., 2023).
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Kapsidu viru obklopuje dvouvrstevny tegument tvofeny prevazné proteiny. Jeho

vnitini vrstva piiléhd piimo ke kapsid€, zatimco vnéjsi vrstva interaguje s lipidovym

obalem viru, obsahujicim riizné glykoproteiny. Spole¢né tyto dvé ¢asti obaluji cely virion

(viz obrazek ¢. 2).

tegument
kapsida

obal gPs

virové glykoproteiny

-
gP42  gp350  integriny

proteiny hostitele

Obrazek €. 2: Struktura EBV se zobrazenymi glykoproteiny a hostitelskymi proteiny

(pfevzato a upraveno dle Abdelmonem et al., 2024).

3.3 Virové antigeny

Existuji dva podtypy EBV a to EBV 1. a 2. typu, napadajici buiiky ¢loveéka. Zatimco

typ 1 je rozsiten celosvétove, typ 2 se vyskytuje prevazné v Africe, predevsim v oblastech

poloZenych jizné od Sahary (Houen & Trier, 2021). Hlavni rozdil spo¢iva v sekvenci
gentt EBNA-2 a EBNA-3, kde shoda u obou typt je 51 % u EBNA-2 a 72 % u EBNA-3
(Correia et al., 2018).

Antigeny EBV jsou latky, které vyvolavaji imunitni odpovéd’ a maji hlavni roli

v zivotnim cyklu viru. DéEli se na latentni a lytické podle faze cyklu, a mezi klicové patii

Sest hlavnich antigenti, uvedenych v tabulce ¢. 2 (Houen & Trier, 2021; Eliskova, 2022).

Tabulka €. 2: Kli¢ové antigeny EBV.

Faze
Antigen Cely nazev antigenu Uloha Zivotniho

cyklu
EBNA EB-nuklearni antigen podpora replikace viru latentni
LMP Latentni membranovy protein | mezibunéna komunikace | latentni
VCA Virovy kapsidovy antigen marker prodélané infekce | lyticka
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Faze
Antigen Cely nazev antigenu Uloha Zivotniho

cyklu
EA Casny antigen podpora replikace viru lyticka
MA Membranovy antigen sestavovani viru lytické
gp350/220 | Obalovy glykoprotein 350/220 | vstup a pfipojeni do buniky | lyticka

Ptevzato a upraveno dle Houen & Trier, 2021; Eliskova, 2022.

Mezi antigeny exprimované v latentni fazi Zivotniho cyklu EBV patii EB nuklearni
antigeny (EBNA) a latentni membrénové proteiny (LMP). Antigeny EBNA vznikaji
v jadie bunck a jejich ukolem je podpora replikace virového genomu EBV. Celkem se
rozliSuje Sest typt, a to EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C a -LP, z nichZ nejvyznamnéjsi roli
maji antigeny EBNA-1 a EBNA-2 (Houen & Trier, 2021; Eliskova, 2022). Latentni
membranové proteiny jsou tii typi: LMP-1, -2A a -2B. Jsou zabudované do
cytoplazmatické membrany latentnich infikovanych bunék a podileji se na mezibunécné
komunikaci. LMP-1 byv4 Casto spojovan srozvojem nazofaryngealniho karcinomu

(Imunoenzymatické soupravy k diagnostice infekcni mononukleozy, 2022).

Naopak v lytické fazi se uplatiuji virové kapsidové antigeny (VCA), ¢asné antigeny
(EA), membranové antigeny (MA) a obalovy glykoprotein 350/220. VCA piedstavuji
komplex strukturalnich proteinti, které jsou produkované b&hem aktivni infekce.
Nejcastji hledanymi typy jsou VCA pl18 a VCA p23. Pritomnost protilatek proti t€émto
antigenim ukazuje na prodélanou infekci. Casné antigeny (EA) jsou komplexy
nestrukturalnich proteinli exprimované v ¢asné fazi lytického cyklu. Rozlisuji se 2 typy,
difuzni EA(D) a restricted EA(R), jejichz hlavnim ukolem je podpora replikace viru
a jsou markerem probihajici infekce. Membranové antigeny (MA) jsou na povrchu bunék
a podili se na sestavovani viru. Obalové glykoproteiny 350/220 (gp350/220) se nachazi
na lipidovém obalu viru a vazi se na povrch B-lymfocytl, ¢imz umoziiuji vstup viru do
téchto bun€k (Houen & Trier, 2021; Eliskova, 2022; Imunoenzymatické soupravy

k diagnostice infekcni mononukleozy, 2022).
3.4 Vstup EBV do hostitelské buinky

Epstein-Barrové virus primarn€ infikuje epitelidlni builky a B-lymfocyty

orofaryngedlni cestou, a to pies dutinu Ustni a hltan. Kazdy typ cilovych bun€k vyzaduje
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jiny mechanismus pro pfipojeni a nasledny vstup viru (viz obrazek €. 3). K pfipojeni viru
na epitelidlni buiiky mtze dojit riznymi interakcemi prostiednictvim komplexu gH/gL
sintegriny Ephrin A2 (EphA2) a/nebo avB5, avB6, avB8, nebo BMRF-1
s interginem 1, nebo BMRF-2 s integrinem avB1 (Houen & Trier, 2021). Zatimco
k pfipojeni na B-lymfocyty, které¢ jsou nositeli povrchového znaku CD21 a CD35,
dochazi vazbou gp350/220 k témto receptorim (Damania et al., 2022).

Pro vstup viru do bunky je dilezity glykoprotein 42 (gp42), ktery mé hlavni roli
pievazné u B-lymfocyth. Gp42 se vaze na molekuly HLA II. tfidy, pfitomnych na
B-lymfocytech, a zahajuje vstupni membranovy proces viru do buiiky. Epitelialni bunky
nenesou molekuly HLA II. tfidy, a proto pro prinik viru do epitelialni bunky staci jenom

komplex gH/gL (Damania et al., 2022).

Dalsi dilezity glykoprotein je gB. Jakozto hlavni fuzogenni protein ma klicovou roli
pii vstupu viru do bunky a zodpovida za posledni krok ve fuzi viru s plazmatickou
membranou buiiky. Po navazani EBV na B-lymfocyty se utvoii vazba gB s komplexem
gH/gl, coz vede k endocytdze a fizi viru s endozomalni membranou, a naslednému
proniknuti celého viru do buniky. U epitelialnich bunék mize EBV vstoupit do buiky
pfimou fuzi s bunéénou membranou nebo endocytoézou prostiednictvim lipidového raftu

a mikropinocyt6zy za ucasti neuropilinu 1 (NRP-1) (Sun et al., 2021; Huang et al., 2023).

B-lymfocyty Epitelidlni buiiky
Integrin
HLA-II EphA2
N n 2 NMHC-IIA
cD21
, ¥ R & 4/
EBV

Obrazek €. 3: Vstup EBV do cilovych bun¢k (pfevzato a upraveno dle Escalante et al.,
2022).

17



3.5 Replika¢ni cyklus

Replikacni cyklus viru Epstein-Barrové zahrnuje dvé faze, lytickou a latentni.
Infekce zacind v epitelidlnich buiikéch, kde probiha lyticka faze. Béhem této faze je
produkovano vice nez 80 lytickych gent, aktivovanych ve tiech postupnych fazich,
piicemz kazda faze je tfizena specifickymi geny a proteiny (Huang et al., 2023). Po
dokonceni lytické faze EBV prechazi do latentni faze, kterd probiha v B-lymfocytech.
V této fazi mize EBV dlouhodobé zistavat ukryt v neaktivni formé a je schopen se
kdykoliv reaktivovat zpét do lytické faze. Na rozdil od lytické faze je b&hem latence
produkovano vyrazné¢ méné latentnich genii. Podle mnozstvi a exprese urcitych latentnich

geni 1ze rozdélit latenci do 4 stadii (Rozman et al., 2022).
3.5.1 Lyticka faze

Lyticka faze zacind okamzité Casnou (IE) fazi, kterd je aktivovana zejména geny
BZLF-1, kédujici protein ZEBRA (Zta), a BRLF-1, kodujici protein RTA (Rta)
(Yakushina & Kisteneva, 2020). Tyto geny aktivuji lyticky cyklus a podili se na

transkripci gent potiebnych pro nasledujici fazi.

V casné (E) fazi jsou aktivovany Casné geny, jako BNLF-2A, BILF-1 a BGLF-5.
Tyto ¢asné geny koduji priblizné 30 proteintl, které se podileji na replikaci virové DNA,
podpofe metabolismu EBV a expresi pozdnich genti (Yakushina & Kisteneva, 2020;
Huang et al., 2023).

Po aktivaci IE faze a zah4jeni replikace EBV v E fazi nésleduje pozdni (L) faze, kde
jsou aktivovany pozdni geny, jako BCRF-1. Pozdni geny koduji strukturalni proteiny,
naptiklad glykoproteiny, protedzy a virovy kapsidovy antigen (VCA). Tyto proteiny se
podileji na sestaveni virionu EBV a podporuji imunitni Gnik, ¢imZz umoznuji pfechod

EBYV do latence (Yakushina & Kisteneva, 2020; Rozman et al., 2022).
3.5.2 Latentni faze

Béhem latentni faze je produkovano pfiblizné deset hlavnich latentnich gent. Patii
mezi n¢ Sest jadernych antigeni EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C a -LP, tfi latentni
membranovée proteiny LMP-1, -2A a -2B a n¢kolik nekodujicich RNA, naptiklad EBER-1
a -2, miRNA BART nebo miRNA BHRF-1. (Yakushina & Kisteneva, 2020). Tato faze
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umoziuje EBV dlouhodobé pieZivat v infikovanych B-lymfocytech a podili se na

imunitnim uniku.

Nejaktivnéjsim stadiem latence je latence III, ktera jako prvni nésleduje po lytické
fazi. Probiha v naivnich B-lymfocytech, kdy jsou exprimovany vsechny jaderné antigeny
EBNA, latentni membranové proteiny LMP a nekoédujici RNA. Dochazi k proliferaci
a transformaci naivnich B-lymfocytt (Ward et al., 2022; Huang et al., 2023).

Poté¢ néasleduje latence II, kterda se odehrava v aktivovanych B-lymfocytech
v zarode€ném centru. Exprese latentnich gend se sniZuje a jsou exprimovany geny
EBNA-1, LMP-1 a -2 spolu s nekddujici RNA EBER-1 a -2 amiRNA BART. Aktivované
B-lymfocyty se béhem této faze diferencuji v pamétové B-lymfocyty (Yakushina
& Kisteneva, 2020; Huang et al., 2023).

V pamét'ovych B-lymfocytech, které jsou schopné déleni, probiha latence 1. V tomto
stddiu jsou exprimovany pouze geny EBNA-1 a virové nekodujici RNA EBER
a miRNA BART. Existuje také latence 0, ktera nastava v klidovych pamétovych
B-lymfocytech. Exprese je v tomto stadiu téméf potlaCena a exprimovany jsou pouze
nekodujici RNA EBER-1 a-2 amiRNA BART. Diky tomu miize EBV unikat imunitnimu
dohledu (Rozman et al., 2022; Huang et al., 2023).

