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Diagnostické vySetieni viru Epstein-Barrové v béZné laboratorni praxi

Abstrakt

Tato bakalarska prace shrnuje dosavadni poznatky o viru Epstein-Barrové (EBV)
se zam¢efenim na metody jeho sérologického prukazu v praktické casti. Cilem prace
bylo vyhodnotit vysledky laboratornich testti provedenych v roce 2019 a vztdhnout je
k etnosti vyskytu jednotlivych stadii infekce EBV v populaci. Sifeni viru v populaci je
obrazem socializace a zivotnich standardi lidi. Vysledky ukazuji, Ze zejména
u predskolnich déti se prvni setkani s virem posouva az do okamziku nastupu do skoly.
Soucasné se zvySuje podil negativnich testi. To vSak pfinasi riziko, Ze se infekce bude

projevovat ¢im dal ¢ast&ji s téz8im prub&hem.
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Diagnostic examination of Epstein-Barr virus in routine laboratory

practice

Abstract

This Bachelor’s thesis summarizes the existing knowledge about the Epstein-Barr virus
(EBV). In practical part it focuses on the methods of its serelogical detection. This
thesis evaluates the results of laboratory tests and relates them to the frequency of
occurrence of EBV infection in the population. The spread of the virus among people
copies the degree of their socialization and living standards. The results show that
children encouter the virus at school rather than at preschool age for the first time. At
the same time, the number of negative tests increases. However, this carries the higher

risk of more severe course of the infection.
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UvVoD

Virus Epstein-Barrové (EBV) se tadi ke skupiné herpesvird, konkrétné ke Ctvrté
skupin¢ herpesvirt HSV4 (Votava, 2003). EBV je vSudypfitomny. Krejsek (2016)

uvadi, Ze je mu exponovana cela lidska populace. Jeho objev ma piesto dlouhou historii.

EBV napada epitelové bunky orofaryngu a nasledné i B buiky pfitomné ve sliznici.
Inkubac¢ni doba se pohybuje mezi 4 az 7 tydny. V raném détském véku probiha infekce
asymptomaticky. V pozd¢jsich letech se projevuje nejcastéji pod obrazem infekéni
mononukledzy. EBV muze vést i k malignitam. U Africkych déti je ptavodcem
maligniho Burkittova nadoru. U imunokompromitovanych jedinct se po transplantaci
ttmét Uul0 % zejména détskych pifijemct vyskytuji B-bunééné lymfomy.
V Jihovychodni Asii je s EBV spojovan vyskyt nasofaryngealniho karcinomu (Goering
et al., 2016). EBV je spojovan i s nékterymi autoimunitnimi chorobami, typicky
u roztrou$ené sklerdzy. Rolf (2017) uvadi, Ze u pacientt s roztrouSenou sklerézou byly

u vSech jedincti prokazany protilatky proti EBV infekci.

V laboratorni diagnostice je dnes zlatym standardem sérologicky prukaz protilatek proti
specifickym bilkovindm EBV vysoce citlivou metodou zalozenou na nepiimé
chemiluminiscen¢ni imunoanalyze (CLIA). Samotné vySetieni protilatek proti EBV
vSak pro stanoveni diagndzy samo o sobé& nestaci. VZdy je nutné ho doplnit o diagnézu

klinickou (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM, 2020).

Piedkladand prace méa na zdklad¢é sbéru dat vySe zmin€nou sérologickou metodou
doplnit tdaje o expozici lidské populace viru EBV. Hodnoceny byly vzorky pfijaté
vroce 2019, u nichZ bylo ordinovano vySetfeni na EBV protilatky. Tyto jsou navic
porovnany se vzorky z roku 2020, kde se pfedpoklada vliv pandemie SARS-CoV-2

v disledku snizeni kontaktu mezi lidmi, zejména déti ve Skolach.



1 TEORETICKY PREHLED

1.1 HISTORIE

Pocatek historie viru Epsteina—Barrové (EBV) sahd do osmdesatych let devatenactého
stoleti. Tehdy rusky pediatr Nil Filatov popsal onemocnéni projevujici se celkovou
unavou, horeckou, bolesti v hrdle, otokem miznich uzlin a pojmenoval ho jako syndrom
idiopatické adenitidy. Pozd¢ji v roce 1989 popsal obdobné piipady némecky lékat Emil
Pfeiffer pod nazvem zldzovd horecka (Ambrozova, 2005; Hoffmann, 2006;
Balfour, 2016).

Vroce 1920 lékafi Thomas Spurt a Frank Evans z Univerzity Johnse Hopkinse
V Marylandu odebrali vzorky krve Sesti studentim s pfiznaky zldzové horecky a
studovali je pod mikroskopem. VSimli si vét§iho poctu neobvykle velkych lymfocyti,
z toho divodu nové onemocnéni piejmenovali na infekéni mononukledézu (IM). Tyto
lymfocyty podrobné&ji popsali l1ékafi z Minnesotské univerzity Hal Downey a C. A.
McKinlay na vzorku krve studenta, u né¢hoz se predpokladal rozvoj akutni leukémie.
Downay vétil, Ze zménéné lymfocyty byly benigni, a v roce 1923 zvetejnil popis tii
typt atypickych lymfocytt, jejichz vétsi vyskyt v krevnim natéru se stal novym
standardem laboratorni diagnostiky IM. Atypické lymfocyty pojmenoval svym jménem
jako Downeyho buiky (Hoffmann, 2006; Balfour 2016; Feder a Rezuke, 2020).

Dalsi pokrok v diagnostice IM znamenal roku 1932 objev heterofilnich protilatek v krvi
pacientli s IM. Americti lékafi John Rodman Paul a Walls Willard Bunnel si v§imli
neobvyklé reakce vyvolané smichanim krve pacientl s krvi jiného Zivo€isSného druhu,
V tomto piipadé ovce, kozy nebo koné. Pod mikroskopem pozorovali velké shluky
krvinek, které pohromadé drZely pfitomnosti heterofilnich protilatek. Paul-Bunneltiv
test se dodnes v nékterych ptipadech vyuziva k diagnostice IM. (Hoffmann, 2006;
Fingeroth, 2016; Balfour 2016).

Objev dosud neznamé pficiny vzniku IM zapocal koncem padesatych let minulého
stoleti détsky chirurg Denis Burkitt. Ten byl béhem druhé svétové valky odvelen
do africké Ugandy, kde i poté pusobil na Makerere univerzité a zdokonaloval své
chirurgické dovednosti. V roce 1957 Burkitt vySetfoval pétiletého chlapce s masivnim
nadorem celisti. S mé&si¢nim odstupem pozoroval divku s podobnym tumorem. Néador se

rychle zvétSoval, kazdych 24 az 48 hodin se zdvojnéasobil. Ob¢ déti nakonec zemfiely.
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Brzy na to mél moznost se setkat s prekvapivé velkym mnozstvim podobnych ptipadi.
Vypozoroval, ze vyskyt nadoru je Castéjsi u déti ve véku Sesti az osmi let. U déti
starSich cCtrnacti let se vyskytuje vzacné a nebyl pozorovan jediny piipad u déti
do jednoho roku. Své badani rozsifoval cestami napii¢ celou Afrikou. Dosel k zavéru,
ze vyskyt nemoci zavisi na pfirodnich sezénnich podminkach. Tumor se vyskytoval
v nadmoiskych vyskach do 1800 m s ro¢nimi srazkami vétSimi nez 60 cm a primérnou
teplotou nad 16 °C. Stejné podminky odpovidaji nemocem prendSenym hmyzem.
Burkitt se proto domnival, Z¢ hmyz hraje sviij podil na vzniku nadoru (Henles a

Lennette, 1979; Balfour, 2006; Esau, 2017).

