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EBYV jako pricina infek¢ni mononukleé6zy, jeho laboratorni diagnostika
a dalSi onemocnéni jim vyvolana.

Abstrakt

Tato bakalaiska prace je zaméfena na podrobnou charakteristiku viru Epstein-Barrové,
ktery je vyznamnym pivodcem infekéni mononukledzy postihujici ptiblizné 35-50 %
dospivajicich jedinct. Virus je dale spojovan s rozvojem fady dal$ich onemocnéni, véetné
nadorovych a autoimunitnich onemocnéni. Laboratorni diagnostika EBV je zalozena
ptedevs§im na prikazu protilatek proti virovym antigeniim. Cilem prace bylo vyhodnotit
vztah mezi ptitomnosti protilatek proti EBV, v€kem vySetfovanych osob a vyskytem
onemocnéni. Vysledky ukazaly, ze 76 % analyzovanych vzork bylo pozitivnich a
nejvyssi vyskyt protilatek byl zaznamenam u dospélych osob ve véku 31 az 60 let.
Pritomnost protilatek ale nesouvisela s konkrétnim onemocnénim. Dal§im cilem prace
bylo provést srovnani vybranych analytickych metod CLIA, ELISA a gPCR vyuzivanych
k diagnostice EBV. Na zakladé vysledk bylo vyhodnoceno, ze nejvhodnéjsi metoda
k prikazu EBV je metoda CLIA.

Kli¢ova slova

Epstein-Barrové virus (EBV); infekéni mononukleéza (IM); EBV-asociovana
onemocnéni; laboratorni diagnostika; VCA 1gG; VCA IgM; EBNA IgG; EA 1gG; ELISA,;
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EBV 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 cancerous 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 76 % of the analyzed samples were positive and the
highest presence of antibodies was detected in adults at the age from 31 to 60 years. The
presence of antibodies was not related to the specific disease. Another aim of this thesis
was to make a comparison of selected analytical methods CLIA, ELISA and qPCR used
for diagnostics of EBV. From the results, it was evaluated that the most appropiate
methods for detection of EBV is CLIA.
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Epstein-Barr virus (EBV); infectious mononucleosis (IM); EBV-associated diseases;
laboratory diagnostics; VCA 1gG; VCA IgM; EBNA 1gG; EA 1gG; ELISA; CLIA
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Uvod

Epstein-Barrové virus (EBV) je prvni objeveny lidsky onkogenni herpeticky virus,
ktery patii do celedi Gammaherpesvirinae. Rozlisuji se dva podtypy EBV a to
EBV l.typu, ktery je rozsifeny celosvétove, a EBV 2. typu, vyskytujici se prevazné Africe
(Houen & Trier, 2021). EBV primarné infikuje buiiky humoralni imunity, jako jsou
B-lymfocyty, a také epitelové buiiky. V téchto buiikach probiha bud’ lyticka nebo latentni
faze infekce. Podle exprese virovych genii muze infekce piechazet z primarni do
perzistujici formy, a muze se podilet na rozvoji riznych onemocnéni (Rozman et

al., 2022).

Nejcastéjsim onemocnénim zplusobenym virem Epstein-Barrové je infekéni
mononukledza (IM), ktera postihuje ptiblizné 35-50 % dospivajicich jedinct. Virus
pronika do organismu orofaryngealni cestou a napada epitelialni bunky a B-lymfocyty
(Huang et al., 2023). EBV je schopen asociovat s onkogennimi proteiny, ¢imz Se muze
podilet na rozvoji nadorovych onemocnéni, jako jsou Burkittiv lymfom, Hodgkinova
choroba nebo difuzni velkobunéény B-lymfom (Damania et al., 2022). Infekce EBV je
také Casto spojovana se vznikem autoimunitnich onemocnéni, jako jsou roztrouSena
skler6za, revmatoidni artritida nebo systémovy lupus erythematodes, kde EBV muze
pusobit jako aktivator nebo pfispivajici faktor autoimunitnich reakci (Rzymski &
Szuster-Ciesielska, 2023).

Laboratorni diagnostika viru Epstein-Barrové zahrnuje Siroké spektrum
nespecifickych a specifickych testl, jejichz cilem je zajistit komplexni a diferencialni
diagnostiku. Diagnostické metody jsou zaméfené na prikaz protilatek proti antigeniim
EBV (VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG, EA 1gG) pomoci sérologickych metod (napf.
ELISA, CLIA), nebo ptimou detekci virové DNA pomoci molekularnich metod, jako je
PCR. Nejcastéji vyuzivanou metodou je ELISA, ale v soucasnosti je vSak ¢im dal ¢astéji
vyuzivana i chemiluminiscenéni imunoanalyticka metoda (CLIA) (Smatti et al., 2018;
Atefi, 2023).



Predkladana prace je na zakladé analyzy poskytnutych dat a jejich statistického
zpracovani doplnéna o vyskyt pozitivity protilatek proti antigenim EBV Vv zavislosti
na véku osob a riznych onemocnénich. Dale ma podrobné&ji popsat a porovnat vybrané
analytické metody CLIA, ELISA a qPCR vyuzivané Kk diagnostice EBV a na zaklad¢

provedeného srovnani vyhodnotit nejvhodnéjsi metodu k tomuto ucelu.



1 VIRY

1.1 Historie a pivod vira

Prvni zminky o terminu virus pochazeji z 19. stoleti a zacinaji u némeckého
zemédeélského biologa A.E. Mayera, ktery se zabyval studiem mozaikovité nemoci
tabaku. V t¢ dob¢ ale jesté nevédél, ¢im bylo toto onemocnéni doopravdy zpisobeno.
(Artenstein, 2012). Az dalsi dva mikrobiologové, kteti také zkoumali mozaikovitou
nemoc tabaku, zjistili, Ze tim pravym plvodcem nemoci je velmi mald infek¢ni Castice.
K tomuto zjisténi dospél rusky mikrobiolog Dmitrij . Ivanovsky vroce 1892
(The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2024) a 0 Sest let pozdé&ji nizozemsky

mikrobiolog Martinus W. Beijerinck nazval tuto infek¢ni ¢astici terminem virus a oznacil

ji za ptivodce infekénich onemocnéni. (Prono, 2025).

S pivodem virG neni svét dosud zcela presné¢ obeznamen. Existuji tfi mozné
hypotézy, kter¢ mohou vysvétlovat vznik vir. Prvni hypotéza je zalozena na domnénce,
ze viry pochazeji z molekul s replika¢ni schopnosti, objevenych jesté pred bunéénym
zivotem. Druha, tzv. hypotéza unikova, je postavena na myslence, Ze viry vznikly az po
objeveni existence bun€k, ze kterych se uvolnovaly a preménovaly v infekéni ¢astice
schopné se replikovat. Posledni, nejméné pravdépodobna, je hypotéza redukcni neboli
degenerativni. Ta je postavend na teorii, ze viry vznikly z pivodnich bun¢k, které
postupné ztratily své funkce, a staly se parazity jinych zdravych bungk, které si své funkce

zachovaly (de la Higuera & Lazaro, 2022).
1.2 Charakteristika vira

Viry jsou velmi malé obligatorni intracelularni infekéni ¢astice, kterymi se zabyva
obor virologie. Jedna se o castice, které se nachazeji na hranici zivého a nezivého
organismu. Stejné jako ostatni Zivé organismy jsou tvoiené organickymi molekulami,
ucastni se metabolickych procest a maji schopnost replikace. Rozdil je ale v tom, Ze viry
se nedokdzou samy mnozit ani pfezit bez hostitele. Aby se mohly rozmnozovat, musi
navazat kontakt s hostitelskou buitkou. Tento proces se nazyvéa biotropismus. Diky
vzniklému vztahu mezi virem a buikou se pak virus mnozi, pisobi negativné na
organismus a vyvolava infek¢ni onemocnéni. Infekci muze zpisobit fada specifickych

virt podle spektra hostitelskych bunék. Rozdéluji se do tii skupin: na viry bakterialni
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napadajici pouze bakterie, rostlinné, infikujici rostliny, a ZivociSné napadajici jak zvifata,

tak i osoby (Schindler, 2014; Drnkova, 2019).

Zékladni ¢astice viru se nazyva virion. Genetickd informace je uloZzena v nukleovych
kyselinach, bud’ v DNA nebo v RNA. Kolem ni se nachazi ochranna kapsida, ktera je
tvofena alesponi jednim proteinem. Komplex nukleové kyseliny a kapsidy se nazyva
nukleokapsida, slozena z kapsomer. Diky jejich uspofadani lze urcit piesnou strukturu
viru. U nékterych virt se mohou kromé proteinti vyskytovat i enzymy, které jsou dulezité
pro syntézu nukleovych kyselin. Viry nejsou schopny vytvéfet energii potfebnou k
metabolickym pochodtm, a proto si ji musi brat z hostitelskych bunék. Kapsida viru ma
vyznamnou roli. Nese zodpovédnost za ochranu genetické informace pied enzymatickou
degradaci, za poskytovani vazebného mista pro receptory hostitelskych bunék, a za

pronikani viru do bungk s cilem vyvolani infekce (Wagner & Krug, 2025).
1.3 Replikaéni cyklus vira

Interakce viru s hostitelskou buiikou je kli¢ova pro zahajeni replikaéniho cyklu, ktery

zahrnuje nékolik plynule navazujicich fazi.

V prvni fazi musi dojit k adsorpci viru na hostitelskou butniku. Nasleduje proniknuti
viru do buiky, pfimym prinikem pies cytoplazmatickou membranu, fazi s kapsidou,
nebo endocytézou. Ve tieti fazi dochazi k odstranéni obalu viru a k aktivaci virového
genomu (Schindler, 2014). Nastupuje ¢tvrta faze zahrnujici proces replikace virového
genomu V ruznych replikacnich organelach, jako jsou membranové organely nebo
bezmembranové kapalné organely. Tato faze také zahrnuje proces transkripce virové
RNA na virovou mRNA, nasledné pielozenou do proteini a enzymu viru (Hoenen &
Groseth, 2022). V paté fazi se z nové vytvoreného virového genomu s proteiny vytvoii

virion, ktery musi dozrat.

Aby nové viriony mohly napadat dalsi bunky, je zapotiebi posledniho kroku, aby
opustily hostitelskou bunku. Tato faze probiha prostiednictvim dvou moznych
mechanismi skrz buné¢nou membranu. Neobalené viry se uvoliuji pfimou lyzou a
okamzit¢ usmrcuji hostitelskou buiiku. Naopak obalené viry se uvoliuji zptisobem
zvanym budding (puceni), a to pomaleji, postupné a bez okamzitého zni¢eni bunky. Cely
replika¢ni cyklus se opakuje, kdyz nové viry opét napadnou dalsi bunky, ¢imz dochazi k

Sifeni infekce (Schindler, 2014; Wagner & Krug, 2025).
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1.4 Patogeneze viri

Virova onemocnéni mohou byt vyvolana rliznymi zptsoby, naptiklad prinikem vird
do organismu, oslabenim imunitniho systému nebo poSkozenim cilovych tkani a organi,
coz muze vést k rozvoji infekce. Patogenezi virovych onemocnénich 1ze rozdélit do tii

hlavnich Grovni, pficemz kazda z nich ma vliv na celkovy prubéh a zavaznost infekce.

