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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lékafskych véd

Studijni obor: Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi
Autor prace: Bc. Denisa Jan(

Vedouci prace: PharmDr. Ondrej Jandourek, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Soucasné moznosti laboratorni diagnostiky EBV

Cil: Cilem této prace je seznameni s problematikou infekce virem Epstein-Barrové
(EBV) a jeho laboratorni diagnostikou. Dalsim cilem je rozdéleni pacientd do skupin
podle sérologického obrazu, nasledné zhodnoceni promofrenosti EBV a zhodnoceni

incidence primarni infekce EBV v testovaném souboru pacient( za roky 2019-2022.

Metody: Ke stanoveni specifickych protildtek proti EBV byla pouzita
chemiluminiscenéni imunoanalyza a nepfima imunofluorescence. Vysetfeni bylo
v nékterych pfipadech doplnéno stanovenim avidity protilatek anti-VCA IgG a metodou
microblot array. K detekci EBV DNA byla pouZita real-time PCR. Zpracovani vysledku

a tvorba tabulek a grafli probéhla v programu Microsoft Excel 2016.

Vysledky: Za roky 2019-2022 bylo v laboratofi infekéni sérologie a virologie spolecnosti
Vidia-Diagnostika otestovano 14 736 pacientll na pfitomnost specifickych protilatek
proti EBV, 263 pacientd na pfitomnost heterofilnich protildtek a 42 pacientl
na pritomnost EBV DNA. Nejvice pozitivnich nalez(i heterofilnich protilatek bylo podle
ocCekavani zachyceno u pacientll ve véku 10-20 let. Vékové rozmezi pozitivnich
pacientd bylo od 3 do 31 let s nejvyssim poctem pozitivnich ve véku 15 a 19 let. Vékové
rozmezi pacientl s obrazem primarni infekce EBV bylo 1-44 let. Nejvice primoinfekci
v testovaném souboru pacientll bylo podle ocekavani zachyceno u pacientl ve véku
15-19 let. Promorenost testovaného souboru, ktery tato prace zahrnovala, byla 86,7 %.
Vétsinu nepromorené populace testovaného souboru tvofili pacienti do 20 let

(11,5 %). Promorenost nad 20 let véku pacienta Cinila 98,2 %.



Zavéry: Sifeni EBV v populaci je obrazem kulturnich zvykd a socioekonomického
statusu. Z dostupnych dat vyplyva, Ze se zvySuje vék pfi onemocnéni primarni infekci
EBV. Tento jev ssebou nese riziko vétSiho poctu tezsSich pribéhd onemocnéni
s potfebou hospitalizace. Primarni infekce EBV byla detekovdna nej¢astéji u pacientt
ve véku 15-19 let, kdy dochdzi k prvnim intenzivnim mezilidskym kontaktam.
Promorenost testovaného vzorku pacientl nad 20 let je vice nez 98 %. Tyto zavéry

koreluji s daty v zahraniénich odbornych studiich.

Klicova slova: EBV, infekéni mononukledza, Burkittdv lymfom, HodgkinGv lymfom,

avidita, CLIA, PCR, Western blot



2. ABSTRACT

Charles university

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Study programme: Bioanalytical laboratory diagnostics in health care
Author: Bc. Denisa Jan(

Supervisor: PharmDr. Ondfej Jand'ourek, Ph.D.

Title of diploma thesis: Current possibillities of laboratory diagnostics of EBV

Background: The aim of this diploma thesis was to get acquainted with the issue
of Epstein-Barr virus infection and its laboratory diagnostics. Other aim was to divide
the patients into groups according to the serological results, then evaluate
the prevalence of EBV and evaluate the incidence of primary EBV infection

in the tested group of patients for the years 2019-2022.

Methods: Chemiluminescence immunoassay and indirect immunofluorescence were
used to determine specific antibodies against EBV. In some cases, the examination was
completed by determining the avidity of anti-VCA IgG antibodies and the microblot
array method. Real-time PCR was used to detect EBV DNA. Microsoft Excel 2016 was

used to process data and to create tables and graphs.

Results: For the years 2019-2022, 14,736 patients were tested for the presence
of specific antibodies against EBV in the infectious serology and virology laboratory
of Vidia-Diagnostika, 263 patients for the presence of heterophile antibodies and 42
patients for the presence of EBV DNA. As expected, most positive findings
of heterophile antibodies were detected in patients aged between 10 and 20 years.
The age range of positive patients was from 3 to 31 years, with the highest number
of positive patients at the age of 15 and 19. The age range of patients with primary
EBV infection was 1-44 years. The highest number of primary infections in the tested
group of patients was, as expected, in patients aged between 15 and 19 years.

The seroprevalence of the tested population included in this work was 86.7 %. Patients
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under 20 years of age (11.5 %) made up the majority of the seronegative population

of the tested group. The seroprevalence of patients over 20 years of age was 98.2 %.

Conclusions: The prevalence of EBV in the population is a reflection of cultural habits
and socioeconomic status. Available data show that the age at onset of primary EBV
infection is increasing. This phenomenon entails the risk of a greater number of more
severe disease courses requiring hospitalization. Primary EBV infection was detected
most often in patients aged between 15 and 19 years, when the first intensive
interpersonal contacts occur. The prevalence of the tested sample of patients over 20
years old is more than 98 %. These conclusions correlate with data in foreign

professional studies.

Keywords: EBV, Infectious mononucleosis, Burkitt’s lymphoma, Hodgkin’s lymphoma,

avidity, CLIA, PCR, Western blot



3. UVoD

Virus Epstein-Barrové (EBV) je lidsky herpeticky DNA virus, ktery se vyskytuje
u vice nez 90 % populace a dokaZe doZivotné pretrvavat v hostiteli (¢lovéku). Tato
Uspésnd celozivotni perzistence a schopnost vyvolat latentni infekci bunék navzdory
specifickym imunitnim odpovédim ukazuje, Ze si EBV vyvinul vykonné strategie
a mechanismy pro vyuZiti, vyhnuti se, naruseni nebo snizeni imunitnich reakci tak, aby

si zajistil vlastni preziti. (Liinemann et al., 2015)

Je pavodcem zejména infekéni mononukledzy, ktera je mezi laickou verejnosti
zndmd jako ,nemoc z libani“. Také je spojovan s vyskytem nékterych malignit
lymfatickych tkani (Burkittlv, Hodgkindv a dalsi lymfomy), nasofaryngedlniho
karcinomu a chronického unavového syndromu. U imunokompromitovanych jedincu,
napt. HIV pozitivnich, krom vySe zminénych lymfoma{ zplsobuje vlasatou leukoplakii

jazyka. (Smiskova, 2012)

Laboratorni diagnostika EBV se opirda vétSinou o prlkaz nespecifickych
heterofilnich protilatek a specifickych protilatek proti antigenim viru. Vysetfuji se
protilatky proti ¢asnému antigenu, kapsidovému antigenu a nukledrnimu antigenu.
Zlatym standardem sérologické diagnostiky EBV je detekce protildtek pomoci
imunofluorescence. Vzhledem k ¢asové a finan¢ni naroénosti tohoto vysetreni vétsina
laboratofi  vyuZivd plné automatizované chemiluminiscenéni  analyzatory

s vySsi kapacitou testovanych vzork( za hodinu.
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4. CiLPRACE

Cilem této prdce je sezndmeni s problematikou infekce virem Epstein-Barrové
(EBV) a jeho laboratorni diagnostikou. DalSim cilem je rozdéleni pacientd do skupin
podle sérologického obrazu, nasledné zhodnoceni promorenosti EBV a zhodnoceni

incidence primarni infekce EBV v testovaném souboru pacient( za roky 2019-2022.

V teoretické ¢asti je popsan virus EBV, jeho historie, taxonomie, epidemiologie,
stavba a zZivotni cyklus. Dale se vénuje onemocnénim, kterd EBV zpUsobuje, nebo jsou
s EBV asociovana, shrnuje moznosti lé¢by a profylaxe. Na zavér je uveden popis metod,

které se vyuZzivaji zejména v rutinni laboratorni diagnostice EBV.

Experimentdlni ¢ast je zamérena na detekci specifickych protildtek proti viru
Epsteina-Barrové  pomoci  chemiluminiscenéni  imunoanalyzy a  nepfimé
imunofluorescence, pripadné i stanoveni avidity IgG protilatek, konfirmaci protilatek
metodou western blot a pfimého prikazu EBV DNA metodou PCR, u souboru pacientt
z laboratore infekéni sérologie a virologie spolecnosti Vidia diagnostika spol. s r.o. za

roky 2019 az 2022 a rozdéleni pacientl do skupin podle sérologického obrazu.

11



5. TEORETICKA CAST

5.1 Virus Epsteina-Barrové

5.1.1 Historie

Vyzkum viru zapocal profesor Anthony Epstein po vyslechnuti prfedndsky
doktora Denise Burkitta v roce 1961 o malignim lymfomu postihujicim déti v Africe,
pozdéji zndmém jako Burkittiv lymfom, béhem které ho napadlo, Ze by tento lymfom
mohl byt zplsobeny virem. lhned po prednasce se profesor Epstein domluvil
s doktorem Burkittem na spolupraci. O par tydn( pozdéji Epstein navstivil Ugandu, aby
zajistil podminky pro prevoz vzorkli lymfom( od Burkittovych pacientd do své
laboratofe v Londyné. Po dvouletém neulspéSném vyzkumu profesor zaméstnal
doktora Berta Achonga, aby se wujal prace selektronovym mikroskopem,
a postgradudlni studentku Yvonne Barrovou, aby mu pomohla s kultivaci bunék.
Ke konci roku 1963 doslo ke zpozdéni letadla s dalSimi vzorky lymfomu. Vzorek se zdal
byt kontaminovany bakteriemi. Epstein vsak zjistil, Ze kalnost média neni zplsobena
bakteriemi, ale jedna se o volné plavajici bunky. V Unoru roku 1964 byl virus poprvé
zachycen v elektronovém mikroskopu a identifikovan jako jeden z herpesviru. (Epstein
et al, 1964; Epstein, 2012) O ¢tyfi roky pozdéji byly publikovany studie
o souvislosti infekéni mononukledzy a nového viru izolovaného z Burkittova lymfomu.

(Henle et al., 1968)

5.1.2 Taxonomie

Virus patti do Celedi Herpesviridae, tzv. herpetické viry. Herpesviridae jsou DNA
viry, které se vyznacuji zejména schopnosti navozeni celoZivotni latentni infekce
v nakaZenych hostitelskych bunkach a schopnosti reaktivace infekce. (Roubalova,

2008)

Rodina Herpesviridae se déli na Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae
a Gammaherpesvirinae. Podceled Alphaherpesvirinae zahrnuje rody lltovirus,
Mardivirus, Scutavirus, Simplexvirus a Varicellovirus. Podrodina Betaherpesvirinae rody

Cytomegalovirus,  Muromegalovirus, = Proboscivirus, = Quwivirus,  Roseolovirus.
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A podrodina Gammaherpesvirinae rody Bossavirus, Lymphocryptovirus, Macavirus,
Manticavirus, Patagivirus, Percavirus a Rhadinovirus. EBV, neboli lidsky
gammaherpesvirus 4, je taxonomicky zafazen do podrodiny Gammaherpesvirinae,

rodu Lymphocryptovirus. (Gatherer et al., 2021)

Herpetické viry maji Siroké spektrum hostiteli od plazl pres ptaky az po savce.
Nejvyznamnéjsich pro ¢lovéka je celkem 8 herpesvirl, a to virus oparu (herpes simplex
typu 1 labialis, herpes simplex typu 2 genitalis), virus planych nestovic (herpes hominis
3 varicellovirus), virus Epsteina-Barrové (herpes hominis 4 lymphocryptovirus), lidsky
cytomegalovirus (herpes hominis 5 cytomegalovirus), virus exanthema subitum (herpes
hominis 6 roseolovirus), lidsky herpesvirus 7 (herpes hominis 7 roseolovirus) a lidsky

herpesvirus 8 (herpes hominis 8 rhadinovirus). (Votava et al., 2003)

Existuji dva hlavni genotypy EBV, typ 1 a typ 2. Tyto dva typy se liSi vgenu
EBNA-2, ktery vykazuje pouze 54% homologii. (Smatti et al., 2018) Lisi se i geografickou
distribuci. Pro vétSinu populace je typicky EBV-1. EBV-2 se vyskytuje zejména v Nové
Guinei a rovnikové Africe, ale se stejnou prevalenci jako EBV-1. (Thompson

and Kurzrock, 2004)

5.1.3 Epidemiologie

EBV se prenasi zejména slinami, vétSinou uZz vraném véku. Pfendsi se ale
i transplantaci orgdn(, krvi a dalSimi télnimi tekutinami. (Alfieri et al., 1996; Trottier
et al., 2012) V minulém stoleti EBV séropozitivita u déti v Asii dosahovala 90 % a vice
(uz ve véku 5-9 let), kdeZto vzdpadnich zemich byla primérné 50 % (26-38 %
17-18letych v USA vroce 1970, 45 % 5-9letych v Angliii vletech 1995-96, 65 %
5-9letych ve Francii v roce 1975, 38 % 7-8letych v Australii v letech 1969-72) s vyjimkou
severni Italie (80 % 5-7letych vroce 1993), Mexika (93,5 % 5-9letych vroce 1968)
a africkych zemi. (Hinuma et al., 1969; Ito et al., 1970; Niederman et al., 1970;
Golubjatnikov et al., 1973; de-Thé et al., 1975; Lai et al., 1975; Leogrande and lirillo,
1993; Kangro et al., 1994; Morris et al., 2002; Tsai et al., 1989) To ukazuje na vyznamny
vliv socioekonomickych faktor( a kulturnich zvyk(i na prenos EBV. Podle novéjsich
studii podil séropozitivnich déti ve véku 6-8 let v USA do roku 2009-2010 dosahl 50 %

a ve véku 18-19 let az 89 %. (Balfour et al., 2013) Jina studie ukazuje velké rozdily
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v prevalenci EBV mezi ¢ernoSskymi, bélosskymi a hispanskymi détmi ve véku 6-19 let
v letech 2003-2010, a to 83 %, 57 % a 85 %. (Dowd et al., 2013) Japonsko proslo od
80. let velkym ekonomickym rozvojem a séroprevalence u déti ve véku 5-6 let se
ze 100 % v roce 1968 snizila na 59 % v letech 1995-1999 a na dokonce méné nez 50 %
do roku 2006. (Hinuma et al., 1969; Takeuchi et al., 2006) | ve Francii zaznamenali
snizZujici se procento séropozitivnich déti. Zaznamenali také zvySeni priimérného véku
pacientd s primarni infekci EBV z 13 let v letech 2000-2007 na 15 let v letech 2008-
2016. Vramci této studie pozorovali signifikantni zvySeni séronegativnich pacientd,
které tvofilo 2,1 % za roky 2001-2005, 2,5 % za roky 2006-2010, a 3,1 % za roky
2011-2015 (p<0,01). (Fourcade et al., 2017)

Zda se, e vyskyt infekéni mononukleézy (IM) v CR vykazuje dlouhodobé
klesajici trend (Graf 1). Pocet hlaenych p¥ipad(l infekéni mononukledzy v CR se od
roku 1985 snizil z 30,3 pfipad(i na 19,9 pfipadl na 100 000 obyvatel. Nejvice hldasenych
pfipadl IM vroce 2013 bylo u pacientd ve véku 15-19 let. Nejvétsi vyskyt byl

v jihomoravském a mooravskosklezském kraji. (UZIS CR, 2013)

Pocet pfipadli na 100 000 obyvatel
[ - ] 8] w w i i
L o 3] o 3] o wu [e=] [y

o

1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2022
Rok

Graf 1: Vyvoj incidence infekéni mononukleézy v CR v letech 1985-2022
Zdroj: UZIS, 2013, 2023
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5.1.4 Stavba viru