Epstein-Barrové virus se muze dlouhodobé nepozorované ukryvat v pamétovych
B-lymfocytech. Pokud se tyto bunky diferencuji na plazmatické bunky, EBV muze
reaktivovat a prejit zpét do lytické faze. Tento ptechod je fizen genem BZLF-1, ktery
hraje klicovou roli v aktivaci lytického cyklu, tak i v navratu do latence (Ward
et al., 2022). Zaroven mize dojit k piechodu z primarni infekce do infekce perzistujici

a k rozvoji riznych onemocnéni (Damania et al., 2022).
3.6 Onemocnéni spojena s EBV
3.6.1 Infekcni onemocnéni

NejcastéjSim onemocnénim zpusobenym virem Epstein-Barrové je infekcni
mononukledza (IM). Jedna se o primarni infekci, pfi niz EBV pronikd do organismu
orofaryngedlni cestou a napada epitelidlni buniky a B-lymfocyty. V dusledku proliferace
B-lymfocyti mohou byt infikované dalsi buiiky a tkané, coz vede k rozvoji klinickych

ptiznaki IM. EBV postihuje pfiblizné 35-50 % imunokompetentnich dospivajicich
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a mladych dospélych, av§ak ohroZzené mohou byt i déti (Huang et al., 2023). Inkubaéni
doba trva v priméru Sest tydntli, pficemz nakazeny jedinec mize byt infekéni az sedm
tydnt od vstupu viru do organismu. U dospélych se infekce projevuje bolesti v krku,
horeckou, tnavou, zvétSenymi lymfatickymi uzlinami, bélavymi povlaky na mandlich
a hepatosplenomegalii. U déti probihd infekce asymptomaticky nebo s mirnymi pfiznaky.
Laboratorn¢ je IM doprovazena leukocytézou, zejména lymfocytdézou a monocytdzou.
V krvi je zvySené mnozstvi pamétovych B-lymfocytd a pfitomnost tzv. atypickych
lymfocytil, coz jsou velké aktivované CD8+ T-lymfocyty s bazofilni cytoplazmou, které
se snazi infikované B-lymfocyty eliminovat (Mihal & Michalkova, 2022). Dale jsou
zvysené hladiny jaternich enzymt, konkrétné alaninaminotransferazy (ALT)

a aspartataminotransferazy (AST)) (Rozsypal, 2015; Fugl & Andersen, 2019).
3.6.2 Nadorovd onemocnéni

Diky schopnosti EBV asociovat s onkogennimi virovymi proteiny a transformovat
B-lymfocyty do maligni formy, je virus povazovan za spousté¢ nékterych nadorovych
onemocnéni. NejCastéji se podili na vzniku Burkittova a Hodgkinova lymfomu
a non-Hodgkinova lymfomu, jako je difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL). Kromé
toho také muze byt pfic¢inou posttransplantatniho lymfoproliferativniho onemocnéni,
nasofaryngealniho karcinomu, T-bunéénych lymfomi, karcinomu zaludku nebo svalové

tkdn¢ (Damania et al., 2022; Rzymski & Szuster-Ciesielska, 2023).
Burkittiv [ymfom

Burkittiv lymfom je vysoce agresivni nddorové onemocnéni postihujici
B-lymfocyty, které se vyskytuje nejhojnéji v africkych zemich u malych déti. Hlavni
pfi¢inou je chromozomalni translokace protoonkogenu MY C a dysregulace enzymu AID,
které spoleéné podporuji rozvoj infekce EBV. Uzka asociace s infekci EBV vede
ke zvySeni exprese AID, k nartstu poctu infikovanych B-lymfocytii a vyssi expresi
proteinit EBNA-1, miRNA BHRF-1 a EBER, a LMP-1. Tyto zmény brani apoptoze
B-lymfocyti a podporuji vznik Burkittova lymfomu (Ward et al., 2022; Huang
et al., 2023).
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Hodgkiniiv lymfom

Hodgkintiv lymfom je onemocnéni charakterizované piitomnosti nadorovych
Reedové-Sternberga bunck (HRS), které jsou obklopeny zanétlivymi CD4+ T-lymfocyty.
Vyskytuje se u déti a starSich dospélych, zejména v méné rozvinutych zemich. HRS
buniky obsahuji nefunkéni B-bunéény receptor (BCR) a jsou infikovany virem EBV, ktery
se nachazi v latenci II. Tyto zmény podporuji rist a preziti HRS bunék, coz ptispiva
k rozvoji Hodgkinovy choroby (Jha et al., 2016; Huang et al., 2023). U jedinct
infikovanych virem EBV s diagnostikovanou infekéni mononukledzou je také zvysené

riziko vzniku Hodgkinovy choroby (Damania et al., 2022).
Difuzni velkobunécény B-lymfom

Difuzni velkobunécny B-lymfom (DLBCL) je nejcastéjSim typem non-Hodgkinova
lymfomu, ktery se vyskytuje u starSich dospélych. Nov¢jsi studie vSak ukazuji, ze se miize
vyskytovat i u mladSich lidi. Na zéklad¢ genetickych mutaci v B-lymfocytech se DLBLC
déli na dva typy. Typ GCB vychézi z germinéalniho centra B-lymfocyt a ma ptiznivé;jsi
prognoézu. Naproti tomu typ ABC, vychazejici z aktivovanych B-lymfocyti, ma horsi
klinicky prabeh. V piipad€ infekce EBV, ktera se nachdzi v latenci III, je diagnostika
zaméfena predevSim na detekci nekodujici virové miRNA EBER v nadorovych
B-lymfocytech. Infekce EBV je vyznamnym faktorem vedoucim k imunitni

nedostatecnosti a podili se na vzniku difizniho velkobunécného B-lymfomu (Malpica

et al., 2022; Ward et al., 2022).
3.6.3 Autoimunitni onemocnéni

Virus Epstein-Barrové je také c¢asto spojovan s rozvojem autoimunitnich
onemocnéni. Infekce EBV mutze fungovat jako aktivator autoimunitnich reakci nebo se
na jejich rozvoji podilet prostfednictvim reaktivace viru. Samotna ptitomnost EBV vSak
neni hlavni pfi¢inou autoimunit. Kli¢ovym faktorem je jeho vliv na imunitni systém, a to
ve spojeni s genetickymi predispozicemi a environmentalnimi faktory (Houen & Trier,
2021). Indukce autoimunit vyvolana infekci EBV muze byt zplsobena né¢kolika
mechanismy. Jednim z nich jsou tzv. molekuldrni mimikry, kdy virus napodobuje lidské
antigeny. DalSim mechanismem je vedlej$i polyklondlni aktivace B-lymfocyta
1 T-lymfocyti, kterd vede k produkei vétsiho mnozZstvi cytokinti, chemokini a dalSich

zanétlivych faktort. Tteti zplsob iniciace autoimunit vede pfes epitopy lidskych
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antigent, které jsou infekci EBV uvoliiovany, coZ vede k nésledné autoimunitni reakci.
Virus Epstein-Barrové je nejcastéji spojovan se systémovymi autoimunitnimi
onemocnénimi, jako jsou roztrouSena skler6za, systémovy lupus erythematodes,
Sjogrentiv syndrom, revmatoidni artritida, systémova sklerodermie a autoimunitni

onemocnéni §titné zlazy (Rzymski & Szuster-Ciesielska, 2023).
RoztrouSend skleréza

Roztrousena skleréza (RS) je chronické zanétlivé demyelizacni onemocnéni
centralniho nervového systému (CNS), postihujici mozek a michu. Nejcastéji se objevuje
u mladych dospélych jedinct. Mezi nejvyznamnéjsi faktory podilejici se na vzniku tohoto
onemocnéni patii genetickd predispozice, environmentalni faktory a virova infekce,
pficemz za jeden z nejpravdépodobnéjSich spoustécl je povazovana infekce vyvolana
Epstein-Barrovym virem. Podle studie Sattarnezhad a kol. (2025) jsou za hlavni
mechanismus rozvoje RS povazovany tzv. molekularni mimikry mezi virovym
antigenem EBNA-1 a antigeny CNS. Predpokldda se vyrazna podobnost EBNA-1 se
ttemi specifickymi antigeny CNS, konkrétné anoktaminem-2 (ANO2), alfa-B
krystalinem (CRYAB) a adhezni molekulou gliovych bunck (GlialCAM)). Tato
podobnost miZe vést ke zkiiZzené reaktivité viici antigenim CNS, kdy organismus vytvari
protilatky proti vlastnim strukturdm CNS a zplisobuje poskozeni myelinovych struktur.
ZvySena hladina protilatek proti EBNA-1 a GlialCAM a jejich vyrazna kiizova reaktivita,

byly opakované spojovany s vyssim rizikem rozvoje RS (Sattarnezhad a kol., 2025).
Systémovy lupus erythematodes

Systémovy lupus erythematodes (SLE) je zanétlivé autoimunitni multiorgdnové
onemocnéni postihujici Zivotné dulezité organy, zejména kiizi, plice, ledviny, srdce, ale
také klouby a cévy. Typicky je pro n¢j relabujici-remitujici pribéh a vyskytuje se vyrazné
Castéji u zen nez muzi. Pficinou vzniku SLE je prolomeni autotolerance, které je
dasledkem genetickych a environmentalnich faktort. Mezi nejcastéji uvadéné piiciny
patti UV zéfeni, nékteré 1¢ky, kouteni, nedostatek vitaminu D a infekce vyvolané viry
EBV nebo CMV (Krejsek et al., 2016; Trier et al., 2019). Charakteristickym laboratornim
markerem je pfitomnost anti-dsDNA protilatek, které jsou specifické pro toto
onemocnéni. Podle studie Trier et al. (2019) je riziko rozvoje SLE spojeno s pfitomnosti

EBV v lytické form¢. U pacientl s diagnostikovanym SLE bylo prokazano vyrazné vyssi
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mnozstvi protilatek proti casnému difiznimu antigenu EBV (EA(D)). Dal$im
mechanismem, ktery mtize ptispivat k rozvoji SLE nebo k zesileni autoimunitni reakce,
mohou byt molekuldrni mimikry mezi virovym antigenem EBNA-1 a autoantigenem

Ro60 (Houen & Trier, 2021).
Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je chronické zanétlivé autoimunitni onemocnéni, které
postihuje pfedevsim periferni klouby, zejména klouby na rukou, zdpésti a nohou.
Onemocnéni je charakterizovano zanétem synovidlni membrany, ktery vede
k progresivni erozi postizenych kloubi. RA se vyskytuje prevazné u Zen ve véku 40-50
let. Typickym diagnostickym ukazatelem tohoto onemocnéni je piitomnost
revmatoidnich faktorti (RF) a protilatek proti citrulinovému proteinu (ACPA). Presna
pricina vzniku RA neni stile jasna, ale vyznamnou roli hraje geneticka predispozice
v oblasti HLA komplexu, a jednim z potencidlnich spoustécti miize byt i infekce EBV.
Podle studie Trier et al. (2018) muze virovy glykoprotein gp42, nachazejici se
v lipidovém obalu EBV, silné interagovat s HLA-DRB1. Konkrétné se gp42 vaze na
kyselinu glutamovou (E46) a arginin (R72), ¢imZ zvySuje afinitu EBV k B-lymfocytim.
Tato vazba muze usnadnit vstup viru do B-lymfocytd a pfispivat ke chronické EBV
infekei, ¢imz muze pfispivat ke spusténi autoimunitni reakce vedouci k rozvoji RA

