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Uvod



1. Uvod

Epstein-Barr virus (EBV) ili Humani Herpesvirus 4 jedan je od najrasprosranjenijih
humanih virusa. Prevalencija infekcije u svetu iznosi preko 90%. EBV infekcija predstavlja
vaznu kariku u etiologiji velikog broja tumora, poput limfoma, nazofaringealnog i
gastricnog karcinoma, zatim limfoproloferativnih bolesti kod pacijenata nakon
transplantacije i drugih imunosuprimiranih stanja, i kona¢no, autoimunskih poremecaja

kao $to je multipla skleroza, sistemski lupus eritematozus (SLE) i druge.

Kao i ostali herpesvirusi, EBV je sfericnog oblika, veli¢cine 150-200 nm. Poseduje
linearnu dvolancanu DNK sa terminalno umnozenim krajevima, koja po ulasku u inficiranu
¢eliju formira cirkularnu, odnosno epizomalnu formu. StoSezdesetdve kapsomere formiraju
ikozaedarni kapsid, odnosno virusni kapsidni antigen (VCA) (100-110 nm) oko koga se
nalazi omotac¢ porekla jedarne membrane inficirane Celije. [zmedu kapsida i omotaca je
tegument koji je fibrilarne strukture. Na spoljaSnjem omotacu nalaze se glikoproteinski

izdanci (Slika 1.).

omotac
glikoproteinski izdanci
proteini tegumenta

RNK

linearna dvolan¢ana DNK
ikozaedarni kapsid

Slika 1. Sematski prikaz EBV



EBV genom ima kapacitet za kodiranje oko 80 proteina, ali do sada nisu svi
identifikovani. U latentnoj infekciji eksprimiraju se samo najraniji i rani virusni geni, dok u
produktivnoj infekciji dolazi do kompletne replikacije virusa sa produkcijom novih
virusnih partikula. Interesantno je da EBV moze da uspostavi tri razli¢ita programa

latencije, a da u svakom programu, njegov genom ostaje u epizomalnoj formi.

U latentnoj infekciji eksprimiran je ogranicen set od 6 gena nuklearnih proteina
(EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, -LP), 3 gena latentnih membranskih proteina (LMP-1, -24, -2B) i
2 male nekodiraju¢e RNK (EBER-1 i -2). Razli¢ita ekspresija latentnih gena uslovila je i
klasifikaciju latentne infekcije na tri tipa, gde je jedino u tipu III eksprimiran kompletan set
latentnih proteina (Tabela 1.) (Rickinson i Kieff, 2007). Znacajno je i to da se razliciti tipovi
latencije manifestuju kroz razli¢ite tumore ili limfoproliferativna stanja povezana sa EBV
infekcijom. U liti¢koj infekciji eksprimirani su i tzv. najraniji, rani i kasni geni. U najranije i
rane spadaju transaktivatori, pre svega BZLF-1 (Zta) i BRLF, 6 replikativnih enzima, BCL-2
proteini sa velikim uticajem na apoptozu, zatim BNLF-2A, BARF-1 i drugi. Produkti ranih
gena objedinjeni su kompleksom EA (engl. early antigens) predstavljaju vazan seroloski
marker. Kasni geni kodiraju glikoproteine MA kompleksa (membranski antigeni) i
strukturne proteine kapsida objedinjene VCA kompleksom (virusni kapsidni antigeni) koji

je takode vazan seroloski marker.



Tabela 1. Ekspresija gena po tipovima latencije

TIP EBNA-3 EBNA-

LATENCIJE EBNA-1 EBNA-2 (A,B,C) LP LMP- 1 LMP-2A  LMP-2B EBER BOLEST

1 + - - - - - - + BL
1 + - - - + + + + NFK, HL,
NKL TL
m + + + + + + + + IM, PTLD
zdravi + /. 5 5 5 = + 5 + latencijau B
nosioci limfocitima

Burkitt-ov limfom (BL); Nazofaringealni karcinom (NFK); Hodgkin limfom (HL); Limfom NK i T ¢elija (NKL i
TL); Infektivna mononukleoza (IM); Posttransplantacioni limfoproliferativni poremecaj (PTLD).

Tokom primarne infekcije EBV inficira epitelne celije orofarinksa, a uspostavlja
latentnu infekciju u B limfocitima. Zapravo, kada putem salive virus dospe do epitela
Waldeyer-ovog tonzilarnog prstena orofarinksa, on zapocinje liticku infekciju epitelnih
¢elija. Zatim virus inficira naivne B limfocite u lokalnom limfnom tkivu, $to pokrece njihovu
aktivaciju i transformaciju u limfoblaste. U aktivisanim limfoblastima uspostavlja se III tip
latencije, koju prati ekspresija Citavog seta latentnih proteina kao i rani transkripti dve
male nekodiraju¢e RNK. Kako su ovi limfoblasti visoko imunogeni, bivaju odstranjeni od
strane EBV-specifi¢nih citotoksi¢nih T limfocita. Prezivljavanje virusa ipak je moguce
zahvaljujuci suprimiranju imunogenih proteina B ¢elija, i to u dve faze. Prvo se B Celije
transportuju do limfnih Zlezda gde proliferiSu eksprimiraju¢i samo EBNA-1 i LMP-1/2 (II
tip latencije). U sledecoj fazi, ove celije napustaju limfne Zlezde diferentovani u IgD
memorijske Celije bez ikakvog eksprimiranja virusnih proteina (tip latencije 0), zbog Cega
su “nevidljivi” za imunolo$ko prepoznavanje. U cirkuliSu¢im memorijskim B limfocitima
moze se aktivirati transkripcioni program iz pocetka. Ove celije se, u tom slucaju, dele i

eksprimiraju samo EBNA-1 protein (I tip latencije),



$to omogucava da se sa Celijskim podeli i virusni genom (Hochberg, i sar., 2004).
Memorijske Celije mogu, eventualno, da se vrate u faringealni predeo. Tada dolazi do
diferencijacije u plazma Ccelije i pokretanja liticke infekcije sa kompletnom virusnom
replikacijom i aktivnim izlu¢ivanjem virusa putem salive. Na taj nacin, virus obezbeduje
nove Celijske rezervoare i prenos na novog domacina (Slika 2.). Kod velikog broja
dozivotnih EBV nosilaca, male koli¢ine virusa mogu se dokazati u ispirku guse i salivi.
Dokazano je da je u perifernoj krvi asimptomatskih nosilaca 1-50 od 106 B limfocita

latentno inficirano (Rickinson i Kieff, 2007.).

lako se B ¢elijska populacija, i to IgD, smatra najvaznijim mestom perzistencije EBV,
uloga skvamoznih epitelnih ¢elija ostaje nedovoljno razjasnjena. Naime, virus je dokazan u
epitelnim Celijama pacijenata sa leukoplakijom i imunosuprimiranih sa benignim oralnim
lezijama, ali ga obitno nema u zdravom epitelu orofarinksa i tonzila pacijenata sa
infektivnom mononukleozom, kao ni u epitelu koji okruzuje nazofaringealni ili gastri¢ni

karcinom (Lawrence, i sar., 2007).

Usnaduplja Mukoza

Limfni évor (germinalni centar) H Periferna cirkulacija

EBNA1/LMP2
+ BARF1

Ulazakvirusa i Infekcija 1 Proliferacija i Diferencijacija Perzistencija
¥ St Il tip Il tip latencije Otiplatencije Itip latencije |
Proliferisuci B limfociti ! l ' 1 v I
©  Blimfoci inalnog centra ; : i i
M e | | | )
Aktivirani B limfociti Limfom, IM, PTLD HL, NHL, NFK BL, karcinomzeluca

Slika 2. Zivotni ciklus EBV (Bollard, i sar., 2012.)