Virova Castice EBV se podstatné nelisi od virovych castic ostatnich herpesvird.
Je velka 120-200 nm, ikosahedralniho tvaru s typickou architekturou (Obr. 1) Virion se
sklddd z obalu, tegumentu, kapsidy se 162 kapsomerami a nukleoidu s dvouvlaknovou

linearni DNA, kterd se v infikované bunice méni na cirkularni. (Votava et al., 2003)

DNA EBV kdéduje pres 85 gend, které jsou rozdéleny na latentni a lytické, a ty
jsou dale rozdéleny na bezprostfedni ¢asné, opozdéné ¢asné a pozdni geny. Latentni
geny koduji regulacni proteiny, které transaktivuji bunééné geny, ovliviuji bunéény
cyklus, inhibuji diferenciaci a apoptdzu a blokuji expresi lytickych gentd. BEhem latence
jsou produkovany nukledrni antigeny EBNA1-6, latentni membranové proteiny LMP1-2
a malé nekddujici vysoce strukturované RNA zvané EBERs1-2 (Epstein-Barr
virus-encoded small RNAs). (Roubalova, 2008; IARC Working Group on the Evaluation

of Carcinogenic Risks to Humans, 2012)

EBV electron micrograph

Obr. 1: Virovd CEdstice EBV v elektronovém mikroskopu
Obrdzek zachycuje zralou virovou Cdstici EBV pfichytdvajici se na burice. Virova Cdstice se
skldda z obalu, uvniti se nachadzi silné zbarveny nukleoid chranény kapsidou. Zvétseni 284000x.
Zdroj: Young and Rickinson, 2004
Bezprostfedné c&asné lytické proteiny funguji jako transaktivatory, zahajuji
replikaci, interaguji s transkripénim aparatem, transportéry proteini a RNA z jadra do
cytoplasmy. OpoZdéné casné lytické proteiny jsou virové enzymy podilejici se na
replikaci virové DNA a proteiny ovliviiujici proteasom-ubiquitinovy systém. Mezi pozdni
lytické proteiny patfi kapsidové proteiny p18, p23 a p150, membranové glykoproteiny,

tegumentové a maturacni proteiny. (Roubalovd, 2008)
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5.1.5 Zivotni cyklus viru

Pro herpetické viry je charakteristické stfidani dvou fazi Zivotniho cyklu, a to
faze latentni a faze lytické. BEhem faze latentni je potlacena exprese strukturdlnich
gen(l, DNA se replikuje synchronné s bunéénou DNA a transkripce je omezena pouze
na latentni geny s regulacni funkci. Lytickd faze slouzi viru k produkci velkého mnozstvi
virovych (astic, které se uvolni lyzou bunky. Replikace virové DNA probiha
asynchronné, aktivuje se transkripce Casnych gen(, exprimuji se proteiny tvofici

kapsidu a obal. (Roubalova, 2008)

Na obrdazku €. 2 je zjednodusené znazornén zivotni cyklus EBV. Virus se vétSinou
dostava do téla hostitele slinami, mlze se ale Sitit i transfuzi krve nebo transplantaci
organu ¢i bunék od infikovaného ¢lovéka. (Dunmire et al., 2015) PFi prfenosu slinami
se setkdva nejdfive s epitelidlnimi burikami orofaryngu a nasledné infikuje hlavni cilové

bunky, B-lymfocyty. (Linemann et al., 2015) Virus vSak muazZe za riznych okolnosti

infikovat i T-lymfocyty, NK buriky, buriky hladké svaloviny
a pravdépodobné i folikularni dendritické buriky. (Chakravorty et al., 2022)
EBV r‘F..-:; / ;:} Lytic reactivation
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Obr. 2: Zjednoduseny model Zivotniho cyklu EBV

Viriony uvolnéné z epitelidlnich bunék v lytické fdzi se dostdvaji do B-lymfocyt, kde probihd
latentni fdze. Stejné tak se muZe virus dostat do dalsich imunitnich bunék (T-lymfocyty, NK
buriky). V naivnich B-lymfocytech probihad nejprve latence Ilb/Ill, béhem které jsou exprimovdny
nukledrni antigeny (EBNA), latentni membrdnové proteiny (LMP) a nekodujici RNA (ncRNAs).
Aktivované B-lymfocyty poté putuji do tzv. zarodecného centra (germinal centre) lymfatického
orgadnu, spusti se latentni fdze lla a repertodr exprimovanych protein( se sniZi. Diferenciace
B-lymfocyti na pamétové buriky ve fdzi latence I/0 miZe spustit reaktivaci lytické fdze.

Zdroj: Chakravorty, Afzali and Kazemian, 2022
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Neni zatim presné znamo, jak se virus dostava do epitelidlnich bunék, existuje
nékolik modell a teorii. Recentni hypotézou je, Ze ve vstupu EBV do epitelidlnich
bunék hraje hlavni roli Eph receptor EphA2 (erythropoietin-producing human
hepatocellular receptor). Dalsi receptory na epitelidlnich burikach, které EBV vyuZiva,
jsou integriny, neuropilin-1 a non-muscle myosin heavy chain IIA (NMHC-IIA). (Chen

and Longnecker, 2019)

V epitelidlnich bunkach probihd zejména lyticka faze. Ta se rozdéluje na
bezprostfedné c¢asnou, opozdéné casnou a pozdni. Bezprostfedné casnd faze je
iniciovana geny BZLF1 (ZEBRA/Zta) a BRLF1. Produkty téchto genl funguji jako
transkripéni faktory a spoleéné aktivuji transkripci ¢asnych virovych gen(. Casné virové
geny kdduji proteiny potiebné k replikaci viru (napt. virova DNA polymeraza). BZLF1
také muze aktivovat nékteré geny hostitelské burky, a to TGF-beta, c-fos, tyrosinkindzu
TKT, matrixové metalloproteinazy 1 a 9, a interleukin 10 (IL-10). Pravé aktivace
imunosupresivnich cytokind TGF-beta a IL-10 mUze potencidlné negativné ovlivnit
imunitni odpovéd' hostitele béhem lytické faze infekce, zatimco indukce matrixovych
metalloproteindz mulZe potencidlné indukovat metastazovani EBV-pozitivnich
nadorovych bunék. Pozdni lytické geny jsou aktivovany az po zacatku replikace
a vétsina z nich kéduje strukturdlni proteiny tvofici nukleokapsidu, obal, glykoproteiny
na povrchu viru, tegument a maturacni proteiny. Jednim z pozdnich genl je také
BCLF1, ktery kéduje vIL-10. VIL-10 je virovy homolog cytokinu IL-10, ktery ma

schopnost potlacit imunitni odpovéd hostitele a navodit toleranci. (Kenney, 2007)

Do B-lymfocytd se EBV dostdvd pomoci membrdnového glykoproteinu
gp350/220 ve svém obalu, kterym se navaie na komplementovy receptor CD21
(Fingeroth et al., 1984; Frade et al., 1985; Nemerow et al., 1987), a koreceptorem gp42
se navaze na receptor hlavniho histokompatibilniho komplexu MHC Il. Tfidy na
povrchu B-lymfocytu. (Li et al., 1997) Navazani na receptory spusti proces endocytdzy
a virus se dostava do bunky. (Tanner et al., 1987) V B-lymfocytech je virus vétSinou
v latentni fazi a do lytické faze vstupuje zfidka a pouze za urcitych situaci, jednou z nich
je diferenciace B-lymfocytu na plazmatickou bunku. V burice se EBV pomoci EBNA-6
vaze na mitochondridlni ribozomalni protein S18B-2 (MRPS18-2), ktery ndésledné

zprostredkovdva vazbu s retinoblastomovym proteinem (pRb). pRB za fyziologickych
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podminek vaze jaderné transkripcni faktory E2F a tim zastavuje transkripci urcitych
genu a brdni nekontrolovanému mnoZeni bunék. EBV této vazbé zabrarnuje, a to je

jeden z faktor(i vedoucich k blastické proliferaci. (Kashuba et al., 2008)

U EBV se rozlisuji 4 latentni faze, béhem kterych jsou exprimované pouze urcité
geny. (Sausen et al., 2021) Podle nékolika studii jsou s rlznymi latentnimi fazemi
asociovany rlizné typy nadorl, které jsou sEBV spojovany. Latentni faze 1 je
asociovana s Burkittovym lymfomem, latentni faze 2 s Hodgkinovym lymfomem,
T-bunéénym non-Hodgkinovym lymfomem, nasofaryngedlnim a Zaludecnim
karcinomem, a latentni fdze 3 se objevuje zejména u imunokompromitovanych
pacientd, u post-transplantacnich lymfoproliferativnich onemocnéni
a lymfoproliferativnich onemocnéni u HIV pozitivnich. (IARC Working Group on

the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 2012)

Reaktivace lytické faze muiZe byt vyvoldna diferenciaci B-lymfocytl na
plazmatické burnky po antigenni stimulaci BCR nebo diferenciaci epitelialnich bunék.
Muze ji také vyvolat plsobeni rlznych chemickych latek, napf. chemoterapeutika

doxorubicin a gemcitabin. (Chakravorty et al., 2022)

5.2 Onemocnéni asociovana s EBV

5.2.1 Infekéni mononukleodza

Prvni klinicky popis tohoto onemocnéni pochazi z 80. let 19. stoleti, kdy bylo
popsano némeckym pediatrem Pfeifferem jako glandularni horecka. (Pfeiffer, 1889)
Nazev infekéni mononukledza poprvé pouiili Thomas P. Sprunt a Frank A. Evans v roce
1920 v bulletinu John‘ Hopkins Hospital. Nékolik let Sprunt a Evans pozorovali nékolik
pfipadl akutni infekce u dospélych doprovazené horeckou, bolesti v krku,
mononukleadrni leukocytézou misto polymorfonukledrni leukocytdzy, zvétSenim uzlin
a slinivky. (Sprunt and Evans, 1920) O spojitosti EBV a infekéni mononukledzy se zacdalo
uvazovat az na konci 60. let 20. stoleti, kdy se virem izolovanym z bunék Burkittova

lymfomu zabyvali manzelé Werner a Gertruda Henleovi. (Henle et al., 1968)

Jedna se o primarni infekci EBV s inkubacni dobou cca 6 tydn(, ktera je castd

zejména u mladistvych a mladych dospélych. U déti do 10 let byva infekce casto
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inaparentni, kdezto u mladistvych ma typické projevy. Nemoc se projevuje jako
pseudomembrandzni angina doprovazena kréni lymfadenitidou. Ma pozvolny zacatek,
nasleduje subfebrilie az horecka, bolest v krku, bolest svall a kloub(, zdufeni tonsil
a lymfatickych uzlin zejména na krku. Kréni mandle jsou pokryté Sedobilymi povlaky
podobné jako u streptokokové anginy. Casto se objevuji petechie na mékkém patie
(Holzelovo znameni, Obr. 3) a otoky okolo oci (Basseho znameni, Obr. 4). Klinické
pfiznaky trvaji zhruba dva tydny. (Votava et al., 2003; AmbroZova, 2005; Rohacova,
2005)

Obr. 4: Basseho znameni (Lobovskd, 2002)
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Laboratorné je doprovdzena mirnou leukocytézou s relativni i absolutni
lymfocytézou a ndlezem atypickych (tzv. reaktivnich) lymfocytd (Obr. 5)
v diferencidlnim krevnim obrazu a (vétSinou) pozitivnimi heterofilnimi protilatkami. Asi
u jedné tretiny pacientd se objevuje hepatomegalie. U 80-90 % pacientl dochdzi
k poskozeni  jater, které je provdzeno zvySenim  jaternich  enzymu
(alaninaminotransferazy, aspartataminotransferdazy, laktatdehydrogendzy). Zhruba
u jedné poloviny pacientll dochazi ke splenomegalii, ktera se muze projevovat bolestmi
v levém podzebfi. Mlze dojit i k rupture sleziny, coZz je obavanou komplikaci infek¢ni
mononukledzy. DalSimi komplikacemi, které se mohou objevit, jsou akutni dechova
insuficience zpusobena zdurenim a povlaky na tonsilach, trombocytopenie, akutni
hemolytickd anémie, téikd neutropenie aZ agranulocytdza, encefalitida,
Guillain-Barrého syndrom, periferni neuropatie, aseptickd meningitida, myelitida,
obrny hlavovych nervl, psychdzy, myokarditida a nékdy také perikarditida. Vyskyt
nemoci byvda béhem celého roku, nevykazuje sezénni charakter a nevyskytuji se

hromadné nakazy. (Votava et al., 2003; BartoSova, 2003; Ambrozova, 2005; Rohacova,

@ W
ni lymfo _

2005; Benes, 2009; Pavelka, 2014)

Obr. 5: Reaktivni T-lymfocyty v ndtéru periferni krve u pacienta s infekcni
mononukledzou
Barveni May-Griinwald a Giemsa-Romanowski, zvétseni 1000x

Zdroj: Fdatorovd, nedatovdno (pfevzato z: https.//www.ipvz.cz/seznam-souboru/5222-

vybrane-patologicke-nalezy-v-naterech-pk-modul-2.pdf )
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Podobné priznaky mohou vyvolat i jiné patogeny, zejména cytomegalovirus,
adenovirus, intracelularni parazit Toxoplasma gondii. (Remington et al., 1962; Evans
et al., 1968; Wahren et al., 1969; Klemola et al., 1970) Vzacnéji pak HHV6, HIV, rubeola
virus a parvovirus. (Blake et al., 1976; Horwitz et al., 1977; Steeper et al., 1988, 1990)
Onemocnéni se v takovém pripadé nazyva syndrom infekéni mononukledzy. (Benes,

2009)

5.2.2 Burkittlv lymfom

Burkittdv lymfom byl poprvé popsan irskym lékafem Dennisem Burkittem
vroce 1958 jako sarkom postihujici Celisti u africkych déti (Obr. 6 a Obr. 7). Zminky
o tomto typu nadorl u déti pochazi jiz z roku 1938. Jde o velice agresivni typ tumoru
a déti umiraly zhruba po dvou aZ tfech mésicich od prvnich symptom(. Byl popsan
i vyskyt v dalSich orgdnech. Nejc¢astéji v nadledvinkach, ledvinach a jatrech. LoZiska byla
nalezena ale i ve stitné Zlaze, varlatech, srdci, Zaludku, slinivce, slinnych zlazach, lebce
a stehenni kosti. Tehdy se puUvod Burkittova lymfomu vzhledem ke geografické
distribuci a klimatickému faktoru spojoval s pfenosem pomoci vektoru. (Burkitt, 1958)
V roce 1964 byly v elektronovém mikroskopu u bunék z Burkittova lymfomu zachyceny

virové Castice, které byly popsany jako virus Epsteina a Barrové. (Epstein et al., 1964)

L]
"kt
- *d . -

Obr. 6: Burkittiv lymfom v pravé ¢dsti mandibuly u 11 letého chlapce z Afriky (Burkitt,

1958)
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Obr. 7: Burkittiv lymfom zasahujici do vsech kvadrantu cCelisti u 3 letého chlapce

z Afriky (Burkitt, 1958)

Jde o velmi agresivni non-Hodgkinsky zraly B-lymfom s charakteristickou
chromozomalni translokaci c-myc protoonkogenu a silnou expresi znaku CD20.
(Smardova et al., 2008) V klinickém obrazu se vyskytuji tzv. B ptiznaky — noéni poceni,
horecky neinfekéniho plvodu, vahovy ubytek o vice nez 10 % hmotnosti za poslednich
6 mésich. Byvd pritomna velkd masa tumoru (tzv. bulky disease) a casté je
i extranodalni postizeni, zejména v GIT, CNS a mléénych Zlazach. V natéru periferni krve
Ize pozorovat charakteristické atypické lymfocyty s vakuolizaci (Obr. 8). RozliSuji se 3
klinické varianty: endemicka forma asoci. s EBV, sporadickd forma a s imunodeficitem

asociovany BL. Lé¢ba ma byt intenzivni a rychle zahdjena. (Belada et al., 2023)

Obr. 8: Nalez velkych atypickych lymfocytl s vakuolizaci v natéru periferni krve
u pacientl s BL
Barveni May-Griinwald a Giemsa-Romanowski, zvétSeni 1000x.
Zdroj: Fatorova, nedatovano (pfevzato z: https://www.ipvz.cz/seznam-souboru/5222-
vybrane-patologicke-nalezy-v-naterech-pk-modul-2.pdf )
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5.2.3 Hodgkintiv lymfom

Vroce 1832 popsal doktor Thomas Hodgkin nékolik pripadld tumor(
lymfatickych uzlin a sleziny. (Hodgkin, 1832) Pro Hodgkinlv lymfom (HL) je typicky
nalez tzv. Hodgkinovych bunék a bunék Reedové-Sternberga, které jsou zakladem
k potvrzeni diagndézy. Mononuklearni Hodgkinovy buriky a polynukledrni buriky
Reedové-Sternberga (Obr. 9) vznikaji mutaci B-lymfocytl v zarodecném centru
lymfatickych uzlin a slinivky. Tyto buriky obvykle tvofi jen malé procento malignich
bunék (1-10 %) v zavislosti na typu HL, zbytek tumoru tvofi nemaligni T- a B-lymfocyty,
plazmatické bunky, histiocyty, granulocyty, mastocyty, fibroblasty, mezenchymalni
a endotelidlni buriky. (Drexler et al., 1989; Drexler, 1992; Kiuppers et al., 1994;
Aldinucci et al., 2002) Podle histologického nélezu se déli na Ctyfti typy: typ | s prfevahou

lymfocytd, typ Il noduldrné-skleroticky, typ Il smiSeny a typ IV klasicky.