(Trier et al., 2018).
3.7 Laboratorni diagnostika EBV

Laboratorni diagnostika infekce virem Epstein-Barrové zahrnuje Siroké spektrum
vySetfovacich metod, které 1ze obecné rozdelit do dvou hlavnich skupin podle principu
detekce: na metody nepiimého priikazu, které hodnoti protilatkovou nebo bunécnou
odpovéd’ imunitniho systému, a na metody pfimého prikazu, které detekuji virovou
naloz. Cilem téchto metod je umoznit komplexni a diferencialni diagnostiku EBV (Smatti
et al., 2018; Atefi, 2023). Kazda z pouzitych metod se 1isi svou diagnostickou citlivosti,

specificitou a moznosti praktického vyuziti v riznych klinickych situacich.
3.7.1 Nepiimé nespecifické metody

Mezi rychlé diagnostické testy neptimého prikazu, které se vyuZzivaji pti podezieni
na infekéni mononukleézu, patii tzv. Monospot test. Tento test je povazovan za
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orientacni a nespecificky, a proto by mél byt doplnén o specifické sérologické vySetieni.
Monospot test je zalozeny na principu Paul-Bunnellovy reakce, jehoz cilem je detekovat
heterofilni protilatky. V piipad¢ pozitivniho vysledku dochazi k aglutinaci zvifecich
erytrocytil se sérem nebo plazmou pacienta. Vyhodou tohoto testu je jeho rychla a snadna
proveditelnost, kdy vysledek je obvykle poskytnut béhem nékolika minut. Jeho hlavni
nevyhodou je nizka citlivost a specificita, kterd mize vést k falesné¢ negativnim nebo
pozitivnim vysledkim. U malych déti mize dochéazek k falesn¢€ negativnich vysledkim,
z divodu nedostateéné tvorby protilatek. Naopak falesné pozitivni vysledek se mulze
objevit u pacientli s autoimunitnimi nebo nddorovymi onemocnénimi (Smatti et al., 2018;

Stuempfig & Seroy, 2023).
3.7.2 Neprimé specifické metody

Neptimé specifické metody zahrnuji sérologické metody, které jsou vyuzivany
k detekci specificke protilatkové odpovédi organismu na infekei virem Epstein-Barrové.
Testy jsou zaloZeny na prikazu protilatek tfidy IgM, IgG a IgA, které jsou namitfené proti
jednotlivym antigenim EBV, konkrétné proti VCA, EA a EBNA. Kazda z téchto
protilatek vykazuje riznou dynamiku vyskytu v jednotlivych fazich infekce EBV, coz
pomaha rozlisit akutni, prodélanou nebo reaktivovanou formu infekce (Atefi, 2023), jak

ukazuje obrazek ¢. 4.

KONCENTRACE PROTILATEK
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Obrazek ¢. 4: Dynamika vyskytu specifickych protilatek proti antigentiim EBV v
ruznych fazich infekce (pfevzato a upraveno dle katalogu:

VIDIA-DIAGNOSTIKA, 2018).
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Humordlni odpovéd’ na infekci EBV

oy oo

znamym markerem primarni infekce a jejich pfitomnost obvykle pietrvava 4-6 tydnd.
Protilatky proti VCA IgA maji vyrazngjsi protilatkovou odpovéd’ a jejich zvySena hladina
je typickd pro aktivni infekci. Sérokonverze protilatek proti VCA IgG mize byt
detekovana jiz v akutni fazi infekce, ale jejich pfitomnost ve vysokych titrech je typicka
u prodélané infekce. Protilatky proti VCA IgG, na rozdil od IgM a IgA, pfetrvavaji

v organismu po cely Zivot.

Protilatky proti EA IgG znaci akutni infekci nebo reaktivaci viru do lytické faze.
Zaroven vysoké hladiny téchto protilatek jsou spojovany s EBV-asociovanymi
nadorovymi onemocnénimi. Pfitomnost protilatek proti diftznimu EA(D) IgG je typicka
pro pozdni akutni infekci. Obvykle se objevuji 3-4 tydny po pocatecni infekci
a pretrvavaji 3-4 meésice, n¢kdy i1 déle. Spolu s protildtkami proti EA(D) IgA jsou
asociovany s nasofaryngedlnim karcinomem. Protilatky proti restricted EA(R) IgG se
objevuji pozd¢ji nez protilatky proti EA(D) IgG a mohou pietrvavat i nékolik let a casto
slouzi jako marker reaktivace EBV. Tyto protilatky se mohou vyskytovat ve vysokych
titrech u pacienti s EBV-asociovanym Burkittovym lymfomem, zejména

v endemickych oblastech subsaharské Afriky (VIDIA-DIAGNOSTIKA, 2018).

Protilatky proti EBNA IgG se objevuji nékolik tydnii az mésic po infekci
apretrvavaji po cely Zzivot. Jsou diagnostickym markerem prodélané infekce.
U imunosuprimovanych jedincii se nemusi tvofit vibec. Vyskyt protilatek proti
EBNA IgM je vzacny, ale mohou byt detekovany v akutni fazi primérni infekce EBV
(VIDIA-DIAGNOSTIKA, 2018; Abusalah et al., 2020; Atefi, 2023).

Vysetieni protilatek proti EBV

Specifické protilatky proti antigenim EBV se rutinné detekuji pomoci sérologickych
metod. Mezi nejCastéji vySetfované protilatky patii EBNA IgG, VCA IgG, VCA IgM
aEA(D) IgG (Smatti et al, 2018). Kjejich detekci jsou vyuzivany pievazné
imunochemické metody, mezi které patfi nepfima imunofluorescence (IFA),
imunoenzymatickd metoda (EIA) nebo chemiluminiscenéni imunoanalytickd metoda
(CLIA), jez se lisi principem detekce imunokomplexu specifickych protilatek s virovymi

antigeny.
25



Nepriima imunofluorescence (IFA) je metoda zaloZzend na detekci protilatek proti
antigenim EBV v infikovanych bunikdch za pomoci fluorescencni mikroskopie. Princip
metody spociva ve vytvoreni imunokomplexu mezi antigenem a primarni protilatkou, na
ktery se nasledné¢ navaze sekundarni protildtka znacena fluorescenénim barvivem,
nejcastéji oznacena FITC (fluorescein-5-isothiokyanat). Fluorescencni signal je pak
detekovan mikroskopicky, pfi¢emz intenzita a vyskyt signadlu umoziiuje nejen potvrzeni
pritomnosti specifickych protilatek proti antigenim EBV, ale 1 stanoveni faze infekce
EBV. Metoda je vysoce specifickd a citlivd, ale ndro¢na kviili manualnimu provedent,
subjektivnimu vyhodnoceni vysledkli a mensi miry standardizace (Park et al., 2018;

Abusalah et al., 2020; Atefi, 2023).

Imunoenzymatickd metoda (EIA) je urena k detekci specifickych protilatek
v plazmé nebo séru pacienta, vCetné protilatek proti antigenim EBV, kterd miZze byt
vyuzita k diagnostice onemocnéni spojenych s infekci EBV. Nejcastéji pouzivanym
typem je tzv. sendvicova ELISA, kterd je zalozena na jednoduchém principu interakce
mezi antigenem, primarni protilatkou a sekundarni protilatkou znacenou enzymem.
Vysledek reakce je hodnocen po ptidani substratu na zékladé barevné zmény, jejiz
intenzita (optickd densita) je pfimo umérna koncentraci cilovych protilatek ve vzorku
a méti se spektrofotometricky (TestLine Clinical Diagnostics s.r.0., n.d.). ELISA je bézné
dostupnd, rychla, citliva, spolehlivd a snadno automatizovatelnd metoda, ale zahrnuje
riziko falesné¢ pozitivnich vysledkGi u jedinct s jinymi virovymi infekcemi nebo

autoimunitnimi onemocnénimi (Abusalah et al., 2020).

Chemiluminiscenéni imunoanalyticki metoda (CLIA) je moderni,
automatizovatelna, vysoce specificka a citlivd metoda, ktera vyuziva emisi svétla ke
stanoveni protilatek proti antigenim EBV. Principem metody je oddé€leni
imunokomplexu, tvofeného antigenem a primarni protilatkou, prostfednictvim
magnetické ¢astice. Po pfidani sekundarni protilatky znacené chemiluminiscen¢ni latkou
vznikd intenzivni svételny zablesk, ktery je pfimo umérny koncentraci cilové protilatky
a vyzaduje specializované vybaveni a dalsi ovéteni (Park et al., 2018; Abusalah et al.,

2020; Atefi, 2023)
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Dopliiujici metody nepiimého pritkazu

Pro piesnéj$i urCeni faze infekce virem Epstein—Barrové a ovéfeni vysledka
sérologickych metod, jako jsou IFA, EIA a CLIA, se vyuZivaji dopliujici diagnostické
metody. Mezi nejCastéji pouzivané patii Western blotting a test avidity pro hodnoceni
humoralni odpovédi, a prutokova cytometrie k hodnoceni bunééné imunitni odpoveédi.
Diagnostika infekce EBV je komplexni a vychazi ze souhrnu vysledkid laboratornich

vySetieni, klinického obrazu a anamnézy pacienta.

Western blotting (WB) je imunoblotova analyticka konfirma¢ni metoda, kterad
slouzi k potvrzeni pfitomnosti specifickych protilatek proti jednotlivym antigenim EBV
v séru pacienta. Tato metoda je zalozena na elektroforetické separaci proteinti v gelu,
které jsou pfenaSeny na membranu a ndsledné inkubovéany se sérem. Po inkubaci se
sekundarni enzymaticky znaCenou protilatkou a reakci se substratem se piitomnost
specifickych protilatek projevi v podobé viditelnych prouzki na membrané. WB
umoziuje presnou detekci protilatek proti jednotlivym antigenim EBV, konkrétné
EBNA-1, VCA-pl8, VCA-p23 aEA(D), a vyznacuje se vysokou specificitou
a schopnosti rozliSeni jednotlivych fazi infekce EBV (Abusalah et al., 2020;

Imunoenzymatické soupravy k diagnostice infekcni mononukleozy, 2022).

Test avidity slouzi kurceni sily vazby protilatek, zejména tiidy IgG, na
multivalentni antigeny. Princip testu spociva v inkubaci vytvoieného imunokomplexu
s mocovinou. Test dokdze rozlisit jednotlivd obdobi primarni infekce (nizkd avidita) od
jiz probéhlé infekce EBV (vysoka avidita). Test avidity se Casto provadi soucasné
s metodu Western blotting, a je uZitecnd pfevazné pro urceni Casné faze infekce EBV.
Vysledky testu vSak muzou byt ovlivnény riiznou dynamikou protilatek u riznych

pacientu a pritomnosti matetskych IgG protilatek u novorozencii (Abusalah et al., 2020).