Signal koji zapocinje reaktivaciju virusa in vivo nije identifikovan, ali se smatra da
on nije virusnog porekla. Zapravo, pojedini memorijski B limfociti pri prolasku kroz limfno
tkivo diferenciraju se u plazma celije i zapocinju liticku fazu EBV Zivotnog ciklusa
(Laichalk i Thorley-Lawson, 2005). Liti¢cku infekciju prati produktivna infekcija u kojoj

celija u kojoj se sintetiSe novi virus po njegovom napustanju umire.

Primarna infekcija: infektivna mononukleoza

Vec¢ina primarnih EBV infekcija ostaje Kklinicki neprepoznata jer prolaze
asimptomatski ili u vidu nespecifi¢nog virusnog sindroma. Za razliku od nerazvijenih i
zemalja u razvoju, gde se infekcija najceSce javlja kod dece do tri godine starosti, u
razvijenim zemljama Ce$c¢a je infekcija starije dece, adolescenata i mladih odraslih ljudi.
Upravo kod male dece, prvi susret sa virusom prolazi asimptomatski kod 20% - 80%
slu¢ajeva. Izuzetno retko, on se ispoljava kao sindrom infektivne mononukleoze (IM). Kod
adolescenata, medutim, ovaj sindrom je skoro obavezna manifestacija primoinfekcije (30%

-70%).

Infektivna mononukleoza je samoogranicavajuca limfoproliferativna bolest ¢iji se
simptomi javljaju 4 do 6 nedelja posle infekcije. PoSto se pacijenti klini¢ki prepoznaju tek
posle dugog inkubacionog perioda, najraniji mehanizmi izmedu virusa i Celije nakon
orofaringealnog kontakta sa salivom ostaju nedovoljno razjasnjeni. Ve¢ina simptoma moze
nastati delovanjem i drugih infektivnih agenasa, a rezultat je dejstva proinflamatornih
citokina IL-1, IFN-y, TNF-a i korelira sa CD8 T limfocitozom (Rickinson i Kieff, 2007).
Takode, ovi simptomi mogu biti prisutni i u sklopu drugih neinfektivnih bolesti. Zato je
veoma tesSko postaviti sigurnu dijagozu IM bez primene laboratorijskih testova. Ovi testovi
mogu obuhvatiti nalaz limfocitoze sa atipi¢nim limfocitima u krvi, Paul-Bunnell ili

Monospot test heterofilnih antitela, zatim dokazivanje i odredivanje titra virus specifi¢nih
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antitela na pojedinaCne virusne antigene, i konacno, dokazivanje virusne DNK kao
najsenzitivnije metode laboratorijske dijagnostike na pocetku IM. Najveca viremija dostize
se 2 nedelje nakon primarnog kontakta, posle ¢ega pada na veoma niske ili nedetektabilne
vrednosti. Dokazivanje EBV DNK u krvi na pocetku infekcije moguce je kod 52-100%
pacijenata, da bi u poslednjim danima akutne faze bolesti ovaj procenat pao ispod 40% (Al,
et al. 2012), (Yamamoto, i sar., 1995), (Cheng, i sar., 2007). Zapravo, nakon 2-3 nedelje od
pojave simptoma, virus je nedetektabilan u krvi (Bauer, i sar., 2005). Ako, medutim,
viremija traje duZe od 6 meseci zajedno sa simptomima mononukleoze i atipi¢cnom
serologijom, a u odsustvu imunosupresije, govorimo o hroni¢noj aktivnoj EBV infekciji

(Okano, i sar., 2005).

Preko inficirane salive EBV dospeva do orofaringealnog epitela gde se odvija virusna
replikacija, odnosno liticka infekcija, pa se u akutnoj fazi IM, preko orofarinksa izlu¢uju
velike koli¢ine infektivnih virusa. Replikacijom u epitelu, EBV dolazi i do ciljnih
subepitelnih B ¢elija. Za vreme vrhunca klinickih manifestacija, izmedu 0.1% i 1% B Celija
periferne krvi sadrzi EBV, i u njima se odvija III tip latencije. Ovi proliferiSu¢i B limfociti
dalje mogu infiltrirati druga limfna tkiva kao Sto je tkivo tonzila. Invazija B limfocita
stimuliSe i snazan CD8+ T ¢elijski odgovor, ali T limfociti pokazuju karakteristi¢nu atipiju i
mogu se videti u razmazu periferne krvi IM pacijenata. Kao posledica ove nespecificne T
celijske proliferacije javljaju se periferna limfocitoza, limfadenopatija i splenomegalija.
Vremenom, T Celijski odgovor redukuje broj inficiranih B limfocita, pa virus ulazi u latentnu

fazu infekcije.

EBV infekcija kod imunokompromitovanih pacijenata

Primaoci transplantiranih organa, pre svega solidnih organa (bubrega, srca i pluca),
imaju jatrogenu imunosupresiju, pa se EBV limfoproliferativni poremedcaji javljaju kao

posledica nemogu¢nosti kontrole perzistentne virusne infekcije.
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Seroloski status pacijenta pre transplantacije veoma je vaZzan prediktivni faktor, pa je
tako rizik za dobijanje EBV limfoproliferativnih poremecaja 20 puta visi kod seronegativnih
recipijenata (Rickinson i Kieff, 2007). Mala deca zbog toga su u posebnom riziku.
Posttransplantaciona limfoproliferativna bolest (engl. post-transplantation
lymphoproliferative disorder, PTLD) obuhvata poremecaje B ¢elijske proliferacije koji se
mogu spontano povudi, progredirati u limfoplazmocitoidno B (éelijsko Sirenje nalik
inflamatornoj reakciji, ili voditi u letalnu klonalnu proliferaciju B limfocita identi¢nu NHL-u
(Kutok i Wang, 2006). Svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation,
WHO) dala je podelu ovih bolesti, ali njihove razlike u klini¢koj praksi mogu biti vrlo
diskretne: a) limfoidna hiperplazija nalik IM; b) poliklonalni PTLD; c) monoklonalni PTLD
ekvivalentan B i T Celijskom NHL-u; d) HL i PTLD nalik HL-u. U slu¢aju transplantacije
bubrega, incidenca PTLD je 1-5% (Rickinson i Kieff, 2007).

Vecina posttransplantacionih limfoma nastaje u toku prve godine nakon
transplantacije, kada je imunosupresija najintenzivnija. Virus koji je odgovoran za njihov
nastanak najcesée je poreklom od recipijenta. EBV viremija Cesto se moze dokazati i pre
vidljivih lezija ili simptoma, pa se rutinski kontroliSe kao prediktivni faktor za PTLD. U
virusom transformisanim B limfocitima eksprimirani set gena odgovara III tipu latencije.
Interesantno je da limfomi kod teske imunosupresije AIDS pacijenata pokazuju identican
fenotip. Kako su eksprimirani LMP-1 i EBNA-2, dolazi do (elijske transformacije, a

citotoksi¢na T ¢elijska funkcija je neefikasna da ovakve Celije eliminise.