Prvni Groven, nazyvana jako troven bunécéna (intracelularni) probiha v hostitelské
burice. Je zavisla na interakei viru s hostitelskou butikou, v niz probihaji procesy vedouci
az k jejimu usmrceni. Na této trovni tak muze dojit ke vzniku n€kolika moznych typt
infekei. K infekcei lytické, perzistentni, latentni nebo transformujici, anebo k transdukci

viru.

Na druhé urovni, virus postupuje z hostitelské burniky dale do organismu a napada
predevsim tkané a organy. Nejcast&jsi branou vstupu viru do organismu jsou dychaci a
travici trakt, dale pfimy kontakt s télnimi tekutinami, nebo pienos z matky na dité
perinatdlni ¢i transplacentarni cestou. Nejdiive dojde k primdrnimu pomnoZeni a ke
vzniku pocateéni infekce. Nasledné se virus rozsifi do dalSich cilovych oblasti a infekce
prechazi do infekce konec¢né, kterd se projevuje specifickymi piriznaky pro dané virové
onemocnéni a oslabenim organismu. Virus je nakonec z organismu odstranén télnimi

tekutinami, napiiklad stolici, moci, krvi, slinami, spermatem ¢i vaginalnim sekretem.

Tieti uroven patogeneze se vztahuje k Sifeni infekénich onemocnéni mezi
populacemi, kdy ke vzniku infekce dojde podobnym zpisobem jako ve druhé trovni.
Tato Groven se také zaméfuje na identifikaci virovych faktori a samotnych virti a na

zamezeni §ifeni infekci pomoci oékovacich vakcin (Hurych & Sticha, 2021).
1.5 Klasifikace vira

Dnes existuji tisice druhd vird, z nichz nékteré jsou jiz znamé, zatimco jiné dosud
jesté nebyly objeveny. Kazdy virus ma své specifické vlastnosti a podminky pro vznik
infekce. Viry se déli do n€ékolika skupin na zaklad¢ riznych kritérii. Vyuzivaji se k tomu
dva hlavni klasifika¢ni systémy, z nichz kazdy se zaméfuje na jiny zptisob déleni. Jednim
Z téchto systému je Baltimorsky klasifikacni systém, ktery byl vyvinut ve 20. stoleti
Davidem Baltimorem. Tento systém klasifikuje viry podle genetické vybavy a

replika¢niho cyklu do sedmi tiid, jak je uvedeno v tabulce ¢. 1 (Louten, 2016).
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Tabulka ¢. 1: Baltimorsky klasifikacni systém.

Cislo tFidy | T¥ida Piiklady
Poxviridae
l. dsDNA viry Adenoviridae
Herpesviridae
Il. sSDNA viry Parvoviridae
1. dsRNA viry Reoviridae
Picornaviridae
V. sSRNA viry s pozitivnim vlaknem Caliciviridae
Coronaviridae
V. SSRNA viry s negativnim vlaknem Orthomyxoviridae
VI. RNA viry schopny reverzni transkripce Retroviridae
VII. DNA viry schopny reverzni transkripce Hepadnaviridae

Ptevzato a upraveno dle Louten, 2016.

Druhy zptisob déleni virti poskytuje Mezinarodni vybor pro taxonomii vira (ICTV),

ktery je odpovédny za oficialni Klasifikaci vird. Tento systém rozd¢leni je zalozen na

informacich poskytnutych od studijnich skupin, na jejichz zaklad¢ bylo vytvoteno tzv.

univerzalni taxonomické déleni virt. Klasifikace podle ICTV je zaloZena na spole¢nych

nebo podobnych vlastnostech virt, které jsou rozdéleny do az 15 rGznych taxonl

(Gorbalenya et al., 2020).
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2 HERPETICKE VIRY

2.1 Charakteristika herpetickych viri

Herpetické viry, znamé jako herpesviry, spadaji do ¢eledi Herpesviridae, odvozené
od feckého slova ,,herpes* neboli plazit se. Podle Baltimorského klasifika¢niho systému
patii mezi viry 1. tfidy, tzv. dsDNA viry. Genetickou informaci maji ulozenou ve formé
dvouvlaknové linearni DNA, stejn¢ jako u celedi Poxviridae nebo Adenoviridae.
Herpesviry prochazeji dvéma odlisSnymi fazemi zivotniho cyklu: latentni a lytickou. V
latentni fazi virus aktivuje nekteré geny, diky nimz mtze zlstat 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 tii hlavnich ¢asti. Vnitini ¢ast viru se nazyva kapsida, ktera
ma ikosaedralni strukturu, v niz je uloZzena dvouvlaknova linearni 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 vn&j$im obalem viru, jak je znazornéno na

obrazku ¢. 1 (Schindler, 2014).

Tegument je slozen z virovych proteint a riznych enzymu. Je rozdélen do dvou
casti, kdy vnéjsi ¢ast interaguje s glykoproteiny, které obsahuje lipidovy obal viru, a ¢ast
vnitini je spojena s ikosaedrickou kapsidou. Hlavnimi tukoly tegumentu je zajistit
transport kapsidy viru do jadra hostitelskych bungk, vystup viru z jadra, replikaci novych
viriond, primarni a sekundarni obaleni kapsidy a vysledné utvofeni novych viriond. Pocet
tegumentovych proteinti u herpesvirt se 1isi v zavislosti na konkrétnim druhu a obvykle

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

Vngjsi lipidovy obal herpesviri obsahuje glykoproteiny a glykoproteinové hroty
vystupujici z jeho povrchu. Diky témto glykoproteinovym ¢asticim je umoznéna
interakce se specifickymi receptory na povrchu hostitelskych bunék a umoznén vstup viru
do bun¢k. Natyto receptory hostitelskych bun¢k se mohou vazat naptiklad glykoproteiny
typu gB, gC gD, gH anebo gL (Beilstein et al., 2019).

14



Glycoproteins
Icosahedral capsid

Lipid bilayer envelope

Obrazek ¢. 1: Struktura herpetického viru (zdroj: Chen et al., 2020).

2.2 Klasifikace herpetickych vira

Na zaklad¢ struktury a replikace genomu, biologickych a antigennich vlastnosti a
specifické morfologie viriond, jsou herpesviry rozdéleny do tii podceledi:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae a Gammaherpesvirinae. Kazdy zastupce téchto
podceledi mize zplsobit vazna az smrtelnd onemocnéni u riznych druht zivocicht,
véetné lidi. Pouze osm z nich je vyznamnych pro ¢lovéka, ty jsou uvedeny v tabulce ¢. 2

(Zmasek et al., 2019).

Tabulka ¢. 2: Klasifikace lidskych herpetickych virg.

Clen Zkratka Podceled’

Herpes simplex virus 1 HSV-1

Herpes simplex virus 2 HSV-2 Alphaherpesvirinae
Varicella-zoster virus \VAYS

Epstein-Barrové virus EBV Gammabherpesvirinae
Cytomegalovirus CMV

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

Lidsky herpesvirus 8 HHV-8 (KSHV) Gammabherpesvirinae

Pfevzato a upraveno dle Zmasek et al., 2019.
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Pod¢eled” Alphaherpesvirinae zahrnuje tii lidské herpesviry: Herpes simplex virus 1
(HSV-1), Herpes simplex virus 2 (HSV-2) a Varicella-zoster virus (VZV). Tato skupina
virt se vyznaCuje velmi kratkym replikacnim cyklem, diky kterému se mohou Sifit
rychleji a virové castice mohou byt detekovany jiz behem nékolika hodin
(Weidner-Glunde et al., 2020). Infekce zpuisobené témito viry jsou zaloZené na interakci
specifickych glykoproteini na jejich povrchu s membranou hostitelské buiky. 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 replika¢ni cyklus trvajici n€kolik dni a pomalejsi proces
Sifeni. Tyto viry cilen¢ napadaji prevazné lidské bunky, jako jsou epitelialni bunky,

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

Treti skupinou herpetickych virQ je podceled Gammaherpesvirinae, ktera zahrnuje
virus Epstein-Barrové (EBV) a lidsky herpesvirus 8 spojeny s Kaposiho sarkomem
(KSHV). Tyto viry primarné napadaji B-lymfocyty, epitelialni bufiky, monocyty a
dendritické buniky. Replikaéni faze je odlisna od ptedchozich dvou skupin, kdy u Alpha-
a Betaherpesvirinae dominuje faze lyticka, zatimco u Gammaherpesvirinae faze latentni.
Dalsim rozdilem je schopnost Gammaherpesvirinae aktivovat onkogenezi, coz vede
k tvorb¢é nadmérného mnozstvi nadoroveé zménénych bun¢k, které mohou zapftiéinit vznik

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

3.1 Anthony Epstein a objev EBV

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 podéeledi
Gammaherpesvirinae. Jedna se o prvni znamy lidsky onkogenni virus, ktery napada
ptevazné B-lymfocyty, bunky specifické humoralni imunity, a epitelové bunky. EBV
asociuje s onkogennimi virovymi proteiny, a kromé infekéni mononukledzy, pro kterou
je jeho piitomnost v krevnim ob&hu typicka, muze stat i za vznikem dalSich, Casto

nadorovych onemocnéni.

Strukturalné se EBV od ostatnich zastupct herpetickych virt pfilis nelisi. Jde o
obaleny DNA virus 0 praméru piiblizné 122-180 nm (CUSABIO, ¢2007-2025). Jeho
genom tvofi linearni dvoufetézcova nukleova kyselina, kterd je ulozend uvnitt
dvacetisténné ikosaedrické kapsidy slozené ze 162 kapsomer. Po vstupu do hostitelské
buniky se linearni DNA méni na kruhovou DNA. Genom EBYV obsahuje ptiblizné 172 000
paru 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 sekven¢nich domén, kratké
adlouhé, 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 pochazi z jedné nebo vice bun¢k progenitorovych (Smatti et al., 2018; Huang et
al., 2023).
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Kapsidu viru obklopuje dvouvrstevny tegument tvofeny ptevazné proteiny. Jeho
vnitini vrstva piiléha piimo ke kapside, zatimco vnéjsi vrstva interaguje s lipidovym
obalem viru, obsahujicim rizné glykoproteiny. Spole¢né tyto dvé ¢asti obaluji cely virion

(viz obrazek ¢. 2).
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. ECSP
gl
’H cD21
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tegument
capsid
envelope gPs

Obrazek ¢. 2: Struktura EBV se zobrazenymi glykoproteiny a hostitelskymi proteiny
(zdroj: Abdelmonem et al., 2024).