Dalsi metodou pro nepiimy prikaz infekce EBV je priitokova cytometrie, kterou
se hodnoti stav bunééné imunity, jez jevi typické zmény zplsobené¢ virem
Epstein-Barrové. Jednd se o moderni bioanalytickou metodu, ktera umoznuje rychlou
analyzu jednotlivych bun€k na zakladé jejich fyzikdlnich a biologickych vlastnosti.
Princip této metody spociva v piimé imunofluorescenci, pfi niz se vyuzivaji
fluorescencné znacené protilatky k detekci specifickych antigenti na povrchu nebo uvnitt

bunék. Takto oznacené bunky prochazeji laminarnim proudem kapaliny a jednotlivé jsou
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analyzovany laserovym paprskem. Vysledky jsou nasledné zpracovany pomoci
specializovaného softwaru. Pritokova cytometrie se uplatiluje pii diagnostice
imunodeficiti a hematologickych malignit, a také pfi rozliSeni nékterych infekénich
a imunologickych onemocnéni (Atefi, 2023). V piipad¢ infekce EBV je pritokova
cytometrie povazovana za pozitivni, pokud jsou zménény alespon Ctyfi z péti hodnoticich
parametri. Mezi tyto zmény patii zvySeny celkovy pocet lymfocytl, snizeny pocet
B-lymfocytli, snizeny imunoregulaéni index (IRI) neboli pomér CD4" a CDS8*
T-lymfocytl pod 1, zvySeny pocet aktivovanych T-lymfocytil a pfitomnost zanétlivého

markeru CD64 na CD16" granulocytech (Chaloupkova, 2020).
3.7.3 Primé metody

Metody piimého priikazu slouZzi k detekci samotné pfitomnosti viru Epstein-Barrové
v riznych typech biologického materidlu. Nejvyznamnéjsi metodou je polymerazova
retézova reakce (PCR), ktera je umoznuje identifikaci a amplifikaci nukleovych kyselin
specifickych pro EBV, konkrétné DNA EBV, pomoci fluorescenéniho znaceni. PCR je
vysoce citliva, rychld a specifickd metoda, kterd umoznuje monitorovani prib&éhu
onemocnéni, ucinnosti  1écby a pfipadnou reaktivaci infekce, predevSim
u imunokompromitovanych jedinct a pacienti s lymfoproliferativnim nebo nadorovym
onemocnénim souvisejicim s EBV. Nejcéastéji vyuzivanou variantou PCR je real-time
PCR (qPCR), ktera krom¢ samotné detekce EBV v krvi a plazmé také umoziuje
kvantifikaci virové naloze v realném case. Diky tomu lze sledovat aktivitu EBV
v organismu a hodnotit onemocnéni souvisejici s infekci EBV. Velkou vyhodou qPCR je
uzavieny systém, ktery snizuje riziko kontaminace a zaroven zvySuje presnost
a spolehlivost vysledkd. Naopak nevyhodou metody je nedostatecnd standardizace
a vysoké finan¢ni naroky na specializované vybaveni (Smatti et al., 2018; Abusalah et al.,

2020).

Jako doplitkovou metodu Ize vyuzit metodu in situ hybridizace (EBER-ISH). Jedna
se 0 vysoce spolehlivou potvrzovaci metodu, kterad se vyuZziva k histologickému prikazu
DNA EBV vtkani nebo latentnich infikovanych buitkach. Tato metoda vyuziva
hybridizaci znacené sondy s cilovou sekvenci EBV a vyhodnoceni pfitomnosti EBV se
provadi mikroskopicky. EBER-ISH se vyuziva k detekci latentni faze infekce EBV

aurceni bungk, které jsou virem infikované. Také nachdzi vyuziti pfi potvrzeni
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EBV-asociovanych lymfoproliferativnich onemocnéni a vylouceni autoimunitnich

onemocnéni (Abusalah et al., 2020; Atefi, 2023).

3.7.4 Metody detekce infekce EBV a jejich vyuZiti v jednotlivych fazich infekce
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Obrazek ¢. 5: Imunopatogeneze infekce virem Epstein-Barrové (zdroj: Tinavska, 2020).

Virus Epstein-Barrové (EBV) infikuje epitelové buiiky orofaryngu a B-lymfocyty
slizni¢ni imunity. V pocatecni lytické fazi dochazi k replikaci viru a expresi virovych
antigenti VCA a EA, na které reaguji CD8+ T-lymfocyty. V této fazi infekce se uplatituje
prukaz vzniklych protilatek proti VCA (IgM, IgG) a EA, které se vySetfuji metodami
EIA, CLIA nebo imunofluorescenci. Dale se muze hodnotit stav bunécné imunity
prittokovou cytometrii a pfitomnost viru v krvi i plazmé& pomoci PCR. Cast infikovanych
B-lymfocyt ptechdzi do latence III, kdy virus exprimuje vybrané antigeny EBNA
a LMP, které umoziuji viru unikat pfed imunitnim systémem. V této fazi Ize prokazat
protilatky proti EBNA-1 (IgG), které znaci prodélanou infekci. Reaktivace vede zpét do
lytické faze, kdy se znovu exprimuji antigeny VCA a EA, a viry se uvoliuji do epitelu,
kde mohou infikovat nové bunky. Reaktivaci lze prokazat vyskytem protilatek proti

EA(D) IgG nebo PCR prikazem DNA EBV (Krejsek et al., 2016).
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4 CILE PRACE A HYPOTEZY

Cile:

1. Teoretickd cast bude slozend z odborné reSerSe na dané téma, zahrnujici
informovanost o viru Epsteina-Barrové a soucasnych moZznostech laboratorni

diagnostiky.

2. 'V praktické ¢asti bude zahrnuto statistické zpracovani a vyhodnoceni ziskanych
dat o nalezech EBV. Cist ziskanych dat bude vySetiena samostatné a ¢ast bude

poskytnuta specializovanymi pracovisti.

Hypotézy:
1. Je vyskyt EBV a hladina protilatek ovlivnéna vékem?

2. Je pozitivita EBV c¢astéjSim ukazatelem autoimunitnich onemocnéni nebo

lymfoma?

3. Jevi se ELISA jako nejvhodnéjsi a nejspecifictejsi metoda k prikazu protilatek

proti EBV?
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5 METODIKA

5.1 Uvod do metodiky

Metodicka ¢ast této prace je z davodu nasledného porovnani zamétena na teoreticky
popis vybranych laboratornich metod, kter¢ slouzi k detekei specifickych protilatek proti
viru Epstein-Barrové. Podrobné se jsou popsany tfi imunochemické metody bézné
vyuzivané v klinické diagnostice, konkrétn¢ chemiluminiscencni imunoanalyticka
metoda (CLIA), imunoenzymatickd metoda (EIA) a nepiimé imunofluorescence (IFA).
Tyto metody jsou nasledné porovnany z hlediska jejich principu, provedeni, specificity
a Casové narocnosti. Cilem je zhodnotit jejich vyhody a omezeni a ur€it, ktera z nich je

nejvhodnéjsi pro laboratorni diagnostiku infekce EBV.

Dalsim cilem prace je analyza vyskytu protilatek proti antigenim EBV v riznych
veékovych kategoriich pacientll a zarovenl posoudit klinicky vyznam jejich pozitivniho
nalezu, zejména v souvislosti s konkrétnimi onemocnénimi, u nichz mtze infekce EBV
hrat vyznamnou roli. Prakticka ¢ast za cilem ziskani dat a jejich néasledné analyzy byla

provedena metodou CLIA v laboratoii EUC Praha.
5.2 Chemiluminiscen¢ni imunoanalyticka metoda (CLIA)
5.2.1 VysSetiovany materidal

Pro stanoveni protilatek proti antigenim EBV se vyuZziva lidské sérum nebo plazma,
ziskana z vendzni nebo arterialni krve. V Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s. (NEMCB)
se provadi stanoveni z vendzni srazlivé krve, ktera je odebirana do zkumavky s ¢ervenou
nebo oranzovou zatkou obsahujici akcelerator srazeni (viz tabulka ¢. 3). Vyuziva se
odbérového systétmu BD Vacutanier od firmy Becton Dickinson, coz je uzavieny
odbérovy systém, ktery umozituje odbér pouze pomoci vakua v odbérové zkumavce. Po
odbéru je zkumavka ponechana pii pokojové teploté po dobu piiblizné¢ 30 minut, aby
probéhl proces srazeni. Nasledné je krev centrifugovana po dobu 10 minut pii odsttedive
sile niz8i nez 1300 g, ¢imz dojde k Gplnému oddéleni séra, které je nasledné pouzito pro

laboratorni vySetteni (Laboratorni prirucka LKCHI, 2019).
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Tabulka €. 3: Typy zkumavek.

e L Barva Objem Pocet
Primarni vzorek 5 Typ zkumavky oo o
vicka krve (ml) | promichani
sérova se
srazliva vendzni krev oranzova | separacnim gelem, 7 5-6
aktivator srdzeni
sérova bez
srazliva vendzni krev cervena | separacniho gelu, 4 5-6

aktivator srazeni

svétle

nesrazliva venodzni krev . citrat sodny 4,5 3-4
modra

nesrazliva vendzni krev | fialova EDTA 2-3 8-10

nesrazliva venozni krev | zelena heparinat lithny 2-3 8-10

Ptevzato a upraveno dle Laboratorni prirucka LKCHI, 2019.

Krevni sérum muze byt uchovavano pii chladnickové teploté 2-8 °C po dobu az
sedmi dnli, nebo mize byt zmrazeno a skladovano v mrazdku pii -20 °C po dobu
maximalné tfi mésict. Po uplynuti této doby se musi pro dalsi laboratorni vySetfeni

odebrat novy vzorek krve.
5.2.2 Princip metody

Metoda CLIA pfedstavuje moderni, plné¢ automatizovatelnou, vysoce specifickou
a citlivou analytickou metodu, ktera vyuziva k detekci protilatek proti antigenim EBV
emisi svétla. Princip této metody je zaloZzen na kombinaci separovani imunokomplexu
pomoci magnetické Castice, a nepiimé svételné chemiluminiscence (viz obrazek €. 6).
Magneticka Castice nese specificky antigen, ktery ma schopnost vazat se na cilovou
protilatku obsazenou ve vzorku. Po vytvofeni imunokomplexu dochdzi k navazani
konjugatu, ktery je znaCeny derivatem isoluminolu. Nasledn¢ se pfidaji startovaci
reagencie a dojde k prudké chemiluminiscen¢ni reakci ve form¢ intenzivniho svételného
zéblesku. Intenzita svételného zablesku je méfena nizkoSumovym fotondsobic¢em
v relativnich svételnych jednotkdch (RLU) a je pfimo timérna koncentraci navazané
protilatky ve vzorku. Metoda CLIA slouzi pro kvantitativni stanoveni specifickych
protilatek proti vybranym antigenim EBYV, kterymi jsou antigeny VCA, EBNA-1
a EA(D) (DiaSorin: Navod pro pouziti LIAISON® VCA IgM, 2023).
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Svétlo

Magneticka Cilova
Castice protilatka
Sekundarni
protilatka
ISOLUMINOL
<
Antigen Chemiluminiscenéni

substrat

A 4

Obrazek €. 6: Princip metody CLIA (pievzato a upraveno dle

https://www.testlinecd.cz/clia).
5.2.3 Pristrojové vybaveni

Testované¢ vzorky byly analyzovany pomoci piistroje Liaison® XL, ktery
pfedstavuje plné automatizovany chemiluminiscen¢ni analyzator uréeny pro nepiimou
detekci specifickych protilatek in vitro (viz obrazek €. 7). Tento moderni analyzétor
umoziuje zpracovat az 171 vzorkd za hodinu, ¢imz vyrazn¢ zkracuje dobu pro
vyhodnoceni vysledkti (DiaSorin: Advanced immunodiagnostic testing tools., n.d.;

DiaSorin: Prirucka uzivatele: Liaison® XL, 2023).