Obr. 9: Histologicky prepardt Hodgkinova lymfomu

Prepardt klasického HL barveny hematoxylinem a eosinem. Sipky ukazuji typické maligni buriky
HL (H — Hodgkinovy buriky, RS — buriky Reedové-Sternberga) a reaktivni bunécné infiltraty
sklddajici se prevazné z malych lymfocytd, T-lymfocyti (T), eozinofilt (E), plazmatickych bunék
(P) a histiocytu (Hi). Zvétseni 400x

Zdroj: Liu et al., 2014
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S EBV je spojovan od 80. let 20. stoleti, kdy se pomoci molekuldrnich metod
podafilo detekovat EBV DNA, mRNA, latentni membranovy protein (LMP) a EBERs
v nékolika vzorcich biopsie Hodgkinova lymfomu noduldrné-sklerotického typu,
smiSeného typu a v bunkach Reedové-Sternberga, ve vzorcich zbylych dvou typl HL
virus detekovan nebyl. (Weiss et al., 1987, 1989; Anagnostopoulos et al., 1989; Staal
et al., 1989; Brousset et al., 1991; Hummel et al., 1992) Nasledovaly studie z rlznych
zemi svéta, napf. z Argentiny, Ciny, Korei, Velké Britdnie, Austrdlie, Kostariky,
Spojenych Arabskych Emirat(, Egypta, Jordanu, Irdnu, Recka, Keni, Mexika, Peru,
Hondurasu, USA atd. které potvrdily pfitomnost LMP nebo EBERs v 50-100 % pfipadl
HL u déti i dospélych. (Zhou et al., 1993; Chang et al., 1993; Ambinder et al., 1993;
Preciado et al., 1995; Quintanilla-Martinez et al., 1995; Weinreb et al., 1996; Huh
et al., 1996) Novéjsi studie se pak zaméruji i na vliv genetickych faktor(, zejména gen(
pro HLA, v rozvoji EBV pozitivniho i EBV negativniho HL. (Diepstra et al., 2005; Niens
et al., 2007; Hjalgrim et al., 2010; Enciso-Mora et al., 2010; Huang et al., 2012;
Urayama et al., 2012; Cozen et al., 2014)

Incidence Hodgkinova lymfomu v CR je pomérné nizkd a dale mirné klesa.
V roce 2018 tvofril pouze 0,4 % vSech nové diagnostikovanych zhoubnych novotvar(
kromé nemelanomovych koZnich nador(. Za rok 2018 pribylo 255 pfipad(, tj. 2,4 na
100 000 osob, a to bylo 0 5,2 % méné neZ predchozi rok. V porovnani vyskytu u muz(
a zen mirné prevazuje vyskyt u muzl, a to vpoméru 1,5:1. Stfedni vék nové
diagnostikovanych v obdobi 2014-2018 v CR byl 47 let. Nejvice nové diagnostikovanych
bylo ve véku 65-69 let u muzd a 25-29 let u Zen. Mortalita Hodgkinova lymfomu v CR je
nizkd a stabilné klesa. V roce 2018 tvofila 0,2 % vSech umrti na zhoubné novotvary
mimo nemelanomovych koZznich nadora. (Krej¢i et al., 2018) Vroce 2020 byla
incidence HL ve svété 0,98 na 100000 lidi. Z celkového poctu 83 087 novych
diagnostikovanych pfipadl bylo 38,2 % v Asii, 23,9 % v Evropé, 13 % v Africe, 12,8 %

v latinské Americe a Karibiku a 10,9 % v Severni Americe. (Huang et al., 2022)

5.2.4 Dalsi lymfoproliferativni onemocnéni spojovana s EBV

Mimo Burkittiv a HodgkinGv lymfom je EBV spojovan s rlznymi typy dalSich

lymfoproliferativnich onemocnéni, kterd jsou vétSinou asociovana s primarnim nebo
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sekundarnim imunodeficitem. U pacientl s kompromitovanou T-bunécnou imunitou,
napf. po transplantaci vlivem imunosupresivni |é¢by nebo v pozdnim stadiu AIDS, je
vysoké riziko vzniku B-lymfomu. T-lymfocyty jsou hlavnim efektorem antivirové
a protinadorové imunity, bez nich se EBV rychle Sifi, napada B-lymfocyty a ty mohou
nekontrolované proliferovat. (Hamilton-Dutoit et al., 1993; Sebelin-Wulf et al., 2007)
Pacienti po transplantaci jsou velmi ohroZeni rozvojem i jinych lymfoproliferativnich
onemocnéni, oznaCovanych souhrnné posttranplantacni lymfoproliferativni
onemocnéni (PTLD), kterd ale nejsou vidy prokazatelné asociovana s EBV. (Leblond
et al., 1998; Dotti et al., 2000) VétSina lymfom( asociovanych s EBV byva
diagnostikovdna do 1 roku od transplantace, kdy je pacient nejvice imunosuprimovan
a reaguje na snizeni imunosupresivni lé¢by. (Opelz and Dohler, 2004) Vyssi riziko
rozvoje PTLD bylo pozorovdno u déti, které pred transplantaci neprodélaly primarni
infekci EBV a transplantovany organ dostaly od EBV pozitivniho darce. (Jain et al.,

2002; McDonald et al., 2008)

5.2.5 Nasofaryngealni karcinom

Nasofaryngealni karcinom (NPC) se objevuje se po celém svété, avsak nejvyssi
vyskyt do roku 2002 byl zaznamenan ve vychodni a jihovychodni Asii. (Li et al., 2009)
Stejné tak i vroce 2010. MuZi jsou dvakrat vice zatiZeni timto typem karcinomu nez
zeny. (Khan and Hashim, 2014) S EBV je spojovan uz od 70. let minulého stoleti, kdy
u pacientd v rGznych stadiich nasofaryngedlniho karcinomu byly detekovany vysoké
titry specifickych protilatek proti EBV v séru a EBV DNA v biopsii karcinomu. (Henle
et al., 1970; zur Hausen et al., 1970; de Schryver et al., 1974; Andersson-Anvret et al.,
1977) Vyzkumy naznacuji, Ze EBV je nezbytnym faktorem, ale vzhledem
k promorenosti populace po celém svété a ke geografické a etnické distribuci NPC,
pravdépodobné existuje vice faktor( podilejicich se na vzniku tohoto typu karcinomu.
Velmi &asty je i familiarni vyskyt. Vyzkumy se zaméruji zejména na konkrétni haplotypy
HLA jako rizikové faktory, avSak celogenomové asocia¢ni studie ukazuji na moznou
spojitost i s geny mimo MHC region. (Chan et al., 1983; Feng et al., 2002; Lu et al.,
2003, 2005; Hu et al., 2005; Li et al., 2007; Tang et al., 2010, 2012; Bei et al., 2016; Tse
etal., 2009)
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Vice nez 80 % pripadl rané faze NPC jsou lécitelné radioterapii a chemoterapii,
avsak tato |écba je zatiZzena znacnou toxickou ndloZi, jejiz nasledky si pacienti ¢asto

nesou po zbytek Zivota. (Comoli et al., 2005)

V roce 2018 tvofily zhoubné nadory hlavy a krku (véetné nasofaryngealniho
karcinomu) pouze 3 % vSech nové diagnostikovanych zhoubnych onemocnéni bez

nemelanomovych koZnich nadorG v CR. (Krej¢i et al., 2018) Bliz$i informace k vyskytu

pouze nasofaryngedlniho karcinomu v CR nejsou bohuzel znamy.

5.3 Lécha a profylaxe

Lécba IM je vétSinou pouze symptomatickd. Podavaji se antipyretika, pripadné
obklady na krk a hepatoprotektiva. K potlaceni pfipadné sekundarni bakterialni infekce
se mohou predepsat antibiotika penicilinové Fady, makrolidy nebo cefalosporiny.
Antibiotika aminopenicilinova (napf. amoxicilin, ampicilin), ale i kotrimoxazol jsou
kontraindikovdna, protoze mohou vyvolat vysev typického makulopapuldzniho
exantému (Obr. 10). (Kleinerovd, 2005) Pri tézsim prabéhu doprovazeném vyraznou
obstrukci dychacich cest, hemolytickou anémii nebo trombocytopenii, se kratkodobé
podavaji kortikosteroidy, pfipadné i antivirotika. Dosud neexistuje kauzdlni terapie.
(Benes, 2009) Antivirotika inhibujici replikaci viru, tzv. nukleosidové analogy
(napfr. aciklovir, ganciklovir a tenofovir), nemaji efekt na latentné infikované buriky,
ucinkuji pouze v lytické fazi infekce. (Datta et al., 1980; Andersson et al., 1985; Ernberg
and Andersson, 1986; Andersson et al., 1987; Drosu et al., 2020)

Obr. 10: Makulopapuldzni exantém pri IM po poddni aminopenicilinovych ATB

Zdroj: Rozsypal, nedatovdno
(prevzato z: https://wwwl.lf1.cuni.cz/~hrozs/elern01/varicl.htm )
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Existuje nékolik studii vakcin, v zdsadé se jedna o vakciny profylaktické nebo
terapeutické. VSechny studie profylaktickych vakcin se zaméfuji na membranovy
glykoprotein gp350/220, kterym se EBV vazZe na B-lymfocyty a zprostfedkovava pranik
do bunék. Tento glykoprotein je také jednim z cild imunitniho systému. (Nemerow
et al., 1987; Tanner et al., 1987; Khyatti et al., 1991; Jean-Pierre et al., 2021) Bylo
testovano nékolik forem vakcin. Prvni vakcina byla vyvinuta v roce 1995 a byla to
vakcina s Zivym virovym vektorem (vaccinia virus) exprimujicim gp350/220, ktera se ale
nedostala do klinickych studii kvali standardim biologické bezpecnosti vakcin. (Gu
et al., 1995) Poté aZ vroce 2007 (Moutschen et al., 2007) publikovali dvé klinické
studie tfi formy vakciny. VSechny tfi obsahovaly rekombinantni gp350. Prvni vakcina
byla bez adjuvans, zbylé dvé obsahovaly adjuvans, a to samotny hydroxid hlinity nebo
kombinaci s lipidem (3-O-desacyl-4’-monophosphoryl lipid A). Vtomto roce zacala
2. faze klinické studie, kterd méla potvrdit bezpecnost a imunogenicitu této vakciny.
Vakcina prokdazala uc¢innost v prevenci rozvoje infekéni mononukledzy, ale neprokazala
ucinnost proti asymptomatické EBV infekci. (Sokal et al., 2007) O dva roky pozdéji
probéhla studie vakciny srekombinantnim gp350 a hydroxidem hlinitym, kterd
zkoumala preventivni  Ucéinek  vakciny  proti  rozvoji  potransplantacniho
lymfoproliferativniho onemocnéni (PTLD) u EBV séronegativnich déti s chronickym
renalnim onemocnénim Cekajicich na transplantaci. V této studii se poZzadovany ucinek

vakciny nepotvrdil. (Rees et al., 2009)

Dalsi vyzkumy ukazaly vysoky potencial vakciny s rekombinantnim gp350/220
s nanocasticemi ferritinu. (Kanekiyo et al., 2015) Klinickou studii této vakciny zahajil
National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) v roce 2022 a planované

ukonceni studie je v roce 2025. (NIAID, 2023)

Biotechnologickd spole¢nost Moderna pracuje na dvou klinickych studiich
profylaktickych mRNA vakcin, mRNA-1189 a mRNA-1195. Vakcina mRNA-1189 se
sklada z lipidovych nanocastic obalujicich ¢tyri useky mRNA kddujicich ¢tyfi povrchové
proteiny EBV (gp220, gp42, gH and gl). Klinickd studie této vakciny byla zahdjena
koncem roku 2021 a ocekdvané ukonceni je v roce 2025. (ModernaTX, Inc., 2023a)

Klinickd studie vakciny mRNA-1195 odstartovala teprve vroce 2023 a ma cilit na
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prevenci rozvoje s EBV asociovanych posttransplantacnich lymfoproliferaci

a roztrousené sklerézy. (ModernaTX, Inc., 2023b)

Terapeutické vakciny proti EBV cili na stimulaci cytotoxické odpovédi
T-lymfocytl proti nddorovym bunkam infikovanym EBV. VétSina téchto vakcin se
zaméfuje na |éc¢bu nasofaryngedlniho karcinomu a Ilymfoproliferativnich EBV
pozitivnich onemocnéni. Jednd se autologni vakciny zaloZzené na odbéru, kultivaci
vlastnich imunitnich bunék, vétSinou dendritickych bunék stimulujicich Tc-lymfocyty
nebo primo Tc-lymfocytl, které jsou stimulovany EBV antigeny a nasledné aplikovany
zpét do téla pacienta. (Lin et al., 2002; Comoli et al., 2005; Heslop et al., 2010;
Secondino et al., 2012; Icheva et al., 2013; Bollard et al., 2014; Secondino et al., 2023)
V praxi jsou soucdsti tzv. bunécné terapie, ktera tvori moderni, specificky, slibny, avsak
pomérné narocny pristup k l[écbé zhoubnych novotvard a lymfoproliferaci. (Jean-Pierre

etal., 2021; Secondino et al., 2023)

5.4 Laboratorni diagnostika EBV

5.4.1 Heterofilni protilatky

Heterofilni protilatky jsou protilatky, které maji schopnost reagovat s antigeny,
které jsou zcela odlisné a fylogeneticky nepfibuzné antigenim bézné vyvolavajicim
protildtkovou odpovéd. J. R. Paul a W. W. Bunnell studovali spojitost téchto protilatek
srlznymi klinickymi stavy, zejména sérovou nemoci, revmatickou horeckou,
tuberkuldzou, syfilitidou atd. U pacienta sinfekéni mononukledzou zachytili
abnormalné vysoké titry heterofilnich protilatek. Vysledky potvrdili na dalSich

pacientech s infekéni mononukledzou. (Paul and Bunnell, 1932)

Vysetfuji se pomoci Paul-Bunnellovy reakce (PBR), kterou se dnes vSeobecné
oznaCuje sérologické vySetfeni heterofilnich protilatek k prakazu infekéni
mononukledzy EBV etiologie. (Votava, 2004) Pti plivodni PBR dochazi pti pozitivité
k aglutinaci beranich erytrocytd a nasledné kontrole specifity vysycovacimi testy
pomoci suspenze pripravené z morcecich ledvin. (Paul and Bunnell, 1932)
V nasledujicich letech doSlo k mnoha modifikacim PBR, napf. vyuZiti hovézich

erytrocytl k aglutinaci a suspenze bunék z hovéziho srdce k vysycovani pfineslo vétsi
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specifitu testu oproti vyuziti ovCich erytrocytll a morcecich ledvin. (Davidsohn, 1937)
V soucasné dobé se pouZivaji pfevadiné rychlé testy na principu imunochromatografie.
Jednim z takovych testd je tzv. IM test (Infectious mononucleosis test), ktery je

pouzivan i v nasi laboratofi a dalSi popis je uveden v experimentalni ¢asti prace.