3.3 Virové antigeny

Existuji dva podtypy EBV ato EBV 1. a 2. typu, napadajici bunky ¢loveka. Zatimco
typ 1 je rozsifen celosvetove, typ 2 se vyskytuje prevazné v Africe, predevsim v oblastech
polozenych jizn¢ od Sahary (Houen & Trier, 2021). Hlavni rozdil spoc¢iva v sekvenci
genit 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
Vv zivotnim cyklu viru. DEli se na latentni a lytické podle faze cyklu, a mezi klicové patii

Sest hlavnich antigenti, uvedenych v tabulce ¢. 3 (Houen & Trier, 2021; Eliskova, 2022).

Tabulka ¢. 3: Klicové antigeny EBV.

Faze
Antigen Cely nazev antigenu Uloha Zivotniho

cyklu
EBNA EB-nukledrni antigen podpora replikace viru latentni
LMP Latentni membranovy protein | mezibunécnd 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 bunky | lyticka

Pievzato a upraveno dle Houen & Trier, 2021; Eliskova, 2022.
3.4 Virové glykoproteiny

Genom EBV koéduje 13 glykoproteint, které jsou uvedeny V tabulce ¢. 4. 11 z nich
je soucasti lipidového obalu virionu a zbyvajici dva nejsou soucasti struktury vibec.
Nazvy jednotlivych glykoproteini jsou odvozené od jejich molekulové hmotnosti (napf.
gp42), genového nazvu (napi. BMRF-2), nebo homologti v jinych herpetickych virech
(napt. gB). Podle funkce se d¢li do tii skupin: glykoproteiny, pomoci kterych se muze
virus pfipojit k buiice a vstoupit do ni, glykoproteiny diilezité pro sestaveni a vystup
virionu, a glykoproteiny ovliviiujici hostitelskou buniku nepiimo souvisejicich s replikaci
(Hutt-Fletcher, 2015).

Tabulka ¢. 4: Rozdéleni glykoproteinii EBV.

Nazev proteinu | Nazev genu | Funkce

gp350/220 BLLF-1 vstup a pfipojeni do bunky

gB BALF-4 kone¢ny vykonavatel fuze

gH BXLF-2 regulator flze

gL BKRF-2 regulator fuze

g42 BZLF-2 inicidtor a regulator fize, imunitni odpoveéd’
gM BBRF-3 vystup viru a spravné obaleni virionu
gN BLRF-2 asociace sgM

BMRF-2 BMRF-2 mezibunécné §ifeni

BDLF-2 BDLF-2 asociace s BMRF-2

BDLF-3 BDLF-3 nejasna funkce
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Nazev proteinu | Nazev genu | Funkce

BILF-2 BILF-2 nejasna funkce

BILF-1 BILF-1 imunitni unik

BARF-1 BARF-1 blokace signalizace CSF-1, perzistence viru

Pievzato a upraveno dle Hutt-Fletcher, 2015.

3.5 Vstup EBV do hostitelské burky

Epstein-Barrové virus primarné infikuje epitelidlni bunky a B-lymfocyty
orofaryngedlni cestou, a to pies dutinu Ustni a hltan. Kazdy typ cilovych bunék vyzaduje
jiny mechanismus pro pfipojeni a nasledny vstup viru (viz obrazek €. 3). K pfipojeni viru
na epitelialni buiikky mize dojit riznymi interakcemi prostiednictvim komplexu gH/gL
sintegriny Ephrin A2 (EphA2) a/nebo avp5, oavp6, avp8, nebo BMRF-1
s interginem B1, nebo BMRF-2 s integrinem avfl (Houen & Trier, 2021). Zatimco
K pfipojeni na B-lymfocyty, které jsou nositeli povrchového znaku CD21 a CD35,
dochazi vazbou gp350/220 k témto receptoraim (Damania et al., 2022).

Pro vstup viru do bunky je dulezity glykoprotein 42 (gp42), ktery ma hlavni roli
pfevazné u B-lymfocyti. Gp42 se vaze na molekuly HLA II. tfidy, pfitomnych na
B-lymfocytech, a zahajuje vstupni membranovy proces viru do bunky. Epitelialni buiiky
nenesou molekuly HLA II. t¥idy, a proto pro prunik viru do epitelialni buriky sta¢i jenom
komplex gH/gL (Damania et al., 2022).

DalSim dilezitym glykoprotein je gB. JakoZto hlavni fuzogenni protein ma kli¢ovou
roli pfi vstupu viru do buiiky 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 endocytoze a fizi viru s endozomalni membranou, a naslednému
proniknuti celého viru do buiky. U epitelidlnich bunék mize EBV vstoupit do bunky
pfimou fuzi s bunéénou membranou nebo endocytézou prostrednictvim lipidového raftu

a mikropinocytozy za ucasti neuropilinu 1 (NRP-1) (Sun et al., 2021; Huang et al., 2023).
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Obrazek ¢. 3: Vstup EBV do cilovych bunék (zdroj: Escalante et al., 2022).
3.6 Replikacni cyklus

Replikacni cyklus viru Epstein-Barrové zahrnuje dveé faze, lytickou a latentni.
Infekce zacina v epitelialnich bunkach, kde probiha lyticka faze. Béhem této faze je
produkovano vice nez 80 lytickych genil, aktivovanych ve tfech postupnych fazich,
piicemz kazda faze je fizena specifickymi geny a proteiny (Huang et al., 2023). Po
dokonceni lytické faze EBV piechazi do latentni faze, ktera 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 béhem latence
produkovano vyrazné¢ mén¢ latentnich geni. Podle mnozstvi a exprese ur€itych latentnich

gent lze rozdé¢lit latenci do 4 stadii (Rozman et al., 2022).
3.6.1 Lyfticka faze

Lyticka faze zaCina okamzit¢ ¢asnou (IE) fazi, ktera je aktivovana zejména geny
BZLF-1, kodujici protein ZEBRA (Zta), a BRLF-1, kodujici protein RTA (Rta)
(Yakushina & Kisteneva, 2020). Tyto geny aktivuji lyticky cyklus a podili se na

transkripci genid potiebnych pro nasledujici fazi.

V casné (E) fazi jsou aktivovany ¢asné geny, jako BNLF-2A, BILF-1 a BGLF-5.
Tyto ¢asné geny koduji priblizné 30 proteind, které se podileji na replikaci virové DNA,
podpofe metabolismu EBV a expresi pozdnich gent (Yakushina & Kisteneva, 2020;
Huang et al., 2023).
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Po aktivaci IE faze a zahajeni replikace EBV v E fazi nasleduje pozdni (L) faze, kde
jsou aktivovany pozdni geny, jako BCRF-1. Pozdni geny koduji strukturalni proteiny,
napiiklad glykoproteiny, proteazy a virovy kapsidovy antigen (VCA). Tyto proteiny se
podileji na sestaveni virionu EBV a podporuji imunitni Gnik, ¢imz umoZznuji pfechod

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

Béhem latentni faze je produkovano piiblizn¢ deset hlavnich latentnich gent. Patii
mezi né¢ Sest jadernych antigeni EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C a -LP, tii latentni
membranové proteiny LMP-1, -2A a -2B a nékolik nekddujicich RNA, napiiklad EBER-1
a -2, miRNA BART nebo miRNA BHRF-1. (Yakushina & Kisteneva, 2020). Tato faze
umoznuje EBV dlouhodobé prezivat v infikovanych B-lymfocytech a podili se na

imunitnim uniku.

Nejaktivnéjsim stadiem latence je latence I11, ktera jako prvni nasleduje po lytické
fazi. Probiha v naivnich B-lymfocytech, kdy jsou exprimovany vSechny jaderné antigeny
EBNA, latentni membranové proteiny LMP a nekddujici RNA. Dochazi k proliferaci a
transformaci naivnich B-lymfocyti (Ward et al., 2022; Huang et al., 2023).

Poté nasleduje latence Il, ktera se odehrava v aktivovanych B-lymfocytech
v zarodeéném centru. Exprese latentnich gend se sniZuje a jSOU exprimovany geny
EBNA-1, LMP-1 a -2 spolu s nekodujici 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 pamétovych B-lymfocytech, které jsou schopné déleni, probiha latence 1. V tomto
stadiu jsou exprimovany pouze geny EBNA-1 a virové nekodujici RNA EBER a
miRNA BART. Existuje také latence 0O, ktera nastava v klidovych pamétovych
B-lymfocytech. Exprese je v tomto stadiu téméf potlacena a exprimovany jsou pouze
nekodujici RNA EBER-1 a-2 a miRNA BART. Diky tomu mize EBV unikat imunitnimu
dohledu (Rozman et al., 2022; Huang et al., 2023).

Epstein-Barrové virus se mize dlouhodobé nepozorované ukryvat v pamétovych
B-lymfocytech. Pokud se tyto bunky diferencuji na plazmatické bunky, EBV se muze

reaktivovat a piejit zpét do lytické faze. Tento ptechod je fizen genem BZLF-1, ktery
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hraje kli¢ovou roli v aktivaci lytického cyklu, tak i v navratu do latence (Ward et
al., 2022). Zaroven muze dojit K pfechodu z primarni infekce do infekce perzistujici a

K rozvoji riznych onemocnéni (Damania et al., 2022).
3.7 Onemocnéni spojena s EBV
3.7.1 Infekéni onemocnéni

NejcastéjSim onemocnénim zplsobenym virem Epstein-Barrové je infekéni
mononukleéza (IM). Jedna se o primarni infekci, pii niz EBV pronika do organismu
orofaryngealni cestou a napada epitelialni bunky a B-lymfocyty. V dusledku proliferace
B-lymfocytti mohou byt infikované dalsi buiiky a tkané€, coz vede Kk rozvoji klinickych
piiznaku IM. EBV postihuje ptiblizn¢ 35-50 % imunokompetentnich dospivajicich a
mladych dospélych, avsak ohrozené mohou byt i déti (Huang et al., 2023). Inkubacni
doba trva v priméru Sest tydnt, pricemz nakazeny jedinec muze 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 probiha infekce asymptomaticky nebo s mirnymi piiznaky.
Laboratorn¢ je IM doprovazena leukocyt6zou, zejména lymfocytézou a monocytdzou.
V krvi je zvySené mnozstvi pamétovych B-lymfocytd a pritomnost tzv. atypickych
lymfocytt, 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 enzymu, konkrétn¢ alaninaminotransferazy (ALT) a

aspartataminotransferazy (AST)) (Rozsypal, 2015; Fugl & Andersen, 2019).
3.7.2 Nadorova onemocnéni

Diky schopnosti EBV asociovat s onkogennimi virovymi proteiny a transformovat
B-lymfocyty do maligni formy, je virus povazovan za spousté¢ n€kterych nadorovych
onemocnéni. Nejcastéji se podili na vzniku Burkittova lymfomu, Hodgkinovy choroby a
non-Hodgkinského lymfomu, jako je diftzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL). Kromé
toho také muze byt pfi¢inou posttransplanta¢niho lymfoproliferativniho onemocnéni,
nasofaryngealniho karcinomu, T-bunéénych lymfomd, karcinomu zaludku nebo svalové
tkan¢ (Damania et al., 2022; Rzymski & Szuster-Ciesielska, 2023).
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Burkittiv lymfom je vysoce agresivni nddorové onemocnéni postihujici
B-lymfocyty, které se vyskytuje nejhojnéji v africkych zemich u malych déti. Hlavni
pricinou je chromozomalni translokace protoonkogenu MY C a dysregulace enzymu AlID,
které spole¢n& podporuji rozvoj infekce EBV. Uzka asociace s infekci EBV vede ke
zvyseni exprese AlD, k nartstu poctu infikovanych B-lymfocytti a vyssi expresi proteint
EBNA-1, miRNA BHRF-1 a EBER, a LMP-1. Tyto zmény brani apoptdze B-lymfocyti
a podporuji vznik Burkittova lymfomu (Ward et al., 2022; Huang et al., 2023).