Obrazek ¢. 7: Analyzator Liaison® XL (zdroj: vlastni).

Analyzator Liaison® XL je fizen prostfednictvim dotykového monitoru, ktery je

propojen s laboratornim informaénim systémem (LIS). Vzorky se vkladaji do specidlnich

33



stojanki, které se nasledné zasunuji do prostoru pro stojanky ve sttedni ¢asti analyzatoru.
Celkova kapacita ptistroje pro umisténi vzorka je 120 pozic. Kazdy vzorek je opatfen
jedineénym carovym koédem, ktery je detekovan prostiednictvim integrované laserové
RFID c¢tecky uvniti analyzatoru. Soucasti analyzatoru jsou dvé roboticka pipetovaci
ramena, kterd zajiStuji pfesnou manipulaci s reagenciemi. Prvni pipetor, tzv. pravé
rameno, zajistuje manipulaci s reagenciemi pomoci ocelové jehly. Druhy, vzduchovy
pipetor (levé rameno), vyuziva jednordzové plastové Spicky a je urcen pro manipulaci se
vzorky. Vysledky analyz jsou diky automatizaci dostupné v kratkém casovém intervalu,

zpravidla béhem né¢kolika minut od zahajeni zpracovani vzorku.

Kromé samotného analytického pfistroje je k provedeni analyzy potfeba dalsi
spotebni material, jako jsou jednorazové plastové Spicky, kyvety a nadoby na tekuty

odpad a vak na pevny odpad (DiaSorin: Prirucka uzivatele: Liaison® XL, 2023).
5.2.4 Diagnosticka souprava

Ke stanoveni protilatek proti specifickym antigentiim EBV se vyuZivaji diagnostické
soupravy, které jsou urCené pro automatické zpracovani na analytickém piistroji
Liaison® XL. Kazda souprava je specificky navrzena pro detekci protilatek proti
jednomu urcitému antigenu EBV a obsahuje vSechny potfebné reagencie pfipravené
k okamzZitému pouZiti (viz tabulka ¢. 4 a obrazek €. 8). V ramci CLIA analyzy se pouZivaji
Ctyfi rizné soupravy, pricemz kazda cilen¢ detekuje protilatky proti odlisSnému antigenu
EBV. Pro stanoveni protilatek tfidy IgG se vyuzivaji soupravy obsahujici rekombinantni
casny antigen EA(D) (47-kDa polypeptid), nuklearni antigen EBNA-1 (synteticky peptid
EBNA-1) a kapsidovy antigen VCA (synteticky peptid p18). Pro stanoveni protilatek
ttidy IgM se pouzivé souprava s kapsidovym antigenem VCA (synteticky peptid p18).
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Tabulka €. 4: Souhrn reagencii diagnostické soupravy

Magneticka ¢astice SORB magnetické ¢astice s navdzanym antigenem

roztok obsahujici nizké hladiny lidskych
protilatek IgM nebo IgG proti EBV
roztok obsahujici vysoké hladiny lidskych
protilatek IgM nebo IgG proti EBV

Kalibrator 1 CAL1

Kalibrator 2 CAL2

Roztok k iedéni vzorkiu
(pro VCA IgG, EBNA DIL|SPE
IgG a EA(D) IgG) BUF|A

Pufr A (pro VCA IgM)

specialni diluent pro fedéni vzorkl

kozi IgG proti lidskym IgG

roztok obsahujici mysi monoklonalni
Konjugat CONJ protilatky proti lidskam Ig konjugované

s derivatem isoluminolu

Pfevzato a upraveno dle DiaSorin: Navod pro pouziti LIAISON® VCA IgM, 2023;

DiaSorin: Néavod pro pouziti LIAISON® VCA IgG, 2025).

LIAISON®EBV IgM
DrSorin Italia S.p A - Saluggsa - Italy

Obrazek €. 8: Diagnosticka souprava Liaison® XL VCA IgM (zdroj: vlastni).

Pro zajisténi spravnosti vysledkll ziskanych pomoci diagnostickych souprav je
zapottebi pouzit sady kontrolnich sér, ktera slouzi jako interni kontrola kvality. Ovéfeni
spravné funkce pfistroje Liaison® XL se provadi vzdy na zac¢atku kazdého nového dne
pfed zacCatkem testovani. Kontrolni sada obsahuje celkem ¢tyfi kontroly, jednu pozitivni
a negativni ve tfidé protilatek IgG, a jednu pozitivni a negativni kontrolu ve tiidé

protilatek IgM.

Soucasti metody CLIA je souprava startovacich reagencii Liaison® XL Starter Kit.
K odstranéni piebytecnych konjugath a molekul, které by mohly negativné ovlivnit
vysledky, se pouziva promyvaci roztok Liaison® XL Wash/System Liquid. V ramci
pravidelné denni udrzby pfistroje Liaison® XL se po ukonceni méteni provadi zavérecna
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udrzba pftistroje, ke které se pouziva specidlni Cistici souprava Liaison® XL Cleaning
Tool. Tato zavérecnd Udrzba je nezbytna pro zachovani spravné funkcnosti pfistroje

(DiaSorin: Navod pro pouziti LIAISON® VCA IgM, 2023).
5.2.5 Pracovni postup

Po spusténi piistroje Liaison® XL a zapnuti dotykového monitoru dojde
k automatické inicializaci pfistroje. Nasledn¢ probéhne kontrola hladin startovacich
reagencii a promyvaciho roztoku. Soucasn€ se kontroluje dostupnost spotfebniho
materidlu, jako jsou kyvety a jednorazové plastové Spicky. V ptipad¢ nedostatku se
komponenty doplni. Déle je zkontrolovana kapacita nadob na tekuty a pevny odpad, které

pokud jsou plné, je potieba vyprazdnit nebo vymeénit.

Po dokonceni vyse uvedenych kontrol reagenci a materialu nasleduje interni kontrola
kvality, ktera je provedena pomoci kontrolnich sér. Do stojanu na reagencie se vlozi
piislusné diagnostické soupravy a stojan se zasune do piistroje. Stejnym zplisobem se
pfipravi zkumavky obsahujici sérum uréené k analyze, které se zasunou do stojanku na
vzorky. Zkumavky musi byt umistény carovym kodem smérem dopiedu, aby bylo

zajisténo spravné naskenovani kodu.

Ptistroj nasledné pomoci integrované RFID ¢tecky automaticky naskenuje veskeré
c¢arové kody zkumavek i reagenci. Po UspéSném naskenovani kodi se spusti vlastni
analyza. Pristroj Liaison® XL zanalyzuje testované vzorky a vypocita hladinu protilatek
pritomnych ve vzorku. Vysledky jsou poté pristrojem automaticky odeslany do
laboratorniho informaéniho systému (LIS) (DiaSorin: Prirucka uzivatele: Liaison® XL,

2023).
5.2.6 Interpretace vysledki

Prosttednictvim pfistroje Liaison® XL je na zaklad¢ kalibracni kiivky zjiSténa
koncentrace protilatek ve vzorku séra. Namétena koncentrace se vyjadiuje v jednotkach
U/ml a vysledky jsou interpretovany kvantitativné podle pfedem stanovenych meznich
hodnot, jeZ jsou odlisné pro vSechny Ctyfi typy cilovych protilatek proti antigenim EBV,
konkrétné EA(D) IgG, EBNA-1 IgG, VCA IgG a VCA IgM. Kvantitativni interpretace

vysledki je uvedena v tabulce €. 5.
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Tabulka €. 5: Kvantitativni interpretace hladiny protilatek v jednotkéach (U/ml).

Protilatky Hladina protilatek (U/ml) | Hodnoceni
<20 negativni
VCA IgM 2040 hrani¢ni
> 40 pozitivni
<20 negativni
VCA IgG
> 20 pozitivni
<5 negativni
EBNA-1 IgG 5-20 hrani¢ni
>20 pozitivni
<10 negativni
EA(D) IgG 1040 hrani¢ni
> 40 pozitivni

Pfevzato a upraveno dle DiaSorin: Navod pro pouziti LIAISON® VCA IgM, 2023;
EA(D) IgG, 2024; VCA IgG, 2025; EBNA-1 IgG, 2025).

Kazda diagnosticka souprava vyuzivana v pfistroji Liaison® XL ma urceny
specificky rozsah méfeni, ktery vymezuje mezni hodnoty, ve kterych je pfistroj schopen
stanovit hladinu protilatek. Piehled parametri jednotlivych diagnostickych souprav je

uveden v tabulce ¢. 6.

Tabulka ¢. 6: Rozsah méficich souprav.

Protilatka Rozsah mérici soupravy (U/ml)
VCA IgM 10,00-160,00
VCA IgG 10,00-750,00
EBNA-1 IgG 3,00-600,00
EA(D) IgG 5,00-150,00

Ptevzato a upraveno dle DiaSorin: Navod pro pouziti LIAISON® VCA IgM, 2023;
EA(D) IgG, 2024; VCA IgG, 2025; EBNA-1 IgG, 2025).
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Na zakladn¢ kvantitativniho vyhodnoceni pfitomnosti jednotlivych protilatek lze
urcit fazi infekce EBV, jak je uvedeno v tabulce €. 7. Zaroven se urceni faze infekce musi
posuzovat s ohledem na klinicky stav pacienta a jeho osobni anamnézu. Jednotlivé faze

infekce mohou také poukazovat na riiznd onemocnéni asociovana s EBV.

Tabulka ¢. 7: Jednotlivé faze infekce EBV.

Interpretace VCA IgM VCA IgG EBNA-1 IgG
negativni bez infekce EBV <20 U/ml <20 U/ml <20 U/ml
primoinfekce preklinicka >20 U/ml <20 U/ml <20 U/ml
primoinfekce klinicka >20 U/ml >20 U/ml <20 U/ml
primoinfekce pozdni faze >40 U/ml >20 U/ml >20 U/ml
prodélana nebo reaktivace <40 U/ml >20 U/ml >20 U/ml
prodélané nebo reaktivace <20 U/ml >20 U/ml >5 U/ml
nejasné <20 U/ml >20 U/ml <5 U/ml

Pievzato a upraveno dle DiaSorin: Navod pro pouziti LIAISON® VCA IgM, 2023;
EA(D) IgG, 2024; VCA IgG, 2025; EBNA-1 IgG, 2025).