Své poznatky Burkitt roku 1961 piednasel ve Spojeném kralovstvi v nemocnici
Middlesex. Zde byl v publiku fascinovan virolog Anthony Epstein myslenkou, ze by do
etiologie Burkittova lymfomu mohl byt zapojen biologicky ¢Cinitel. Podatfilo se mu
nasledné ziskat vzorek a tento analyzoval pomoci elektronového mikroskopu. V roce
1964 zvetejnili Anthony Epstein se svym tymem tvofenym Bertem Achongem a
studentkou Yvonne Barrovou zpravu o objevu virovych castic v lymfoblastech
izolovanych z pacientii s Burkittovym lymfomem, napadné podobnych herpes virim

(Henles a Lennette, 1979; Fingeroth, 2016; Balfour, 2016; Esau, 2017).

Ze se jednd o dosud neznamy typ herpes viru, prokazal koncem S$edesatych let
manzelsky par Gertrudy a Wernera Henleovych. Henleovi svymi studiemi potvrdili
pfitomnost EBV u pacientii s BL, ale 1 u zdravych lidi. Domnivali se tedy, ze EBV
zpusobuje 1 jind onemocnéni s mirn€j$Simi ptiznaky. Ke zjiSténi, o kterd onemocnéni $lo,
jim dopomohla nahodna udalost. Henleovi rovnéz testovali krev svych spolupracovnikd.
Témer u vSech zjistili pfitomnost protilatek proti EBV. Jedina, u niz se protilatky
neprokazaly, byla devatenactileta laborantka Elaine Hutkinova. Jeji krev tak Henleovi
pouzili pro pokusy k pfenosu EBV zbun¢k BL na zdravé B lymfocyty. V pribéhu
studie Elaine onemocnéla infekéni mononukle6zou. KdyZ po uzdraveni znovu darovala
krev, vSichni byli fascinovani, protoze Elaininy B lymfocyty byly infikované EBV a
v krvi byly pfitomné protilatky. Tento objev zapoc€al fadu studii, které konecné
potvrdily podil EBV na vzniku infekéni mononukle6zy (Hoffmann, 2006; Levy, 2007,
Esau, 2017).
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1.2 VIRION

Kapitola popisuje morfologii a strukturu virové ¢astice. Antigenni vybava je omezena

na antigeny podstatné piedevsim pro sérologickou diagnostiku.

.~ glykoproteiny

~ e kapsida
obal
— DNA
4
"
' ;’ tegument

Obrazek 1: Herpes virus. Zdroj: https://slidetodoc.com/human-herpes-viruses-1-dr-d-
kalita-associate

1.2.1 Morfologie a struktura virionu

Virion o priméru 120-200 nm tvofii ¢tyfi kompartmenty. Asi polovinu priiméru zaujima
ikosaedralni bilkovinna kapsida slozena ze 150 Sestihrannych a 12 pétihrannych dutych
kapsomer. Z vné&jsi strany kapsidu obklopuje nerovnomérné rozlozeny amorfni material
zvany tegument piechdzejici ve dvouvrstevny lipidovy obal. Obal pochazi z vnitiniho
listu jaderné membrany hostitelské bunky a prochazeji jim obalové glykoproteiny.
Centraln¢ je ulozeny eletronopticky hutny nukleoid (dfen), ktery vytvaii vlaknitou
kostru pro navinuti linearni dvouvldknové deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Konce
vlaken DNA jsou ukotveny z vnitini strany ke kapsidé (Kouba et al., 1988; Greenwood,
1999; Votava et al., 2003, Krejsek et al., 2016).

Virovd DNA obsahuje kolem 186 part kilobazi a koéduje zhruba 80 proteini
(Greenwood, 1999). Vétsina z nich se funk¢né uplatiuje v ramci genové exprese. Jen
zhruba tretinu predstavuji strukturni bilkoviny. U nékterych geni se piedpoklada jejich
ptivod v lidském genetickém materidlu a jejich vyuziti pro Gnik z dohledu imunitniho
systému (Greenwood, 1999; Votava, 2003; Krejsek et al., 2016).
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1.2.2 Antigenni vybava

Jak jiz bylo feceno diive, antigenni vybava je jednim z rozliSovacich znakt jednotlivych

herpesvirtl (Goering, 2016). Podkapitola shrnuje nejvyznamnéjsi z nich.
Virovy kapsidovy antigen VCA (Viral Capsid Antigen)

Jako prvni byl objeveny antigen virové kapsidy (Kouba et al., 1988). Jedna se
0 komplex strukturnich bilkovin. Je soucasti kapsidy a je nezbytny pro existenci viru

(Kouba, 1988; VIDIA, 2017).
Casny antigen EA (Early Antigen)

EA ptedstavuje nestrukturalni proteinovy komplex syntetizovany v ¢asné fazi cyklu
virové replikace. Funkéné se jednd piedevSim o enzymy katalyzujici tvorbu produktl
pro jednotlivé ¢asti virionu a regulacni peptidy. EA je nezbytny pro spravnou replikaci
virové DNA. Podle struktury a lokalizace v hostitelskych buiikach se rozliSuji dvé
komponenty antigenu. Difuzni komponenta EA(D) je rozptylena v cytoplazmé a jadru
buiiky. Tvorba protilatek proti EA(D) je typickd u pacienti v akutni f4zi onemocnéni
IM a u pacientl s anaplastickym karcinomem nosohltanu, zejména pokud jsou rozsahle
postizené lymfatické uzliny. Naproti tomuto pacienti s BL maji v séru protilatky proti
druhé komponenté EA(R) (restricted). EA(R) se omezuje pouze na ostie ohranic¢ené
useky cytoplazmy (VIDIA, 2017). K rozliseni obou komponent se v praxi vyuziva
senzitivity komponenty EA(D) k metanolu (Kouba et al., 1988; VIDIA, 2017).

Jaderny antigen EBNA (Epstein—Barr Nuclear Antigen)

EBNA reprezentuje rodinu Sesti nestrukturdlnich jadernych bilkovin exprimovanych
Vv latentn¢ infikovanych bunikach. EBNA-1 udrzuje cirkularni stav virové DNA,
zprostiedkovava jeji replikaci soucasné s délenim hostitelské buniky. EBNA-2 je
nezbytny pro transformaci B lymfocytli v tzv. bunky lymfoblastoidni linie, buiky
s potencidlem se nekone¢né délit. Souvisi tedy se vznikem a udrzenim malignit (Kouba

et al., 1988; Clerici a De Paschale, 2012; Kang a Kieff, 2015; VIDIA, 2017).
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Glykoprotein gp350/220

Glykoprotein 350/220 je nejvice exprimovanym proteinem na povrchu virové ¢astice. Je
nezbytny pro adhezi virové Castice k hostitelské burice a nasledny prinik do jejiho nitra

(Greenwood, 1999; Balfour, 2016).
1.3 EPIDEMIOLOGIE

EBYV je pro ¢lovéka vyznamnym puvodcem virovych infekci (Goering et al., 2016). Dle
Krejska et al. (2016) je mu exponovana cela lidska populace. Husa et al. (2019) uvadéji

promofenost populace mezi 90-95 %.

Z Clovéka na Cloveka se virus prenasi predevsim slinami, ziidka mize dojit k pfenosu
pohlavnim stykem nebo krevni transfuzi. V rozvojovych zemich dochazi k infekci jiz
v raném détstvi a tyto infekce jsou vétsSinou bezpiiznakové. Hlavnim divodem je jesté
nemalo vyzraly imunitni systém. V rozvinutych zemich se s ohledem na vysoké Zivotni
standardy, zejména vysokou Uroveinl sanitace, posouva primoinfekce do vyssiho véku,
Casto vSak za cenu té€z$iho pribéhu. Nejvetsi narist infekci se ve vyspélych zemich

objevuje nejcastéji mezi 1-6 a 14-20 lety (Goering et al., 2016; Krejsek et al., 2016).
Inkubac¢ni doba je 4-7 tydnia (Havlik, 2002).
1.4 PATOGENEZE

Podminkou priniku EBV do builky je pfitomnost bunééného receptoru C3d (CD21),
ktery za normalnich okolnosti vaze slozku komplementu C3. To d¢€lad z loveéka téméet
vyhradniho hostitele. EBV K receptoru pfilne prostiednictvim svého obalového

glykoproteinu gp350/220 (Votava, 2003; Goering, 2016).