Stanoveni heterofilnich protilatek je levnym, ale ne tak specifickym nastrojem
k rychlému zjisténi, zda ma pacient infekéni mononukledzu zplisobenou EBV. Tyto IgM
protilatky jsou polyvalentniho charakteru a jsou produkované béhem masivni aktivace
B-lymfocytli. (Roubalova, 2010) Zachyt pozitivnich protilatek u déti do 5 let véku
s potvrzenou infekéni mononukledzou je pomérné vzacny, proto neni toto vySetfeni
vhodnym diagnostickym nastrojem u déti do 5 let véku. (Fleisher et al., 1979)
Komparativni studie 9 diagnostickych souprav ukazala, Ze senzitivita testu heterofilnich
protildtek u déti do 13 let véku se pohybuje v rozmezi 25-50 %. (Linderholm et al.,,
1994)

5.4.2 Viroveé specifické protilatky

Béhem infekce EBV burky imunitniho systému reaguji a tvofi proti EBV
specifické protilatky. Stanovuji se protilatky proti virovému kapsidovému antigenu VCA
(Viral Capsid Antigen), casnému antigenu EA (Early Antigen) a nukledrnimu antigenu
EBNA (Epstein Barr Nuclear Antigen). VysSetfeni téchto markerl v souvislosti
s klinickym stavem da Iékafi informaci, v jaké fazi infekce se pacient pfiblizné nachazi
(Tab. 1). Pro akutni fazi infekce jsou charakteristické protilatky proti VCA ve tfidé IgM,
které jsou detekovany ke konci prvniho tydne pfiznak(, a ve tfidé IgG nékolik dni poté
(Obr. 11). Protilatky proti EA se bézné stanovuji ve tridé IgG a detekovatelné jsou
kolem tretiho tydne od pocdtku priznakd. Komplex EA obsahuje dvé odlisné antigenni
komponenty detekovatelné imunofluorescenci, D slozku (z angl. diffuse) a R slozku
(z angl. restricted). Difuzni slozka je specificka pro primoinfekci, byva pozitivni dfive
nez R slozka a pfipadné se mlzZe objevit i u reaktivace. R sloZka je pozitivni spise
v pozdéjsi fazi infekce a mlze se také objevit pri reaktivaci. (Henle et al., 1971)
U primarni infekce v détském véku se nékdy objevuje nejdfive pozitivita R slozky a az
poté D slozky. (Fleisher et al., 1979) Pro latentni fazi jsou charakteristické 1gG protilatky

proti EBNA, které jsou detekovatelné az zhruba od 90. dne onemocnéni. Stejné tak
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i anti-VCA IgG jsou pozitivni béhem latentni faze (Obr. 11). (Hejnar, 2001; Pavelka,
2014) Prakaz EBV specifickych protilatek se nejvice uplatiuje zejména pfi diagnostice
primoinfekci. KrozliSeni primarni infekce se pouziva také stanoveni avidity IgG
protilatek proti VCA, které vypovidd o vazebné schopnosti protildatek. Pfi primarni
infekci se zpravidla tvofi protilatky nizkoavidni, které jsou béhem 2-3 mésicli nahrazeny
protilatkami vysokoavidnimi. Protilatky anti-VCA IgM, anti-VCA 1gG, anti-EBNA 1gG,
anti-EA 1gG se stanovuji metodami na principu ELISA (enzyme-linked immunosorbent

assay), nepfimé imunofluorescence a imunoblottingu. (Roubalova, 2010)

Obr. 11: Dynamika tvorby protildatek pri EBV infekci

Na obrdzku vidime pribéh detekovatelnych protildtek v zdvislosti na ¢ase a mnoZstvi,
resp. titru. V pocdtku onemocnéni Ize detekovat protildatky proti kapsidovému antigenu
(VCA), ¢asnému antigenu (EA) a heterofilni protildtky. V pozdéjsi fazi onemocnéni se
tvori protildtky proti nukledrnimu antigenu (EBNA). IgG protildtky proti VCA a EBNA
pretrvavaji obvykle celoZivotné.

Zdroj: Jenson et al., 1997
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Tab. 1: Interpretace serologickych ndlezu vysetieni EBV specifickych protildtek

Zakladni vysetreni Doplrikova vysetieni
Stadium infekce IgM. IgG. IgG. IgM. IgM. IgG. IgA.
proti proti proti proti proti |proti| proti
VCA VCA EBNA | EBNA EA EA VCA
++
Primarni infekce +/+++ | (nizkd - ++ ++ ++ +++
avidita)
++
Latence - (vysoka ++ - - +/-1 -
avidita)
+++
Reaktivace + (vysoka | +++ +/- +/- | ++4+ ++
avidita)
Chronicka aktivni Nema charakteristicky vzorec protilatek (pro diagnostiku je
infekce nezbytny prikaz vysoké virové naloZe v krvi pomoci PCR)

INizké hladiny IgG protildtek proti EA md aZ 20 % zdravych lidi

Zdroj: Roubalovd, 2010 (prepracovdno do tabulky)

5.4.3 P¥imy prakaz

Z metod primého prikazu se pro detekci EBV nejvice uplatfiuje molekularné
biologickd diagnostika virové DNA pomoci kvantitativni real-time polymerdzové
fetézové reakce (rt-PCR). Vysetfeni EBVY DNA ma vyznam zejména
u imunodeficientnich pacientu, ktefi protilatky obvykle netvofi, a jsou nejvice ohrozeni
EBV asociovanou lymfoproliferativni nemoci (EBV-LPD). Kvantitativni stanoveni virové
naloze v periferni krvi se da vyuZit i jako prediktivni marker u potransplantani
lymfoproliferativni nemoci (PTLD). (Smets et al., 2002) Po alogenni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék se doporucuje monitorovat mnozstvi EBV DNA
v krvi pacienta jednou tydné po dobu alesporn 3 mésicll, pfipadné i déle. (Hubacek,

2013)

PCR Ize provést z raznych typu klinickych vzork(. Druh materidlu zavisi na ucelu
vySetieni a klinickém stavu pacienta. Napfiklad u infekéni mononukleézy ¢i Hodgkinova
lymfomu se pouziva vétSinou plazma, protoZe se detekuji virové partikule a volna
virovd DNA uvolnénd z mista proliferace. U dalSich stavl, napfiklad potransplantacni
EBV lymfoproliferace, se voli vySetfeni z pIné krve, protoZe vétSina virovych c¢astic se
vyskytuje v cirkulujicich burikdch, pripadné prikaz virové DNA z bioptického vzorku

pomoci hybridizace in situ. (Hubacek, 2013) Pro rozliSeni, zda se jednad o reaktivni
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lymfatickou tkan prirozené infiltrovanou latentné infikovanymi EBV-pozitivnimi
B-lymfocyty nebo pfimo o proliferaci téchto bunék, se mulZe vyuzit
imunohistochemicky prikaz virové latentni RNA, tzv. EBERs, pomoci hybridizace in situ

fluorescenéné znaenymi sondami (Obr. 12). (Roubalovd, 2010)

Obr. 12: EBERs v biopsii nasofaryngedlIniho karcinomu detekované pomoci FISH

Cervené zbarveni znaé&i pozitivni fluorescenéni signdl EBERs v jadre bunék
nasofaryngediniho karcinomu. Zvétseni 100x.

Zdroj: Peng et al., 2011

Néktefi autofi studii se domnivaji, Ze sérum nebo plazma vSeobecné neni
zadoucim klinickym vzorkem k monitoraci virové naloZe, protoZze nedetekuje
pfitomnost viru v bunkach. Ve studii z roku 2001 porovnali mnozZstvi detekované EBV
DNA ve vzorcich plné krve a séra/plazmy u pacientd srlznymi EBV-asociovanymi
onemocnénimi a zachyt virové DNA v pIné krvi byl 100 %, kdeZto u vzorkd séra/plazmy
od stejnych pacientl byly zna¢né rozdily, hlavné ve skupiné PTLD pacient(. (Stevens

etal., 2001) Ke stejnému zavéru dosli i autofi studie z roku 2016. (Ito et al., 2016)
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Vysetrovany material

Vysetreni protilatek se provadi vétSinou ze séra nebo plazmy ziskané odbérem
venodzni krve. MliZze se provadét i z mozkomisniho moku, ale vysledek je pouze
orientacni a neslouZi k prikazu tvorby intrathekalnich protilatek. Pro ziskani séra se
krev ve zkumavce bez antikoagulac¢niho cinidla musi nechat minimalné 20 minut
odstat, aby probéhla kompletni koagulace, a poté centrifugovat po dobu 10 minut pfi
2000 otackach za minutu. Pro vySetfeni z plazmy se krev odebira do zkumavky

s antikoagulacnim ¢inidlem (napf. K3sEDTA). (VIDIA-DIAGNOSTIKA, spol. s r.o0., 2019)

Vysetfovany material pochdzel z laboratore Vidia-Diagnostika a odbér materialu
probéhl v odbérovych mistnostech nebo u Zadajiciho |ékate ¢i nemocniéniho oddéleni

a byl transportovan do laboratore.

6.2 Prukaz heterofilnich protilatek IM testem

K vysetteni byl pouzit rychly imunochromatograficky test od firmy Inter Medical
uréeny k profesionalnimu in vitro pouziti. Toto vysetfeni se provadi ze séra, plazmy

a plné vendzni nebo kapildrni krve.

Pomiicky a reagencie:
Diagnostickd souprava obsahuje testovaci kazetky, pufr, pozitivni a negativni kontrolu

a kapatka (Obr. 13). Nezbytnou pomtckou k testu je minutka.

L sticsS
Diag el
W

Obr. 13: Diagnostickd souprava pro vySetreni heterofilnich protildtek

Zdroj: autor prdce
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Princip metody:

Vzorek vzlina spolu s pufrem po chromatografické membrané. V regionu testovaci linie
je extrahovany antigen hovézich erytrocytll potazeny na Casticich, které tvori
oznatenou vrstvu. Pokud jsou ve vzorku ptitomny heterofilni protilatky, reaguji
s antigenem a objevi se zbarveni testovaci linie. Pokud ve vzorku heterofilni protilatky
nejsou, linie se nezbarvi. Jako kontrola postupu slouzi kontrolni linie, kterd se zbarvi,
byl-li pouzit spravny objem vzorku a spravné vzlinal po membrané. Jestlize se kontrolni

linie nezbarvi, test neni validni a musi se zopakovat.

Pracovni postup:

1. Vyndat diagnostickou soupravu z lednice a nechat vytemperovat na laboratorni
teplotu.

2. Vyndat testovaci kazetku z obalu a polozit ji na isty rovny povrch.

3. Pro vySetfeni ze séra/plazmy: kapatkem nasat vzorek séra a prenést 1 kapku
(asi 25 pl) do jamky na vzorek (S) na kazetce.
Pro vysetfeni vendzni krve: kapatkem kapat 2 kapky do jamky pro vzorek.
Pro vysetfeni kapilarni krve (odbér z prstu): z kapilary vytlacit cca 50 ul do
jamky pro vzorek (Obr. 14).

4. Ke vzorku pfidat 1 kapku pufru (asi 55 pl).

5. Po 5 minutach odedist vysledek.

I Drap of Serim 2 Drops of 30 uf. of Fingerstick
or Plasmia Venipuncture Whole Blood
Whole Blood

I Drop of Buffer

5 )

Obr. 14: Postup provedeni IM testu ze séra/plazmy, venepunkce a odbéru z prstu

ONOW

ONOW

0

Zdroj: Inter Medical, 2019
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Interpretace testu:

Chromatografickd desticka ma dvé linie. Jedna je kontrolni, druha testovaci. Test je
pozitivni, pokud se obé linie zbarvi. Test je negativni, pokud se zbarvi jen kontrolni linie
a testovaci ne (Obr. 15). Pokud se zbarvi pouze testovaci linie, test neni validni

(Obr. 16).

Obr. 15: Pozitivni a negativni IM test

Zdroj: autor prdce

=

.. 88 B B0

s Positive Negative Invalid

Obr. 16: Interpretace IM testu

Zdroj: Inter Medical, 2019
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6.3 Chemiluminiscencni imunoanalyza (CLIA)

Touto metodou se detekuji IgG protilatky proti EBNA, IgM protilatky proti VCA
a lgG protilatky proti VCA. K testovani se pouziva plné automaticky analyzator Liaison

XL firmy DiaSorin (Saluggia, Itdlie) pracujici na principu CLIA (Obr. 17).

Obr. 17: Automaticky analyzdtor Liaison XL

1 - dotykovd obrazovka
2 — zdsobniky na kyvety a Spicky
3 — prostor pro vkladdni vzorki ve stojanech
4 — startovaci Cinidla
5 —chlazeny prostor pro reagencni integrdly
6 — zdsobniky pro destilovanou vodu a promyvaci roztok
7 —nddoba na poulité kyvety a Spicky

Zdroj: Lifeline Diagnostics (pfevzato z:
https://www.lifelinediag.com/products?group=Immunology&ver=v202102 )

Pomticky a reagencie:

Reagencie jsou doddvané ve formé tzv. reagencnich integrall, které obsahuji vse
potfebné ke kalibraci i analyze (Obr. 18). Kontroly jsou dodavané zvlast a stanovuiji se
kazdy den pred testovanim pacientskych vzork(. Veskeré reagencie s kalibratory
a kontroly jsou vyuzivany vyhradné od firmy DiaSorin. Obsah jednotlivych reagencnich

integrall popisuji Tab. 2, 3 a 4.
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MAGNETIC BEADS

CALIBRATORS
CONJUGATE
DILUENT

REAGENT

RFID TAG

Obr. 18: Obecné schéma reagencniho integralu
Magnetic beads — magnetické cdstice; calibrators — kalibrdtory; conjugate — konjugdt;
diluent — fedici roztok pro vzorky; reagent — dalsi reagencie (podle konkrétniho typu
integrdlu);
Radio frequency identification (RFID) tag — radiofrekvencni identifikacni stitek
Zdroj: BroZura Liason XL, DiaSorin (pfevzato z:
https://www.diasorin.com/sites/default/files/allegati/liaisonr x| brochure m0870004

248g Ir.pdf)

Tab. 2: Obsah reagencniho integralu pro vysetfeni EBV IgM

Magnetické Eastice SORB Magnetické éastice potaZené kapsidovym antigenem viru Epstein-Barrové, hovézi sérovy
(2,3 mL) albumin, fosfatovy pufr, < 0,1% azidu sodného.