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

vzniku Hodgkinovy choroby (Damania et al., 2022).

Difazni  velkobuné¢ny  B-lymfom (DLBCL) je nejcastéjsim  typem
non-Hodgkinského lymfomu, ktery se vyskytuje u starSich dosp&lych. Novéjsi studie vsak
ukazuji, Ze se muze vyskytovat i u mladsich lidi. Na zakladé genetickych mutaci
v B-lymfocytech se DLBLC dé¢li na dva typy. Typ GCB vychazi z germinalniho centra
B-lymfocyti a ma piiznivéj$i prognézu. Naproti tomu typ ABC, vychazejici
z aktivovanych B-lymfocytti, ma horsi klinicky prubéh. V piipadé infekce EBV, ktera se
nachazi v latenci Ill, je diagnostika zamétena predevsim na detekci nekodujici virové
miRNA EBER v nadorovych B-lymfocytech. Infekce EBV je vyznamnym faktorem

vedoucim k imunitni nedostate¢nosti a podili se na vzniku diftzniho velkobuné¢ného

B-lymfomu (Malpica et al., 2022; Ward et al., 2022).
3.7.3 Autoimunitni onemocnéni

Virus Epstein-Barrové je také ¢asto spojovan S rozvojem autoimunitnich
onemocnéni. Infekce EBV mize 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. Indukce
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autoimunit vyvoland infekci EBV muze byt zpiisobena nékolika mechanismy. Jednim
z nich je tzv. molekularni mimikry, kdy jsou lidské antigeny napodobovany virovymi
antigeny. Dalsim mechanismem je vedlejsi aktivace B- a T-lymfocytl, ktera vede
K produkeci vétsiho mnozstvi cytokinti, chemokini a dalSich zanétlivych faktort. Treti
zpusob iniciace autoimunit vede pies epitopy lidskych antigenu, které jsou infekci EBV
uvoliiovany, coz vede k nasledné autoimunitni reakci. Virus Epstein-Barrové je nejcastéji
spojovan se systémovymi autoimunitnimi onemocnénimi, jako jsou roztrousena sklerdza,
systémovy lupus erythematodes, Sjogreniiv syndrom, revmatoidni artritida, systémova
sklerodermie a autoimunitni onemocnéni $titné zlazy (Houen & Trier, 2021; Rzymski &
Szuster-Ciesielska, 2023).

3.8 Laboratorni diagnostika EBV

Laboratorni diagnostika viru Epstein-Barrové zahrnuje Siroké spektrum
nespecifickych a specifickych testii. Tyto metody 1ze rozdélit do dvou hlavnich skupin,
klasické metody a molekularni metody. Cilem metod je zajistit komplexni a diferencidlni
diagnostiku EBV (Smatti et al., 2018; Atefi, 2023). Kazda metoda ma své vyhody i

omezeni a li$i se mirou citlivosti, specificity a praktického vyuziti.
3.8.1 Klasické metody

Klasick¢é metody jsou beézné¢ dostupné v klinickych laboratotfich. Zahrnuji
morfologické, virologické, imunologické a imunohistochemické, a sérologické metody.
Morfologické metody hodnoti morfologii a etiologii bun¢k. Virologické metody
prokazuji virus na bunéénych kulturach. Imunologické a imunohistochemické metody
jsou zamétené na bunécné a tkanové zmény, a slouzi zejména k rozliSeni autoimunitnich
nebo nadorovych onemocnéni souvisejicich s EBV. Naptiklad in situ hybridizace
(EBER-ISH) je metoda, ktera se nejcasteji vyuziva k histologickému prikazu latentni
faze EBV v nadorovych bunkach (Abusalah et al., 2020; Atefi, 2023).

Nejcastéji provadénymi klasickymi metodami pii diagnostice infekce EBV jsou
sérologické testy, které detekuji specifické protilatky proti EBV antigentim (Atefi, 2023).
Na zéklad¢ ptfitomnosti a kombinace protilatek, 1ze pomoci téchto testi rozlisit jednotlivé
faze infekce EBV, jako je akutni, prod¢land a reaktivovana infekce, jak ukazuje
obrazek ¢. 4. Sérologické testy detekuji predevsim protilatky ENBA IgG, VCA IgG,

VCA IgM, a dva typy EA IgG, difazni (EA(D)) a restricted (EA(R)) (Smatti et al., 2018).
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Ptitomnost protilatek VCA IgM ukazuje na ¢asnou akutni fazi infekce. Objevuji se
brzy po infekci a obvykle mizi do 6 tydnt. Sérokonverze protilatek VCA 1gG muze byt
detekovana jiz v akutni fazi, ale jejich pfitomnost ve vysokych titrech je typicka u
prodelané infekce. Protilatky VCA IgG, na rozdil od IgM, pretrvavaji po cely Zzivot.
Protilatky EA 1gG znaci akutni infekci nebo reaktivaci viru do lytické faze. Zaroven
vysoké hladiny protilatek EA 1gG jsou spojovany s EBV-asociovanymi nadorovymi
onemocnénimi. Difazni anti-EA(D) 1gG protilatky se objevuji obvykle 3-4 tydny po
infekci a pretrvavaji priblizné 3-4 mésice, nekdy i déle. Spolu s protilatkami anti-EA(D)
IgA jsou asociovany s nasofaryngealnim karcinomem. Restricted anti-EA(R) 1gG se
objevuji pozd¢€ji a mohou pietrvavat az roky. Tyto protilatky se vyskytuji ve vysokych
titrech u pacientt s EBV asociovanych Burkittovym lymfomem. Protilatky EBNA 1gG
se objevuji nékolik tydnti po infekci a pretrvavaji po cely zivot a zaroven ukazuji na
prodélanou infekci. U imunosuprimovanych jedinct se ale nemusi tvotit viibec (Abusalah

et al., 2020; Atefi, 2023).

Incubation Acute ! Convalescence

lliness
IgG VCA

IgMVCA i EA-R/D

EBNA

EBV Antibody Titer

0 1 2 3 4 5 6
Month of Iliness

Obrazek €. 4: Specifické protilatky proti EBV antigentim a stadium infekce
(zdroj: Werler et al., 2016).

K rychlému prikazu protilatek proti EBV antigenim, konkrétné¢ heterofilnich
protilatek, se vyuzivd Monospot test. Jednd se o typ rychlého diagnostického testu
(tzv. rapid test), ktery se pouziva pii podezieni na infekéni mononukleozu. Pfi pozitivni
reakci dojde k aglutinaci zvifecich erytrocyti se sérem nebo plazmou pacienta. Monospot
test je snadno proveditelny a vysledek poskytuje béhem nékolika minut. Jeho nevyhodou
je nizka citlivost a specificnost, a riziko falesn¢ negativnich a falesné pozitivnich
vysledkll, zejména u déti a jedincl s autoimunitnim nebo nadorovym onemocnénim

(Smatti et al., 2018; Stuempfig & Seroy, 2023).
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Specifické protilatky proti EBV antigenim jsou detekovany nejcastéji pomoci
nasledujicich metod. Imunofluorescencni metoda (IFA) detekuje protilatky tfidy 1gG
proti VCA a EBNA v infikovanych buiikach pomoci fluorescencni mikroskopie. Metoda

je vysoce specificka a citliva, ale naro¢na na provedeni a vyhodnoceni

ELISA je bézné dostupnou, rychlou a snadno automatizovatelnou metodou, ktera je
citlivéjsi nez IFA. Vyuziva se prevazné k detekci protilatek tiidy IgG a IgM proti EBNA,
ale zahrnuje riziko fale$né pozitivnich vysledkid. Metody IFA ani ELISA nedokazou

ptesné urcit, zda se jedna o akutné probihajici infekci.

Chemiluminiscenéni imunoanalytickd metoda (CLIA) je moderni, vysoce specificka

a citliva metoda, ktera vyuziva emisi svétla k detekci protilatek EBNA IgG, VCA IgG,
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wevr

al., 2020; Atefi, 2023).

Pro potvrzeni konkrétni faze infekce EBV lze vyuzit také dopliikové diagnostické

metody, jako je napiiklad Western blotting, test avidity nebo in situ hybridizace.
3.8.2 Molekuldarni metody

Molekularni metody jsou zalozené na ptimé identifikaci a amplifikaci nukleovych
kyselin cilového viru. Nejvyznamnéjsi metodou pro identifikaci DNA EBV je
polymerazova fetézova reakce (PCR). PCR je vysoce citliva, rychld a specificka metoda,
ktera umoznuje sledovat prib&h onemocnéni, G¢innost 1é¢by a piipadnou reaktivaci
infekce, a to pfedevSim u imunokompromitovanych jedinci a pacientd
s lymfoproliferativnim nebo nadorovym onemocnénim souvisejicim s EBV. Nejcastéji
vyuzivanou variantou této metody je real-time PCR (qPCR), ktera dokaze na zaklad¢
kvantifikace virové naloze vcCas detekovat piitomnost viru a rozliSit onemocnéni
souvisejici s EBV. Vyhodou gPCR je jeji uzavieny systém, ktery snizuje riziko
kontaminace a zaroven zvySuje piesnost a spolehlivost vysledk. Naopak nevyhodou
metody je nedostateCna standardizace a vysoké finan¢ni naroky na specializované

vybaveni (Smatti et al., 2018; Abusalah et al., 2020).
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4 CILE PRACE A HYPOTEZY

Cile:

1. Teoretickd cast bude slozenda z odborné reSerSe na dané téma, zahrnujici
informovanost viru Epsteina-Barrové a soucasnych moznostech 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 v€kem?

2. Je pozitivita EBV castéjSim ukazatelem autoimunitnich onemocnéni nebo

lymfoma?