Virus nejdiive infikuje epitelové buriky orofaryngu. Po skonceni lytického cyklu se
buiikka rozpada a virus se §ifi do okoli. Napada dal$i buniky vcetné B lymfocyti
ptitomnych ve sliznici. B lymfocyty také prodélavaji lytickou fazi, pfi niz vyrazné
exprimuji virové antigeny, které se stavaji ter¢em imunitniho systému hostitele (Krejsek

et al, 2016).

Jako prvni reagujyi na infikované B lymfocyty pfirozeni zabijeci (NK-bunky) a
pomaha¢ské CD4" T lymfocyty. Pozd&ji dochdzi k aktivaci cytotoxickych CD8+ T

lymfocyti, ktefi se snazi infikované B lymfocyty zlikvidovat. V dasledku této snahy
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potlacit virovou infekci se na krevnim natéru objevuji jako atypické lymfocyty, velké
CD8" T lymfocyty s bazofilni cytoplazmou a excentricky ulozenym jadrem (Benes,
2009; Smiskova, 2012; Goering et al., 2016; Krejsek et al., 2016).

Nékteré B lymfocyty v prubéhu infekce ztraci virové antigeny, tim uniknou imunitnimu
dohledu a piechazi do faze latence. Tyto bunky se dostavaji do cirkulace, $iti se dale do
téla, zejména do lymfatickych uzlin, sleziny a jater. Masivni lymfocytarni infiltrace
Vv téchto tkanich muze vést k jejich mechanickému poskozeni. (Votava, 2003; Krejsek et
al. 2016).

Za urCitych okolnosti, zejména pii souCasném oslabeni organismu, muze dojit
k reaktivaci latentnich B lymfocyti. Reaktivace zpravidla probihd bezpfiznakové.
Svédei pro ni znovuobjeveni sérovych protilatek proti n€kterym antigenim (Havlik et

al., 2002; Benes, 2009; Krejsek et al., 2016).

Nékteré B lymfocyty se mohou vratit do epitelu orofaryngu, prejit do lytické faze a
znovu napadat okolni burniky nebo se Sifit do slin a jejim prostfednictvim na jiného

hostitele (Krejsek et al., 2016).

Cast B lymfocytd se mize transformovat vnesmrtelné buiiky. To mize pii

nedostate¢né imunitni odpovédi vést k malignimu onemocnéni (Benes, 2009).

K obchazeni imunitniho systému vyuzivd EBV 1 produkci faleSného interleukinu IL-10.
Tim EBV pisobi proti apoptoéze infikovanych bun€k. Zaroven tvoii pisobky proti

slozkam komplement (Goering et al., 2016).
1.5 DIAGNOSTIKA

Diagnostika EBV infekci se opird zejména o klinicky obraz a pfitomnost specifickych
protilatek proti EBV v séru pacienta (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM,
2020).

1.5.1 Klinicky obraz

Klinické projevy jsou vysledkem imunitni odpovédi hostitelského organismu, zejména
produkce cytokinli. Velmi malé déti pfechazi infekci zpravidla bez piiznakl. U starSich
jedincti se infekce Casto projevuje pod obrazem infekéni mononukledzy. Inkubaéni
doba EBV infekce se pohybuje mezi 4-7 tydny. Poté se objevuje horecka, unava,

bolesti v hrdle, ¢asto jsou patrné petechie na tvrdém patie (Holzelovo znameni) nebo
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otoky kolem o¢i (Basseho znameni). Byvaji postizené lymfatické uzliny, zejména jsou
nejvice zdutelé uzliny na krku. Napadné byva zvétSeni tonsil doprovazené souvislymi

bélavymi povlaky (Rohacova, 2005; Smiskova 2012; Goering et al., 2016).

V 90 % se objevuje postiZeni jater s mirnym zvySenim hepatoceluldrnich enzymii. Miize
byt zvétSena slezina. V nepatrném mnozstvi mize byt infekce komplikovana aseptickou
meningitidou, encefalitidou, obstrukci orofaryngu ¢i rupturou sleziny. Ta miZze mit

fatalni nasledky (Smiskova, 2012; Goering et al 2016).

Dle Havlika (2002) mohou za obrazem infekéni mononukledzy stat asi ve 20 % ptipadi
jiné etiologické agens, zejména cytomegalovirus (v 10 % pfipadl), pfipadné i

adenoviry, toxoplazmoéza a dalsi.
1.5.2 Dalsi onemocnéni spojovand s EBV

EBV je spojovany scelou fadou dalSich onemocnéni. Ve vétSiné piipadi je

spolupiisobicim faktorem oslabeni imunitniho systému.
Lymfoproliferativni onemocnéni vazané na X chromozomu (XLP)

Onemocnéni je podminéno dédi¢nou mutaci genu pro signalni molekulu SLAM, ktera
ovliviiuje spolupraci T a B lymfocyt. Imunitni systém v dasledku toho neni schopen
eliminovat infikované B lymfocyty. Masivni proliferace T lymfocytii vede k poSkozeni
jater. Hrozi tézky pribéh IM a tvorba lymfomi. Jedinou mozZnou prevenci je

transplantace kostni diené (SmiSkova, 2012; Goering et al. 2016).
Burkittiv lymfom

Burkittiiv lymfom je typicky zejména pro nékteré oblasti Afriky. Rozviji se zejména u

déti, jejichZ imunitni systém je oslabeny maldrii (SmisSkova, 2012).
Nazofaringealni karcinom

Tento typ karcinomu je typicky zejména V jizni Ciné a jihovychodni Asii. Tumor je
dlouho asymptomaticky, neZ se projevi metastatickym postizenim krénich uzlin

(Smigkova, 2012).
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Potransplantaéni lymfoproliferativni nemoc (PTLD)

Rozviji se nejcastéji v détském veku za pfispéni imunosupresivni terapie. Muze se
projevit pod obrazem tézké IM nebo v podobé malignit. LepSi progndézu vykazuji
pacienti, u nichz doslo vlivem imunosuprese k reaktivaci EBV infekce oproti tém, kteii

se s EBV setkaji poprvé (Goering et al, 2016).
RoztrouSena skleroza

EBV hraje vyznamnou roli v rozvoji autoimunitnich onemocnéni, jako napiiklad
roztrouSené sklerdzy (Jarasch, 2019). Rolf (2017) ve svém ¢lanku uvadi, Ze pacienti

s roztrousenou skler6zou vykazuji séropozitivitu EBV protilatek u 100 % ptipadu.
Predpoklada se i jeho vliv pfi vzniku chronického inavového syndromu.

1.5.3 Laboratorni diagnostika

StéZejni metodou laboratorniho prikazu EBV infekce je stanoveni specifickych
protilatek proti virovym antigenim VCA, EBNA a EA, zejména jejich dynamické
zmény v priibéhu infekce (DiaSorin: Metodicky list LIAISON®™ EBV IgM, 2020).

Pro akutni infekci je typicka pozitivita VCA IgM, ktera setrvava 4-8 tydnu. Proti nim
postupné stoupaji VCA IgG. Protilatky proti EA se objevuji zhruba 3-4 tydny od
prvnich pfiznakl a setrvavaji v krvi aZ 4 mésice. Protilatky proti EBNA znaci stadium
latence. EBNA IgG spolecné s VCA IgG zistdvaji prokazatelné po cely Zivot. Pro
reaktivaci infekce svédc¢i pozitivni VCA IgG, protilatek EA a EBNA (Smiskova 2012).