Prema protokolu laboratorijskih testova kod pacijenata nakon transplantacije,
skrining i monitoring virusnih infekcija obuhvata periodi¢no testiranje krvi, pre svega na
prisustvo DNK herpesvirusa. Za predstavnike ove porodice postoji velika verovatnoca
reaktivacije u stanju imunosupresije. Kod seronegativnih moZe se javiti primoinfekcija. Za
bubrezne recipijente bez PTLD simptoma, skrining krvi na prisustvo EBV DNK
podrazumeva mesecno testiranje u prva 4 meseca, a tromesecno nakon tog perioda. Na taj

nacin, korekcija terapije moguca je pre pojave komplikacije infekcije.
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EBV udruZeni tumori

Rutinsko testiranje bioptata nazofaringealnih karcinoma ili limfoma (Burkitov,
Hodgkin, non-Hodgkin i drugi) na prisustvo EBV ne postoji van endemskih podrudja za
NFK, ili van specifi¢ne indikacije za limfome. Testiranje seruma ovih pacijenata takode je

rutina u endemskim regijama narocito na prisistvo anti-EA EBV IgA antitela.

EBV infekcija kod sistemskih autoimunskih oboljenja

Kada je re¢ o pacijentima sa reumatoidnim artritisom (RA) i drugim sistemskim
autoimunskim oboljenjima, nemoguc¢nost kontrole EBV replikacije moze dovesti do visokih
vrednosti viral load-a. Ipak, metode koje su kori$¢ene u dosada$njim pracenjima nisu bile
dovoljno senzitivne da do kraja dokazu ovu teoriju (Balandraud i Roudier, 2018). Kod RA
pacijenata EBV DNK se najceS¢e detektovao u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi,
sinovijalnoj te¢nosti i salivi.

Ono $to se medutim do sada pokazalo, jeste 10 puta viSa vrednost EBV viral load-a
kod RA pacijenata nego u kontrolnim grupama zdravih ispitanika ili onih sa drugim
inflamatornim bolestima izuzev RA. Vrednosti EBV load-a zapravo su slicne vrednostima
koje se nalaze kod asimptomatskih recipijenata transplantiranih organa (10 kopija/500 ng
DNK) (Balandraud i Roudier, 2018). Dokazivanje EBV DNK takode je daleko ceSc¢e u
sinovijama RA pacijenata nego u kontrolnim grupama.

Monitoring EBV DNK tokom kori$¢enja terapije sa potencijalnim uticajem na
kontrolu EBV replikacije, mogao bi biti od znacaja u kontroli razvijanja EBV-udruZenih

limfoma.
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Molekularna laboratorijska dijagnostika oboljenja

udruzenih sa EBV infekcijom
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2. Molekularna laboratorijska dijagnostika oboljenja udruzenih sa EBV

infekcijom

Dijagnosticki algoritam EBV infekcije zavisi pre svega od imunskog statusa
pacijenta, tj. njegove osnovne bolesti, jer znacaj i urgentnost uvodenja i/ili menjanja
terapije drasticno se razlikuje medu imunokompetentnim i imunosuprimiranim

pacijentima.

U cilju identifikacije EBV kao i odredivanja viral load-a danas se koriste brojne
molekularne tehnike: In situ hibridizacija, PCR i Real-time PCR za dokazivanje i kvantitaciju
DNK, dokazivanje RNK, eseji zasnovani na detekciji i kvantifikaciji proteina i imunobloting.
Iako ove metode pomazu u dijagnostici, nedostatak njihove standardizacije, kao i razlike u
osetljivosti i specificnosti metoda medu razli¢itim laboratorijama, moraju se sistematski
razmotriti (Tabela 2.). Zapravo, razlikovanje zdravih EBV nosilaca i pacijenata kojima EBV
viremija predstavlja marker razvijanja EBV-udruZenog oboljenja moZe se utvrditi samo
standardizovanom metodom sa kvantitativnim rezultatom. Takva standardizacija jo$ uvek

nije utvrdena.

Tabela 2. Prednosti I mane molekularnih metoda u dokazivanju EBV DNK

Molekularne metode

Prednosti Mane
Mogucnost razlikovanja zdravih nosilaca virusa i Moguénost dobijanja lazno pozitivnih i lazno
pacijenata sa EBV-udruZenim oboljenjima, a na negativnih rezultata usled neadekvatnog
osnovu vrednosti viral load-a uzorkovanja, transporta i skladiStenja, ili propusta

u izvodenju procedure
Mogucnost kvantitacije EBV DNK u cilju pracenja Nedostatak standardizacije vrednosti viral load-a.
statusa oboljenja
Brzina dobijanja rezultata (1-2 dana) Visoka cena
Pouzdanija metoda za odredivanje EBV statusa u Zahtev za specificnom opremljeno$¢u laboratorije
odnosu na seroloske metode kada su u pitanju

imunokompromitovani pacijenti
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Korisno u skriningu populacija visokog rizika te
pracenju EBV reaktivacije
Senzitivnost i specifi¢nost u Sirokom dinami¢kom

opsegu

Medu pomenutim molekularnim metodama, kvantitativni Real-time PCR u ovom
trenutku smatra se superiornom tehnikom narocito kada je re¢ o akutnoj EBV infekciji ili
jo$ neotkrivenoj reaktivaciji (Abusalah i sar., 2020). Razlozi su visoka osetljivost,
pouzdanost, jednostavnost, visoka specifi¢nost, preciznost i brzina. Ipak, vrednosti viremije
kao i odabir jedinica za njihovu procenu, a zatim i cut-off vrednosti koje predstavljaju

terapijsku indikaciju ostaju nedovoljno standardizovani (Abusalah i sar., 2020).

U odsustvu uslova za izvodenjem Real-time PCR metode, a onda kada kvantitacija
nije neophodna, nested-PCR metod za detekciju EBV DNK moZe se rutinski koristiti u
otkrivanju EBV DNK na manje jednostavan i brz, ali dovoljno osetljiv, specifican i pouzdan

nacin.

Najce$c¢e koriS¢eni uzorci za detekciju EBV DNK su puna krv, plazma, pljuvacka i
parafinski ukalupljeno tkivo. Prikaz dosada$njih publikacija, a koji potkrepljuje dileme po
pitanju odabira idealnog wuzorka za EBV identifikaciju, kao i i dalje prisutnu
nekonzistentnost u jedinicama za izrazavanje viral load-a, dat je na Slici 3. (Smatti, i sar.,
2018). EBV DNK moze se dokazati do 14 dana od nastanka simptoma infekcije. Nakon toga,
a kao rezultat imunskog odgovora, viral load postepeno opada, sa redukcijom najbrzom u
plazmi ili serumu, odnosno uzorcima bez ¢elija. Ipak, memorijski B limfociti u kojima se
odvija latencija mogu dugo perzistirati u krvi, pa se EBV moZe detektovati u uzorcima koji
sadrze mononuklearne c¢elije periferne krvi (engl. Peripheral blood mononuclear cells,
PMNCs). S obzirom da se rutinske molekularne tehnike uglavnom izvode u uzorcima
plazme periferne krvi, od izuzetnog je znacaja individualno pracenje varijacija u EBV
kinetici, a narocito zbog toga Sto se kod pojedinaca ugroZenog imunskog statusa stabilno
nizak nivo EBV uspostavlja tek nakon godinu dana. Poznato je da zdravi nosioci mogu imati