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

proti EBV?
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5 METODIKA
5.1 Uvod do metodiky

Metodicka ¢ast prace je zaméfena na teoreticky popis a porovnani vybranych
analytickych metod vyuzivanych k detekci viru Epstein-Barrové. Konkrétné se jedna o
chemiluminiscen¢ni imunoanalytické metody (CLIA), imunoenzymatické metody
(ELISA) a metody real-time PCR (gPCR). Metoda CLIA byla prakticky provedena
v imunologické laboratofi spole¢nosti EUC Praha. Jeji postup a princip jsou detailné
popsany Vv dalsich kapitolach. Metody ELISA a qPCR jsou popsany pouze teoreticky na

zaklad¢ dostupné odborné literatury.

Cilem praktické ¢asti je analyzovat vyskyt hladiny protilatek proti antigenim EBV
mezi riznymi vékovymi kategoriemi prostfednictvim metody CLIA, a to na zaklad¢ dat
ziskanych z EUC Laboratofe Praha. Zaroven bude zhodnocen klinicky vyznam

pozitivniho nélezu infekce EBV v rdmci diagnozy.

Dalsim cilem prace je porovnat vys$e uvedené analytické metody z hlediska principu,
provedenti, specificity a ¢asové naroc¢nosti. Na zakladé tohoto srovnani bude vyhodnocena

metoda, ktera je pro dany laboratorni ucel nejvhodné&;jsi.
5.2 Chemiluminiscen¢ni imunoanalyticka metoda (CLIA)
5.2.1 VySetiovany materidal

Pro stanoveni protilatek proti antigenim EBV se vyuziva lidské sérum nebo citratova
plazma, ziskana z vendzni nebo arterialni krve. V EUC Laboratofi Praha se nejcastéji
provadi stanoveni z venozni srazlivé krve, ktera je odebirana do zkumavky s ¢ervenou
nebo Zlutou zatkou obsahujici akcelerator srazeni (viz obrazek ¢. 5). Po odbéru je
zkumavka ponechana pii pokojové teploté po dobu ptfiblizné¢ 30 minut, aby probéhl
proces srazeni. Nasledné je krev centrifugovana pii 2500 otackach po dobu 10 minut, tim

dojde k uplnému oddéleni séra, které je nasledné pouzito pro laboratorni vysetieni.
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Barva Objem odebrané Potet

vicka Typ krve/ml promichani Rol it
. sérum STT™ ||
ﬁ Advance 5 5.6 Sérologie a alergologicka
akcelerdtor srazeni+ 8,5 vysetieni
gel
Sérum 6 5.6 Sérologie a alergologicka
akcelerdtor srazeni 4 vysetieni
1 . s P .
natrium/lithium a 8-10 bunécna imunita
heparin (fagocytoza , BAT)
%
| EDTA 2 8-10 bunécna imunita fenotyp

Obrazek ¢. 5: Barevné znaceni odbérovych zkumavek (zdroj: Laboratorni prirucka

Imunologie EUC Laboratofe s.r.o., 2023).

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

odebrat novy vzorek krve.

Pro odbéry je vyuzivan odbérovy systém BD Vacutainer, coz je uzavieny odbérovy
systém, ktery umoznuje odbér pouze pomoci vakua v odbérové zkumavce (Laboratorni

prirucka Imunologie EUC Laboratofe s.r.o., 2023).
5.2.2  Princip metody

Metoda CLIA piedstavuje moderni, pln¢ automatizovatelnou, vysoce specifickou a
citlivou analytickou metodu, ktera vyuziva k detekci protilatek proti antigenim EBV
emisi svétla. Princip této metody je zalozen na kombinaci separovani imunokomplexu
pomoci magnetické castice, a svételné chemiluminiscence (viz obrazek ¢. 6). Magneticka
Castice nese specificky antigen, ktery ma schopnost vazat se na cilovou protilatku
obsazenou ve vzorku. Po vytvoteni imunokomplexu dochazi k navazani konjugatu, ktery
je znaceny chemiluminiscenéni latkou acridinium ester (AE). Tento ester reaguje s
peroxidem vodiku, pficemz dochazi k oxidaci AE a vzniku intenzivniho svételného
zablesku. Intenzita svételného zablesku je méfena Vv relativnich svételnych jednotkach
(RLU) a je pfimo tmérna koncentraci navazané protilatky ve vzorku. Metoda CLIA
slouzi pro kvantitativni stanoveni specifickych protilatek proti vybranym antigentim

EBYV, kterymi jsou antigeny EA(D), EBNA-1 a VCA.
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Obrazek ¢. 6: Princip metody CLIA (zdroj: https://www.testlinecd.cz/clia).

5.2.3 Pristrojové vybaveni

Testované vzorky byly analyzovany pomoci pfistroje KleeYa®, ktery predstavuje
pln¢ automatizovany analyzator urceny pro nepiimou detekci specifickych protilatek
metodou CLIA (viz obrazek ¢. 7). Tento moderni analyzator umoznuje zpracovat az 120

vzorki za hodinu, ¢imz vyrazné zkracuje dobu pro vyhodnoceni vysledk.

Obrazek ¢. 7: Analyzator KleeYa®, EUC Laboratofe Praha (zdroj: vlastni).

Analyzator KleeYa® je fizen prostiednictvim dotykového monitoru, ktery je
propojen s laboratornim informa¢nim systémem (LIS). Vzorky se vkladaji do specialnich
stojankdl, které se nasledn€ zasunuji do prostoru pro stojanky V pravé ¢asti analyzatoru,
konkrétné do jedné z Sesti kolejnic. Celkova kapacita piistroje pro umisténi vzorku je 72
pozic. Kazdy vzorek je opatien jedine¢nym c¢arovym kodem, ktery je detekovan

prostfednictvim integrované laserové RFID c¢tecky uvniti analyzatoru. Soucasti
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analyzatoru jsou dvé roboticka pipetovaci ramena, ktera zajist'uji pfesnou manipulaci
sreagenciemi. Prvni rameno, tzv. automaticky pipetor, zaji$tuje manipulaci
s reagenciemi pomoci ocelové jehly. Druhé rameno vyuziva jednorazové plastové Spicky
Anchor® Tips a je ur¢eno pro manipulaci se vzorky. Vysledky analyz jsou diky
automatizaci dostupné v kratkém casovém intervalu, zpravidla béhem nékolika minut od

zahéajeni zpracovani vzorku.

Krom¢ samotného analytického pfistroje je K provedeni analyzy potfeba dalsi
spotfebni material, jako jsou jednorazové plastové Spicky (viz obrazek ¢. 9) a

stohovatelné kyvety (viz obrazek ¢. 8), nadoba na tekuty odpad a vak na pevny odpad.

Obrazek ¢. 8: Kyvety Stackable Cuvette, 1000 pul —

Stratec Consumables GmbH (zdroj:

https://www.clia.biovendor.group/cz/technologie?tab=fun
Obrazek ¢. 9: Spicky Anchor® Tip, 300 ul —  yceptans).

Stratec Consumables GmbH (zdroj: vlastni).
5.2.4 Reagencie

Ke stanoveni protilatek proti specifickym antigentiim EBV se vyuZivaji diagnostické
CLIA soupravy, které jsou urc¢ené pro automatické zpracovani na analytickém pfistroji
KleeYa®. Kazda CLIA souprava je specificky navrzena pro detekci protilatek proti
jednomu urcitému antigenu EBV a obsahuje vSechny potfebné reagencie pfipravené
k okamzitému pouziti (viz obrazek ¢. 10, ¢. 11 a ¢. 12). Vramci CLIA analyzy se
pouzivaji Ctyfi rizné soupravy, piicemz kazda cilen¢ detekuje protilatky proti odlisSnému
antigenu EBV. Pro stanoveni protilatek tfidy IgG se vyuzivaji soupravy obsahujici
rekombinantni Casny antigen EA(D), nuklearni antigen EBNA-1 a kombinaci
rekombinantnich kapsidovych antigenti p18 a p23 (EBV VCA). Pro stanoveni protilatek
tiidy IgM se pouziva souprava s rekombinantnim kapsidovym antigenem pl8

(EBV VCA).
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REAGENT CARTRIDGE| Magnetickeé ¢astice

s navdzanym antigenem, suspenze v pracovnim 1x5ml
fedéni

Redici roztok vzorku 3% 10 ml

Pufr se stabilizatory bilkovin, v pracovnim fedéni
Konjugat

Roztok obsahujici zvifeci protilatku proti lidskému 1x10 ml
imunoglobulinu  znadeny akridinium esterem,
v pracovnim fedéni

Kalibrator 1

Roztok obsahujici specifické lidské protilatky,
v pracovnim fedéni

CAL 2 Kalibrator 2

Roztok obsahujici specifické lidské protilatky,
v pracovnim fedéni

3x1ml

3x1ml

Kalibracni karta

Identifikaéni karta kalibratoru obsahuijfcf
kalibraéni (master) kfivku

Obrazek ¢. 10: Souhrn reagencii diagnostické soupravy (zdroj: Navod pro pouziti CLIA
EBV EA(D) IgG, 2023).
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Obrazek ¢. 11: Dvé diagnostické soupravy (zdroj: vlastni).

Obrazek ¢. 12: Diagnosticka souprava

CLIA EBV EA(D) 1gG (zdroj: vlastni).

Pro zajiSténi spravnosti vysledkl ziskanych pomoci diagnostickych CLIA souprav
je zapotiebi pouzit sady kontrolnich sér, ktera slouzi jako interni kontrola kvality. Ovéfeni
spravné funkce pfistroje KleeYa® se provadi vzdy na zac¢atku kazdého nového dne pied
zaCatkem testovani. Kontrolni sada obsahuje celkem ¢tyii kontroly, jednu pozitivni a
negativni ve tfid€ protilatek IgG, a jednu pozitivni a negativni kontrolu ve tfidé protilatek

IgM.

Soucasti metody CLIA jsou pracovni roztoky ze sady KleeYa Trigger Pack (Trigger
Solution 1 a Trigger Solution 2) od vyrobce Diatron MI Plc., které slouzi k oxidaci
acridininum esteru, ¢imz dochazi k emisi svétla (viz obrazek ¢. 13). K odstranéni
prebytecnych konjugati a molekul, kter¢ by mohly negativné ovlivnit vysledky, se
pouziva promyvaci roztok KleeYa Wash buffer od vyrobce Diatron Ml Plc. Tento roztok
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se pfed pouzitim fedi v poméru 1:5 (jeden dil promyvaciho roztoku a c¢tyii dily
destilované vody), poté se necha dvé hodiny odlezet. Po nafedéni ziistava roztok stabilni

po dobu jednoho mésice pii pokojové teplote.

V ramci pravidelné denni udrzby piistroje KleeYa® se po ukonceni méieni provadi
zavéreéna Udrzba piistroje, ke které se pouziva specialni Cistici roztok KleeYa
Maintenance Cartridge. Tato zavéreCna udrzba je nezbytna pro zachovani spravné

funk¢nosti ptistroje.

Obrazek ¢. 13: Pracovni roztoky Trigger Solution 1 a Trigger Solution 2 (zdroj: vlastni).