5.3 EIA
5.3.1 Princip metody

Imunoenzymatickd metoda EIA je nepifima analytickd metoda, kterda se vyuziva
k detekei specifickych protilatek v séru nebo plazmé pacienta, ktera byla pouZita k detekci
protilatek tfidy IgM a IgG namifenym proti antigenim EBNA. Metoda EIA je snadno
automatizovatelnd, vysoce specifickd, citliva a spolehlivd metoda, ktera je zalozena na
jednoduchém principu interakce mezi antigenem a protilatkou, kde je vysledek hodnocen

na zéklad¢ barevné zmény.

Nejcastéji pouzivanym typem metody je tzv. sendvicova ELISA (viz obrazek €. 11).
Metoda zahrnuje mikrotitraéni desticku s jamkami, ve kterych byly obsazeny
rekombinantni antigeny s vysoce specifickymi imunodominantnimi epitopy EBV
EBNA-1. V ptipad¢ pritomnosti cilovych protilatek ve vzorku dojde k jejich navazani na
antigeny a vznikne imunokomplex. Veskeré ostatni nenavazané protilatky se odstrani
promytim. V dalSim kroku se pfidaji sekundarni monoklondlni protilatky znacené

enzymem kienova peroxidaza, které se vazou na imunokomplex. Po pfidani substratu
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s TMB dojde k modré barevné zméné. Reakce je ukoncena zastavovacim kyselym
roztokem, ktery stabilizuje vysledné zabarveni na zlutou. Intenzita tohoto zabarveni,
vyjadiena jako opticka densita vzorku, je pfimo umérna koncentraci cilovych protilatek
ve vzorku a méfi se spektrofotometricky pifi vinové délce 450 nm (TestLine Clinical
Diagnostics: Navod pro pouziti EIA EBV EBNA-1 IgM, 2019; EIA EBV EBNA-1 IgG,
2019).
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Obrazek €. 9: Sendvi¢ova ELISA metoda (zdroj: TestLine Clinical Diagnostics
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s.r.o., n.d.).

5.3.2 SloZeni soupravy a dalsi potiebné vybaveni

ELISA souprava obsahuje sadu reagencii a spotfebniho materidlu ptipraveného
k okamzitému pouziti. Soucasti baleni je 96jamkova délena mikrotitracni desticka
s navazanym specifickym antigenem, kontrolni vzorky (CUT-OFF, pozitivni a negativni
kontrola), kalibrator, konjugat, substrat TMB a promyvaci roztok v fedéni 1:20 (1 dil
roztoku a 19 dilu destilované vody), fedici a zastavovaci roztok (TestLine Clinical
Diagnostics: Navod pro pouziti EIA EBV EBNA-1 IgM, 2019; EIA EBV EBNA-1 IgG,
2019).

Mezi dalsi potiebné vybaveni patiily pipety, jednorazové Spicky, promyvaci
zafizeni, termostat nastaveny na teplotu 37 °C a fotometr ureny pro mikrotitracni

desticky.
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5.3.3 Pracovni postup

Metoda ELISA byly provedena manualné v jedendacti po sobé nasledujicich krocich
vedoucich k detekci specifickych protilitek EBNA-1 IgM a EBNA-1 IgG ve vzorku,

které jsou prehledné znazornény na obrazku ¢. 12.

>
=

Kroky testu

‘i‘ 1 Redéni vzork(
© —céra/plazmy 1101 (10 pl +1mi)

Davkovani kontrol a fedénych vzorka

& 2 oou

blank = prazdna jamka
© 3. Inkubace 30 min. pii 37 °C
=] 4, (Qdsati a promyti jamek 5 krat
0 5 Davkovani Konjugatu 100 pl

° - blank = prazdna Jamka
© 6. Inkubace 30 min. p#i 37°C
e 7. Odsati a promyti jamek 5 krat
Davkovani substratu (TMB-Complete)

0 8. 100ul

wietné blanku
© 9. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

Davkovani Zastavovaciho
0 10.  roztoku 100 pl

wletnéd blanku

1. Fotometrické méfeni pfi 450 nm

Obrazek ¢. 10: Pracovni postup metody ELISA (zdroj: Imunoenzymatické soupravy
k diagnostice infekcni mononukleozy, 2022).

5.3.4 Interpretace vysledki

Celkova doba analyzy vzorku metodou ELISA trva piiblizn¢ 1,5 hodiny, po
dokonceni nasleduje vyhodnoceni vysledkli. Kvantitativni interpretace vysledki je
provadéna analyzatorem, ktery zméti absorbanci a dle kalibracni kiivky odecte vyslednou
koncentraci protilatky ve vzorku. Vysledna hodnota se udava v jednotkdch U/ml.

Kvantitativni vyhodnoceni metody ELISA je zndzornéna v tabulce €. 8.
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Tabulka ¢. 8: Kvantitativni interpretace hladiny protilatek v jednotkach (U/ml).

Hladina protilatek (U/ml) | Hodnoceni

mensi nez 18 negativni
18 az 22 hrani¢ni
vetsinez 18 pozitivni

Zdroj: TestLine Clinical Diagnostics: Navod pro pouziti EIA EBV EBNA-1 IgM, 2019;
EIA EBV EBNA-1 IgG, 2019.

Druhym zplGsobem interpretace, ktery vyuZzivala laboratotr NEMCB, je
semikvantitativni vyhodnoceni pomoci indexu pozitivity (IP). Tento index vyjadiuje
pomér mezi absorbanci testovaného vzorku a priimérnou hodnotou absorbance CUT-OFF
v ramci jednoho méfeni. Vysledek indexu pozitivity je hodnocen dle stanovenych
meznich hodnot uvedenych v tabulce €. 9 (TestLine Clinical Diagnostics: Navod pro

pouziti EIA EBV EBNA-1 IgM, 2019; EIA EBV EBNA-1 IgG, 2019).

Tabulka €. 9: Semikvantitativni vyhodnoceni.

Index pozitivity (IP) Hodnoceni Hodnoceni v NEMCB
mensi nez 0,9 negativni negativni

0,9az1,l1 hrani¢ni hrani¢ni

veétsinez 1,1 pozitivni +, ++, +++

Pievzato a upraveno dle TestLine Clinical Diagnostics: Navod pro pouziti EIA EBV

EBNA-1 IgM, 2019; EIA EBV EBNA-1 IgG, 2019.
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54 IFA
5.4.1 Princip metody

Nepiima imunofluorescence (IFA) je metoda zalozena na detekci specifickych protilatek
proti virovym antigenim exprimovanym v infikovanych buikich za vyuziti
fluorescencni mikroskopie. Metoda IFA byla vyuzita k prikazu protilatek proti EBV ze
vzorkl krevniho séra, a to konkrétné k prikazu protilatek ttidy IgG a IgM proti antigenim
VCA a protilatek IgG proti antigenu EA(D). Antigeny jsou exprimovany ve zvySeném
poctu v infikovanych buiikach, z nichZz se pak pfipravuji natéry, které jsou nasledné
fixovany na podlozni sklicka. V pfitomnosti antigenu v séru se na antigen navaze
primarni protilatka a vznikne imunokomplex. Na tento imunokomplex se nasledné vaze
sekundarni protilatka znacend fluorescencnim barvivem, konkrétné FITC. Schéma
principu nepiimé imunofluorescence je zndzornéno na obrazku ¢. 11. Vysledny
fluorescenc¢ni signal je detekovan pomoci fluorescenéni mikroskopie, coz umoziuje
zviditelnéni reakce a potvrzeni pfitomnosti cilovych protilatek ve vzorku (VIDIA spol.:
Navod pro pouziti IF-VIDITEST anti-VCA EBV IgG, 2019; Néavod pro pouZiti
[F-VIDITEST anti-VCA EBV IgM, 2021; Navod pro pouziti IF-VIDITEST anti-EA
EBV IgG, 2020).

fluorochromem
znacena sekundarni
protilatka

protiitia 4
N r>
N
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7

(Ag

e

Obrazek €. 11: Nepiima imunofluorescence (zdroj: Lochmanova, 2014).
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5.4.2 IFA souprava a dalsi potiebné vybaveni

Ke stanoveni specifickych protilatek VCA IgG, VCA IgM a EA(D) IgG se vyuziva
diagnostickd souprava urcena pro nepiimou imunofluorescenci. Tato souprava obsahuje
dv¢ rastrovana podlozni skli¢ka, pozitivni a negativni kontroly s protilatkami tiidy IgG
aIgM proti uvedenym antigentim, konjugat znaCeny FITC a montovaci roztok pro
ptipravu preparati k mikroskopovani. Kromé samotné soupravy je potieba i dalSiho
zakladniho laboratorniho vybaveni a pomtcek, jako jsou PBS roztok (fosfaty pufrovany
fyziologicky roztok), destilovand voda, vlhka komirka, zkumavky a pipety k fedéni
a aplikaci reagencii, kyvety, kryci sklicka a fluorescencni mikroskop (VIDIA spol.:
Néavod pro pouziti IF-VIDITEST anti-VCA EBV IgG, 2019; Navod pro pouZiti
[F-VIDITEST anti-VCA EBV IgM, 2021; Navod pro pouziti IF-VIDITEST anti-EA
EBYV IgG, 2020).

5.4.3 Pracovni postup

Tabulka ¢. 10: Pracovni postup metody IFA.

Krok | Kroky testu

1. Naredit kontrolni a testovaci séra dle doporuceni.
2. Aplikovat 30 pl nafedénych sér do jednotlivych jamek rastrového sklicka.
3 Do prvni jamky pfidat pozitivni kontrolu, do druhé jamky negativni kontrolu,

do zbyvajicich jamek testovaci séra.
Inkubovat sklicka 60 min pti 37 °C.

Odsat séra a promyt sklicka v PBS 3krat po 5 min

Nakapat na jamky FITC konjugat.

Opét inkubovat sklicka 60 min pti 37 °C.

Odsat konjugat a promyt sklicka v ¢erstvém PBS 3krat po 5 min.

A I e A A

Promyt sklicka v destilované vodé a nechat uschnout pii 37 °C.

10. Zamontovat a pfikryt jamky krycim sklickem.

11. Odecist vysledky pomoci fluorescencniho mikroskopu.
Ptevzato a upraveno dle citace VIDIA spol.: Navod pro pouziti IF-VIDITEST anti-VCA

EBV IgG, 2019; Navod pro pouziti IF-VIDITEST anti-VCA EBV IgM, 2021; Navod pro
pouziti IF-VIDITEST anti-EA EBV IgG, 2020).
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5.4.4 Interpretace vysledkii

Hodnoceni vysledkti se provadi pomoci fluorescen¢niho mikroskopu v modrém
excitatnim svétle. V pfipad€ pozitivni reakce dochdzi v buiikdch k vyskytu zelené
fluorescence, ktera miize byt lokalizovana v cytoplazmé, v bunééném jadie nebo na
bunéné membrané. Vyskyt fluorescence zavisi na typu zjisStovanych protilatek proti
cilovému antigenu. Pfi negativnim nalezu nejsou pfitomné zadné specifické protilatky,

a proto buiiky vykazuji tmave zelené az naCervenalé zbarveni.