Zminované vztahy popisuje tabulka 5 v praktické Casti této prace.

Mnohdy miize byt ptinosem doplnéni dalSich laboratornich vySetfeni, zejména krevniho
obrazu, ktery prokdZe lymfocytozu, nebo krevniho nétéru s atypickymi lymfocyty.
Casto dochazi ke zvySenému uvoliiovani jaternich transamindz (Smiskova, 2012;

Goering, 2016).

Priikaz heterofilnich protilatek reakci s koniskymi (IM-test) nebo ovéimi erytrocyty
(Paul Bunnelova reakce) nebo hovézimi (OCH test, Ericsoniv test) se vedle
novodobych sérologickych vySetfeni dostdva do pozadi. Jednim z divodu je 1
skuteCnost, ze u déti do péti let se asi v 50 % piipadt heterofilni protilatky netvori
(Rohacova, 2005; Votava, 2010).
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V indikovanych piipadech se vyuziva pifimy prikaz kvantifikaci EBV DNA

prostiednictvim polymerazové fetézové reakce (PCR) (SmiSkova, 2012).

Dynamiku protilatek proti jednotlivym slozkdm znazoriiuje obrazek 2 (obr. 2).

Obrazek 2: Graf dynamiky protilatek proti jednotlivym slozkam EBV.

Zdroj: Bartinkova a Panzner, 2019.
1.6 LECBA

Lécba IM je zpravidla symptomaticka. U imunkompetentnich jedinct vétSinou dochazi
do 2-3 tydnu ke spontannimu uzdraveni a antivirotickd lé¢ba neni nutna (Rohacova,

2005; Goering et al., 2016).

Pfi podezieni na bakterialni anginu se pfistupuje k podani antibiotik. V tomto pfipad¢ je
nutné myslet na kontraindikaci antibiotik na bazi aminopenicilinu, ktera zpiasobuji

u infekci EBV tézky toxoalergicky exantém (Rohacova, 2005).

U imunosuprimovanych pacientti zatim probéhlo n€kolik studii s vyuzitim antivirotik ¢i
monoklonélnich protilatek proti receptoru CD20 infikovanych B lymfocyti mifticich
proti replikaci EBV. Jejich ucinky se vsak projevily jen v lytické fazi zivotniho cyklu
EBV (Goering et al., 2016).

Némecti védci pracuji na vyzkumu vakciny vyuzivajici prazdné virové Castice. Tyto

neobsahuji DNA, a nejsou tudiz infekcéni. Virové Castice obsahuji desitky proteinti
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lytické faze, ale Zadné proteiny latentni faze. Nasledn¢ do ¢astic vclenili imunogenni
proteiny tvofené proteiny latentni faze a proteiny tegumentu. Uéinnost byla testovana
V izolovanych systémech a u zivych zvitat. Prokdzalo se, ze tyto Castice dokazi vyvolat

vhodnou imunologickou odpovéd’ (Jarasch, 2019).
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2 CILE PRACE A HYPOTEZY

Cile:

1. Shrnuti dosavadnich poznatkli o viru Epstein—Barrové s dirazem na standardni
metody laboratorni diagnostiky.

2. Posouzeni promoftenosti testovaného souboru.

3. Porovnani vysledkl z roku 2019 a 2020 za Gcelem zjisténi moznych vliva

aktualni pandemie SARS-CoV-2.
Hypotézy:
H; Nepromotenost dospélych v ramei testovaného souboru odpovida 5-10 %.
H, ZvySuje se vék pro primarni infekci k 20. roku Zivota.

Hs V roce 2020 je statisticky vyznamny pokles primoinfekci korelujici

s restrikénimi opatienimi proti Sifeni SARS-CoV-2.
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3 METODIKA

3.1 Uvod ke sbéru dat

Veskeré vysledky uvedené v mé bakalaiské praci, testované vzorky a pfistrojové
vybaveni pro praktickou ¢ast mi poskytla Laboratoi Brno, synlab czech, s. r. o.,
Evrospka 873 v Modficich.

Pro statistickou analyzu dat byl zvolen testovany soubor lidi, u nichz bylo v priab&hu
roku 2019 ordinovano vySetfeni na specifické protilatky proti viru Epstein-Barrové.
Vysledky zroku 2020 mohly zkreslit dosavadni trend z divodu $ifici se pandemie
SARS-CoV-2, proto nejsou z hlediska promofenosti testované populace virem EBV

uvazovany.

Z vysledka testi naméfenych prakticky v obdobi ¢ervna az srpna 2020, doplnénych
0 zbyvajici vysledky z celého roku 2020, byl vytvoien novy soubor lidi pro porovnani
¢etnosti primoinfekei v obou zminénych letech, a to v zavislosti na véku a kalendarnim

mésici.
3.2 Pristrojové vybaveni

Vzorky byly testovany pomoci plné automatického analyzatoru LIAISON®XL, ktery
pracuje na principu neptimé chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy (CLIA) (SOP T.BM 10:
Obsluha, udrzba, kalibrace a interni hodnoceni kvality na analyzatoru LIAISON XL,
2019).

Analyzator se ovlada pies dotykovou obrazovku pocitate. Vzorky se vkladaji
do stojanku a v ném nasledné do kolejnic 1-10 v prostoru pro vkladani stojanku.
Napravo od néj je umistény chlazeny prostor pro reagencie. Vzorky i reagencie nesou
unikatni c¢arovy kod, ktery pfistroj rozpozna pomoci laserové ctecky. Pipetovani
zajistuji dva robotické pipetory, jeden pro vzorky s adaptérem pro jednorazové plastové
pipety, druhy s ocelovou jehlou pro reagencie. Nadoby na kapaliny a odpadni nadoby
jsou uzaviené pod analyzatorem. Vpravo v blizkosti chlazeného prostoru pro reagencie
je umisténé magnetické zatfizeni, které napomahd rozptyleni magnetickych mikrocastic
pted vlozenim kompletniho ¢inidla (integralu) do analyzatoru. Magnetické mikrocastice
musi byt pro spravnou funkci integralu zcela resuspendovany (SOP T.BM 10 Obsluha,
udrzba, kalibrace a interni hodnoceni kvality na analyzatoru LIAISON XL, 2019).
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Jednotlivé soucasti analyzatoru popisuje nasledujici obrazek (obr. 3)

dotykovii obrazovka
pro ovlidani potitace

ziskuvka pro
jednorizoveé Spicky

dsobni yvety . "
z nik na kyvety chlazeny prostor pro reagencie

prostor pro startovaci
reagencie

promyvaci stanice,
prostor na odpad

vKladaci prostor pro stojinky

Obrazek 3: Pristroj LIAISON® XL, Laborator Brno synlab czech, s. r. 0., Modrice
(Zdroj: Viastni)

Dalsi materialy pro analyzu vzorkil zahrnuji kyvety LIAISON®XL, jednorazové $picky
LIAISON®XL, soupravu startovacich reagencii LIAISON®XL Starter Kit, promyvaci
kapalinu LIAISON®XL, vaky na odpad LIAISON®XL, systémovou kapalinu
(destilovand voda) (SOP T.BM 10 Obsluha, udrzba, kalibrace a interni hodnoceni
kvality na analyzatoru LIAISON XL, 2019).

3.3 Princip metody CLIA

CLIA vyuziva k detekci protilatek emisi viditelného zéfeni (luminiscenci), které je
generované prechodem elektronu z vyssiho energetického (excitovaného) stavu do stavu
zékladniho. Nadbytek energie se pfechodem do zakladniho stavu uvolni ve formé

svétla. Jako zdroj energie pro vybuzeni elektronu slouzi chemicka reakce (Cinquanta et
al., 2017).