Kalibrator 1 Lidské sérum/plazma s nizkymi hladinami protilatek IgM proti EBV, hovézi sérovy albumin,
(0,55 mL) fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutraini Zluté barvivo. Koncentrace kalibratoru (U/mL})
je vztazena k internimu laboratornimu preparatu protilatky.

Kalibrator 2 Lidské sérum/plazma s vysokymi hladinami protilatek IgM proti EBV, hovézi sérovy albumin,
(0,55 mL) fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni modré barvivo. Koncentrace kalibratoru (U/mL})
je vztazena k internimu laboratornimu preparatu protilatky.

Pufr A Kozi 1gG proti lidskym |gG (absorpéni reagencie), kozi sérum, hovézi sérovy albumin,

(25 mL) fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni modré barvivo.

Konjugat m My3i monoklonalni protilatky proti lidskym IgM konjugované s derivatem isoluminolu,

(23 mL) nespecifické 1gG (mysi polyklonalni), hovézi sérovy albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin®
300, ochranné latky.

Pocet testd 100

Zdroj: Metodicky list LIAISON® EBV IgM ([REF] 310500), DiaSorin, 2022

Tab. 3: Obsah reagencniho integralu pro vySetieni VCA IgG

Magneticke castice Magnetické ¢astice potazené kapsidovym antigenem viru Epstein-Barrové, hovézi sérovy

(2,3 mL) albumin, fosfatovy pufr, < 0,1% azidu sodného.

Kalibrator 1 Lidské sérum/plazma s nizkymi hladinami protilatek 1gG proti VCA EBV, hovézi sérovy

(3,2 mL) albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni Zluté barvivo. Koncentrace
kalibratoru (U/mL) je vztaZena k internimu laboratornimu preparatu protilatky.

Kalibrator 2 Lidskeé sérum/plazma s vysokymi hladinami protilatek 1gG proti VCA EBV, hovézi sérovy

(3,2 mL) albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni modré barvivo. Koncentrace

kalibratoru (U/mL) je vztazena k internimu laboratornimu preparatu protilatky.

Roztok k fedé&ni vzorka | |DILJSPE| | Hovézi sérovy albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni Zluté barvivo.
(2 x 28 mL)

Konjugat Mysi monoklonalni protilatky proti lidskym 1gG konjugované s derivatem isoluminolu,
(23 mL) hovézi sérovy albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, ochranné latky.
Pocet testd 100

Zdroj: Metodicky list LIAISON® VCA IgG ([REF] 310510), DiaSorin, 2022
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Tab. 4: Obsah reagencniho integralu pro vysetfeni EBNA IgG

Magnetické &astice 'SORB| Magnetické Eastice potaZené syntetickym peptidem EBNA-1, hovézi sérovy albumin,

(2,3 mL) fosfatovy pufr, < 0,1% azidu sodného.

Kalibrator 1 Lidské sérum/plazma s nizkymi hladinami protilatek IgG proti EBNA EBVY, hovézi sérovy

(3,2 mL) albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni Zluté barvivo. Koncentrace
kalibratoru (U/mL) je vztaZena k internimu laboratornimu preparatu protilatky.

Kalibrator 2 Lidské sérum/plazma s vysokymi hladinami protilatek IgG proti EBNA EBV, hovézi

(3.2 mL) sérovy albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni modré barvivo.
Koncentrace kalibratoru (U/mL) je vztaZzena k internimu laboratornimu preparatu
protilatky.

Roztok k fedéni vzorkd DIL|SPE] Hovézi sérovy albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, neutralni Zluté barvivo.

(2 x 28 mL)

Konjugat MySi monoklonalni protilatky proti lidskym IgG konjugované s derivatem isoluminolu,

(23 mL) hovézi sérovy albumin, fosfatovy pufr, 0,2% ProClin® 300, ochranné latky.

Pocet testl 100

Zdroj: Metodicky list LIAISON® EBNA IgG ([REF] 310520), DiaSorin, 2020

Princip metody:

Specifické protilatky, pokud jsou ve vzorku obsaZeny, se navaZzou na magnetické ¢astice
potazené syntetickym antigenem (p18 pro detekci anti-VCA IgM a IgG, EBNA-1 pro
detekci anti-EBNA 1gG). Na navazané protilatky na casticich se pfipoji mysi
monoklonadlni protilatky proti lidskym IgG (pro detekci IgG) nebo proti lidskym I1gM (pro
detekci 1gM) znacené derivatem isoluminolu. Nasledné se ptida startovaci Cinidlo
a dochazi k indukci chemiluminiscencni reakce. Svételny signdl se méfi fotonasobicem
v relativnich svételnych jednotkach (RLU) a je pfimo Umérny mnozstvi navazaného
konjugatu, resp. mnozstvi navazanych vySetfovanych protilatek. Reagenéni integral pro
vySetieni IgM (Tab. 2) protilatek obsahuje oproti ostatnim integralim jesté tzv. Pufr A,
ktery obsahuje kozi protilatky proti lidskym IgG a slouZi jako absorpéni cinidlo

k odstranéni interference lidskych IgG protilatek.

Pracovni postup:

Po inicializaci analyzatoru se nejdfive stanovuji kontroly, aby byla zajisténa kontrola
kvality vySetfeni. Ndsledné se vzorky vlozi do stojanku na vzorky urcenému k vkladani
vzorkl do analyzatoru Liaison XL. Stojanek se vzorky se zasune do prostoru pro
vkladani vzorkl a kontrol. Pfistroj automaticky nacte pozadovana vysetieni
z laboratorniho informacniho systému (LIS). Po naclteni vySetfeni se zahdji analyza
tlacitkem Start na dotykové obrazovce. Po dokonceni analyzy je potreba vysledky

exportovat do LIS.

Hodnoceni testu:

Analyzator automaticky spocita koncentraci protilatek v jednotkach U/mL a vyhodnoti
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vysledky (viz Tab. 5). Rozsah testu EBV IgM je 10 az 160 U/mL, VCA 1gG 10 az 750 U/mL
a EBNA 1gG 3 aZ 600 U/mL. Pokud se vysledek pohybuje nad rozsahem testu, mohou se
vzorky testovat v analyzdtoru znovu s nastavenim pozadovaného tfedéni a vysledek je

nasledné automaticky vynasoben dilu¢nim faktorem.

Tab. 5: Interpretace vysledku vysetieni EBV specifickych protilatek metodou CLIA

Negativni Nejasny Pozitivni
VCA IgM <20U/mL 20-40 U/mL > 40 U/mL
VCA IgG <20 U/mL - >20 U/mL
EBNA IgG <5U/mL 5-20 U/mL >20 U/mL

Zdroj: Metodicky list LIAISON® EBV IgM ([REF] 310500), VCA IgG ([REF] 310510) a EBNA
IgG ([REF] 310520), DiaSorin, 2022 (pfepracovdno z textu do tabulky)

6.4 Neprima imunofluorescence (NIF)

Vysetfeni EBV specifickych protildtek imunofluorescencné patfi mezi tzv. zlaty
standard. Diagnostické soupravy pro imunofluorescenci od firmy Vidia obsahuji vice
antigenU neZ soupravy pro vySetieni chemiluminiscenéni metodou. Nicméné neni
v moZnostech laboratore, a vétSina lékar( to ani nevyZaduje, vySetfovat vSechny
pacienty imunofluorescencné. Vysetreni se tedy provadi v ptipadé, Ze |ékatr pozaduje

vySetteni imunofluorescenci nebo jsou vysledky vysetfeni chemiluminiscenci nejasné.

K vysetfeni se pouzivaji diagnostické soupravy IF-VIDITEST od firmy Vidia spol.
s r.0. Detekuji se IgM a IgG protilatky proti antigennimu komplexu kapsidy (VCA) a IgG
protilatky proti ¢asnému antigenu (EA). Ke zpracovani sklicek pro vysetfeni IgG
protildtek se pouzivda automaticky pristroj Helmed Processor (Obr. 19) firmy
Aesku.Diagnostics GmbH and Co. KG (Wendelsheim, Némecko), ktery je pravidelné

validovan.
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Obr. 19: Automaticky pristroj pro zpracovani IF sklicek Helmed Processor
Zdroj: autor prdce

Pomucky a reagencie:

Diagnostickd souprava IF-VIDITEST anti-EA 1gG obsahuje rastrovanad podlozni sklicka
s fixovanymi natéry indukovanych bunék Raji (Burkittiv lymfom), lyofilizovana IgG
pozitivni a negativni lidska kontrolni séra, lyofilizované zvireci protilatky proti lidskému
IgG znacené fluorescein-izothiokyanatem (FITC) (konjugat), montovaci roztok, certifikat
diagnostické soupravy a ndvod na poutZiti soupravy. (Obr. 20) Diagnosticka souprava
IF-VIDITEST anti-VCA obsahuje rastrovana podlozni sklicka s fixovanymi natéry bunék
lidské lymfomové linie P3HR1 latentné infikované EBV, lyofilizovana IgM a IgG pozitivni
a negativni lidska kontrolni séra, lyofilizované zviteci protilatky proti lidskému IgG (anti
IgG FITC konjugat), lyofilizované zviteci protilatky proti lidskému IgM (anti IgM FITC
konjugdt), montovaci roztok, certifikdt diagnostické soupravy a ndvod na pouziti
soupravy (Obr. 21). DalSim potfebnym materidlem, ktery neni dodavany se soupravou,
je fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (PBS) na fedéni kontrolnich sér, testovanych
vzork(l, konjugatl a promyvani sklicek, destilovana voda na rozpousténi lyofilizovanych

sloZzek soupravy, sorbent pro odstranéni interference IgM protilatek a revmatoidniho
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faktoru (Henle et al., 1979), vlhkda komlrka (plastova krabi¢ka s vikem vyloZena
navlhéenym savym materidlem) na inkubaci sklicek, zkumavky na fedéni vzorka,
mikrotitraéni desticka, kyvety na promyvani sklicek, kryci sklicka a fluorescencni

mikroskop.

Obr. 20: Diagnostickd souprava IF-VIDITEST k vySetieni anti-EA IgG

Zdroj: autor prdce

Z
0

Obr. 21: Diagnostickd souprava IF-VIDITEST k vysetfeni anti-VCA IgG a IgM
Zdroj: autor prdce
Princip metody:
Pacientské vzorky jsou inkubovany s natéry bunék na sklickach. Pokud vzorek obsahuje
protilatky proti danym antigenm na bunkdch, navazi se na né a vytvori
imunokomplex. Tento imunokomplex zviditelnime inkubaci se sekundarni protilatkou

znacenou FITC.
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Pracovni postup:

1. Vyndat diagnostickou soupravu a nechat vytemperovat na laboratorni teplotu.

2. Priprava kontrol a reagencii:
Kontrolni séra rozpustit v0,1 ml destilované vody, pfidat 0,9 ml PBS.
IgM konjugat rozpustit v0,5 ml destilované vody a pridat 4,5 ml PBS.
IgG konjugdt rozpustit v 0,25 ml destilované vody a pfidat 4,75 ml PBS.
Redici roztok pro IgM: RF sorbent + PBS v poméru 1:5

3. Priprava testovanych vzork:
Pro vySetieni IgM protilatek naredit testované vzorky fedicim roztokem pro
IgM v poméru 1:20 (95 pl roztoku + 5 pl vzorku) a inkubovat 10 minut pfi
laboratorni teploté.
Pro vySetieni IgG protilatek probiha fedéni vzorkl a cely test automaticky na
pfistroji Helmed. Vzorky je tfeba pfipravit do stojanku pfistroje Helmed
a nastavit na pfistroji pozadované fedéni (podle instrukci odborného garanta).

4. Na pripravend a popsand IgM sklicka pipetou aplikovat do jamek 30 ul
nafedénych kontrol a nafedéné vzorky. Nechat inkubovat 3 hodiny ve vlhké
kom{rce pfi laboratorni teploté.

5. Promyt sklicka 3krat po 5 minutdch v kyveté sPBS, poté oplachnout
destilovanou vodou.

6. Pipetovat 30 pl naredéného konjugatu do kazdé jamky a nechat inkubovat 1
hodinu ve vlhké komUrce pfi laboratorni teploté.

7. Promyt sklicka 3krat 10 minut v kyveté s PBS, a poté oplachnout destilovanou
vodou.

8. Po uschnuti sklicek nakapat montovaci roztok a aplikovat kryci skli¢ko.

Hodnoceni testu:

Sklicka se wvyhodnocuji pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Hodnoceni je
semikvantitativni. Do wvysledku se uvadi nejvysSi fedéni s pozitivni fluorescenci
(Obr. 22) a intenzita fluorescence vyjadrend plusovymi znaménky, pfipadné +/-. Pokud
je to mozné, rozlisuji se u protilatek proti EA IgG proti D (Obr. 23) a R slozce (Obr. 24).

Pokud neni pfitomna specificka fluorescence (Obr. 25, Obr. 26), vysledek je negativni
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evvs

a IgM proti VCA).

Obr. 22: Pozitivni imunofluorescence anti-VCA IgG

Zelené zbarveni znaci pozitivni fluorescenci navdzanych protildtek anti-VCA IgG na
lymfomovych burikdch infikovanych EBV. Zvétseni 200x.

Zdroj: autor prdce

Obr. 23: Pozitivni fluorescence anti-EA proti D sloZce

Zelend barva znaci pozitivni fluorescenci. Cervené $ipky ukazuji reprezentativni pozitivni
fluorescenci D sloZky na povrchu Raji bunék. Zvétseni 200x.

Zdroj: autor prdce
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Obr. 24: Pozitivni fluorescence anti-EA proti R slozce

Zelend barva znaéi pozitivni fluorescenci. Cervené Sipky ukazuji reprezentativni pozitivni
fluorescenci R sloZky uvnitf Raji bunék, kterd se projevuje jako agregovany shluk v cytoplazmé.
Zvétseni 200x.

Zdroj: autor pradce

Obr. 25: Negativni fluorescence anti-EA

Zde miZeme porovnat, jak vypadaji buniky bez pozitivni imunofluorescence. Absence zeleného
zbarveni znaci nepritomnost specifickych protildtek anti-EA. Zvétseni 200x.

Zdroj: autor prdce
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Obr. 26: Negativni fluorescence anti-VCA

Absence zeleného zbarveni znaci nepritomnost specifickych protilatek anti-VCA. Zvétseni 200x.

Zdroj: autor prdce

6.5 Avidita protilatek

Stanoveni avidity protildtek se provadi pro rozliSeni primdarni infekce
a reaktivace EBV. Po primarni infekci se tvofi nizkoavidni protilatky. To znamena, Ze
jejich schopnost vazby s antigenem zatim neni tak silnd a dé se uvolnit chaotropnimi
Cinidly napf. roztokem mocoviny, ktery se vtestu pouziva. Pokud jsou protilatky
vysokoavidni, roztok mocoviny vazby neuvolni. Néktefi pacienti (vétSinou
imunosuprimovani) netvofi vysokoavidni protilatky. Index avidity mlze byt navic
ovlivnén krevnimi prevody, podanim gamaglobulin(, imunosupresi, transplantacemi,
materskymi protilatkami. K vySetfeni byla pouzita diagnostickou soupravu od firmy

Vidia spol. sr.o.