1-50 kopija EBV DNK na milion leukocita odnosno ¢elija bele loze, ali da je kod njih EBV
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DNK nedetektabilna u plazmi ili serumu. Na osnovu svega iznetog moze se zakljuciti da je
dokazivanje EBV DNK u plazmi/serumu pre svega korisno u ranim fazama aktivne

infekcije, te daleko osetljivije od seroloskih metoda ili testa aviditeta.
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Slika 3. Prevalenca EBV u razli¢itim uzorcima (preuzeto iz Smatti, i sar., 2018)
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Najces$ca rutinska upotreba molekularnih metoda u laboratorijskoj dijagnostici EBV
infekcije je kod pacijenata u riziku od razvijanja EBV-udruZenih limfoproliferativnih
stanja. Kod njih, detekcija EBV DNK ima klju¢nu ulogu ne samo u identifikaciji virusne
reaktivacije, ve¢ i u prognozi i pracenju efekata primenjene terapije. Ista je situacija kada je
re¢ o drugim imunokompromitovanim pacijentima. Kod njih se ofekuju vise vrednosti
viremije u odnosu na zdravu populaciju, ¢ak i u situacijama kada je seroloski nalaz
negativan ili nejasan. Dodatno, visina viral-load-a korelira sa tezinom bolesti $to je €ini
prognostickim markerom. Kako EBV DNK vrednosti kod transplantiranih pacijenata
najcesce rastu pre pojave klinickih manifestacija, EBV predstavlja izuzetno vazan i redovno
testiran biomarker PTLD-ja. Posttransplantaciona limfoproliferativna bolest ukljucuje
migraciju B-limfocitnih blasta u cirkulaciju zbog Cega je poZeljna upotreba uzoraka koji
sadrZze mononuklearne celije periferne krvi (engl. Peripheral blood mononuclear cells,
PMNCs). Ipak, ne sme se zanemariti da nepravilan transport i skladiStenje pune krvi moze
izazvati lazno pozitivan nalaz ako EBV DNK napusti intracelularni odeljak, ali i lazno
negativan nalaz ako nukleaze razgrade EBV DNK iz plazme (Smatti i sar., 2018). Nakon
seroloskog pretransplantacionog skrininga, pacijenti nakon transplantacije, a koji su u
visokom riziku za razvoj EBV infekcije testiraju se jednom nedeljno u prvih nekoliko meseci
nakon transplantacije. Nakon ovog perioda, ucestalost testiranja se proreduje, te posle prve
godine od transplantacije, monitoring EBV aktivnosti sprovodi se selektivno ili

kontinuirano kod svih pacijenata u zavisnosti od koris¢enog protokola.

Laboratorijska dijagnostika infektivhe mononukleoze rutinski se postavlja
seroloski, jer vreme Kkoje protekne od pocetka infekcije i razvijanja simptoma, a kasnije i
njihovog prepoznavanja, uglavnom obuhvata period kada viremija nakon dostizanja pika
“padne” na nedetektabilne vrednosti. Procenjuje se i da je viral load u usnoj duplji (1-2
log10 EBV kopija/ml u ¢elijama usne duplje) vi$i nego onaj koji se istovremeno moZe

izmeriti u krvi, kao i da se mnogo duZe odrZava (¢ak i mesecima) za razliku od viremije.

Prisustvo virusa u tkivu tumora nesumnjivo sugeri$e na njegovu ulogu u patogenezi
klonalne ekspanzije. Zbog toga postoji tendencija i ka definisanju EBV DNK ili njegovih

genskih produkata kao biomarkera za dijagnozu tumora, proceni Sirenja i pra¢enju efekata
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terapije. Danas se, uz rutinsko otkrivanje EBV u bioptatu tumora metodom EBER In situ
hibridizacije, sve c¢e$ce koristi i odredivanje EBV viral load ali bez jasne standardizacije
vrednosti od znacaja za klinicko pra¢enje EBV-udruzenih tumora. Cilj je dokazati virusnu
nukleinsku kiselinu u krvi u obliku epizoma ili u samim virionima porekla liziranih
tumorskih ili latentno inficiranih ¢elija. Kod pacijenata sa Hodgkinovim limfomom,
plazma/serum (tzv. “cell free” uzorci) su korisni za otkrivanje EBV DNK jer ovaj limfom
ukljuc¢uje migraciju epizomalne ili ogoljene EBV DNK iz apoptotickih ¢elija u cirkulatorni
sistem. Sli¢no, u nazofaringealnom karcinomu, tumorske celije se umnozavaju u tkivu i
migriraju u perifernu krv. Stoga se tu EBV DNK moze detektovati i bez prisutnih ¢elija. I
ovde, kao kod PTLD-ja ili u drugim imunosuprimiranim stanjima, visina viral-load-a
korelira sa tezinom bolesti, Sirenjem tumora tokom terapije, ili pojavom relapsa (Smatti i

sar., 2018).

Osim jo$ uvek nedovoljno jasnog koncenzusa po pitanju odabira najadekvatnijeg
uzorka kao i postavljanja trashold-a odnosno cut-off vrednosti, jedinice kojima se iskazuje
kvantitativni rezultat pokazuju znacajnu heterogenost: broj kopija po DNK koncentraciji,
broj kopija po ml, broj kopija na 100,000 ¢elija bele loze krvi, broj kopija po pozitivhim
¢elijama. Takode, heterogenost se uocava i u dizajnu prajmera komeracijalnih testova.
Ciljani geni detekcije uklju¢uju LMP2 gen, BHRF1 (transmembranski protein), BKRF1
(EBNAL1 gen), BNRF1 (glavni protein tegumenta), BXLF1 (timidin kinaza), BZLF1 (ZEBRA)
ili BALF5 (virusna DNK polimeraza) (Slika 4.).
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Slika 4. Prajmeri koji se koriste u dokazivanju EBV DNK (preuzeto iz Smatti, i sar., 2018)

U ovom trenutku i dalje je neophodno postaviti koncenzus i standardizovati odabir
najadekvatnijeg uzorka, pripreme, dizajniranja proba i standarda, opreme, protokola,
jedinica za izdavanje viral load-a kao i podeSavanja threshold linije. Zato je primarni cilj
usvajanje jedinstvene standardizacije testova kao i uvodenje dodatnih inovativnih metoda
za dokazivanje ekspresije definisanih genskih profila virusa sa jedne, i humanog genoma sa
druge strane, radi identifikacije jedinstvenih obrazaca, markera prognoze i ishoda

odgovora na terapiju.
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Seroloska (indirektna)

laboratorijska dijagnostika EBV infekcije
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3. Seroloska (indirektna) laboratorijska dijagnostika EBV infekcije

Serolosko testiranje se zasniva na otkrivanju anti-EBV antitela u serumu pacijenta.
Krv za serolosku analizu uzima se u epruvete bez antikoagulansa u dovoljnoj koli¢ini od 5
do 6 ml. Humoralni odgovor ukljucuje sintezu specificnih antitela usmerenih protiv/na
antigene liticke i latente faze EBV infekcije. Naj¢eSca antitela koja se u rutinskoj dijagnostici
dokazuju su usmerena na virusne kapsidne antigene (VCA), rane antigene (EA), kao i
Epstein-Barr nuklearne antigene (EBNA) (Hess, 2004). Dodatno, detekcija heterofilnih
nespecificnih antitela moze se koristiti u klinickoj dijagnozi infektivne mononukleoze (De
Paschale i Clerici, 2012). Test je lak za izvodenje, jeftin i komercijalno dostupan, ali mu
nedostaje specificnost, jer su laZno pozitivni rezultati mogué¢i i u drugim virusnom
oboljenjima ali i autoimunskim, pa i karcinomima za koje je utvrdeno da nema povezani sa
EBV infekcijom. Takode, ovaj test pokazuje nisku osetljivost sa visokim procentom lazno
negativnih rezultata kada se koristi za decu mladu od 2 godine (De Paschale i Clerici, 2012;
Chan, i sar,, 2001). Kod imunokompetentnih osoba, obi¢no su potrebna najmanje tri
seroloska parametra da bi se dijagnostikovala EBV infekcija: anti-VCA IgG, anti-VCA
IgM i anti-EBNA-1 IgG. Detekcija IgG antitela na EBV EA mozZe biti dodatni parametar u
diferencijaciji statusa EBV infekcije (Slika 5).