RozliSuje se CLIA pifima pomoci luminiforovych marker, nebo nepiima pomoci
enzymovych markerli s vhodnym substratem, ktery pro svou aktivaci potiebuje
chemické nebo enzymatické reakce spojené simunologickou reakci. Ptidanim
zesilovace se zvySuje aktivace elektronu. To vede k vysoké citlivosti (Cinquanta et al.,

2017).

Vyuziti automatizovanych analytickych platforem pfindsi imunochemické reakce na

pevné fazi s vyrazné krat$i dobou provedeni (30—40 minut). Vysoka stabilita ¢inidel a
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konjugatli podstatnym zpisobem pfispiva k prodlouzeni stability kalibra¢ni kiivky az na

nékolik tydnt (Cinquanta et al., 2017).
3.4 Stanoveni specifickych protildatek proti antigeniim EBV

V praxi se pro diagnostiku infekce EBV vysetiuji specifické protilatky proti virovému
kapsidovému antigenu VCA v tfidach IgM a IgG, c¢asnému difiznimu antigenu EA(D)
v tfidé¢ IgG a nuklearnimu antigenu EBNA-1 v tiidé¢ IgG. Princip testu je u vSech
shodny. Jednotlivé testy se liSi slozenim reagencii dodédvanych ve form¢ kompletnich

&inidel (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM, 2020).

3.4.1 Princip testu

Ptislusny antigen je navazany na magnetickych ¢asticich (pevnd faze). Béhem prvni
inkubace se protilatky v testovaném séru navazi na pevnou fazi. V pribéhu druhé
inkubace reaguje derivat isoluminolu (konjugat isoluminol-protilatka) s protilatkou proti
antigenu. Po kazdé inkubaci dochdzi k promyti materialu, aby se eliminovaly
nenavazané slozky. Startérem se nasledné¢ indukuje prudka chemiluminiscencni reakce.
Svételny signal se méti fotonasobicem v relativnich svételnych jednotkach (RLU) a je
umérny koncentraci specifickych protilatek (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV
IgM, 2020).

3.4.2 SloZeni kompletnich cinidel pro jednotlivé testy

Vsechny reagencie jsou dodavané jiz vV pracovnim fedéni, je tedy mozné s nimi hned
pracovat. Pofadi reagencii odpovidd uspotfadani lahvicek v kompletnim cinidle
(DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM, 2020). Hlavni slozky integralti uvadi
nasledujici tabulky (Tabulka 1, Tabulka 2, Tabulka 3, Tabulka 4).

22



Tabulka 1: Test LIAISON® EBV IgM

Reagencie

Oznaceni

Obsah

Magnetické ¢astice

SORB

Magnetické Castice potazené antigenem VCA

Kalibrator 1

CAL1

Lidské sérum/plazma s nizkym obsahem IgM
protilatek proti VCA

Kalibrator 2

CAL 2

Lidské sérum/plazma s vysokymi hladinami IgM
protilatek proti VCA

Pufr A

BUF A

Kozi IgG proti lidskym IgG (absorp¢ni reagencie
pro omezeni interference lidskych IgG specifickym
proti VCA nebo k omezeni interference
revmatoidniho fkatoru)

Konjugat

CONJ

Smés mysich monoklonélnich protilatek proti
lidskym IgM konjugovanych s derivatem
isoluminolu a mysich polyklondlnich
nespecifickych protilatek

Pocet testu

100

Zdroj: DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM, 2020

Tabulka 2: Test LIAISON® VCA 1gG

Reagencie Oznaceni | Obsah
Magnetické ¢astice | SORB | Magnetické ¢astice potazené VCA
Kalibrator 1 CAL 1 | Lidské sérum/plazma s nizkym obsahem IgG
protilatek proti VCA
Kalibrator 2 CAL 2 | Lidské sérum/plazma s vysokymi hladinami

protilatek 1gG proti VCA

Roztok k fedéni vzorka DIL|SP

E

Konjugat

CONJ

Smés mySich monoklonalnich protilatek proti
lidskym IgM konjugovanych s derivatem
isoluminolu a mysich polyklonalnich
nespecifickych protilatek

Pocet testa

100

Zdroj: DiaSorin: Metodicky list LIAISON® VCA 1gG, 2019
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Tabulka 3: Test LIAISON® EBNA IgG

Reagencie Oznaceni | Obsah
Magnetické ¢astice | SORB | Magnetické ¢astice potazené syntetickym peptidem
EBNA-1
Kalibrator 1 CAL 1 | Lidské sérum/plazma s nizkym obsahem IgG
protilatek proti EBNA EBV
Kalibrator 2 CAL 2 | Lidské sérum/plazma s vysokym obsahem 1gG

protilatek proti EBNA EBV

Roztok k fedéni vzorka DIL|SP

E

Konjugat

CONJ

Smés mysich monoklonélnich protilatek proti
lidskym IgM konjugovanych s derivatem
isoluminolu a mysich polyklondlnich
nespecifickych protilatek

Pocet testa

100

Zdroj: DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBNA IgG, 2019

Tabulka 4: Test LIAISON® EA IgG

Reagencie Oznaceni | Obsah
Magnetické ¢astice | SORB | Magnetické ¢astice potaZzené rekombinantnim
polypeptidem EA(D) z E. coli
Kalibrator 1 CAL 1 | Lidské sérum/plazma s nizkym obsahem IgG
protilatek proti EA(D) EBV
Kalibrator 2 CAL 2 | Lidské sérum/plazma s vysokym obsahem IgG

protilatek proti EA(D) EBV

Roztok k fedéni vzorka DIL|SP

E

Konj

ugat

CONJ

Smés mySich monoklonalnich protilatek proti
lidskym IgM konjugovanych s derivatem
isoluminolu a mysich polyklonalnich
nespecifickych protilatek

Pocet testa

100

Zdroj: DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EA 19G, 2019

3.4.3 Preanalyticka fize

Preanalytickd ¢ast vyznamné ovliviluje spolehlivost vysledkt vysetfeni. Uvadi se, Ze
béhem ni vznika 46-68 % chyb, ztoho 10-20 % ma za nasledek zhorSeni kvality

zdravotni péce, 3 % téchto chyb dokonce ohrozuje bezpeci pacienta. (Franekova a

Jabor, 2020).

Preanalytickou fazi 1ze rozd¢lit na ¢ast mimolaboratorni a laboratorni. Mimolaboratorni

cast zahrnuje pfipravu pacienta k odbéru biologického materialu, vlastni odbér vzorku,
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jeho oznaceni, vyplnéni Zzadanky a transport odebran¢ho vzorku do laboratofe.
Laboratorni ¢ast zahrnuje kontrolu spravnosti odbéru materidlu ve vztahu
k pozadovanému vySetfeni, kontrolu spravného vyplnéni zadanky, piidéleni
laboratorniho ¢isla, zadani pozadavkl do laboratorniho informac¢niho systému (LIS) a
soucasné laboratorni pfipravu vzorku pro vlastni analyzu s naslednym rozd¢lenim pro

jednotliva pracovisté laboratote (Simek, 2019).

Odbér a transport vzorku do laboratore

K vysetieni se nejCasteji pouziva sérum odebrané standardnim aseptickym zptisobem z
zily, nejlépe nalacno. Je mozné vyuzit i krevni plazmu s pfidavkem antikoagulancii
KsEDTA, citratu sodného nebo heparinu (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV
IgM, 2020).

Zkumavku se vzorkem je nutné oznacit minimalné¢ jménem pacienta, jeho rodnym
Cislem nebo datem narozeni. Na zadance K laboratornimu vySetifeni je potfeba uvést
jméno pacienta, rodné ¢islo, datum narozeni, diagnézu, datum a ¢as odbéru, razitko a

podpis zadajiciho 1ékare/oddéleni a pozadované vySetieni.

Vzorek szadankou je nasledné piebiran fidiCem a transportovan v termotaSce nebo

prenosné lednici do laboratote, kde jej prebiraji pracovnici piijmu.