5.2.5 Pracovni postup

Po spusténi pfistroje KleeYa® a zapnuti dotykového monitoru dojde k automatické
inicializaci pfistroje. Nasledn¢ probéhne kontrola hladin pracovnich roztokd Trigger
Solution 1 a Trigger Solution 2, promyvaciho a Cisticiho roztoku. Soucasné se kontroluje
dostupnost spotiebniho materialu, konkrétné¢ stohovatelnych kyvet a jednorazovych
pipetovacich $picek. V ptipadé nedostatku se komponenty doplni. Dale 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. Nasledné se do stojanu na reagencie

vlozi pfislusné diagnostické CLIA soupravy a stojan se zasune do pfistroje. Stejnym
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zpusobem Se piipravi zkumavky obsahujici sérum uréené k analyze, které se zasunou do
stojanku na vzorky. Zkumavky musi byt umistény ¢arovym kédem smérem dopiedu, aby

bylo zajisténo spravné naskenovani kodi.

Piistroj nasledn¢ pomoci integrované RFID ¢te¢ky automaticky naskenuje veskeré
carové kody zkumavek i reagenci. Po uspé€$ném naskenovani koda se spusti vlastni
analyza. Pristroj KleeYa® zanalyzuje testované vzorky a vypocita hladinu protilatek
ptitomnych ve vzorku. Vysledky jsou poté prfistrojem automaticky odeslany do

laboratorniho informaéniho systému (LIS).
5.2.6 Interpretace vysledkii

Prostfednictvim pfistroje KleeYa® je na zaklad¢é kalibra¢ni kiivky zjiSténa
koncentrace protilatek ve vzorku séra. Naméfena koncentrace se vyjadiuje v jednotkach
U/ml a vysledky jsou interpretovany kvantitativné podle pfedem stanovenych meznich
hodnot. Hodnotici rozmezi je jednotné pro vSechny Ctyfi typy cilovych protilatek proti
antigenim EBV, konkrétné EA(D) 1gG, EBNA-1 IgG, VCA 1gG a VCA IgM.

Kvantitativni interpretace vysledka je uvedena v tabulce ¢. 5.

Tabulka ¢. 5: 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

Pievzato a upraveno dle Ndvod pro pouziti CLIA EBV EA(D) I1gG.

Kazdéa diagnostickd CLIA souprava vyuzivand v pfistroji KleeYa® ma urceny
specificky rozsah méteni a interval linearity. Rozsah méficich souprav vymezuji mezni
hodnoty, ve kterych je pfistroj schopen stanovit hladinu protilatek. Interval linearity
oznacuje rozmezi, ve kterém je méfeni nejpiesnéjsi a vysledky ukazuji nejvyssi miru
opakovatelnosti. Pfehled parametrti jednotlivych diagnostickych CLIA souprav je uveden
Vv tabulce €. 6. (Ndvody pro pouziti CLIA EBV EA(D) 1gG, CLIA EBV EBNA-1 IgG, CLIA
EBV VCA IgG, CLIA EBV VCA IgM, 2023).
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Tabulka ¢. 6: Rozsah méficich souprav a interval linearity.

Protilatka Rozsah mé¥ici soupravy (U/ml) Interval linearity (U/ml)
EA(D) IgG 5,00-160,00 19,93-37,17
EBNA-1 IgG 3,00-320,00 6,78-36,72

VCA IgG 3,00-320,00 13,03-137,94
VCA IgM 3,00-160,00 14,90-110,65

Pievzato a upraveno dle Navody pro pouziti CLIA EBV EA(D) IgG, CLIA EBV EBNA-1
lgG, CLIA EBV VCA IgG, CLIA EBV VCA IgM, 2023.

Na zékladné kvantitativniho vyhodnoceni pfitomnosti jednotlivych protilatek Ize
urcit stadium infekce EBV, jak je uvedeno v tabulce €. 7. Zaroven Se urceni stadia infekce
musi posuzovat S ohledem na klinicky stav pacienta a jeho osobni anamnézu. Jednotliva

stadia infekce mohou také poukazovat na rtizna onemocnéni asociovana s EBV.

Tabulka ¢. 7: Jednotliva stadia infekce EBV.

VCAIgM | VCA IgG | EBNA-11gG | 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.
53 ELISA
5.3.1 Princip metody

Metoda ELISA piedstavuje nepfimou imunoenzymatickou metodu uréenou

k detekci specifickych protilatek v lidském séru nebo plazmé, vcetné protilatek proti
antigenim EBV. Tato metoda se vyuziva predevs§im k diagnostice onemocnéni spojenych
s infekci EBV. Metoda ELISA je snadno automatizovatelna, vysoce specificka, citliva a
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spolehliva metoda, ktera je zalozena na jednoduchém principu interakce mezi antigenem
a protilatkou, kde je vysledek hodnocen na zakladé barevné zmény. Podrobnéjsi
informace o metodé ELISA byly Cerpany ze zdroji spolecnosti TestLine Clinical

Diagnostics s.r.o..

Nejcastéji pouzivanym typem je tzv. sendvi¢ova ELISA (viz obrazek ¢. 14). Tato
metoda zahrnuje mikrotitraéni desticCku S jamkami, ve kterych jsou obsazeny
rekombinantni antigeny EBV. V piipadé¢ ptitomnosti cilovych protilatek ve vzorku dojde
K jejich navazani na antigeny a vznikne imunokomplex. Veskeré ostatni nenavazané
protilatky se odstrani promytim. V dalSim kroku se piidaji sekundarni monoklonalni
protilatky znacené enzymem, které se vaZzou na imunokomplex. Po pfidani substratu
dojde k barevné zméné. Reakce je ukoncena zastavovacim kyselym roztokem, ktery
stabilizuje jeji zabarveni. Vysledna intenzita zbarveni je pifimo Uimérna koncentraci
cilovych protilatek ve vzorku a méti se spektrofotometricky pii vinové délce 450 nm

(TestLine Clinical Diagnostics s.r.o., n.d.).

J
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Anti-Hu IgG Anti-Hu IgM knti-Hu IgA
IgM I ‘
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Obrazek ¢. 14: Sendvicova ELISA metoda (zdroj: TestLine Clinical Diagnostics

<
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s.r.o., n.d.).

5.3.2 ELISA souprava a technologie

K detekci protilatek metodou ELISA lze vyuzivat soupravu od spole¢nosti TestLine
Clinical Diagnostics s.r.0., ktera je ur¢ena pro manualni zpracovani nebo automatizované
zpracovani na pristrojich. Existuji dvé soupravy, kdy klasickou EIA soupravu lze vyuzit
pro manualni i automatizované zpracovani. Je navrzena pro analyzatory DYNEX DS2
nebo DYNEX DSX od vyrobce DYNEX® Technologies nebo analyzator Gemini od

vyrobce STRATEC SE, Germany. SmartEIA soustava vyuziva TestLine SmartKits®,
37



kterd je specidlné ur¢ena pro analyzadtor DYNEX Agility® systém od vyrobce
DYNEX® Technologies, USA (TestLine Clinical Diagnostics s.r.o., n.d.; ELISA Zlaty

standard v laboratorni diagnostice, 2022).

Kazda ELISA souprava obsahuje sadu reagencii a spotfebniho materialu
piipraveného k okamzitému pouziti. Soucasti baleni je 96jamkova délena mikrotitraéni
desticka s navazanym specifickym antigenem, kontrolni vzorky (CUT-OFF, pozitivni a
negativni kontrola), konjugat, substrat TMB a promyvaci roztok, redici a zastavovaci

roztok (TestLine Clinical Diagnostics s.r.o., n.d.).
5.3.3 Pracovni postup

Pracovni postup metody ELISA je pifehledné znazornén na obrazku ¢. 15, ktery
zahrnuje jedenact po sobé nasledujicich krokt vedoucich k detekci specifickych

protilatek ve vzorku.

Krok Kroky testu
‘i‘ 1 Redéni vzorki
- séra/plazmy 1101 (10 pl +1ml)
Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
& 2 o0yl
blank = prazdna jamka
© 3 Inkubace 30 min. pii 37°C
(=] 4, (QOdsati a promyti jamek 5 krat
0 5 Davkovani Konjugatu 100 pl
° - blank = prazdna Jamka
© 6. Inkubace 30 min. pii 37 °C
e 7. Odsati a promyti jamek 5 krat
Davkovani substratu (TMB-Complete)
o 8. 10wyl
wtetné blanku
© 9. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

Davkovani Zastavovaciho
0 10. roztoku 100 pl

wietné blanku

1. Fotometrické mé&feni pfi 450 nm

Obrazek €. 15: Pracovni postup metody ELISA (zdroj: Imunoenzymatické soupravy k

diagnostice infekcni mononukleozy, 2022).
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5.3.4 Interpretace vysledkii

Celkova doba analyzy vzorku metodou ELISA trva pfiblizné¢ 1,5 hodiny, po
dokonceni nasleduje vyhodnoceni vysledkt. Kvantitativni interpretace vysledka je
provadéna analyzatorem, ktery zméti absorbanci a dle kalibra¢ni kiivky odecte vyslednou

koncentraci protilatky ve vzorku. Vysledna hodnota se udava v jednotkach U/ml.

Druhym zptsobem interpretace je semikvantitativni interpretace pomoci indexu
pozitivity (IP). Tento index vyjadfuje pomér mezi absorbanci testovaného vzorku a
primérnou hodnotou absorbance CUT-OFF v ramci jednoho méfeni. Vysledek indexu
pozitivity je hodnocen dle stanovenych meznich hodnot: <0,9 negativni, 0,9-1,1

hrani¢ni, >1,1 pozitivni (TestLine Clinical Diagnostics s.r.o., n.d).
5.4 Real-time PCR (qPCR)
5.4.1 Princip metody

Metoda real-time PCR (gPCR) je moderni molekularni metoda umoznujici ptimou
detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin cilového viru. Metoda qPCR ptedstavuje
pfimou kvantitativni diagnostickou metodu, vyuzivanou k identifikaci DNA EBV
v riznych typech biologického materidlu, jako je mozkomisni mok, krevni plazma,
sérum, plna krev (odebranda do zkumavky s antikoagulaénim cinidlem EDTA),

bronchoalveolarni lavaz (BAL) nebo jiné klinické vzorky dle indikace vySetieni.

Metoda je zaloZzena na amplifikaci cilové DNA EBV pomoci fluorescen¢niho
znaCeni. S nartistajicim  mnozstvim amplifikované DNA se zvySuje intenzita
fluorescen¢niho signalu, ktery je pfimo umérny koncentraci virové DNA ve vzorku.
Fluorescenéni signal je detekovan pomoci specifickych fluorescenénich sond nebo
barviv, které se vazou na nové vzniklou DNA viru. Vysledny signal je méfen ve
fluorescen¢nim kandalu dle pouzitého fluoroforu FAM, HEX, JOE nebo VIC. Cilovym
detekovanym genem v ramci identifikace DNA viru Epstein-Barrové je nuklearni antigen
EBNA-1 (Cepin, 2017; Instructions for use GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR
Kit, 2023).