Pomiicky a reagencie:

Diagnostickad souprava obsahuje ELISA odlamovaci stripy potazené smési specifickych
antigenl, vysokoavidni kontrolni sérum, nizkoavidni kontrolni sérum, negativni
kontrolni sérum, protilatky proti lidskému 1gG znacené peroxidazou (konjugat),
koncentrovany promyvaci roztok, tedici roztok (diluent), roztok mocoviny,

chromogensubstratovy roztok a stopovaci roztok.
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Princip metody:

Metoda je zaloZena na principu ELISA. Na povrchu jamek je navdzany specificky antigen
reprezentujici imunodominantni epitopy VCA komplexu. Vzorky jsou aplikovany
paralelné vedle sebe. Po navazani protilatek z pacientského vzorku probihd v jedné
linii jamek inkubace s roztokem mocoviny, ktery narusi pfipadné vazby nizkoavidnich
protilatek. Na navdzané protilatky v dalsim kroku nasednou protilatky proti lidskému
IgG v konjugdtu, které jsou znacené kienovou peroxiddzou. Chromogensubstratovy
roztok reaguje s peroxiddzou navdzanou na protilatkdch za vzniku barevného
produktu. Spektrofotometrem se zméfi absorbance vzniklého zabarveni a software
pristroje spocita relativni index avidity (RAI), tj. pomér mezi absorbanci jamek

s roztokem mocoviny a jamek s promyvacim roztokem vyndsobeny 100x.

Pracovni postup:

1. Vytemperovat soupravu a vzorky na laboratorni teplotu.

2. Naredit vzorky diluentem 101x (10 pl vzorku + 1000 ul diluent).

3. Pripravit pracovni koncentraci promyvaciho roztoku nafedénim 10x
v destilované vodé. (50 ml koncentrovaného promyvaciho roztoku + 450 ml
destilované vody).

4. Pripravit si desticku s potfebnym poctem jamek pro kontroly a vzorky podle
schématu (Tab. 6).

5. Pipetovat po 100 ul kontrol a vzork( a inkubovat 30 minut pfi 37°C.

6. Po skoné&eni inkubace promyt 4x 250 pl promyvaciho roztoku. Radné vyklepat
zbytek tekutiny.

7. Do lichych stripla pipetovat po 100 ul promyvaciho roztoku. Do sudych stripu
pipetovat 100 ul roztoku mocoviny. Inkubovat 10 minut pfi 37°C.

8. Opakovat bod 6.

9. Pipetovat do vSech jamek 100 pl konjugatu a inkubovat 30 minut pfi 37°C.

10. Opakovat bod 6.

11. Pipetovat do vSech jamek po 100 pl chomogensubstratového roztoku
a inkubovat 15 minut v temnu.

12. Pipetovat do vSech jamek po 100 ul stopovaciho roztoku.
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13. Nejpozdéji do 20 minut zméfit desticku na spektrofotometru pfi vinové délce

450 nm.

Tab. 6: Schéma aplikace kontrol a vzorki pro vySetreni avidity IgG protildtek

_ | WASH | UREA | WASH | UREA [atd.| | T T T 1 _
| strip & | 1 _ 2 [ 3 | 4 [ s5]e6e [ 789 [10]11]12
A DIL DIL S4 54

B HIGH AVID | HIGH AVID atd.

C LOW AVID | LOW AVID

D | STD/CAL | STD/CAL

E STE/PC STE/PC
! 1 1 1
F S1 5l
G 52 S2
L ! - 13 4 -
H 53 83

Zdroj: Navod k pouZiti soupravy ELISA-VIDITEST anti-VCA EBV IgG a avidita IgG, Vidia

spol. sr.o0., 2017

Hodnoceni testu:

RAI < 30 %: nizkoavidni
RAI 30-50 %: hrani¢ni
RAI > 50 %: vysokoavidni

6.6 Microblot array (MBA)

Vysetfeni microblot array je modernéjsi verzi imunoblotu. Misto stripu se
vyuziva jamka mikrotitraéni desticky, na jejimz dné je nalepena nitrocelulézova
membrana s nanesenymi antigeny. K vySetfeni vyuzivdme plné automaticky analyzator
pro zpracovani ELISA souprav Dynex Agility System (Obr. 27) firmy Dynex Technologies
Inc. (Bustéhrad, Ceska republika), ktery je pravidelné validovan. Soupravy MBA EBV

jsou pouzivany od firmy TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
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vzorky

Kontejner na pouZzité

Lahve s promyvacim vy
Spicky

roztokem, lahev na odpad

Obr. 27: Automaticky analyzdtor Agility

Zdroj: Seok et Shin, 2018 (prevzato z:
https://www.jlmga.org/journal/view.html?doi=10.15263/jlmqa.2019.41.1.29 )

Pomicky a reagencie:
Diagnosticka souprava obsahuje mikrotitraéni desticku s nanesenymi rekombinantnimi
antigeny, pozitivni kontrolu se specifickymi protilatkami, konjugat (zviteci

imunoglobulin znaceny alkalickou fosfatdzou), substrat a univerzalni roztok.

Princip metody:
Mikrotitracni desticka obsahuje kombinaci vybranych casti specifickych antigend EBV

(hlavni skupiny antigent: EBNA-1, EBNA-2, VCA p18, VCA p23, EA-D p54, EA-D p138,
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EA-R, ZEBRA; ostatni antigeny: Rta, gp85, gp350, LMP1) nanesenych formou spotl
v tripletech na nitrocelulézovou membranu nalepenou na dné jamky (Obr. 28).
Pfitomné specifické protilatky se navdzou na antigeny, nasledné se oznaci konjugatem

a detekuji se barevnou reakci se substratovym roztokem.

@000 0®
-

T T T - T
AEASAEA S o

Popis antigend Popis kontrolnich spotd
Al - EBNA-1
A2 - EBNA-2
AT -VCApIS
A4 -VCAp23
AS - EA-D p54
A - EA-Dpl3A
AT -EAR

AB - Rta

A9 - ZEBRA
A10D - gp8S

All - gpas0
A12 - LMP1

Obr. 28: RozloZeni antigent a kontrolnich spotu v jamce

Zdroj: Navod pro poulZiti Microblot array EBV IgG, Test-Line Clinical Diagnostics s.r.o.,

2022
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Pracovni postup:

1.

Vytemperovat soupravu a vzorky na laboratorni teplotu, a poté vloZit do

analyzatoru.

2. Pripravit pfislusny pocet jamek a vlozit do desti¢ky s drzakem mikrotitracnich
desticek.

3. Podle instrukci pfistroje zapnout pfislusShnou metodu pro pfislusné vlozené
vzorky.

4. Po skonceni testu vyjmout reagencni soupravu, zavickovat a skladovat podle
skladovacich podminek definovanych vyrobcem.

5. Vyjmout desticku a nechat susit volné na vzduchu po dobu 90 minut nebo na
susicim zafizeni 30 az 45 minut.

6. Zmeéreni intenzity zbarveni spotl v microblot-array readeru.

Hodnoceni testu:

Hodnoceni se provadi pomoci MBA readeru a vyhodnocovaciho softwaru, ktery

vyhodnoti intenzitu spotl v arbitrarnich jednotkach (AU). Pokud je intenzita spotu

méné nez 6, hodnoti se jako negativni. Pokud je intenzita mezi 6-7, hodnoti se jako

hrani¢ni. A pokud je intenzita vétsi nez 7, hodnoti se jako pozitivni. Podle kombinace

pozitivnich specifickych antigennich spotl rozdélenych na hlavni a ostatni antigeny je

dano celkové vyhodnoceni vysetfeni. (Tab. 7) Na zakladé pozitivity specifickych

antigenu pak lze vysledek vysetteni zasadit do klinického kontextu. (Tab. 8)

Tab. 7: Celkové vyhodnoceni MBA

Alesponi jeden ze skupiny Ostatni antigeny: gp350, gp85, Rta,
LMP1
MESPOﬁ.jEdE“‘ Ag pozitivni hraniéni Zadna reaktivita
z Hlavni skupiny
pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
hraniéni pozitivni hraniéni hraniéni
nereaktivni hraniéni negativni negativni

Zdroj: Navod pro pouZiti Microblot array EBV IgG, Test-Line Clinical Diagnostics s.r.o.,

2022
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Tab. 8: Interpretace vysledk( MBA EBV v klinickém kontextu

Stadium infekce

Typické schéma reaktivity anti-EBV protilatek

Negativni

bez reaktivity ve tfidé IgA, IgM i 1gG

Primami infekce

IgA: pozitivita anti-VCA, anti-EA-D;

IgM: pozitivita anti-VCA p18, anti-ZEBRA, anti-EA-D; moZna pozitivita
anti-\VVCA p23, anti EBNA-1

lgG: pozitivita anti-ZEBRA, anti-VCA p23, anti-EA-D, anti-gp350;
negativni anti EBNA-1

Postakutni stadium

lgA: mozna slaba pozitivita anti-VCA

|gM: bez reaktivity

lgG: pozitivita anti-EBNA-1, anti-ZEBRA, anti-VCA p18;
moZna pozitivita anti-VCA p23, anti-EBNA2, anti-EA-R;
slaba reaktivita anti-EA-D

Anamnestické protilatky

IgM: bez reaktivity

lgG: pozitivita anti-EBNA-1, anti-VCA p18

Reaktivace

lgA: mozna pozitivita anti-VCA, anti-EA-D

IgM: pozitivita anti-VCA, moZna slabé pozitivita anti-EA-D, anti-EBNA-1

lgG: silna pozitivita vdech antigenu, moZny pokles anti-EBNA-1

Asociace se zavaznymi
formami onemocnéni,
asociovanymi s EBV (NPC,
EBV-asociovany lymfom)

lgA: mozné pozitivita anti-VCA, anti-EA-D, anti-gp350, anti-LMP1, anti-
Rta, anti-EBNA-1

lgG: pozitivita anti-LMP1, anti-Rta, anti-ZEBRA, anti-VCA izolované bez
anti-EBNA-1

Zdroj: Navod pro pouZiti Microblot array EBV IgG, Test-Line Clinical Diagnostics s.r.o.,

2022

6.7 Detekce EBV DNA pomoci real-time PCR

K detekci DNA viru se pouzivda sérum, plazma, buffy coat (tenkd vrstva
leukocytd a trombocytl lezZici mezi plazmou a erytrocyty po centrifugaci plné krve;
Obr. 29), bronchoalveolarni lavaz (BAL), stér z krku a mandli nebo mozkomisni mok
(MM). Pokud se EBV DNA vysettuje z plazmy nebo buffy coatu, je nutné krev odebrat

do zkumavky s antikoagulaéni reagencii, kterd neinhibuje PCR reakci, napf. K3EDTA.

Ostatni materialy do sterilnich nadob. (GeneProof, 2021)
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plasma

— buffy coat

red blood cells

Obr. 29: Schéma plné krve po centifugaci

Zdroj: Stanford Blood Centre, 2012

(prevzato z: https://stanfordbloodcenter.org/buffy coats/ )

K extrakci a izolaci DNA byla pouZita souprava croBEE Nucleic Acid Extraction Kit
uréend k in vitro pouziti v automatu croBEE NA16 NucleicAcid Extraction System Plus
(Obr. 30) firmy GeneProof (Brno, Ceskd republika). K detekci byla pouZita diagnosticka

souprava od firmy GeneProof.

Obr. 30: Automaticky izoldtor croBEE NA16 NucleicAcid Extraction System Plus

(prevzato z: https://zmmm.wl.cm.uj.edu.pl/badania/aparatura )
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Pomucky a reagencie:

Extrakéni kit obsahuje predplnéné reagencni kazety, pufr, proteindzu K, carrier RNA
(reagencie pro zvyseni vytéznosti extrakce DNA), pufr pro skladovani proteindzy K,
vodu bez nukledz a spotfebni material (pipetovaci Spic¢ky, elu¢ni zkumavky, zkumavky
na vzorky). Diagnostickd souprava obsahuje Master Mix (smés PCR enzymf, cilové
specifickych primer(i a TagMan sond v pufru), 4 kalibratory pro kvantitativni analyzu
(DNA oligonukleotidy ve 4 koncentracich v pufru) a interni standard (IS, DNA

oligonukleotid v pufru).

Princip metody:

Z pacientského vzorku je nejdfive extrahovdna DNA. Ndsledné probiha amplifikace
specifické konzervativni sekvence DNA a detekce nardstu fluorescence. Cilovou
sekvenci amplifikace a detekce je jednokopiovy gen kdédujici nukledrni antigen 1
(EBNA1). Ke kontrole inhibice PCR a ucinnosti extrakce DNA se pouziva IS, ktery se
pridava pfimo ke vzorku na pocatku izolacniho procesu a prochazi tak viemi kroky od
extrakce po amplifikaci spolu s pacientskym vzorkem. Pfitomnost EBV DNA je
detekovana ve fluorescen¢nim kanalu pro fluorofor FAM (karboxyfluorescein) a IS

ve fluorescenénim kanalu pro fluorofor HEX (hexachlorofluorescein).

Pracovni postup:
1) Pred zahdjenim prace vysvitit UV box UV svétlem po dobu 15 minut.
2) Priprava reagencii k izolaci DNA:
1. Carrier RNA: do zkumavky s lyofilizovanym Carrier RNA pfidat 1 ml vody
bez nukleaz a dikladné vortexovat
2. Proteinaza K: do zkumavky s lyofilizovanou proteinazou K pfidat 1,1 ml
pufru pro skladovani proteinazy K a dikladné vortexovat
3. Rozmrazit poZadované mnoistvi zkumavek S, promichat a kratce
centrifugovat.
3) Uprava primarnich vzorkd pred izolaci:
1. Podle typu vzorku:
a) PInd krev, plazma, sérum, BAL, aspirat, MM, sliny, stér v transp. médiu:

- pipetovat 400 ul vzorku do zkumavky na vzorky z extrakéniho kitu
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b) suchy stér:
- pfidat 1 ml vody bez nukledz nebo transportniho média do primarni
zkumavky se vzorkem
- vortexovat a centrifugovat
- inkubovat vzorek 15 minut pfi laboratorni teploté
- pipetovat 400 pl vzorku do zkumavky na vzorek z extrakéniho kitu
2. Ke vzorku ptidat 10 pl pracovniho roztoku Carrier RNA, 20 pl pracovniho
roztoku proteindzy K a 10 ul interniho standardu.
4) Ptiprava pfistroje a spusténi izolace:
1. izolaéni cartridge vloZit do nosice
2. extrakéni zkumavku se vzorkem vlozit do jamky W1 (Obr. 31)
3. elu¢ni zkumavku vlozit do jamky W5
4. jednordazovou plastovou Spicku vlozit do jamky W3
5. na ovladacim panelu stisknout tlacitko start a zvolit program 201 (extrakce
z objemu 400 pl s eluci 60 pl)
5) Priprava PCR:
1. jemné vortexovat a kratce centrifugovat komponenty kitu
2. do PCR zkumavek pipetovat 30 ul Master Mixu a 10 pl extrahované DNA
3. zkumavky dobre uzavfit, kratce centrifugovat a vlozit do real-time PCR
pfistroje (thermocycler)

4. amplifikovat podle amplifikacniho profilu v Tab. 9

W1 zkumavka se vzorkem
W3 pipetovaci Spicka
W5 elucni zkumavka

Obr. 31: Umisténi zkumavek a Spic¢ek ve stojdnku v pFistroji croBEE

Zdroj: Navod k pouziti croBEE 201A Nucleic Acid Extraction Kit, GeneProof, 2022
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Tab. 9: DNA PCR amplifikacni profil

Krok Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykll | Fluorescencni
kanal
1 Dekontaminace 37 2 min 1 -
) Pocatecni 95 10 min 1 i
denaturace
Denaturace 95 5s -
3 Annealing 60 40s 45 FAM, HEX
Extenze 72 20s -

Zdroj: Navod k pouZiti GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR Kit (GeneProof, 2022),

pfepracovdno do tabulky

Hodnoceni testu:

Hodnoceni testu je kvalitativni. Vysledky zthermocycleru jsou manudlné
vyhodnocovany vysokosSkolskym pracovnikem podle Tab. 10. P¥i klinické interpretaci je
nutné myslet na nékolik omezeni tohoto vysetreni. Jednim z nich je, Ze uréité mnozstvi
EBV DNA muzZe byt detekovatelné i u zdravych jedinc(, ktefi EBV infekci prodélali,
protoZe EBV pretrvava latentné v pamétovych B-lymfocytech. Omezenim vysetfeni
z plné krve je nemozZnost rozliSit, kolik EBV DNA je pfitomno v mononukledrnich
burikdch a kolik v plazmé. K rozliseni se da dodatec¢né kvantifikovat mnozstvi EBV DNA
v plazmé. Pozitivni detekce EBV DNA v MM muiZe znamenat spiSe kontaminaci

B-lymfocyty infikovanymi EBV neZ neuroinfekci zplisobenou EBV. (GeneProof, 2021)

Tab. 10: Interpretace vysledki PCR

Kandl FAM (EBV) | Kanal HEX (IS) Negativni Vysledky Interpretace
kontrola

+ + - Validni EBV pozitivni

+ - - Validni EBV pozitivni

+ + + Nevalidni Falesné pozitivni/

kontaminace

- +(Ct < 38) - Validni EBV negativni
- + (Ct > 38) - Nevalidni -
- - - Nevalidni -

Ct — cycle threshold (prahovy pocet amplifikacnich cykla)

Zdroj: GeneProof, 2021 (prepracovano do tabulky)
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6.8 Klinickad interpretace

Vysledkem vysetteni sérologickych marker( je zavér podavajici informaci, v jaké
fazi onemocnéni se pacient pfiblizné nachazi. Zda se jednd o primarni infekci EBV, dfive
prodélanou infekci nebo pacient infekci neprodélal apod. K pfesnému uréeni diagndzy
nestaci pouze vysledky sérologického vysetteni, je nutné znat klinicky stav pacienta

a pripadné vysledky dalSich vySetieni (biochemické markery, krevni obraz).