Prijem vzorku laboratori

Pracovnici pifijmu kontroluji, zda souhlasi Udaje na zkumavce s daji uvedenymi
v zadance. Zarovenl zkontroluji, zda byl pro dané vySetfeni pouzit vhodny odbérovy
materidl. Zadanim vzorku do laboratorniho informaéniho systému je mu pfifazen carovy

kod s jedinecnym cCislem, kterym se polepi zkumavka se vzorkem 1 zaddanka.

Nasledné se zkumavka skenuje do pocitace. Software vyuzivany Laboratoti Brno synlab
czech, s.r. 0. automaticky vybere zaSkrtnutda vySetfeni na Zzadance. Pracovnik
zkontroluje, ptfipadné opravi oznacena vySetfeni a nasledné uvolni vzorek k dalS$im

upravam.
Centrifugace

Centrifugace slouzi k oddé€leni krevnich bunc€k od séra plisobenim odstfedivé sily.
Hnaci jednotkou centrifugy je motor, ktery uvadi do otacivého pohybu rotor se stojanky

pro vkladani zkumavek. Uginnost centrifugace zavisi nejen na velikosti odstiedivé sily,
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ale i na velikosti, tvaru, hmotnosti, hustoté castic i viskozité prostiedi (Cibicek a Vacek,
2014).

Pti vkladani zkumavek do centrifugy je tfeba dbat na jejich rovnomérné rozlozeni, aby
nedochazelo k poskozovani pfiistroje. Vysledkem je krev rozdélenda na sediment
krevnich elementii na dn¢ zkumavky a sérum nad nim. Sérum se dle potieb dale

rozdeluje do zkumavek pro jednotliva pracovisté laboratofte.
Tridéni zkumavek pro jednotliva pracovisté

Tiidéni vzorka v Laboratofi Brno synlab czech, s. r. o. vyznamn¢ usnadnuji tiidici

jednotky AutoMate 2500 od firmy Beckman Coulter a OLA2500HS od firmy Olympus.

Systém rozpoznd uzavienou zkumavku opatfenou carovym kdédem, otevie ji a
napipetuje vzorek z primarni zkumavky do sekundarnich zkumavek (alikvoty). Ty jsou
automaticky oznaceny Stitkem s carovym koédem, ktery odpovidd kodu plvodniho
vzorku. Primarni i sekundarni zkumavky jsou ptfesouvany dopravnikovym pasem do
vyzvedavaci pozice, odkud je robot pfenese do zasobnikil, které se nasledné distribuuji
na konkrétni pracovisté laboratoie (Beckman Coulter Navod k pouziti: AutoMate 2500
Family: Verze softwaru 4.1.1, 2013).

Ptistroje jsou fizeny Laboratornim informacnim systémem. To zajistuje produkci
pozadovaného mnozZstvi alikvotdl pro jednotlivd pracovisté dle pozadavkll Zadatele
(Beckman Coulter Navod k pouziti: AutoMate 2500 Family: Verze softwaru 4.1.1,
2013).

Uchovani vzorku

Pokud je vzorek vySetfen do sedmi dni od odbéru, uchovava se v lednici pfi teploté 2—8
°C. V jiném piipad¢ se mrazi pii teploté -20 °C. Po rozmrazeni se musi vzorky dobie
promichat, neZ se vlozi do analyzatoru (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM,
2020).
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3.4.4 Priprava pristroje
Ranni adrzba

Pted zah4jenim sekvence vysetieni je potieba zkontrolovat hladiny systémovych
kapalin (vody a promyvaciho roztoku) v nadobach a hladiny startovacich reagencii.
Dale se kontroluji zasoby kyvet a jednorazovych $picek v prislusnych zasuvkach. Pokud
nekterou komponentu doplitujeme, je potieba aktualizovat stav v softwaru pfistroje.
Kontroluje se také naplnéni nadob pro tekuty a pevny odpad. V ptipad¢ potieby se tyto
vyprazdni a dekontaminuji (SOP T.BM 10, 2019).

Kontrola kvality

Kazdé rano pied zahajenim provozu, pii vyméné kompletniho ¢inidla, po kalibraci,
nebo pokud se méni Sarze startéru, se méti interni kontroly jako prostfedek spolehlivosti
stanoveni. Kontrolni vzorky negativni a pozitivni pro sérové protilatky proti
jednotlivym antigenim EBV jsou pfipraveny v pracovnim fedéni. Pfed vloZenim
kontrol do pfistroje se rucni cteckou nactou carové kody kontrol z analytického
certifikatu, ktery uvadi rozsah koncentraci kazdé kontroly (SOP T.BM 10, 2019;
DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM, 2020).

Hodnoty kontrol musi lezet v o¢ekavaném rozmezi. Pokud jsou hodnoty jedné nebo
obou kontrol mimo rozmezi, musi se provést kalibrace a néasledné¢ méfeni kontrol
opakovat. Pokud 1 tak lezi hodnoty mimo rozmezi, pouZije se nova lahvicka kontroly.
Pokud jsou hodnoty mimo rozmezi, vysledky se nesmi stanovit (DiaSorin: Metodicky

list LIAISON® EBV IgM, 2020).
Kalibrace

Kalibrace umoznuje upravit pfifazenou vzorovou kiivku pomoci detekovanych hodnot
relativnich svételnych jednotek RLU (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM,
2020).

Kalibraci provadime, pokud se méni Sarze kompletniho €inidla nebo startovaci sady,
nebo od posledni kalibrace ubéhla delsi doba nez Ctyfi tydny, po Udrzbé analyzétoru,
nebo tehdy, pokud jsou kontrolni hodnoty mimo ocekavané rozmezi (DiaSorin:
Metodicky list LIAISON® EBV IgM, 2020).
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Kalibrator s nizkou i vysokou hladinou protildtek proti ptislusSnému antigenu jsou
soucasti kompletniho ¢inidla. Hodnoty kalibratori se nacitaji z radiofrekvenéniho
identifika¢niho transpondéru (Stitku RFID).  Kalibraci spoustime pies software
analyzatoru. Po skonceni testu je kalibrace samocinné piijata nebo odmitnuta. Tento
stav musime pred analyzou vzorki zkontrolovat (DiaSorin: Metodicky list LIAISON®

EBV IgM, 2020).
3.5 Viastni analyza vzorki

Veskeré reagencie pro stanoveni jednotlivych sérovych protilatek proti specifickym

bilkovindm proti EBV jsou soucasti jednotlivych kompletnich ¢inidel.

1. Prfed vlozenim kompletniho ¢inidla do prostoru pro reagencie je potieba
resuspendovat magnetické Castice. K tomu slouzi magnetické zafizeni umisténé
vpravo od prostoru pro reagencie. Kompletni Cinidlo se stranou s magnetickymi
¢asticemi vlozi do magnetického zatizeni a necha se asi 30 s resuspendovat.

2. Vlozime kompletni ¢inidlo do analyzatoru do prostoru pro reagencie. Analyzator
nacte parametry testu ze Stitku a za¢ne sdm odecitat 15 minutovy interval, pii némz
pokracuje promichani reagencii a resuspendace magnetickych ¢astic. Diive nelze
test spustit

3. Vzorky pacienti vlozime do stojanku tak, aby carové kédy na zkumavkach
smétovaly doleva a mohly byt pfecteny ¢teckou analyzatoru.

4. Stojanek se vzorky vlozime do prostoru pro vzorky. Drdha, do které je moZné
stojanek vlozit, je ozna¢ena blikajici diodou. Tato po vloZeni stojanku zhasne.