Veskeré dalsi informace o identifikaci DNA viru Epstein-Barrové metodou qPCR

byly ¢erpany ze zdroju spolecnosti GeneProof a.s..
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5.4.2 Diagnostické soupravy a pristrojové vybaveni

Pro detekci DNA viru Epstein-Barrové pomoci metody qPCR lze vyuzit naptiklad
diagnostickou soupravu GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR Kit od spole¢nosti
GeneProof a.s.. Tato souprava je navrzena pro nékolik typu qPCR piistroji, naptiklad
croBEETM Real-Time PCR Systém, BioQuant-96 Real-Time PCR Systém nebo
Montania 4896 Real-Time PCR termocykiler.

Soucasti kazdé diagnostické PCR soupravy je Master Mix, obsahujici smés enzymtl,
cilovych primert a TagMan sondy V pufru, ¢tyfi kalibratory S riznymi koncentracemi
DNA oligonukleotidti v pufru, a interni standard ve formé DNA plazmidu v pufru. Kromé
PCR soupravy je pro uspésné provedeni qPCR metody dulezité provést extrakci nukleové

kyseliny, ke které se vyuziva extrakéni souprava.

Dale je kromé téchto souprav také zapotiebi laboratorni vybaveni, jako je centrifuga,
vorteX, chladnicka a mrazak, chladici stojan pro udrZeni stability vzorkli a reagencii
(CroBEE201A Nucleic Acid Extraction Kit, 2017; Instructions for use GeneProof
Epstein-Barr Virus (EBV) PCR Kit, 2023).

5.4.3 Pracovni postup

Pracovni postup metody qPCR zahrnuje nékolik krokti vedoucich k amplifikaci a
detekci virové DNA viru Epstein-Barrové. Tato metoda vyuziva specifické fluorescencni
sondy Kk detekci fluorescenéniho signalu v kanalech pro fluorofor FAM nebo
HEX/JOE/VIC. Piehled jednotlivych kroki je uveden v tabulce €. 8.

Tabulka €. 8: Pracovni postup metody qPCR.

Krok | Popis testovaciho kroku

1. Pfipravit extrahovanou DNA ze vzorku dle typu biologického materialu.
2. Zapnout a pfipravit JPCR analyzator.

3. Rozmrazit lahvic¢ky s internim standardem a potiebné reagencie.

4. Jemn¢ vortexovat a kratce centrifugovat lahvicky.

5. Napipetovat 30 pl Master Mixu do PCR zkumavek.

6. Ptidat 10 pl extrahované DNA nebo 10 pl kalibratoru, a poté promichat.
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Krok Popis testovaciho kroku

7. Uzaviit zkumavky a kratce centrifugovat.

8. Vlozit zkumavky do gPCR analyzatoru.

9. Spustit amplifikaci dle amplifika¢niho profilu uvedeného v tabulce ¢. 9.

Pievzato a upraveno dle Instructions for use GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR
Kit, 2023).

Tabulka ¢. 9: Amplifika¢ni profil PCR reakce

Fluorescenéni
4 (o]
Faze | Proces Teplota (°C) Doba Cyklus Kkansl
1. Dekontaminace 37 2 min 1 /
g, | PoCatecni 95 10 min 1 /
denaturace
Denaturace 95 5s /
) FAM,
3. Annealing 60 40s 45 HEX/JOE/NVIC
Extenze/Elongace 72 20s /

Pievzato a upraveno dle Instructions for use GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR
Kit, 2023).

5.4.4 Interpretace vysledki

Vysledky ziskané metodou gPCR mohou byt interpretovany na zakladé piitomnosti
fluorescen¢éniho signalu ve fluorescencnich kanalech. Vysledek je hodnocen jako
pozitivni, pokud je ve vzorku identifikovana cilova DNA EBV. Naopak za negativni je
povazovan takovy vysledek, kdy pfitomnost EBV ve vzorku prokazana neni. Pro
piehlednéjsi hodnoceni vysledkd slouzi tabulka ¢. 10., ktera zndzorfiuje mozné

kombinace fluorescen¢nich signalii ve fluorescenénich kanalech a jejich interpretaci.

Kromé ptedchozi interpretace lze vysledky interpretovat také kvantitativng, a to
vypoc¢tem koncentrace virové naloze ve vzorku, vyjadiené v jednotkach cp/ml. Vysledna
koncentrace se ur¢i na zaklad¢ znamé koncentrace vzorku (cp/ml), elu¢niho objemu pufru
a izola¢niho objemu piivodniho biologického vzorku (ul). Vypocetni vzorec je uveden na

obrazku ¢. 16 (Instructions for use GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR Kit, 2023).
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Detekce cilové DNA EBV pomoci qPCR ma vyznam pro sledovani pribéhu

onemocnéni spojeného s infekci EBV, hodnoceni G¢innosti 1é¢by a také pro vyzkumné

ucely.

Tabulka ¢. 10: Interpretace vysledku ve fluorescenc¢nich kanalech.

FAM (EBV) HEX/E]ICS))E MLE Vysledek Interpretace
POZ POZ Validni EBV pozitivni
POZ / Validni EBV pozitivni

/ POZ (<38) Validni EBV negativni
/ POZ (>38) Nevalidni /
/ / Nevalidni /

Prevzato a upraveno dle Instructions for use GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR

Kit, 2023).

SCx EVx 10°

IV

Obrazek ¢. 16: Vypocetni vzorec koncentrace virové naloze (zdroj: Instructions for use
GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR Kit, 2023).

42




6 VYSLEDKY

Tato kapitola, tykajici se vyhodnocovani vysledkd, je rozdélena do nékolika ¢asti.
Nejprve je analyzovéana Cetnost vyskytu specifickych protilatek proti antigenim viru
Epstein-Barrové Vv zavislosti na vékovych kategoriich vysetfovanych osob. Nasleduje
hodnoceni vyskytu jednotlivych typu protilatek a jejich hodnoceni v ramci ruznych stadii
infekce EBV a jednotlivych typt onemocnéni. Posledni ¢ast je zaméfena na srovnani

vybranych analytickych metod pouzitych k prikazu viru Epstein-Barrové.

Laboratorni vySetfeni protilatek proti antigenim EBV bylo provedeno
v imunologické laboratofi spole¢nosti EUC Praha za vyuziti chemiluminiscenéni
imunoanalytické metody (CLIA). Celkem bylo vysetieno 140 vzorkd krevniho séra
odebranych od riznych jedinci. Na zakladé ziskanych vysledki byla provedena

statisticka analyza dat a vytvoteny grafy znazornujici ¢etnost vyskytu protilatek.
6.1 Cetnost vySetfovanych osob

V ramci studie bylo analyzovano celkem 140 vzorki krevniho séra. Vysledky byly
rozdéleny do nékolika ve€kovych kategorii s cilem posoudit zastoupeni vySetfovanych
0sob v jednotlivych kategoriich. Nejvyssi pocet vySetfovanych osob byl zaznamenan
v kategorii dospivajicich ve véku 11 az 20 let, ktera predstavuje ptiblizné 29 %
z celkového poctu, coz odpovida 41 osobam. Graf ¢. 1 znazoriiuje procentudlni
zastoupeni vySetfovanych 0sob v jednotlivych vékovych kategoriich po desetiletych

intervalech.

Vékové rozlozeni vysSetfovanych osob

8% = do 10 let
11-20

= 21-30

m 31-40

= 41-50

= 51-60
nad 60 let

Graf ¢. 1: VEkové rozlozeni vySetfovanych osob (zdroj: vlastni).
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6.2 Cetnost pozitivity protilatek proti antigeniim EBV

Z celkového poctu 140 analyzovanych vzorkl byla u vétsiny z nich prokazana
pfitomnost specifickych protilatek proti antigenim EBV. Pozitivni vysledek byl
zaznamenam u 106 vzorki, coz predstavuje ptiblizné 76 % vSech vysetfovanych osob.
Tito jedinci méli zvySené hladiny alespon jedné ze sledovanych specifickych protilatek.
Naopak u 34 osob (24 %) nebyla detekovdna zadna zvysend hladina specifickych
protilatek, coz ukazuje na negativni vysledek. Procentualni rozdéleni pozitivnich a

negativnich vzorki je znazornéno v grafu ¢. 2.

Procentualni rozdéleni pozitivnich a
negativnich vzork(

100%

76%

80%
60%

40%
24%

pozitivni negativni

20%

Procentualni zastoupeni

0%

Pozitivita protilatek

Graf ¢. 2: Procentualni rozdéleni pozitivnich a negativnich vzorkt (zdroj: vlastni).

6.3 Cetnost vyskytu pozitivity protilatek v zavislosti na vékové kategorii

Z celkového poctu 106 pozitivnich vzorkl byla nejvyssi ¢etnost vyskytu protilatek
proti antigenim EBV prokazana u dospélych osob ve veéku 31 az 60 let, kde bylo
identifikovano celkem 46 pozitivnich pfipadi. V ostatnich vékovych kategoriich byl
vyskyt rovhomérnéjsi a pozitivita se pohybovala pfiblizné kolem 14 % z celkového poctu
pozitivnich vzorktl. Cetnost vyskytu protilatek ve vztahu k véku je znazornéna

v grafu ¢. 3.
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Cetnost pozitivnich vzork{ v zavislosti na véku
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Pocet pozitivnich
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Graf ¢&. 3: Cetnost pozitivnich vzorki v zavislosti na véku (zdroj: vlastni).

6.4 Cetnost vyskytu jednotlivych protiliatek

Z celkovych poc¢tu 140 analyzovanych vzorkii byly nejcastéji detekovanymi
protilatkami VCA IgG a EBNA IgG. Protilatky VCA IgG byly ptitomny u 76 % piipada
(106 vzorkt) a EBNA IgG u 56 % (78 vzorkl), jak je znazornéno v grafu ¢. 4. Naopak
protilatky VCA IgM a EA IgG byly zaznamenany pouze Vv 4-6 % analyzovanych vzorkd,

coz ukazuje na jejich nizsi vyskyt.

Vyskyt protilatek
120
100
80

60

Cetnost

40

20

0 —— [ |
VCA IgM VCA IgG EBNA IgG EA IgG
Specifické protilatky

Graf ¢. 4: Vyskyt protilatek (zdroj: vlastni).
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6.5 Cetnost stadia infekce EBV

Z celkového poctu 106 pozitivnich vzorkl bylo u vice nez poloviny zjisténo zvySeni
hladin protilatek tfidy IgG proti antigenim VCA a EBNA, coz ukazuje, ze vySetfované
osoby jiz prod¢€laly infekci EBV v minulosti a maji pfitomné tzv. anamnestické protilatky.
Na zaklad¢ téchto kritérii byla prodéland infekce EBV potvrzena u 72 osob z celkového
poctu 140 vysetiovanych 0sob. U dalsich 18 pozitivnich osob byly zjistény pouze zvysené
hladiny protilatky VCA IgG bez pfitomnosti EBNA IgG, coz ukazuje na nedavno
prodélanou infekci. Pfehled cetnosti jednotlivych stadii prodélané infekce EBV je

znazornéna V grafu €. 5.