Na zdkladé vysledk( provedenych vysetfeni byli pacienti zarfazeni do nékolika
skupin podle Tab. 11. Prvni skupinu tvofi pacienti se sérologickym obrazem primarni
infekce EBV. Tito pacienti maji pozitivni protilatky proti kapsidovému antigenu (VCA)
ve tridé 1gM i IgG s nizkou aviditou, protilatky proti casnému antigenu (EA) standardné
byvaji pozitivni, ale mohou byt i negativni, negativni nebo hrani¢ni IgG protilatky proti
EBNA a pfipadné pozitivni IM test. Druhou skupinou jsou pacienti, ktefi prodélali
infekci EBV a nevykazuji zndmky aktivni infekce, maji tedy tzv. anamnestické protilatky.
Treti skupinou jsou pacienti, ktefi maji zvySené anamnestické protilatky. Mlze se

jednat o recentné probéhlou nebo pocinajici reaktivaci.

Do skupiny nejasného obrazu byli zafazeni pacienti, u kterych by byl potieba
dalsi odbér s casovym rozestupem nékolika tydnl ke sledovani dynamiky tvorby
protildtek nebo dalsi vysetfeni, které nebylo provedeno, protoze nebylo indikovdno
Zadajicim |ékarem. Tato skupina zahrnuje pacienty s izolovanou pozitivitou anti-VCA
IgM protilatek, mGze se tedy jednat o suspektni primoinfekci nebo nespecificky zachyt
IgM protilatek bez EBV etiologie, pacienty s izolovanou pozitivitou anti-EBNA IgG,

a dale pacienty se slabou imunitni odpovédi.
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Tab. 11: Algoritmus tridéni pacient( podle sérologického obrazu

Anti-VCA Anti-EA | Anti-EBNA
IgM IgG IgG lgG
+/++++ | -[++++ +/+++ -/+-
Primarni infekce (IM)
(LA)
- +/++ -/+- +/++++
Anamnestické protilatky
(HA)
- +++ /[ titr | -/+ +/++++
1:160
Zvysené anamnestické (HA)
protilatky/zvysené anti-EA IgG
- +/++ +/+++ +/++++
(HA)
+-/++++ | +[/++++ +/+++ +/++++
Aktivni infekce/reaktivace
(HA)

Nejasny

Nema standardni sérologicky obraz

LA — low avidity, HA — high avidity
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7. VYSLEDKY

Zpracovani vysledkul je rozdéleno do nékolika ¢asti podle typu metody. Posledni

kapitola se vénuje orientacni klinické interpretaci vySetreni pacient(.

7.1 IM test

V laboratofi Vidia-Diagnostika bylo za roky 2019-2022 vysetfeno timto testem

celkem 263 vzorku. Vysledky v jednotlivych letech ukazuje Tab. 12 a Graf 2.

Tab. 12: Pocet a hodnoceni vzorkd vySetfenych IM testem

Rok Pozitivni Negativni Celkem
2019 15 85 100
2020 7 51 58
2021 4 37 41
2022 6 58 64
Celkovy soucet 32 231 263
90
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=
9 50
=
3 40
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& 30
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Graf 2: Hodnoceni vzorku vysetfenych IM testem

Celkovy pocet vzork( za roky 2020 a 2021 je vyrazné nizsi oproti roku 2019.
Pravdépodobnym vysvétlenim je pfichod prvni viny onemocnéni COVID-19 v prvnim
Ctvrtleti roku 2020 a stim omezeni péce praktickych lékarl, pediatrd a ORL, kde

nejcastéji toto vysetreni indikuiji.
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V Tab. 13 vidime porovnani vysledkl u muzl a Zen v jednotlivych dekddach
Zivota v ramci celého sledovaného obdobi. Vékové rozmezi testovanych pacientd bylo
velmi Siroké, a to od 2 do 73 let. Nejvice pozitivnich nalezi bylo podle ocekavani
zachyceno u pacientl ve véku 10-20 let (Graf 3). Vékové rozmezi pozitivnich pacientu
bylo od 3 do 31 let s nejvyssSim poctem pozitivnich ve véku 15 a 19 let. Celkovy zachyt

pozitivnich pacientl Cinil 12 %.

Tab. 13: Cetnost sérologickych ndlezii IM testu podle pohlavi a véku pacienti

MuZzi Zeny Celkem

Vék negativni | pozitivni | negativni | pozitivni | negativni | pozitivni
<10 let 26 1 25 0 51 1
10-20 let 36 9 52 15 88 24
21-30 let 11 3 20 3 31

31-40 let 16 1 17 0 33 1
41-50 let 4 0 5 0 9 0
50+ 8 0 11 0 19 0
Celkem 101 14 130 18 231 32

16
o 14
=
o
5 12
g
210
=
: 8
.g c
=%
T 4
0
=)
, M ]
<10 let 10-20 let 21-30 let 31-40 let 41-50 let S50+
Veék

mMufi m Zeny

Graf 3: Porovndni pozitivnich muZi a Zen v jednotlivych vékovych kategoriich
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7.2 CLIA

Celkem bylo vysetfeno za vSechny Ctyfi roky 52 771 markerQ. Porovnani poctu
vySetfenych marker(i za jednotlivé roky ukazuje Graf 4. V Tab. 14 vidime jejich
souhrnné vyhodnoceni. Pocet vySetfeni anti-EBNA se lisi od poctu vysetfeni anti-VCA,
protoze u nékterych pacientd byly anti-VCA vySetfeny metodou nepfimé

imunofluorescence misto CLIA, kdeZto anti-EBNA byly vySetfeny pouze metodou CLIA.

6000
5111 5219

5000 46064635 1416 4464 1416 4469
= 3904 3906
5 4000 3813 3812
=
(5]
N
2 3000
-
o
o 2000
[«

1000

EBNA IgG VCA IgG VCA IgM

W2019 w2020 m2021 w2022

Graf 4: Pocet vzorki vysetrenych metodou CLIA
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Tab. 14: Vyhodnoceni sérologickych markert metodou CLIA

2019 2020 2021 2022 | Celkovy soucet

Ab anti EBNA EBV IgG CLIA 5111 4 606 4635 5219 19571
Negativni 1063 850 853 1162 3928
+/- 253 198 204 210 865

+ 731 654 708 807 2900
++ 1371 1445 1539 1472 5827
+++ 537 759 585 408 2289
++++ 1156 700 746 1160 3762
Ab anti VCA EBV IgG CLIA 4416 3904 3813 4464 16 597
Negativni 735 544 515 726 2520
+/- 163 135 136 157 591

+ 736 634 625 782 2777
++ 1160 1019 971 1191 4341
+++ 615 485 467 486 2 053
++++ 1007 1087 1099 1122 4315
Ab anti VCA EBV IgM CLIA 4416 3906 3812 4 469 16 603
Negativni 3833 3345 3318 3714 14210
+/- 233 299 232 397 1161

+ 129 103 99 138 469
++ 44 34 21 51 150
+++ 16 10 12 26 64
++++ 161 115 130 143 549
Celkovy soucet 13943 12 416 12 260 14 152 52771

V Grafech 5, 6, 7 a 8 vidime porovnani hodnoceni vysledkl

za jednotlivé ctyri

roky. Grafy vykazuji pomérné podobny trend. Pocet VCA IgM negativnich vzorku

vyrazné prevysSuje vSechny ostatni markery.
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Graf 5: Vysledky vysetfeni CLIA za rok 2019
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Graf 6: Vysledky vysetifeni CLIA za rok 2020
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Graf 7: Vysledky vysetfeni CLIA za rok 2021
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Graf 8: Vysledky vysetreni CLIA za rok 2022

Metodou nepfimé fluorescence bylo vysSetfeno béhem let 2019-2022 celkem
19 566 vzorkl (Tab. 15). Hodnoceni imunofluorescence je pomérné subjektivni, pro
zjednoduseni bylo hodnoceni zuzeno na negativni, nezvySené a zvySené. Nejvice
provedenych vySetfeni bylo anti-EA 1gG, protoze byly vySetfeny pouze
imunofluorescenci, kdezto velka ¢ast vysettreni anti-VCA byla provedena metodou CLIA.
Pocet vzorkll se zvySenymi anti-EA IgG v roce 2019 (43 %) dosahoval témér stejného
poctu jako pocet negativnich vysledkd (46 %). V dalSich letech se pomér vychyloval
ve prospéch negativnich vysledk( (39 % ku 48 % v roce 2020, 36 % ku 51 % v roce
2021, 33 % ku 56 % v roce 2022) (Tab. 16). ZvySené anti-EA 1gG byly nejéastéji proti
R-slozce (72 % v roce 2019, 74 % v roce 2020, 67 % v roce 2021 a 65 % v roce 2022),
v mensi mife proti D-sloZzce (17 % v roce 2019, 16 % v roce 2020, 23 % v roce 2021
a 24 % v roce 2022) a nejméné proti D i R-sloZce zaroven (10-11 %) (Tab. 17). Vysledky

vySetteni protilatek anti-VCA shrnuji Tab. 18 a 19.
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Tab. 15: Pocet vysetreni nepfimou imunofluorescenci za jednotlivé roky 2019-2022

2019 2 020 2021 2 022 | Celkovy soucet
Anti-EA EBV IgG 5111 4604 4636 5215 19566
Anti-VCA EBV IgG 916 870 922 904 3612
Anti-VCA EBV IgM 916 870 922 904 3612

Tab. 16: Hodnoceni vysetfeni anti-EA 1gG za jednotlivé roky 2019-2022

2019| 2020| 2021| 2022 |Celkovy souget
Negativni 2365| 2189| 2387| 2936 9877
+/- 534 623 602 561 2320
zvyené (+ a vice) 2212 1792| 1647| 1718 7369

Tab. 17: Diferenciace zvysenych protildtek anti-EA IgG

2019 2020 2021 2022 | Celkovy soucet
zvysené pouze protiD | 369 279 355 384 1387
zvysSené pouze proti R | 1545 1284 1045 1062 4936
Zvysené proti RiD 231 181 153 186 751

D-difuzni slozka ¢asného antigenu, R-restricted slozka ¢asného antigenu

Tab. 18: Viysledky vysetfeni anti-VCA IgM metodou NIF

2019| 2020| 2021| 2022 |Celkovy souget
Negativni (<1:20) 567 544 627 723 2461
Pozitivni (> 1:20) 348 326 294 181 1149

Tab. 19: Vysledky vysSetreni anti-VCA 1gG metodou NIF

2019| 2020| 2021| 2022|cCelkovy soucet
negativni (<1:10) 31 31 33 49 144
nezvysené (1:10 az 1:160 +-) 126 138 196 185 645
zvysené (1:160 aZ 1:640) 467 519 524 533 2043
vyrazné zvysené (> 1:640) 292 182 169 137 780

7.4 Avidita

Za roky 2019-2022 bylo provedeno celkem 815 vySetfeni avidity protilatek.
Nejvice vysetteni bylo provedeno v roce 2019 (243). BEéhem covidové pandemie v roce
2020 a 2021 pocet vysetieni klesl. Vroce 2022 se pocet vySetfeni blizi k poctu
vySetfeni v roce 2019. Ve vSech letech prevazuji poéty vySetfovanych Zen oproti poctu
vySetfovanych muzl (Tab. 20). Vysledky vysSetfeni avidity protilatek v jednotlivych
letech 2019-2022 zobrazuje Tab. 21. V Grafu 9 pak lze vidét grafické porovnani

vysledk( mezi jednotlivymi roky.
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Tab. 20: Pocet vySetreni podle pohlavi v jednotlivych letech 2019-2022

Pohlavi 2019 2020 2021 2022 | Celkovy soucet
Muz 94 62 67 109 332
Zena 149 120 88 126 483
Celkovy soucet 243 182 155 235 815

Tab. 21: Vysledky vysSetfeni avidity za roky 2019-2022

Vysledek 2019 2020 2021 2022 | Celkovy soucet
nizkoavidni 30 20 11 18 79
hranicni 36 12 10 25 83
vysokoavidni 177 150 134 192 653
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Graf 9: Porovndni vysledk( avidity za roky 2019-2022

Nizkoavidni nebo hrani¢ni vysledek znaci probihajici nebo recentné probéhlou
primarni infekci. Podle oCekavani je nejvice nizkoavidnich nebo hranicnich vysledkd

u pacientl ve véku 10-20 let. (Tab. 22, Graf 10)

Tab. 22: Cetnost nizkoavidnich a hrani¢nich vysledki avidity dle véku a pohlavi pacienta

Muzi Zeny Celkem
<10 let 20 20 40
10-20 let 33 45 78
21-30 let 11 12 23
31-40 let 5 4 9
41-50 let 5 3 8
50+ 0 3 3
Celkem 74 87 161
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Graf 10: Porovndni nizkoavidnich a hranicnich vysledkt podle pohlavi a véku pacienta

7.5 MBA

Metoda microblot array byla zavedena v pribéhu roku 2021. V roce 2022 bylo
vySetfeno 289 vzork( ztoho 240 bylo pozitivnich, 18 hrani¢nich a 31 negativnich
(Tab. 23). Vékové rozmezi pacientl bylo od 2 do 79 let. Nejvice negativnich vysledkt
bylo u pacientll mladsich 10 let (Tab. 24). Podle o¢ekavani pocet negativnich vysledku
rapidné klesa se zvysSujicim se vékem pacienta a zvySuje se podil pozitivnich vysledku

(Graf 11).