VCA kompleks ¢ini sedam strukturnih proteina i glikoproteina, a sintetiSe se u
litickom ciklusu replikacije EBV (van Grunsven, i sar., 1993). Detekcija anti-VCA antitela
ukljucuje dve klase imunoglobulina: IgG i IgM. Humoralni odgovor na VCA kompleks se
obi¢no zapocinje rano, na samom pocetku razvijanja klinickih simptoma. Anti-VCA IgM
antitela koriste se kao indikator nedavne primarne infekcije. Nakon rekonvalescencije
anti-VCA IgM se kod imunokompetentnih retko ponovo sintetiSu (Hess, 2004). lako se anti-
VCA IgM sintetiSu rano i pomazu u dijagnozi akutne EBV infekcije, postoje ogranic¢enja koja
nekada onemogucavaju precizno tumacenje rezultata. Na primer, neka deca i odrasli mogu
imati negativan nalaz anti-VCA IgM u primarnoj akutnoj infekciji (De Paschale i Clerici,

2012) ili pak unakrsnu reaktivnost anti-EBV-IgM sa antigenima drugih herpesvirusa,
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posebno sa citomegalovirusom (Guerrero-Ramos, i sar., 2014). Anti-VCA IgG se dokazuju
u akutnim (odmah nakon sinteze anti-VCA IgM) i starim infekcijama, kao i u periodu

rekonvalescencije (oporavka) (Hinderer, i sar., 1999).

Utvrdeno je da je odredivanje prisustva i titra anti-VCA IgG antitela najbolji
pojedinacni test koji ukazuje na prethodnu EBV infekciju. Svi pacijenti sa infektivnom

mononukleozom proizvode IgG antitela na VCA (Balfour, i sar., 2015).

Inkubacija Akutna Hronicna faza
1 1L faza 1L 1
A L " LL 1
EBV DNK u serumu
<€ >

Titar antitela

Ig:/l VCA

1 1 rrrrrr 151171
012 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 1415 16

Nedelje posle
ekspozicije/kontakta

Slika 5. Dinamika seroloskog odgovara na Epstein-Barr virusnu (EBV) infekciju. Anti-VCA

I[gM antitela su detektibilna u toku aktivne faze infekcije i onda opadaju u periodu

23



rekovalescenije/oporavka. Anti-VCA IgG se javljaju i rastu istovremeno ili neposredno
nakon anti-VCA IgM, ali ostaju prisutna tokom c¢itavog zivota ukazujuci na staru (proslu)
infekciju. EBNA antitela su detektabilna u kasnoj fazi aktivne infekcije i ostaju pozitivna
tokom Zivota. Titar anti-EA antitela klase R i D raste tokom akutne faze infekcije i opada

posle rekovalescencije.

Nuklearni antigen EBV (EBNA) se sastoji od Sest proteina (EBNA-1, -3, -34, 3B, 3C
i LP). EBNA-1 protein je eksprimiran u svim ¢elijama inficiranim EBV, a anti-EBNA-1 IgG
predstavljaju kasni marker EBV infekcije (Balfour, i sar.,, 2015). Anti-EBNA-1 IgG se
pojavljuju kasno, 3 do 6 meseci nakon pocetka infekcije, a zatim njihov titar opada do
vrednosti koje se dozivotno odrzavaju na detektabilnom nivou. Dakle, otkrivanje anti-
EBNA-1 IgG antitela ukazuje na proslu ili oporavljenu EBV infekciju (Balfour, i sar.,
2015). Medutim, i anti-VCA-IgG ukazuju na prethodnu infekciju i to daleko preciznije nego
anti- EBNA-IgG jer, kod 5-10% zdravih, i kod mnogo veéeg procenta imunosuprimiranih
osoba koje su EBV inficirane, anti-EBNA-IgG se nikada ne sinteti$u (Dunmire, i sar ., 2015;
Balfour, i sar., 2015). Klasa IgM EBNA-1 se obitno ne meri ali kada se otkrije ukazuje na
nedavnu primarnu infekciju. Ogranicenje je Sto detekcija IgM klase ovih antitela moZe
trajati nekoliko meseci nakon primarne infekcije, a moze se ponovo pojaviti i tokom
reaktivacije (De Paschale i Clerici, 2012). Anti-EBNA-1 IgM ima unakrsnu reaktivnost sa
drugim virusima kao $to su CMV i Parvovirus B19 pa moze pokazati lazno pozitivne

rezultate (Lang, i sar., 2001).

EA je kompleks nestrukturnih proteina koji se eksprimiraju u EBV inficiranim
¢elijama u litickoj fazi. EA se sastoji od dve komponente: difuznog EA-D (engl. diffused) i
ogranicenog EA-R (engl. restricted) (Crowley, i sar., 2012). Titar anti-EA IgG antitela raste
u toku prve 3 do 4 nedelje infekcije i kod veéine pacijenata se nakon 3-4 meseca vise ne
moze detektovati. Oko 60-85% pacijenata sa akutnom infekcijom imaju detektabilna anti-
EA IgG antitela do 3 meseca od pocetka simptoma. Takode, 20-30% zdravih osoba sa
prethodnom EBV infekcijom jo$ uvek ima detektabilne nivoe anti-EA antitela (Hess, 2004).

Humoralni odgovor domacina uglavnom je usmeren protiv D komponente, ¢ak u izrazito
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visokom titru kod pacijenata sa nazofaringealnim karcinomom (Chen, i sar., 2013). Ipak,
deca koja prolaze kroz tihu/asimptomatsku EBV serokonverziju mogu proizvesti i antitela
na R komponentu (De Paschale i Clerici, 2012). Visok titar anti-EA-R antitela je otkriven i u
Burkitovom limfomu, i najznacajnije, u toku reaktivacije latentne EBV infekcije (De
Paschale i Clerici, 2012). Vazno je napomenuti da komercijalni ELISA testovi najcesce
otkrivaju obe komponente istovremeno $to olakSava tumacenje. Ipak, detekcija samo anti-
EA antitela ne moZe posluziti kao krajnja dijagnoza za identifikaciju EBV-udruZenog
oboljenja. Naime, visoki titri ovih antitela mogu se detektovati kod razli¢itih oboljenja pa i
kod zdravih osoba. Zato je dijagnosticka vrednost ovih antitela je jo§ uvek diskutabilna.
Zato, kombinovanje testiranja prisustva anti-EA antitela sa drugim dijagnostickim

alatima moze biti korisno u dijagnozi narocito reaktivacije EBV infekcije.