Cetnost prodélané infekce EBV

80 72
70
60
50
40
30
20
10

Pocet osob

18

prodéland nedavno prodéland

Infekce
Graf &. 5: Cetnost prodélané infekce EBV (zdroj: vlastni).

6.6 Cetnost vyskytu protilatek v souvislosti s riiznymi onemocnénimi

Z celkového poctu 106 pozitivnich vzorki byly specifické protilatky proti antigeniim
EBV prokazany u 18 osob s gastrointestinalnimi potizemi a 15 0sob s onemocnénim
dychacich cest. U tii osob byly protilatky prokazany v souvislosti s infekéni
mononukleézou. Pouze jeden pozitivni pfipad byl zjist€én u osoby s autoimunitnim
onemocnénim. Pfehled cetnosti vyskytu protilatek v jednotlivych kategoriich

onemocnéni je zndzornén V grafu . 6.
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Cetnost vyskytu protilatek v zavislosti na
onemocneéni

m ostatni

m gastrointestinalni potize
= onemocnéni dychacich cest
autoimunitni onemocnéni

infekéni mononukledza

Graf ¢. 6: Cetnost vyskytu protilatek v zavislosti na onemocnéni (zdroj: vlastni).

6.7 Srovnani vybranych analytickych metod

Na zaklad¢ udaji ziskanych z imunologické laboratote spolecnosti EUC Praha a

informaci dostupnych z odborné literatury byla vytvofena srovnavaci tabulka vybranych

analytickych metod vyuzivanych ke stanoveni protilatek nebo piimé detekci viru

Epstein-Barrové. V tabulce ¢. 11 je uvedeno porovnani metod CLIA, ELISA a qPCR z

hlediska jejich principu, cile stanoveni, typu diagnostické metody, doby analyzy, zplisobu

hodnoceni, vyhod a nevyhod.

Tabulka €. 11: Srovnani vybranych analytickych metod.

faktor CLIA ELISA gPCR
Princi Chemiluminiscencni | Barevna zména Amplifikace virové
P reakce enzymatickou reakci | DNA
Stanoveni Protilatky (IgG, IgM) | Protilatky Virov_é nukleova
' kyselina

Ab IgM a 1gG proti D

Prikaz antigenim VCA, ég\;;rotl antigenum Ptitomnost EBV
EBNA aEA(D)

Typ

diagnostické | Nepfima Nepiima Ptima

metody
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faktor CLIA ELISA gPCR
Doba analyzy | 30 minut 1,5 hodiny 2-4 hodiny
Hodnoceni Kvantitativni Kvaptltatlynl . Kvantitativni
Semikvantitativni
, Vysoka ClthVOSt’, Dobra dostupnost, Molekularni detekce
Vyhody rychlost, moderni . .
nizké naklady. viru
metoda.
Dlouha doba
Vvsoké naklad stanoveni, detekce
c?{[feba Yy pouze piitomnosti
Nevyhody Epecializovaného Delsi doba stanoveni | viru, vysoké naklady,
vybaveni. potrgbg .
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 VCA IgG, VCA IgM, EBNA
IgG a EA 1IgG, pomoci chemiluminiscenéni imunoanalytické metody (CLIA)
v imunologické laboratoti EUC Praha. Prukaz infekce EBV vyzaduje znalost vyznamu
jednotlivych specifickych protilatek, a to v zavislosti na véku osoby a jeho klinickém

stavu.

V ramci této prace bylo analyzovano 140 vzorkl krevniho séra od riiznych jedincu.
Nejcastéji vySetfovanou skupinou byli jedinci ve vékové kategorii 11 az 20 let, coz
odpovida obdobi dospivani. Jelikoz je virus Epstein-Barrové nejcastéji spojovan s
onemocnénim infekéni mononukledza, ktera se typicky vyskytuje pravé u déti a mladych
dospé€lych, jsou tato zjisténi vsouladu sdostupnou literaturou (Mihal &
Michalkova, 2022).

Z hlediska celkové pozitivity protilatek proti antigenim EBV bylo prokazano
pievazujici mnozstvi pozitivnich vzorku (76 %) nad negativnimi (24 %). Dalsi analyza
ukazala, ze protilatky se nejhojnéji vyskytuji u dosp€lych osob ve véku 31 az 60 let.
Nejvyssi hladiny byly zaznamenany u protilatek tfidy IgG proti antigentim VCA a EBNA,
coz ukazuje na jiz prodé€lanou infekci EBV v minulosti (Atefi, 2023). Tyto vysledky
poukazuji na to, ze u dospélych osob je vyskyt protilatek hojnéjsi nez u déti a mladych
dospélych, ¢imz byla potvrzena prvni hypotéza, Zze vék jedince ma vliv na pfitomnost

protilatek proti EBV.

Virus Epstein-Barrové je Casto spojovan s fadou komplikaci a autoimunitnimi a
narodovymi onemocnénimi (Fugl & Andersen, 2019), coz ukazuje na jeho variabilitu a
schopnost ovliviiovat rdzné patologické procesy. Asociace EBV s nadorovymi
onemocnénimi je silngj§i, protoze Vvirus se muze vyskytovat pfimo V nadorovych
bunikach. Naproti tomu k autoimunitnim onemocnénim EBV spiSe jen piispiva, néz aby
byl jejich pii¢inou. Vysledky detekce protilatek proti antigenim EBV metodou CLIA
ukazaly, ze vétSina pozitivnich nalezi souvisi S prodélanou infekci EBV v minulosti,
potvrzenou pfitomnosti tzv. anamnestickych protilatek, které se mohou bézn¢ vyskytovat
u riznych onemocnéni. Samotny laboratorni pritkaz protilatek proti antigenim EBV bez
informaci o klinickém stavu jedince vSak neukazuje na zddné konkrétni onemocnéni.
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Nebyla tedy prokazana zadna vyznamna souvislost mezi pozitivitou EBV a
autoimunitnim nebo nadorovym onemocnénim. Z vysledkt vyplyva, ze pozitivita EBV
tedy neni ¢ast&jsim ukazatelem ani autoimunitnich onemocnéni, ani lymfomu, a druha
hypotéza tak nebyla potvrzena. Pro stanoveni piesné diagnozy je potieba znat i klinicky

stav jedince a provést dalsi doplnujici diagnostické metody.

Pro vyhodnoceni nejvhodnéjsi a nejspecifi¢téjsi metody prikazu protilatek proti
EBV byla vypracovana srovnavaci tabulka vybranych analytickych metod CLIA, ELISA
a qPCR. Piestoze je metoda ELISA povazovana za zlaty standard pro detekci protilatek
proti EBV a jinych virovych agens, a to pfedevsim diky své jednoduchosti a dostupnosti,
vysledky provedeného srovnani ukazaly, ze za nejvhodnéjSi metodu lze povazovat

chemiluminiscen¢ni imunoanalytickou metodu (CLIA).

Metoda CLIA vyuzivda podobny princip jako ELISA, avSak s vyuzitim
chemiluminiscence k detekci protilatek proti EBV. Ackoli je tato metoda finan¢né
rychlé doba analyzy a schopnost zpracovat vétsi pocet vzorkll v krat§im Case ve srovnéani
s metodou ELISA. Na zakladé tohoto srovnani byla tieti hypotéza, ktera pfedpokladala

vys$$i vhodnost metody ELISA, vyvracena.

Metoda real-time PCR (qPCR) byla ve srovnani s metodou ELISA a CLIA
vyhodnocena jako nejméné vhodna pro detekci protilatek proti EBV. Tato metoda je
primarn¢ urCena k detekci virové DNA ve vzorku, nikoliv k prikazu specifickych
protilatek. Jeji vyuziti by vSak bylo uzite¢né pro diagnostiku akutni faze infekce EBV

nebo pro monitorovani reaktivace viru zpét do lytické faze.

Na zaklad¢ ziskanych informaci o metodach CLIA, ELISA a qPCR by bylo
nejidealnéjsi zkombinovat sérologickou metodu (CLIA, ELISA) s molekularni metodou
(QPCR). Tato kombinace metod by umoznila detekci specifickych protilatek proti
antigenim EBV a pfimou identifikaci DNA EBV, coz by umoznilo pfesné urceni stadia

infekce, ale také sledovani pritbéhu onemocnéni a hodnoceni ptipadné 1éCby.
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8 ZAVER

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

prukazu viru Epstein-Barrové.

Prakticka cast byla zamétena na prikaz vyskytu protilatek proti antigenim viru
Epstein-Barrové pomoci chemiluminiscenéni imunoanalytické metody (CLIA). Celkem
bylo analyzovano 140 vzorkti krevniho séra odebranych od riznych jedinct v
imunologické laboratoti EUC Praha. Na zakladé poskytnutych dat a jejich statistického
zpracovani bylo zjisténo, ze pozitivita protilatek byla zaznamenana u 76 % vzorkt. Z
celkového poctu pozitivnich vysledkll byl nejvyssi vyskyt protilatek zaznamenam ve

veékove kategorii 31 az 60 let, tedy ve skupiné€ dospélych osob stfedniho véku.

Dale byl zkouman vztah mezi pfitomnosti protilatek proti antigenim viru
Epstein-Barrové a vyskytem onemocnéni. Z vysledkd bylo zjisténo, Ze nejcastéji byly
detekovany protilatky VCA IgG a EBNA IgG, které obvykle ukazuji na jiz prodélanou

infekci EBV, nikoliv na akutné probihajici onemocnéni.

V zavéru prace bylo provedeno porovnani vybranych analytickych metod CLIA,
ELISA a gPCR. Na zakladé¢ srovnani byla metoda CLIA vyhodnocena jako nejvhodné;jsi
pro detekci protilatek proti viru Esptein-Barrové, predevsim diky své vysoké citlivosti a
schopnosti rychlé analyzy vétsiho mnozstvi vzorkl v kratSim Case. Dnes se uz s touto
metodou, diky stale véEtSi tendenci automatizace laboratorniho provozu, setkdvame
Castéji. Presto metoda ELISA diky své jednoduchosti, dostupnosti a niz§im nakladim,
zustava Castéji vyuzivanou metodou Kk detekci protilatek proti EBV nez metoda CLIA.
Metoda qPCR je zaméfena na piimy prikaz viru, a to na zaklad¢ detekce jeho virové
DNA. Jeji rutinni vyuziti k diagnostice EBV je spiSe vyjimecné, a tak stale nejvice

vyuzivanymi metodami pro detekci EBV v soucasné dobé jsou metody sérologické.
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