Pii orientaCnim neboli kvalitativnim vySetieni se zjiStuje pouze ptfitomnost Ci
nepfitomnost protilatek ve vySetfovaném séru. Vysledek je pak hodnocen jako pozitivni
nebo negativni. V ramci titratniho (semikvantitativniho) vysSetieni se stanovuje titr
protilatek, tedy nejvySsi fedéni séra, pii jeSt¢ vykazuje pozitivni reakci s cilovym
antigenem (VIDIA spol.: Navod pro pouziti IF-VIDITEST anti-VCA EBV IgG, 2019;
Néavod pro pouziti IF-VIDITEST anti-VCA EBV IgM, 2021; Navod pro pouZiti
[F-VIDITEST anti-EA EBV IgG, 2020).

Hodnotici laboratotr NEMCB pouzivala stanoveni titru specifickych protilatek proti

antigenum EBV. Jako pozitivni reakce byl hodnocen titr vétsi nez 20.
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6 VYSLEDKY

Piivodni prace, ktera hodnotila vysledky ziskané v imunologické laboratoti EUC
Praha, kde byla provedena také prakticka cast této prace, byla doplnéna a piepracovana
o nasledujici soubor. Novy sledovany soubor zahrnoval celkoveé 1815 (140 vzorkti EUC
Praha, 1675 PVIR NEMCB) vysetitenych pacienti v obdobi leden-prosinec 2024. Jednalo
se o krevni séra, ktera byla vySetifena pomoci chemiluminiscen¢ni imunoanalytické
metody CLIA. Pfi pfechodu laboratofe PVIR NEMCB na metodu CLIA bylo provedeno
srovnani stavajicich metod EIA aIFA s metodou CLIA u 19 vzorkli vySetfovanych
krevnich sér za icelem orienta¢niho porovnani a zhodnoceni efektivity metod pfi prikkazu

infekce virem Epstein-Barrové.
6.1 Pocet vySetfovanych pacientii metodou CLIA

V ramci sledovaného obdobi roku 2024 bylo metodou CLIA analyzovano celkem
1815 vzorkt krevniho séra. Graf €. 1 znazorfiuje pomérné zastoupeni Zen a muzi mezi
vySetfovanymi pacienty. Z grafu vyplyva, ze zastoupeni obou pohlavi bylo téméf

vyrovnané.

= 7eny ® muzi

Graf ¢. 1: Zastoupeni Zen a muZzi (zdroj: vlastni).

V nasledujicim grafu €. 2 je znadzornéno zastoupeni jednotlivych vékovych kategorii
ve sledovaném souboru vysetfovanych pacientli. Nejpocetnéjsi skupinu tvorily dospélé
osoby ve veéku 31-50 let, kterych bylo celkem 409 osob (23 %). Druhou nejcastéji
zastoupenou skupinou byly déti do 11 let, kterych bylo vysetfenych 353 (19 %).
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Graf €. 2: Pocet pacientli v jednotlivych vékovych kategoriich (zdroj: vlastni).
6.2 Zastoupeni pozitivniho nalezu protilatek

V nésledujicich dvou grafech €. 3 a €. 4 je vyjadieno zastoupeni pozitivniho nalezu
specifickych protilatek bez hodnoceni faze infekce EBV, a to samostatné u Zen a muzt
v jednotlivych vékovych kategoriich. Nejvyssi pocet pozitivnich nalezii byl zaznamendm
ve vekové kategorii 31-50 let. U Zen v této kategorii bylo zaznamendno 226 pozitivnich
nalezil z 228 vySetfenych vzorkd, jak ukazuje graf. €. 3, zatimco u muZza bylo pozitivnich

175 vzorkl ze 181 vysetfenych vzorku, jak ukazuje graf ¢. 4.
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Graf €. 3: Pozitivni nalez u Zen (zdroj: vlastni).
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Graf €. 4: Pozitivni nalez u muzi (zdroj: vlastni).

Z vysledkt vyplyva, ze se zvySujicim se v€kem osob dochazi k nariistu vyskytu

specifickych protilatek proti EBV, pficemz ve vysSich vékovych kategoriich je jejich

vyskyt témét 100 %. Graf ¢. 5 znazoriiuje celkovou promotenost osob s pozitivnim

nalezem protilatek proti EBV. U déti do 17 let se vyskyt pozitivniho nalezu pohybuje

priblizné kolem 69 %, zatimco u dospélych nad 31 let dosahuje ptiblizn¢ 98-99 %.

procenta
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98,0% 99,6% 98,5%
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60%
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dolllet 12-17let 18-30let 31-50let 51-65let 65+ let

vékova kategorie

Graf €. 5: Celkova promoienost osob s vyskytem protilatek proti EBV (zdroj: vlastni).

6.3 Vyskyt specifickych protilatek proti jednotlivym antigeniim EBV

Ve sledovaném souboru byly zjisStovany specifické protilatky proti antigeniim EBV,

a to VCA IgG, VCA IgM, EBNA-1 IgG a EA(D) IgG, jak znazornuje graf ¢. 6. Nejvice

se vyskytovaly protilatky VCA IgG, které byly zjistény ve 1471 ptipadech (81 %), a dale

protilatky EBNA-1 IgG s celkovym potem 1348 pozitivnich vzorkd (74,3 %).
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Graf ¢. 6: Vyskyt specifickych protilatek proti antigenim EBV (zdroj: vlastni).

Specifické protilatky tridy IgM byly detekovany u celkem 287 (15,8 %) pacientl
anejvice v mladSich v€kovych kategoriich do 30 let, kde bylo celkem zjisténo 198
pozitivnich nalezli, coZ pfedstavuje pfiblizn€ 69 % z celkové poctu vSech zjisténych
protildtek VCA IgM. Graf ¢. 7 znéazoriuje dynamiku vyskytu vSech specifickych
protilatek proti EBV v riiznych vékovych kategoriich.
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Graf ¢. 7: Dynamika vyskytu specifickych protilatek proti EBV (zdroj: vlastni).
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6.4 Interpretace nalezi dle vyskytu specifickych protilatek proti antigenim EBV

Posledni graf ¢. 8 shrnuje interpretaci ziskanych vysledkii, a to na zaklade
sledovanych laboratornich parametrii dle definovanych hodnoticich kritérii uvedenych
v tabulce €. 11, do Ctyt skupin (akutni, prodéland, nejasny obraz a negativni). Anamnéza

a klinicky stav pacienta nebyly k dispozici.

Tabulka ¢. 11: Hodnotici kritéria fazi infekce EBV.

Faze VCA IgM | VCA IgG | EBNA-1IgG | EA(D) IgG
negativni bez infekce EBV NEG NEG NEG NEG
primoinfekce preklinicka POZ POZ/NEG NEG NEG
primoinfekce klinicka POZ POZ NEG POZ/NEG
primoinfekce pozdni faze POZ/NEG POZ POZ/NEG POZ
reaktivace NEG POZ POZ POZ
chronicka infekce NEG POZ POZ POZ
pozdni faze infekce NEG NEG POZ POZ

Ptevzato a upraveno dle Stanoveni protilatek proti antigeniim viru Epstein-Barrové

metodou CLIA, 2025.

Z celkové poctu 1815 vzorkil krevnich sér byly u 1265 pacientli (70 %) zjistény
soucasné zvySené hladiny protilatek VCA IgG a EBNA-1 IgG bez pfitomnosti dalSich
protilatek, coz ukazuje na anamnestické protilatky, a tedy jiz prodélanou infekci EBV.
Akutni faze infekce EBV, kterd je charakterizovana ptfevazné zvySenymi hladinami
protilatek VCA IgM v kombinaci s VCA IgG, poptipadé¢ EA(D) IgG, byla zjisténa u 126
pacientll (7 %) zcelkového poctu 287 pacientll s pozitivitou protilatek VCA IgM.
U 253 pacientl (14 %) nebyly zjistény zadné specifické protilatky proti EBV, coz svéd¢i

o neptitomnosti infekce EBV.

negativni [ 253 (14 %)

nejasny obraz [ 1719 %)

hodnoceni

prodéland  [INEGEGEEE 1265 (70%)
akutni I 126 (7 %)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
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Graf €. 8: Interpretace vysledki dle vyskytu protilatek proti EBV (zdroj: vlastni).
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6.5 Tabulka pozitivnich nalezi v souvislosti s diagnézou

V tabulce ¢.12 jsou pacienti ve sledovaném souboru rozdéleni do jednotlivych zakladnich

diagnostickych skupin. Je patrné, Ze vySetieni na ptitomnost specifickych protilatek proti

antigenim EBV bylo indikovdno u Sirokého spektra diagndéz. Sloupec oznacujici

pritomnost specifickych protildtek zahrnuje pouze ty pacienty, u nichz byla prokazana

akutni nebo prodéland faze infekce EBV. Barevné jsou pak v tabulce ¢. 12 oznaceny

diagnostické skupiny zahrnujici onemocnéni sledovana v této praci, konkrétné

autoimunitni nebo onkohematologicka (lymfomova) onemocnéni.

Tabulka ¢. 12: Pocty pacientt v zakladnich diagnostickych skupinach ve vysetfovaném

souboru.
Diagnéza celkem pacientli | pFitomnost specifickych protilitek
Infek¢ni a parazitarni nemoci: A, B 73 58
Novotvary: C-D48 64 57
Nemoci krve a krvetvornych organii a
poruchy imunity: D50-D89 151 124
Nemoci endokrinni a metabolické: E 20 16
Nemoci dusevni a poruchy chovani: F 22 19
Nemoci nervové soustavy: G 27 21
Nemoci oka a o¢nich adnex, nemoci
ucha a bradavkového vybézku: H 13 8
Nemoci obéhové soustavy: 1 31 26
Nemoci dychaci soustavy: J 173 120
Nemoci travici soustavy: K 169 138
Nemoci kiize a podkozniho vaziva: L 178 143
Nemoci svalové a kosterni soustavy a
pojivové tkané: M 94 78
Nemoci moc¢ové a pohlavni soustavy: N 48 42
T¢hotenstvi, porod, Sestined¢li;
perinatalni stavy; vrozené vady,
deformace, chromozomalni
abnormality: O, P, Q 12 9
Ptiznaky, znaky a abnormalni nalezy
nezafazené jinde: R 553 398
Poranéni, otravy, nasledky ptisobeni
vnéjsich pficin: S, T 8 5
Kédy pro specialni ucely: U 2 2
Vngjsi priciny nemocnosti a
umrtnosti: V, W, X, Y 0 0
Faktory ovliviiujici zdravotni stav: Z 177 127
celkem 1815 1391

Pievzato a upraveno dle: Mediately, n.d.
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V nasledujicich tabulkach ¢. 13 a ¢. 14 jsou shrnuty pocty pacientl
s diagnozou autoimunitniho ¢i onkohematologického (lymfomového) onemocnéni, ze
kterych vyplyva, ze tyto diagnézy byly zastoupeny v nasem souboru pouze minoritné.
Jednalo se pouze o jednotky pacientli se SLE, RA a dalSich autoimunit, a nékolik mélo

pacientl s lymfomovym onemocnénim v diagnoze.

Tabulka €. 13: Pocty pacientl s diagnézou autoimunitniho onemocnéni.

Autoimunitni onemocnéni pocet
SLE (M321, M329) 4
RA (M059, M060, M068, M069) 8
ostatni (SS, systémové postizeni, HA) (M350, M359, D591) 5
celkem 17

Zdroj: vlastni.