Sumirano, EBV infekcija kod imunokompetentnih osoba se otkriva i definiSe
testiranjem prisustva naj¢eS¢e samo tri parametra (anti-VCA IgG, anti-VCA IgM i anti-
EBNA-1 IgG) u serumu. Prisustvo anti-VCA IgG i anti-VCA IgM uz istovremeno
odsustvo anti-EBNA-1 IgG ukazuje na akutnu infekciju, dok prisustvo anti-VCA IgG i
anti-EBNA-1 IgG uz odsustvo VCA IgM uglavnom ukazuju na proslu (staru) infekciju.

Medutim, ima situacija kada se rezultati ne mogu jasno protumaciti ili ne mogu
jasno razlikovati stadijum infekcije: prisustvo anti-VCA IgG u odsustvu anti-VCA IgM i anti-
EBNA-1 IgG; istovremeno prisustvo anti-VCA IgG, anti-VCA IgM i anti-EBNA-1 IgG; ili
prisustvo anti-EBNA-1 IgG u odsustvu anti-VCA IgG i IgM (Tabela 3). U ovim situacijama,
ukoliko je neophodno, moguce je uraditi i druge testove da bi se potvrdila sumnja na
dijagnozu (western blot, imunoblot, ispitivanje aviditeta IgG antitela) (Nystad, i sar., 2007;

Dunmire, i sar.,2015).
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Tabela 3. Interpretacija EBV seroloskog profila kod imunokompetentnih pacijenata

Anti-EBV antitela Interpretacija

VCA IgM VCA IgG EBNA-1 IgG
. B - Nema imuniteta
+ - - Akutna infekcija ili nespecifi¢no?®
+ + - Akutna infekcija
o + + Stara (prelezana) infekcija
. + - Akutna ili stara infekcijat
+ + + Kasna primarna infekcija ili reaktivacija®
- - + Stara infekcija ili nespecifi¢no?!

1 poZeljno dodatno testiranje za definisanje statusa EBV infekcije

Detekcija antitela je manje korisan metod kod imunokompromitovanih
pacijenata zbog disfunkcije njihovog imunog sistema i ¢injenice da vrsta i klasa antitela i
njihovo odrzavanje mogu da variraju tokom vremena u zavisnosti od dinamike osnovne
bolesti, a $to dovodi do atipi¢nih EBV seroloskih profila (Gartner, i sar, 2003).
Generalno, postoji povecanje titra anti-VCA IgG i anti-EA IgG, uz smanjenje titra ili
gubitak anti-EBNA-1 IgG; takode moze do¢i do povecanja drugih klasa antitela kao $to su
anti-EA IgA i, iako rede, anti-VCA IgM. Varijabilnost uo¢ena kod razli¢itih pacijenata (ovo
moZe biti dodatno komplikovano terapijskom upotrebom imunoglobulina) ukazuje na to da
je otkrivanje EBV DNK metodama molekularne biologije, metoda izbora za dijagnozu i
pracenje pacijenata sa rizikom od razvoja limfoproliferativnih poremecaja povezanih sa
EBV.
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Seroloski nalaz nije presudan ni kod pacijenata sa EBV-udruZenim tumorima, jer
visoke vrednosti anti-VCA IgG i E anti-A IgG mogu da perzistiraju sa niskim titrom anti-
EBNA-1 IgG i zato je utvrdivanje prisustva EBV DNK i ovde od sustinskog znacaja (Tabela
4) (Gulley, i sar., 2008). Medutim, nazofaringealni karcinom povezan sa EBV infekcijom
pokazuje karakteristican seroloski nalaz koji podrazumeva visoke nivoe anti-VCA i
anti-EA IgA.

Tabela 4. Seroloski profil u toku EBV reaktivacije i nekih EBV-udruzenih oboljenja

Anti- Anti- Anti-EA Anti-EA Anti- Anti-
Oboljenja VCAIgG VCAIgA (D) IgG (R) IgG EAIgA EBNA1
IgG
Hroni¢na aktivna +/- ++ +/- + ++ - +/-
infekcija
Burkittov limfom - ++ o +/- ++ - +
Nazofaringealni - ++ + ++ +/- + +
karcinom
Hodgkinov limfom - ++ - + - - +
Reaktivacija +/- ++ +/- + +/- +/- +/-
IgG aviditet

Aviditet predstavlja ja¢inu veze izmedu antitela i antigena. Testom aviditeta antitela
klase IgG moZe se proceniti stepen IgG zrelosti. Na pocetku akutne infekcije aviditet
IgG antitela je nizak, ali se povecava kako imuni odgovor sazreva, obi¢no tokom vise

nedelja ili meseci. Aviditet se moZe meriti kori§¢enjem EIA, IFA ili imunoblotinga.
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Dva alikvota istog uzorka se paralelno testiraju na prisustvo IgG antitela: jedan se ne
tretira, a drugi se tretira supstancama koje odvajaju antitela od antigena (obi¢no 8 M urea).
PosSto disocijacija zavisi od aviditeta antitela, odnos izmedu tretiranog i netretiranog
uzorka definiSe stepen aviditeta, koji se izrazava kao Al (indeks aviditeta) u procentima. Al
manji od 30 % ukazuje na antitela niskog aviditeta, dok Al preko 60% ukazuje na
antitela visokog afiniteta tj. aviditeta. Odredivanjem aviditeta moze se razlikovati
akutna i stara infekcija. Aviditet varira u zavisnosti od kinetike razli¢itih antitela. Na
primer, kinetika sazrevanja anti-VCA IgG traje nedeljama, u nekim slu¢ajevima i do 3
meseca nakon pojave simptoma, pa je aviditet nizak u uzorcima prikupljenim tokom prvih
12 nedelja Sto ukazuje na nedavnu infekciju (de Ory, i sar., 1993, Robertson, i sar., 2003).
Kako vreme prolazi, aviditet anti-VCA IgG moZe postati granican ili visok, dok je aviditet
anti-EA IgG jo$ uvek nizak (Robertson, i sar., 2003). Ogranicenja testiranja aviditeta su
individualna stopa sazrevanja antitela i ¢injenica da se testovi ne mogu Kkoristiti kod

novorodencadi zbog prisustva majcinih antitela.

Atipi¢ni EBV seroloski profili kod imunokompetentnih osoba

Prisustvo anti-VCA IgG i IgM u odsustvu anti-EBNA-1 IgG ukazuje na akutnu
infekciju, dok je prisustvo anti-VCA IgG i anti-EBNA-1 IgG u odsustvu anti-VCA IgM tipi¢no
za staru EBV infekciju. Ovi profili pokrivaju ve¢inu rezultata koji se mogu dobiti u rutinskoj
laboratorijskoj praksi. Medutim, atipi¢ni profili koji se javljaju u manjem broju slucajeva

mogu izazvati sumnje u tumacenje rezultata ili zahtevati dodatne analize i potvrde.

1. Detekcija samo anti-VCA IgM antitela

Anti-VCA IgM se obi¢no pojavljuju istovremeno sa anti-VCA IgG, ali poSto se mogu

otkriti i ranije, smatra se da profil izolovanih anti-VCA
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I[gM ukazuje na ranu fazu akutne infekcije. Ipak, ukoliko seroloski test nije
dovoljno specifican, preporuCuje se procena specificnosti dobijenog rezultata zbog
moguce interferencije sa reumatoidnim faktorom i autoantitelima, ili unakrsne reaktivnosti
sa nekim drugim virusima poput CMV ili parvovirusom B19 (Robertson, i sar., 2003). U
ovakvoj situaciji dodatna detekcija anti-EA(D) IgG antitela moZe biti korisna jer oko 85%
pacijenata sa akutnom EBV infekcijom pozitivno je na ova antitela i do 3 meseca nakon

pojave simptoma.