Tab. 23: Hodnoceni vysetfeni MIBA za rok 2022

Hodnoceni Pocet vzorku

Negativni 31
Hranicni 18
Pozitivni 240
Celkovy soucet 289

Tab. 24: Hodnoceni vySetfeni MBA za rok 2022 podle véku pacienta

Negativni | Hranicni | Pozitivni | Celkem
>10 let 14 4 14 32
11-20 let 9 6 45 60
21-30 let 7 1 32 40
31-40 let 0 3 60 63
41-50 let 1 3 42 46
51-60 let 0 1 25 26
61+ let 0 0 22 22
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Graf 11: Vysledky MBA podle véku pacienta

7.6 PCR

Béhem (tyf sledovanych let bylo vySetfeno EBV DNA ve 42 vzorcich (Tab. 25).
Vysetieni bylo provedeno z riznych typl materidlu. EBV DNA byla detekovana pouze
u bronchoalveolarni lavaze (BAL), buffy coatu a séra (Tab. 26). Celkovy zachyt EBV DNA
tvofil 0 % v roce 2019 (zadné pozitivni vzorky), 27 % v roce 2020, stejné tak i v roce
2021 a vroce 2022 18 %. Vék testovanych pacientl se pohyboval od 0 do 70 let. Vék
pacientd s pozitivnim zachytem byl 10 az 69 let. Nejvice testovanych bylo ve véku
10-19 let (Tab. 27). Nejvice pozitivnich vysledk(l bylo u pacientd ve véku 30-39 let
(Tab. 28).

Tab. 25: Pocet vySetreni EBV DNA za roky 2019-2022

Rok Negativni Slabé pozit. | Pozitivni Celkem

2019 9 9
2020 8 3 11
2021 8 2 1 11
2022 9 2 11
Celkem 35 2 6 42
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Tab. 26: Vysledky vysetfeni EBV DNA podle typu materidlu

Typ vzorku | Negativni Slabé pozit. | Pozitivni Celkem

BAL 1 1
buffy coat 21 1 2 24
plasma 2 2
stér 4 4
sérum 7 4 11
Celkem 35 2 6 42

Tab. 27: Pocet pacient( vysetienych PCR podle véku a pohlavi

vék Muz Zena Celkem

10-19 let 9 5 14
20-29 let 3 2 5
30-39 let 3 6 9
40-49 let 2 3 5
50-59 let 1 1 2
60-69 let 1 6 7
>70 let 0 1 1

Tab. 28: Pocet EBV DNA pozitivnich pacienti podle véku a pohlavi

vék Muz Zena Celkem

10-19 let 2 0 2
20-29 let 0 1 1
30-39 let 1 2 3
>40 let 0 2 2

7.7 Klinicka interpretace

Do klinické interpretace bylo zahrnuto celkem 14 736 pacientl vySetfenych
v letech 2019-2022. Cetnost jednotlivych stadii EBV infekce s procentualnim podilem
vdaném roce ukazuje Tab. 29. Pacienti vySetfeni pouze IM testem nebo PCR bez
vySetieni specifickych protilatek nebyli zahrnuti do statistického hodnoceni. V grafu 12,
13, 14 a 15 je znazornéno porovnani jednotlivych stadii EBV infekce mezi roky 2019-

2022 v testovaném souboru pacientd.
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Tab. 29: Cetnost jednotlivych stddii EBV infekce za roky 2019-2022

Stadium 2019 2020 2021 2022 | Celkem
1185 948 1036 1294 4463
zvySené anamnestické (29,52 %) (28,78 %) | (31,02%)| (31,65%)| (30,29 %)
1120 1051 1013 1004 4188
aktivni infekce/reaktivace (27,90 %) (31,91%)| (30,33%)| (24,56 %)| (28,42 %)
907 709 703 988 3307
anamnestické protilatky (22,60 %) (21,52 %) | (21,05%)| (24,17 %)| (22,44 %)
557 418 414 572 1961
séronegativni (13,88 %) (12,69 %) | (12,40%)| (13,99%)| (13,31%)
201 125 134 171 631
primoinfekce (5,01 %) (3,79 %) (4,01 %) (4,18 %) (4,28 %)
44 43 40 59 186
nejasné (1,10 %) (1,31 %) (1,20 %) (1,44 %) (1,26 %)
Celkem 4014 3294 3340 4088 14736
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Graf 12: Cetnost jednotlivych stddii v roce 2019
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7.7.1 Incidence primoinfekce v letech 2019-2022

Zachyt primoinfekce EBV cCinil 4,28 % z celkového poctu 14 736 pacientd. V Graf 16 je
znazornéno porovnani poctu pripadl v jednotlivych letech sledovaného obdobi. Graf
17 zobrazuje pribéh procentudlniho zachytu primoinfekci EBV z celkového poctu
testovanych vdaném meésici béhem vSech ctyr let. Z grafu je patrny vyssi zachyt
primoinfekci EBV v srpnu a v prosinci, ktery je témér dvojnasobny oproti cervnu.
Vékové rozmezi pacientll s obrazem primarni infekce EBV bylo 1-44 let. Nejvétsi pocet
pacientu s primoinfekci byl pozorovdn ve véku 15-19 let (Tab. 30) s celkovym maximem
v17 letech (Tab. 31) Porovnani incidence mezi danymi vékovymi kategoriemi

v jednotlivych letech zobrazuji Graf 18, 19, 20 a 21.
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Graf 17: Procentudlini zéchyt primoinfekci EBV v jednotlivych mésicich za roky 2019-
2022

Tab. 30: Cetnost primoinfekce EBV podle vékovych kategorii

Vék 2019 2020 2021 2022 | Celkovy soucet
1-4 roky 38 12 20 21 91
5-9 let 33 22 19 25 99
10-14 let 27 18 22 41 108
15-19 let 78 50 45 56 229
20-24 let 10 18 16 16 60
25-29 let 5 2 5 6 18
30-34 let 3 1 2 3 9
35-39 4 2 3 2 11
>40 let 2 0 1 1 4
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Tab. 31: Cetnost primoinfekce u pacient( mezi 15. a 19. rokem Zivota
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15 let 18 9 6 8 41
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Graf 21: Cetnost primoinfekce EBV podle véku a pohlavi v roce 2022

7.7.2 Séroprevalence testovaného souboru pacientt

Z celkového poctu 14736 pacientll zahrnutych do hodnoceni nebyly
detekovany zadné pozitivni protilatky proti EBV u 1961 z nich. To odpovida celkové
13,31 % séronegativnich pacient( v testovaném souboru, z toho 11,46 % bylo mladsich

20 let (Tab. 32). Celkovy podil séronegativnich pacient( z celkového poctu testovanych
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rapidné klesa se zvysujicim se vékem pacientl (Graf 22). Jednotlivé roky sledovaného

obdobi ukazuji stejny trend (Graf 23).

Tab. 32: Cetnost séronegativnich pacient( podle véku

Vék 2019 2020 2021 2022 | Celkovy soucet
0-4 roky 107 100 80 86 373 (2,53 %)
5-9 let 163 107 109 147 526 (3,57 %)
10-14 let 129 102 84 138 453 (3,07 %)
15-19 let 95 60 67 115 337 (2,29 %)
20-24 let 26 16 25 26 93 (0,63 %)
25-29 let 8 13 16 15 52 (0,35 %)
30-34 let 9 8 11 14 42 (0,29 %)
35-39 let 4 3 10 9 26 (0,18 %)
40-44 let 3 5 6 8 22 (0,15 %)
45-49 |et 3 2 2 6 13 (0,09 %)
50-54 let 6 1 1 1 9 (0,06 %)
55-59 |et 1 1 1 4 7 (0,05 %)
60-64 let 2 0 0 2 4 (0,03 %)
>65 let 1 0 2 1 4 (0,03 %)
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Graf 22: Procentudlni podil vsech séronegativnich pacientt podle véku
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8. DISKUSE

Virus Epsteina-Barrové je kosmopolitné rozSifenym patogenem. Po prodélani
primarni infekce nastava celoZivotni nosi¢stvi viru s moznosti reaktivace viru kdykoli
béhem Zivota. Tato vlastnost EBV s sebou nese i moznost vzniku lymfoproliferativniho
onemocnéni, které v naSich podminkach nebyva nastésti moc casté, avSak urcité
skupiny obyvatelstva jsou ohroZeny vice neZ ostatni. Virus se prendsi hlavné slinami,
proto je infekéni mononukleéza znama jako tzv. ,nemoc z libani“ nebo ,nemoc

student(”.

Za roky 2019-2022 bylo v laboratofi infekéni sérologie a virologie spolecnosti
Vidia-Diagnostika otestovano 14 736 pacientli na pfitomnost specifickych protilatek
proti EBV. 263 pacientd na pfitomnost heterofilnich protildtek a 42 pacient(
na pfritomnost EBV DNA. Virové specifické protilatky byly méreny pomoci
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzy a nepfimé imunofluorescence na sklickach. Jako
dopliikové metody pomahajici k presnéjsi interpretaci byly vyuzity stanoveni avidity
protilatek anti-VCA 1gG a metoda microblot array. Stanoveni EBV DNA se provadi velmi
okrajové, zejména u pacientl s tézsim prlbéhem infekce, vainéjsimi komorbiditami
nebo u imunosuprimovanych pacient(, proto byl pocet vzorkl v testovaném souboru
nizky. Chemiluminiscenéni imunoanalyza je moderni metoda umoZiujici rychlou
a dostatecné citlivou detekci protilatek. Vzhledem k rliznému sloZeni pouZivanych
antigent v CLIA a NIF metoddch se mohou vysledky obou vysetfeni liSit. Stanoveni
protildtek pomoci munofluorescence je povazovano za tzv. zlaty standard diagnostiky
EBV. Tato metoda byva proto vyuZivana i jako metoda referencni. (Gartner et al., 2001;
Corrales et al., 2014) Metoda microblot array je modernim zastupcem imunoblottingu.
Pomaha detekovat protildtky proti jednotlivym komponentam antigen(, a tim presnéji

urcit fazi onemocnéni.

Interpretace sérologického ndlezu neni vidy jednoznaénd a jednoducha.
V dnedni dobé je jiz kdispozici velké portfolio metod, které pomahaji upresnit
diagndzu. Kazdy pacient je ale jiny a reaguje jinak. Na to je potfeba myslet obzvlast pfi
interpretaci nepfimych laboratornich metod, jako je prlikaz protilatek proti infekénim

agens.
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Podle Kleinerové (2005) ma infekéni mononukledza spiSe sezénni vyskyt,
naproti tomu Benes$ (2009) tvrdi, Ze vyskyt nemoci byva zaznamenavan béhem celého
roku a nevykazuje sezénni charakter. EBV neni vazan na Zivy vektor, ktery by v nasich
podnebnych podminkdch zplsoboval vyrazny sezénni vyskyt, jako vykazuje napftiklad
virus klistové meningoencefalitidy. Zaznamenali jsme v3ak nejvyssi vyskyt v srpnu
a v prosinci (5,90 % a 5,79 % primoinfekci EBV z poctu vSech testovanych v daném
mésici). Celorepublikova data o poctu hlasenych pripadi IM sezénni trend nepotvrzuiji.

(UzIs CR, 2013)

Ve vyspélych zemich je pozorovan zvysujici se primérny vék populace, pfi
kterém dochazi k primoinfekci EBV. Vyssi vék je spojen s horSim priibéhem infekéni
mononukledzy a vyssim rizikem hospitalizace. (Morris et al., 2002; Tattevin et al., 2006;
Wang et al.,, 2013; Hocqueloux et al., 2015; Fourcade et al., 2017) Fourcade et al.
(2017) zaznamenali v letech 2000-2016 nejvice primoinfekci EBV ve stejné vékové
kategorii. Oproti tomu Cui et al. (2018) zachytili v ¢inské populaci nejvyssi vyskyt
primoinfekce EBV u déti do 5 let véku. Nejvice primoinfekci v testovaném souboru
pacientd z laboratore Vidia-Diagnostika bylo podle ocekavani zachyceno u pacientl
ve véku 15-19 let. Toto zjiSténi koresponduje i s daty o vyskytu hlasenych ptripadl IM
z Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR z roku 2013. (UzIS CR, 2013)

Vyznamné mnoZstvi autor(l uvadi vice nez 90% promorenost populace.
Séropozitivita EBV v Pekingu v obdobi 2013-2017 dosahovala v nékterych vékovych
skupinach az 99 %. (Cui et al., 2018) Studie z Francie zaznamenala za obdobi 2000-2015
séropozitivitu EBV u 88 % pripadll z testované populace s dlouhodobym klesajicim
trendem v pribéhu let. V populaci nad 20 let véku zaznamenali pouze 2,1 %, 2,5 %
a 3,1 % séronegativnich pacientll za obdobi 2001-2005, 2006-2010 a 2011-2015.
(Fourcade et al, 2017) Promorenost testovaného souboru laboratore
Vidia-Diagnostika byla 86,7 %, coz bylo méné, nez se Cekalo. VétSinu nepromorené
populace testovaného souboru tvofili pacienti do 20 let (11,5 %). Promorenost nad
20 let véku pacienta cinila 98,2 %. Séronegativita testovaného vzorku pacientd tak
Cinila pouze 1,81 %. Tedy prekvapivé jesté méné nez studie, kterou provedl|i Fourcade

etal.
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V porovnani s ostatnimi roky bylo vroce 2020 pozorovano v nasi laboratofi
zvySeni podilu pacientl se sérologicky aktivni EBV infekci. Domnivdme se, Ze to mohlo
byt zplsobeno pandemii viru SARS-CoV-2. K potvrzeni této hypotézy bohuzel nejsou
dostupna potfebnd data. Nicméné nékolik studii potvrdilo spojitost reaktivace EBV
a dalSich herpesvirh u pacientl s diagnostikovanym onemocnénim covid-19
a u pacientu s tzv. long-covid symptomy. Reaktivace EBV byla také spojena s horSim
pribéhem covidu-19 a delsi dobou hospitalizace. (Lehner et al., 2020; Gold et al., 2021;
Paolucci et al., 2021; Simonnet et al., 2021; Singh et al., 2021; Chen et al., 2021;
Zubchenko et al., 2022)
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9. ZAVER
V teoretické casti této diplomové prace byly prehledné podany informace o viru

Epsteina-Barrové, onemocnénich, kterd primo zplsobuje nebo se vyznamné podili

na jejich patogenezi, véetné informaci o I1éCbé a aktudlnich poznatk( o vyzkumu vakcin.

Za roky 2019-2022 bylo v laboratofi infekéni sérologie a virologie spolecnosti
Vidia-Diagnostika otestovano 14 736 pacientli na pfitomnost specifickych protilatek
proti EBV. 263 pacientd na pfitomnost heterofilnich protildtek a 42 pacient(
na pritomnost EBV DNA. Nejvice pozitivnich nalez(i heterofilnich protilatek bylo podle
oCekavani zachyceno u pacientll ve véku 10-20 let. Vékové rozmezi pozitivnich
pacientd bylo od 3 do 31 let s nejvyssim poctem pozitivnich ve véku 15 a 19 let.
Celkovy zachyt pozitivnich pacientd cinil 12 %. EBV DNA byla detekovdna pouze
u bronchoalveolarni lavaze (BAL), buffy coatu a séra. Celkovy zachyt EBV DNA byl
19 %.

Vékové rozmezi pacientll sobrazem primarni infekce EBV bylo 1-44 let.
Incidence primarni infekce EBV byla nejvyssi ve véku 15-19 let s maximem v 17 letech.

Vyskyt nevykazoval sezénni charakter.

Promorenost testovaného souboru byla nizsi nez ocekavana, a to 86,7 %.
Vétsinu nepromorené populace testovaného souboru tvofili pacienti do 20 let

(11,5 %). Promorenost nad 20 let véku pacienta Cinila 98,2 %.
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10. POUZITE ZKRATKY
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B-cell receptor
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Cluster of
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RNAs
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Epstein Barr virus
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Gastric carcinoma
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Nasopharyngeal carcinoma
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