Tabulka €. 14: Pocty pacientt s diagn6zou onkohematologického onemocnéni.

Lymfomy pocet
Hodgkinliv lymfom (C811) 1
typ non-Hodgkinova lymfomu (C851, C857) 3
celkem 4

Zdroj: vlastni
6.6 Srovnani pouzitych laboratornich metod

Pfi pfechodu laboratofe PVIR NEMCB na novou metodu vySetfovani specifickych
protilatek proti antigenim EBV bylo provedeno srovnani stavajicich metod EIA a IFA
s metodou CLIA u souboru 19 vzorkll krevnich sér. Ziskané vysledky a informace
(princip, cile stanoveni, typ diagnostické metody, doba analyzy, zpiisob hodnoceni
vysledki, vyhody a nevyhody) k jednotlivym metoddm byly srovnany a vyhodnoceny
v tabulce €. 15. Porovnani ziskanych vysledkt z jednotlivych metod EIA, CLIA a I[FA
v souboru 19 pacientli vedlo ke srovnatelnym laboratornim zavérim, resp. jejich

interpretaci.
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Tabulka €. 15: Srovnani pouZzitych laboratornich metod.

Metoda CLIA ELISA IFA
o . . Barevna zména
o Chemiluminiscencni | Barevna zména «
Princip . , fluorescennim
reakce enzymatickou reakci .
barvivem
Stanoveni Protilatky IgG, IgM | Protilatky IgG, IgM Protilatky IgG, IgM
] Ab.IgMoa IgG proti Ab IgM a IeG proti Ab.IgGoa IgG proti
Prikaz antigenim VCA, anticeniim EBNA-1 antigenim VCA a
EBNA-1 a EA(D) gend EA(D)
Typ
diagnostické | Nepiima specifickd | Neptima specificka Nepiima specificka
metody
Doba do 30 minut 1,5 hodiny 2-3 hodiny
analyzy
, e Kvantitativni Kvalitativni
Hodnoceni Kvantitativni Semikvantitativni Semikvantitativni
Vysoka CltllVOSt,’ D,obr,a d,ostupnost, Vysoka specificita a
, rychlost, moderni nizké néklady, o 1
Vyhody . citlivost, nizké
metoda, automatizovatelnost, néklad
automatizovatelnost. | moZnost standardizace. Y
Manualni provedenti,
Vysoké néklady, subjektivni
, potieba “r . vyhodnoceni,
Nevyhody specializovaného Delsi doba stanoveni poticha
vybaveni. specializovaného
vybaveni.

Zdroj: vlastni.
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7 DISKUZE

Laboratorni diagnostika viru Epstein-Barrové byla v této praci postavena na detekci
specifickych protilatek proti antigenim EBV, konkrétné protilatek VCA IgG, VCA IgM,
EBNA-1 IgG a EA(D) IgG, pomoci chemiluminiscenéni imunoanalytické metody
(CLIA) v imunologické laboratofi EUC Praha a na Pracovisti virologie NEMCB. Prikaz
infekce EBV vyzaduje znalost vyznamu specifickych protilatek proti jednotlivym

antigenim EBV, a to v zavislosti na véku osoby a jeho klinickém stavu.

V ramci této prace bylo analyzovano 1815 vzorki krevniho séra od raznych jedincu.
Nejcasteji vySetfovanymi skupinami byly dosp€lé osoby ve vékové kategorii 31-50 let
adéti do 11 let. Z hlediska celkové pozitivity protilatek proti antigenim EBV bylo
prokdzano pievazujici mnozstvi pozitivnich vzorki (77 %) nad negativnimi Cci
nejednoznacnymi vzorky. Dalsi analyza ukdzala, Ze protilatky se nejcastéji vyskytuji
u dospélych osob ve véku 31 az 50 let. Nejvyssi hladiny byly zaznamenéany u protilatek
tiidy IgG proti antigenim VCA a EBNA-1, coz sv&d¢i o pfitomnosti tzv. anamnestickych
protilatek a poukazuje na dfive prodélanou infekci EBV (Atefi, 2023). Tyto vysledky
naznacuji, ze vyskyt specifickych protilatek proti EBV je u dospélych osob vyrazné vyssi
neZ u déti a dospivajicich do 17 let. V nami sledovaném souboru byla jejich prevalence
u dospélych piiblizn€ 96,2 %, zatimco u osob mladsich 17 let dosahovala ptiblizn¢ 69 %.
Tim byla potvrzena prvni hypotéza, ze v€k jedince ma vliv na pfitomnost protilatek proti
EBV. Tato informace je také v souladu s literaturou, kterd uvadi, ze v dospélé populaci je
vyskyt anamnestickych protilatek az 95 % a u déti a dospivajicich kolem 66,5 % (Hoover

& Higginbotham, 2023).

Virus Epstein-Barrové je casto spojovan s tadou komplikaci a autoimunitnimi
a narodovymi onemocnénimi (Fugl & Andersen, 2019), coz ukazuje na jeho variabilitu
a schopnost ovliviiovat rizné patologické procesy. Asociace EBV k autoimunitnim
onemocnénim je vyraznéjsi, prestoze virus Epstein-Barrové se spise jen podili na jejich
rozvoji jako pfispivajici faktor, nez aby byl jejich pfimou pfic¢inou. Naproti tomu vztah
EBV k nadorovym onemocnénim je slabsi. Piesto mtze byt EBV piitomen piimo
v nddorovych buikach, zeyména v B-lymfocytech, které jsou nejCastéjSim typem
lymfoproliferaci (Damania et al., 2022). Vysledky detekce protilatek proti antigeniim

EBV metodou CLIA v nasem souboru ukdzaly, ze vétSina pozitivnich nalezli souvisi se
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diive prodélanou infekci EBV, potvrzenou pfitomnosti tzv. anamnestickych protilatek,
které se mohou bézn¢ vyskytovat i u jinych onemocnénich nesouvisejicich s infekci EBV.
Samotny laboratorni pritkaz protilatek proti antigentim EBV bez znalosti klinického stavu
jedince v nami sledovaném souboru vSak neukazuje jednoznaéné na zZadné konkrétni
onemocnéni, resp. autoimunitni nebo lymfomové onemocnéni. Nebyla tedy prokazéana
zadna vyznamna souvislost mezi pozitivitou EBV a autoimunitnim nebo lymfomovym
onemocnénim, a to také z divodu sledovaného souboru, ve kterém bylo testovano na
EBV pouze velmi malé procento osob s diagnostikovanymi autoimunitnimi
nebo onkohematologickymi onemocnénimi. Je ziejmé, Ze diagnostika EBV neni soucésti
rutinniho vySetieni u téchto pacientli. Na zaklad¢ nasich ziskanych vysledkl proto nelze
jednoznacéné urcit, ze pozitivita specifickych protilatek proti EBV je Castéjsi ukazatel
téchto onemocnéni, ¢imz nelze druhou hypotézu potvrdit. V literatufe jsou vSak
popisovana nékterd autoimunitni onemocnéni jako roztrouSena skleréza, systémovy lupus
erythematodes, Sjogrenliv syndrom, revmatoidni artritida, systémova sklerodermie
a autoimunitni onemocnéni §titné zlazy s jasnym spojenim s infekci EBV (Trier et al.,
2018; Rzymski & Szuster-Ciesielska, 2023). Podobné je tomu také v ptipadé vyskytu
nékterych lymfomii jako napiiklad Burkittiv lymfom, Hodgkiniv lymfom
a non-Hodgkinv lymfom jako difizni velkobunéény B-lymfom (DLBCL) (Ward et al.,
2022; Huang et al., 2023).

Srovnani pouzitych laboratornich metod CLIA, EIA a IFA pro prikaz specifickych
protilatek proti antigenim EBV ukdzalo, ze vSechny tyto metody jsou vhodné k danému
ucelu. Nove zavedena metoda CLIA vyuzivéa podobny princip jako EIA, avSak s vyuzitim
chemiluminiscence k detekci protilatek proti EBV. Ackoli je tato metoda financné
moznost zpracovani velkého poctu vzorki, kratkd doba analyzy, a tedy i rychly vysledek
ve srovnani s metodou EIA ¢i IFA. Na zaklad¢ tohoto srovnani byla treti hypotéza, ktera
piedpokladala vétsi vhodnost metody ELISA (EIA), vyvracena. Lze tedy konstatovat, Ze
vysledky jsou ztéchto metod srovnatelné a zalezi na pracovisti, jeho finan¢nich
a prostorovych moznostech a poctu vysSetfovanych vzorki, kterou metodu zvoli. Je-li
laboratorni diagnostika doplnéna také o ptfimou detekci viru PCR a odpoveéd’ bunécné

imunity, ktera vyrazné reaguje na virovou infekci, jsou laboratoti poskytnuty komplexni
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informace pro hodnoceni faze infekce a také sledovani priitbéhu onemocnéni a hodnoceni

piipadné 1éCby.
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8 ZAVER

V teoretické ¢asti této bakalaiské prace byl podrobné popsan virus Epstein-Barrové,
jeho charakteristika a zatfazeni do skupiny herpetickych vir. Déle byly shrnuty informace
o onemocnénich, které mize virus vyvolavat, a popsany dostupné moznosti laboratorniho

prukazu viru Epstein-Barrové.

Praktickd cast byla zaméfena na prikaz vyskytu protilatek proti antigenim viru
Epstein-Barrové pomoci chemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody (CLIA). Celkem
bylo analyzovano 1815 wvzorkli krevniho séra odebranych od rGznych jedinca
v imunologické laboratofi EUC Praha a na Pracovisti virologie NEMCB. Na zakladé
poskytnutych dat a jejich zpracovani bylo zjisténo, ze pozitivita protilatek byla
zaznamenana u 77 % vzorkl. Z celkového poctu pozitivnich vysledkl byl nejvyssi vyskyt
protilatek zaznamenam ve veékové kategorii od 31 do 50 let, tedy ve skupiné dospélych

osob stfedniho véku.

Dale byl zkouman vztah mezi piitomnosti protilatek proti antigenim viru
Epstein-Barrové a vyskytem onemocnéni. Z vysledkii bylo zjisténo, ze nejcastéji byly
detekovany anamnestické protilatky VCA IgG a EBNA-1 IgG, které obvykle ukazuji na

diive prodélanou infekci EBV, nikoliv na akutné probihajici onemocnéni.

V zavéru prace bylo provedeno porovnani vybranych analytickych metod CLIA,
EIA aIFA. Na zaklad¢ srovnani byla metoda CLIA vyhodnocena jako vhodna pro detekci
protilatek proti viru Esptein-Barrové, predevsim diky své vysoké citlivosti a schopnosti
rychlé analyzy vét§iho mnozstvi vzorki v krat§im case. Dnes se uz s touto metodou, diky

stale vétsi tendenci automatizace laboratorniho provozu, setkavdme Castéji.

Diagnostika infekce EBV muize byt vedle prikazu specifickych protilatek také
roz$ifena o dal$i laboratorni metody, zejména o piimy prikaz viru pomoci PCR ¢i

vysetieni bunééné imunity pritokovou cytometrii.
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