2. Detekcija samo anti-VCA IgG antitela

U nekim slucajevima, anti-VCA IgM antitela se nee sintetisati u detektabilnoj
koli¢ini, sintetisace se 1-2 nedelje nakon anti-VCA IgG antitela, ili ¢e biti prisutna veoma
kratko vreme (Bauer, 1995). Pored toga, oko 5% pacijenata ne stvara anti-EBNA-1 IgG
antitela ili njihovi nivoi ostaju ispod granice detekcije, a ¢ak i kada se stvore, anti-EBNA1
IgG antitela mogu se vremenom izgubiti, posebno, ali ne iskljuc¢ivo, kod
imunokompromitovanih pacijenata (van Grunsven, i sar., 1993; Chan, i sar., 2001). Shodno
tome, i detekcija samo anti-VCA IgG antitela moZe se desiti u slucajevima prethodne
(stare) infekcije sa gubitkom ili nestankom anti-EBNA-1 IgG, kao i u slucajevima
akutne infekcije sa odloZenim ili ranim nestankom anti-VCA IgM antitela. Ovaj
seroloski profil EBV se mozZe naci u priblizno 7% slucajeva u rutinskoj laboratorijskoj
praksi i kod oko 8% svih ispitanika sa najmanje jednim markerom EBV infekcije. I u
ovakvim situacijama dalja dijagnosti¢ka ispitivanja mogu biti Kkorisna, ukljucujuci
imunobloting IgG, testove aviditeta za anti-VCA IgG, detekciju virusnog genoma ili
heterofilnih antitela ili anti-EA(D) IgG, ili ponavljanje testa nakon 4 nedelje kako bi se
identifikovala bilo kakva promena u profilu antitela (Tabela 5). Medutim, ova poslednja
opcija neizbezno odlaze dijagnozu do sledeeg uzorka, te se izbegava u rutinskom radu
ukoliko se simptomi vremenom pobolj$aju, posebno kod dece. Odredivanje aviditeta anti-

VCA IgG antitela takode se moze Koristiti za razlikovanje akutne i prosle infekcije.
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Kona¢no, detekcija EBV DNK kod primarne infekcije ili reaktivacije, posebno je
korisna u sluc¢aju neodredenog seroloski statusa (Chan, i sar., 2001). Interesantan je
podatak da je prisustvo EBV DNK kod pacijenata sa izolovanim anti-VCA IgG obitno
povezano sa niskim stepenom aviditeta anti-VCA IgG antitela [Chan, i sar., 2001; Bauer, i
sar., 2005). Ovo je narocito bilo primetno kada se uzorak uzimao rano u toku sumnje na
infektivnu mononukleozu. Sa druge strane je pokazano da je u slucajevima stare EBV
infekcije, dijagnostikovane na osnovu visokog aviditeta anti-VCA IgG antitela, svaki uzorak

seruma bio negativan na prisustvo EBV DNK (Bauer, i sar., 2005).

Tabela 5. Dodatni testovi koji se mogu uraditi u sluc¢aju dokazivanja samo anti-VCA IgG

antitela
Testovi Prednosti Nedostaci
EBV IgG Znacajno za razlikovanje akutne od prosle Induvidualno stvaranje antitela;
immunobloting (stare) infekcije skupo
Aviditet IgG Znacajno za razlikovanje akutne od prosle Induvidualno sazrevanje antitela.
(stare) infekcije Nije korisno kod novorodencadi
Molekulani testovi Znacajno za razlikovanje akutne od prosle Neadekvatno ¢uvanje uzoraka krvi;
(PCR) (stare) infekcije prisustvo nukleaza; relativno
skupo;
Heterofilna Znacajno za razlikovanje akutne od prosle Niska osetljivost (pogotovo kod
antitela (stare) infekcije ako su pozitivna; jeftino i dece)
jednostavno
Anti-EA(D) IgG Donekle omogucavaju razlikovanje akutne Nije korisno u najmanje 10%
od prosle (stare) infekcije slucajeva

Rede, potraga za heterofilnim antitelima moze biti korisna kod pacijenata sa
izolovanim anti-VCA IgG ako je rezultat pozitivan. Naime, oko 60% pacijenata sa akutnom

infekcijom i izolovanim anti-VCA
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IgG ima prisutna heterofilna antitela, za razliku od onih sa prethodonom (starom)
infekcijom kod kojih su heterofilna antitela odsutna (De Paschale, i sar., 2009). Tako, u
situacijama u kojima imamo prisustvo samo anti-VCA IgG antitela a odsustvo heterofilnih
antitela trebalo bi uraditi i druge testove (posebno kod dece mlade od 5 godina) (Jenson,
2004).

Jedna od mogucih alternativa je i dokazivanje prisutva anti-EA(D) IgG antitela.
Oko 85% pacijenata sa akutnom infekcijom pozitivno je na prisustvo anti-EA(D) IgG do 3
meseca nakon pojave simptoma. Medutim, kako se visoki titri anti-EA(D) IgG mogu nadi i
tokom reaktivacije EBV-a, kao i kod 20%-30% zdravih osoba sa prethodnom (starom)
infekcijom (Wohlrabe, i sar., 1989) ali i kod pacijenata sa nazofaringealnim karcinomom
(Coyle, i sar., 1987), dijagnosticka upotreba ovih antitela je limitirana. Generalno, nalaz
anti-EA(D) IgG antitela ne identifikuje stadijum bolesti, ali njihovo kombinovanje sa drugim
parametrima mozZe biti korisno (Balfour, i sar., 2015). Naprimer, samo 12% pacijenata sa
izolovanim anti-VCA IgG i proslom infekcijom su istovremeno anti-EA(D) IgG pozitivni u
poredenju sa ¢ak 90% ispitanika sa izolovanim anti-VCA IgG i akutnom infekcijom (De

Paschale, i sar., 2009).

3. Istovremena detekcija anti-EBNA-1 IgG, anti-VCA IgG i anti-VCA IgM antitela

Ovaj seroloski profil uglavnom ostavlja nedefinisan rezultat primarne infekcije ili
EBV reaktivacije. On je na sreéu izuzetno redak nalaz (otprilike 5% u normalnoj
rutinskoj laboratorijskoj praksi). U slu¢aju njegove detekcije preporucuju se dalji
dijagnosticki testovi kako bi se razlikovala akutna (prolazna) infekcija i reaktivacija
(Tabela 6). Pre svega, treba imati u vidu specifi¢nost anti-VCA IgM antitela s obzirom da
mozZe dod¢i do lazno pozitivnih rezultata (Weber, i sar., 1996) tokom infekcije drugim
patogenima, kao $to su CMV, parvovirus B19, Toxoplasma gondii, hepatitis A ili HIV. Tako
npr. primarna CMV infekcija dovodi do produkcije anti-EBV IgM antitela, a unakrsna
reaktivnost medu herpes virusima posledica je zajednickih epitopa poput glicin-alanina

koji dele EBV i CMV.
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Vazno razumeti u kojim situacijama pomenuti seroloski profil moZe biti dokazan.
Opstanak anti-VCA IgM moze trajati i nekoliko meseci nakon akutne infekcije, a takode je
bitan podatak da se ova antitela kod nekih mogu ponovo pojaviti i tokom EBV reaktivacije.
Shodno tome, anti-EBNA-1 IgG, i anti-VCA IgG i IgM antitela mogu biti istovremeno prisutna
kod pacijenata sa primarnom EBV infekcijom (ukoliko anti-VCA IgM antitela perzistiraju
dugo). Ova faza definisana je kao ,nedavna infekcija“, ,kasna primarna infekcija ili
rekonvalescencija/oporavak”, ,prosla infekcija sa IgM perzistencijom”. Takode,
istovremeno prisustvo ovih antitela moze znaciti i reaktivaciju (Gartner, i sar., 2003). Iako
je reaktivacija kod imunokompetentnih osoba relativno retka, kratko traje i nema klinickog
znacaja (Nalesnik, i sar., 1999), ona moze izazvati ozbiljne komplikacije kod pacijenata

sa oslabljenim imunitetom.