5. Analyzator naéte kody vlozenych vzorki. Pres dotykovou obrazovku jim pfifadime
pfislusné testy a spustime analyzu.

6. Jakmile analyzator dokon¢i analyzu, zobrazi ptislusny vysledek.
3.5.1 Interpretace vysledkii

VCA IgM

Metodicky list k testu VCA IgM Dia Sorin (2020) uvadi rozsah testu 10-160 U/mL
protilatek proti VCA. Jako negativni se hodnoti vzorky s koncentraci EBV IgM pod 20
U/mL. Jako pozitivni se hodnoti vzorky s koncentraci EBV IgM rovnou nebo vyssi nez
40 U/mL. Vzorky s koncentraci EBV IgM v rozmezi 2040 U/mL hodnotime jako
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nejasné a je vhodné je doplnit o stanoveni jinych EBV protilatek, ptipadné o klinickou

diagnozu (DiaSorin: Metodicky list LIAISON®™ EBV IgM, 2020).

Pokud naméfime vysledek mimo rozsah testu vyssi nez 160 U/mL, vySetiuje se vzorek
znovu se ziedénim nejCastéji 1:10. Analyzator vzorek sam nafedi dle nastavené¢ho
poméru. Vysledek testu timto pomérem vynasobi, a ziskana hodnota tedy odpovida
hlading protilatek nezfedéné¢ho vzorku (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBV IgM,
2020).

VCA IgG

Rozsah testu pro stanoveni VCA IgG je 10-750 U/mL protilatek proti VCA. Jako
negativni se hodnoti vzorky s koncentraci protilatek VCA IgG niz8i nez 20 U/mL. Jako
pozitivni se hodnoti vzorky s koncentraci protilatek VCA IgG rovnou nebo vyssi nez 20

U/mL (DiaSorin: Metodicky list LIAISON®™ VCA 1gG, 2019).

Pokud analyzator naméti hodnotu protilatek VCA IgG vyssi nez 750 U/mL, tedi se
vzorek nejcastéji v poméru 1:20 a vySetfi se znovu. Analyzator vysledek nasledné
automaticky vynasobi a zobrazi hodnotu protilatek v nezfedéném vzorku (DiaSorin:

Metodicky list LIAISON® VCA IgG, 2019).

Samostatny pozitivni vysledek VCA IgG se povaZzuje za nejisty. Doporucuje se

vySetieni opakovat za 10 az 14 dni.
EBNA IgG

Rozsah testu je 3-600 U/mL protilatek EBNA IgG. Hodnoty protilatek do 5 U/mL
hodnotime jako negativni. Hodnoty EBNA IgG rovné nebo vys$s$i nez 20 U/mL
hodnotime jako pozitivni. Hodnoty v rozmezi mezi 5 az 20 U/mL povazujeme za
nejasné a je vhodné vysledek doplnit o vysledky stanoveni protilatek proti jinym EBV
antigenum a o klinickou diagnézu (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EBNA IgG,
2019).

Pokud analyzator namé&fi hodnotu protilatek EBNA IgG vyssi nez 600 U/mL, fedi se
vzorek nejCastéji v poméru 1:20 a vySetfi se znovu. Analyzator vysledek nasledné

automaticky vynasobi a zobrazi hodnotu protilatek v neziedéném vzorku (DiaSorin:

Metodicky list LIAISON® EBNA 1gG, 2019).
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EA IgG

Rozsah testu je 5-150 U/ml protilatek EA(D) IgG. Jako negativni se hodnoti
koncentrace protilaitek EA(D) IgG do 10 U/ml. Jako pozitivni se hodnoti koncentrace
protilatek EA(D) IgG rovna nebo vyssi nez 40 U/ml. Pokud vyjde vysledek v rozmezi
1040 U/ml, m¢l by se hodnotit jako nejasny a melo by se pfistoupit ke stanoveni jinych
EBV antigend s pfihlédnutim ke klinické diagnéze (DiaSorin: Metodicky list
LIAISON® EA 1gG, 2019).

Zméfi-li analyzator koncentraci protilatek vyssi nez je jeho méfitelny rozsah, ztedi se
testovany vzorek nejcastéji v poméru 1:10 a test se opakuje. Analyzator po skonceni
testu vysledek automaticky vynasobi a vysledna hodnota odpovidd koncentraci

protilatek v nezfedéném séru (DiaSorin: Metodicky list LIAISON® EA 1gG, 2019).

Ur¢eni faze infekce
V praxi neni mozné stanovit fazi infekce na zaklad¢ jediného vysledku. Vzdy se
soucCasn¢ hodnoti vysledky testli na protilatky proti nékolika EBV antigenim. Zaroven

je dilezité ptihlédnout ke klinickému hodnoceni.

Nésledujici tabulka uvadi jednotlivé fize EBV infekce v zavislosti na pfitomnosti

konkrétniho typu protilatek proti EBV antigentim (tabulka 5).

Tabulka 5: Pozitivita specifickych protilatek proti antigenim EBV v jednotlivych

fazich infekce

VCA EA EBNA
IgM IgG IgG IigM IgG
Primoinfekce €asna + - - - -
Primoinfekce pozdni + + +- + -
Rekonvalescence, recentni EBV infekce +/- + +/ +- +
Latentni infekce — anamnestické protilatky - + - +
Reaktivace perzistujici infekce + + + - +

Zdroj: www.internimedicina.cz/pffs/int/2012/06/06.pdf
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4 VYSLEDKY

4.1  Cetnost vyskytu jednotlivych stidii EBV infekce v roce 2019

V roce 2019 bylo v Laboratoii Brno synlab czech s. r. 0. v Modficich ordinovano
vySetieni na protilatky proti specifickym bilkovindm EBV, vzdy proti VCA (IgM i
IgG), EBNA (IgG) a EA(D) IgG soucasné, u 3899 pacientd.

Nasledujici obrazek (obr. 4) ukazuje zastoupeni jednotlivych stadii EBV infekce
Vv testovaném vzorku v roce 2019. U 159 (4 %) pacient byly v séru prokazany pouze
pozitivni protilatky proti VCA (IgG). Tento vysledek je obecné bran za nejasny. U
pacienti starSich 20 let (75 ptipadd, 1,9 %) byly tyto vysledky pfifazeny k cetnosti
prodélanych infekei. V ptipadé mladSich jedincii (84 jedincl, 2,2 %) je mozné, Ze
infekce je ve stadiu neddvno prodélané (do ctyf mésicll) a nemuseli jesté vytvofit
protilatky proti EBNA. Je u nich nutné diagnézu dosetiit, proto byly z dalsiho

statistick¢ého hodnoceni vytazeni.

Cetnost vyskytu jednotlivych stadii EBV infekce v roce
2019

2%

m NEGATIVNI
PRIMOINFEKCE

m DRIVE PRODELANE

B REAKTIVACE
NEJASNE

Obrdzek 4: Cetnost vyskytu jednotlivych stadii EBV infekce v roce 2019
(Zdroj: Viastni)
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4.2 Cetnost primoinfekci v zavislosti na véku a pohlavi v roce 2019

Z nasledujicich grafii (obr. 5 a obr. 6) je patrny vyznamny narGst primoinfekci
ve vékové kategorii 15-19 let s maximem v 17 letech. V tomto véku vykazovalo obraz
primoinfekce 140 jedinct (37 % vSech primoinfekci), z toho 49 (35 %) bylo ve véku 17
let.

Cetnost primoinfekci dle véku a pohlavi v roce 2019
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Obrdzek 5: Cetnost primoinfekei dle véku a pohlavi v roce 2019 (Zdroj: Viastni)
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Obrdzek 6: Cetnost primoinfekei v rozmezi 15-19 let dle pohlavi v roce 2019
(Zdroj: Vlastni)
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Vyznamny je také nartist primoinfekci u chlapct oproti divkam ve vékové kategorii 5-9
let s maximem v 7 letech v po¢tu 18 ptipadu (obr. 7). To odpovida 22 % ze vsech

primoinfekci v této vékové kategorii.