Perzistentnu EBV infekciju ili reaktivaciju karakterisu i visoki titri anti-EA(D)
IgG, posebno kod imunokompromitovanih pacijenata (Henle i Henle, 1981). Nakon
reaktivacije, nivoi ovih antitela se povecéavaju sa anti-VCA IgG, dok se nivoi anti-EBNA-1 IgG
smanjuju. Povecanje titra anti-EA(D) IgG se stoga moZe smatrati korisnim dodatnim
markerom reaktivacije. Medutim, kako se anti-EA(D) IgG takode moZe naéi u 85%
primarnih infekcija i 20%-30% proslih infekcija, a istovremeno prisustvo anti-VCA IgM,
anti-VCA IgG, anti-EBNA-1 IgG i EA(D) IgG je otkriveno i u prelaznoj fazi i u reaktivaciji
(Luderer, i sar., 2005), ¢ini se da je detekcija anti-anti-EA(D) IgG korisna samo ako je

moguce serijsko uzorkovanje.

Anti-EBNA IgM antitela takode su potencijalan marker u identifikaciji
reaktivacije EBV-a. Kombinacija negativnog anti-EBNA IgG i pozitivhog anti-EBNA IgM,
pored visokog stepena aviditeta za anti-VCA IgG u roku od 3 meseca od akutne infekcije,
trebalo bi da pouzdano ukazuje na reaktivaciju, a ne na primarnu EBV infekciju (Robertson,

isar. 2003).

Anti-VCA IgA antitela dostizu plato 3-4 nedelje nakon primarne infekcije i posle
toga polako opadaju. Kod nekih ova antitela nakon pada mogu trajati i neograniceno. Anti-

VCA IgA antitela otkrivena su u 35%-74% akutnih slu¢ajeva (Oberender, i sar., 1986),
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ali su otkrivena i kod 10% zdravih ispitanika. Visoki nivoi su takode nadeni i kod

pacijenata sa imunodeficijencijama, rekurentnim parotitisom, multiplom sklerozom ili

karcinomom nazofarinksa, kao i kod trudnica i starijih osoba (Larsen, i sar. 1985).

Posledi¢no, anti-VCA IgA antitela kao marker virusne reaktivacije, smatraju se korisnom

samo u dijagnozi i leCenju pacijenata sa nazofaringealnim karcinomom (Tsang, i sar., 2004).

Tabela 6. Dodatni testovi koji se mogu uraditi u sluc¢aju istovremenog nalaza anti-EBNA IgG,

anti-VCA IgG i anti-VCA IgM seroloskog profila

Testovi

EBV IgM

immunobloting

CMV IgM

Parvovirus IgM

EBV IgG

immunobloting

Aviditet IgG

Molekularne
metode (PCR)

Heterofilna

antitela

Anti-EA(D) IgG

Prednosti

Znacajno za potvrdivanje

specifi¢nostu EBV IgM

Znacajno za potvrdivanje

specifi¢nostu EBV IgM

Jedino znacajno za potvrdivanje

specifi¢nosti anti-EBNA-1 IgG

Znacajno za razlikovanje primarne
(prolazne) infekcije od reaktivacije
Znacajno za prac¢enje EBV

reaktivacije

Znacajna za razlikovanje kasne
primarne infekcije i reaktivacije;
jeftino i jednostavno
Znacajna za pracenje EBV

reaktivacije

EBV: Epstein-Barr virus; EBNA: EBV nuklearni antigen
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Nedostaci

Nije znacajno za razlikovanje kasne
primarne (prolazne) infekcije od

reaktivacije; skupo

Nije znacajno za razlikovanje kasne
primarne (prolazne) infekcije od
reaktivacije
Nije znacajno za razlikovanje kasne
primarne (prolazne) infekcije od
reaktivacije; skupo

Induvidualno sazrevanje

Tesko je da se razlikuje kasna primarna
infekcija od reaktivacije na osnovu samo
jednog uzorka;skupo

Niska osetljivost (pogotovo kod dece)

Nisu korisna za razlikovanje kasne
primarne infekcije od rekativacije na

osnovu samo jednog uzorka



4. Detekcija samo anti-EBNA1 IgG antitela

Nalaz samo anti-EBNA-1 IgG antitela bez anti-VCA IgG se smatra neuverljivim
rezultatom, a to se susrece u oko 2% ispitanika sa prethodnom EBV infekcijom, odnosno do
2% svih anti-EBNA-1 IgG-pozitivnih uzoraka (Bauer, 2001). Izolovani anti-EBNA-1 IgG
profil moze izazvati slede¢e sumnje u tumacenju rezultata: da li je u pitanju nespecifi¢no
stvaranje anti-EBNA-1 IgG, da li postoji nedostatak stvaranja anti-VCA IgG antitela ili njihov
gubitak tokom vremena. Na klinickom nivou, klju¢no je otkriti da li je pacijent ve¢ imao
infekciju ili joj je jo§ uvek podloZan. U ovu svrhu moZe se iskoristiti prisustvo anti-EA(D)
IgG koje ukazuje na prethodnu (staru) infekciju (20%-30% zdravih osoba sa istorijom EBV
infekcije ima anti-EA(D) IgG), ali se niSta ne moze zakljuciti u slu¢aj odsustva ovih antitela.
Takode postoji opcija imunoblotinga za IgG jer moZe da potvrdi stvarno prisustvo anti-
EBNA-1 IgG (svi pacijenti su anti-p72 (EBNA-1) i anti-p23 (VCA) pozitivni) (De Paschale, i
sar., 2009). Stoga se ¢ini da anti-EBNA-1 IgG zapravo i ne postoji bez prisustva najmanje

jednog anti-VCA IgG, kao $to je anti-p23.

Epstein-Barr virus je veoma rasprostranjen virus Kkoji inficira vise od 90%
pojedinaca Sirom sveta. SeroloSka dijagnoza se Siroko koristi u dokazivanju EBV infekcije,
pri ¢emu je detekcija anti-VCA-IgG antitela najbolji pojedinacni seroloski parametar koji
ukazuje na prethodnu izloZenost EBV-u. U retkim sluc¢ajevima nedovoljno jasnih seroloskih
nalaza, postoje metode kojima se, ukoliko je neophodno, moZe precizno definisati status
EBV infekcije. U rutinskoj praksi, i molekularno testiranje je izuzetno vazno dijagnosticko
sredstvo, posebno kod imunokompromitovanih pacijenata, gde rezultati serologije mogu
biti zbunjujuéi i nejasni zbog nepotpunog humoralnog odgovora. Kona¢no, kombinovanje
molekularnih i seroloskih metoda omogucava rano otkrivanje virusa i ta¢nu dijagnozu

infekcije.
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