Cetnost primoinfekci v rozmezi 5—9 let dle
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Obrdzek 7: Cetnost primoinfekei v rozemzi 5-9 let dle pohlavi v roce 2019
(Zdroj: Viastni)

4.3  Cetnost primoinfekci v pritbéhu roku 2019

Nasledujici graf ukazuje, Ze nartst primoinfekci neni zavisly na roénim obdobi.
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Obrdzek 8: Cetnost primoinfekci v pritbéhu roku 2019 (Zdroj: Viastni)
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4.4  Cetnost negativnich vysledkii dle véku

Mezi 15. — 19. rokem se kfivka vyznamné lame k niz§im hodnotam negativnich

vysledku. V pozdnich letech jsou ptirastky v jednotkach ptipada.
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Obrdzek 9: Cetnost negativnich vysledkii dle véku (Zdroj: Viastni)
4.5  Promoienost testovaného vzorku

Pro urceni promofenosti, respeektive nepromotenosti dospélé ¢asti testovaného vzorku

byly zvoleny vysledky negativnich testi u osob starSich dvaceti let:

Tabulka 6: Podil negativnich vysledki v testovaném vzorku

Pocet negativnich vysledki | Celkovy pocet testli Podil negativnich
349 1925 18 %
Zdroj: Viastni
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4.6  Porovndni Cetnosti primoinfekci v roce 2019 a 2020 dle véku

V roce 2019 bylo Laboratofi Brno synlab czech, s. r. o. otestovano na specifické
protilatky proti EBV sérum od 3500 pacienti. Primoinfekce byla prokazéna u 261
znich (7 %). Nésledujici graf (obr. 9) znazorfiuje rozdily V Cetnosti primoinfekci

oproti roku 2019.
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Obrazek 10: Porovnani cetnosti primoinfekci v roce 2019 a 2020 dle véku.
Zdroj: Vlastni
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4.7  Cetnost primoinfekci v roce 2020 dle jednotlivich kalenddinich mésicii

Graf cetnosti primoinfekci vroce 2020 rozdéleny po jednotlivych kalendainich

mésicich vykazuje sezonni charakter.
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Obrdzek 11: Cetnost primoinfekei v roce 2020 dle jednotlivych kalenddinich
meésici. Zdroj: vlastni
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5 DISKUZE

Diagnostika a zejména urceni staddia EBV infekce je narocny proces. Vyzaduje znalost
dynamickych zmén v tvorbe jednotlivych protilatek, jez odrazi expresi genti kodujicich
EBYV antigeny. Kromé laboratorniho vySetfeni je tieba zhodnotit i klinické projevy, aby

mohla byt spolehlivé uréena EBV infekce.

V roce 2019 bylo v Laboratoii Brno synlab czech, s. r. 0. vySetfeno 3899 pacient na

protilatky proti EBV antigentim.

Vzhledem Kk tomu, ze je EBV pfendseno zejména slinami, da se o¢ekavat narust infekci
V obdobi puberty, kdy ¢lovék zacind utvaret uzsi kontakty s opaénym pohlavim. Mym
ocekavanim bylo, Ze se prvotni kontakt s EBV posouvé do dospélosti k 20. roku Zivota.
Vysledky vSak ukazuji vyznamny nariist EBV infekci ve véku mezi 14-19 roky Zivota
s maximem Vv sedmnacti letech, jak uvadi i odborna literatura (Goering, 2016). Doslo
vSak K vyraznému nardGstu primarnich infekci u chlapcti ve véku sedmi let. Zde
vysledky ukazuji, Ze se u déti posouva vék primoinfekce k vyssi hranici vékového

intervalu uvadéného literaturou 1-6 let.

Z vysledkll za jednotlivé kalendaini mésice vyplyva, Ze v naSich podminkach nema
EBV infekce sezonni charakter. Incidence primarnich infekci se pohybovala cely rok

vV podobnych Cislech.

Negativnich vysledkl s vékem ubyva. To je dano postupnym prométovanim populace,
nez dosdhne svého maxima. Krejsek (2016) uddva maximum ve 100 % méfeni.
Z vysledkt je vSak ziejmé, Ze primarni infekce se v jednotkdch objevuji i ve veéku
nad sedmdesat let. To mize byt pfitomnosti vhodnych jedine¢nych vlastnosti pacienta,
které¢ zabrani vstupu viru do bun¢k. Prudky pokles cetnosti negativnich vysledki

nastava po puberté, kdy se mezilidské vztahy ustaluji.

Promotenost byla hodnocena u osob starSich 20 let. U testovaného vzorku se prokazala

nepromotienost 18 %, tedy vyrazné vyssi, nez bylo o¢ekavané (0 %).

V roce 2020 1 pres restrikéni opatfeni z diivodu pandemie SARS-CoV-2 nedoslo
Kk vyraznéjsimu poklesu incidence primoinfekci. Pokles znazornény oproti roku 2019
spiSe odpovidda mensimu poctu provedenych testli, celkovy trend se vSak oproti roku

2019 nezménil. Stale vysledky ukazuji nejvyssi nartst v obdobi puberty.
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Zajimavy je ale tvar kiivky, pokud rozdélime cetnost primoinfekci dle jednotlivych
kalendarnich mésict. Zde jsou patrné dva poklesy v Cetnosti primoinfekei zhruba mésic
az dva po zavedeni tvrdych restrikci z divodu pandemie SARS-CoV-2. Zminéné
opozdéni koreluje s inkubacni dobou EBV infekce. Lze tedy ocCekavat, ze omezeni

kontaktu mezi lidmi se projevi nejdiive za mésic.
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6 ZAVER

V teoretické casti jsem shrnula dosavadni poznatky souvisejici s infekci EBV.
V praktické Casti jsem se zameéfila na metodu stanoveni protilatek proti jednotlivym
antigenim EBV. AC se zda byt obsluha piistroje a vlastni analyza jednoducha,
u vlastniho vyhodnoceni vysledki je tomu naopak. Aby byla stanovena spravna
diagnoza, nestaci sledovat jediny parametr. Navic je potfeba znat dynamiku protilatek

v pribéhu infekce EBV a ziskané vysledky zhodnotit i ve vztahu s klinickou diagnézou.

Je ptijemné sledovat, jakou rychlosti se laboratorni diagnostika méni v Case. Zatimco
Votava (2003) uvadi jako hlavni metodu laboratorniho stanoveni test na heterofilni
protilatky a metodu chemiluminiscence povazuje za ndkladnou a vyuzivanou jen
vindikovanych piipadech, dnes je vySetieni protilatek proti EBV metodou

chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy rutinni zélezitosti.

Vysetieni vzorkli pomoci této metody poskytlo cenna data pro hodnoceni promotenosti

obyvatel EBV infekci.

Vysledky ukazuji, Ze se posouva veék déti pro primarni infekci z batoleciho veéku spise
do Skolniho a v disledku mensiho kontaktu lidi se zvySuje podil séronegativnich

jedinct. To s sebou vSak mize prinaset horsi prib¢h infekce.

Vysledky vySetteni za rok 2020 byly hodnoceny ve vztahu k aktudlni pandemii SARS-

CoV-2, kde se opét projevuje mensi osobni kontakt v disledku vladnich restrikei.
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9 SEZNAM ZKRATEK

BL
CLIA
DNA
EA
EBNA
EBV

GP (gp)

HHV4

IEN-y
LIS
NK
PCR
RFID
RLU

VCA

Burkittiv lymfom
chemiluminiscen¢ni analyza
deoxyribonukleova kyselina
Casny antigen

jaderny antigen

virus Epsteina—Barrové
glykoprotein

lidsky herpes virus 4
imunoglobulin

interleukin 10

infekéni mononukleoza
interferon gama

laboratorni informacni systém
pfirozeny zabije¢ (natural killer)
polymerédzova fetézova reakce
radiofrekven¢ni identifika¢ni transpondér
relativni svételna jednotka

antigen virové kapsidy
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