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1. UvVOD

Infektivna mononukleoza je zarazna bolest retikuloendotelnog i limfnog sustava,
virusne etiologije. Prvi put ju je opisao Pfeiffer u 19. stoljecu (1889.). Ova bolest je bila
poznata kao ,,Drlsenfieber (Zljezdana groznica) i pojavljivala se u obiteljskim
epidemijama. Turk je 1907. opisao hematoloske promjene smatrajuci isprva da se radi o
slu¢aju akutne limfadenoze. Naziv infektivna mononukleoza dobila je po
karakteristi¢nim promjenama u bijeloj krvnoj slici (krvna slika leukocita) Sto su uocili
1920. Sprunt i Evans. Godinu kasnije Tidy i Morley upozoravaju da su Zljezdana
groznica i infektivna mononukleoza identi¢ne bolesti. Paul i Bunnell 1932. godine
otkrili su pojavu heterofilnih protutijela u serumu bolesnika. Epstein-Barr virus su
otkrili 1964. godine znanstvenici Epstein, Achong i Barr, elektronskim mikroskopom u
stani¢noj kulturi limfoblasta dobivenih iz tkiva bolesnika oboljelog od Burkittova

limfoma.

Bolest je karakterizirana umorom, vruc¢icom, faringitisom, nelagodom,
hepatosplenomegalijom, limfoadenopatijom i probavnim neugodnostima. Infektivna
mononukleoza ima blagi tijek bolesti. Iznimno je rijetka pojava teskih komplikacija kao
Sto su ruptura slezene i teza oSteCenja srediSnjeg zivéanog sustava i smrtnog ishoda

bolesti te zbog svega toga ona nema osobitu znacajnost u ukupnom morbiditetu i

mortalitetu od zaraznih bolesti.

Slika 1. Faringitis Slika 2. Limfadenopatija(svet-biologije.com)




1.1. Virusi i njihova osnovna grada

Virusi su najmanji infektivni agensi (od 20 do 400 nm) i odgovorni su za virusne
infekcije kod ljudi i Zivotinja. Virusi su toliko mali da bi, usporedbe radi, vise od 2000
virusa moglo stati u jednu prosje¢nu bakterijsku stanicu te vise od 50 milijuna u
prosjecnu ljudsku stanicu. Virusi su inertni u izvanstani¢noj sredini $to znaci da se
umnozavaju unutar stanica viSih organizama sluze¢i se vecim ili manjim dijelom
staniénim metabolizmom domacina. Svijet virusa je raznolik, razlikuju se po strukturi,
organizaciji i ekspresiji genoma te strategijama umnozavanja i prijenosa. Raspon
domacina pojedinog virusa moze biti Sirok, ali i vrlo ogranicen. Evolucijsko podrijetlo
virusa nije poznato, smatra se da su virusi nastali iz dijelova DNK ili RNK stanice

domacina koji su postali sposobni samostalno se umnozavati i razvijati.

Sredis$nji dio virusa je jezgra, gradena od nukleinske Kkiseline. Virusi sadrzavaju
samo jednu nukleinsku kiselinu (DNK ili RNK) Jezgru obavija proteinski omota¢ ili
kapsida. Ona cuva virusni genom od djelovanja nukleaza, pomaze pri prijenosu
nukleinskih kiselina medu stanicama 1 nosilac je virusnih antigena. Kapsida je gradena
od proteinskih molekula koje tvore strukturne podjedinice (protomere). Vise strukturnih
podjedinica ¢ine kuglaste ili prizmaticne morfoloske podjedinice, tzv. kapsomere.
Jezgra i kapsida ¢ine nukleokapsidu virusa. Virusi jednostavne grade sadrze samo
nukleokapsidu, dok virusi slozenije grade sadrze proteinski matriks oko nukleokapside
te lipidnu ovojnicu na kojoj se nalaze glikoproteinski izdanci koji sluze za prianjanje
virusa i kao antigeni.

NUKLEINSKA KISELINA
(DNKILI RNK)

KAPSID

KAPSOMERE

NUKLEOKAPSID

Slika 3. Grada virusag(svet-biologije.com)
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1.2. UmnoZavanje virusa

Umnozavanje virusa te¢e odredenim slijedom koji se mogu svrstati u nekoliko
faza. Replikacijski ciklus se dijeli na ranu i kasnu fazu. Virusi, zbog toga Sto se mogu
umnozavati samo u zivim stanicama, koriste stanicni metabolizam domacina, njegovu
energiju, sintetski aparat i prekursore male molekulske mase potrebne za sintezu

virusnih proteina i nukleinskih kiselina.

Prvi korak je prepoznavanje ciljne stanice i adsorpcija virusa na stanicu.
Adsorpcija se zbiva specificnim vezanjem virusnih antigena smjeStenih na povrSini
virusa s receptorima na povrSini stanice. Nakon adsorpcije virusa na stanicu slijedi
njegovo prodiranje unutar stanice. Prodiranje traje od nekoliko minuta do nekoliko sati.
Virusi mogu uéi u stanicu postupkom endocitoze. Endocitoza je ,,ingestija“ endocitne

vrecice ispunjene virusom.

Virus se potom prenosi u citoplazmu. Nukleinska kiselina unutar kapside nije
aktivna. Potrebno ju je dopremiti do mjesta umnozavanja kako bi se virus mogao
razmnoziti. Genom DNK virusa mora se dopremiti u stani¢nu jezgru, dok RNK virusi

vec¢inom ostaju u stani¢noj citoplazmi.
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Slika 4. UmnoZzavanje Virusa(msd-priruénici.placebo.hr)
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Potom krec¢e sinteza mRNK prepisivanjem s virusne DNK ili RNK pomocu
stani¢nih polimeraza. Spajanjem mRNK na ribosome zapocinje prevodenje Sifriranih

nasljednih uputa u virusne proteine.

Ciklus umnozavanja virusa moze trajati od 6 do 72 sata, ovisno o vrsti virusa.
Nakon toga slijedi sastavljanje nove virusne Cestice. Prvo nastaje prazna kapsida, tzv.
prokapsida te se potom u njuubacujenovonastali virusni genom. Neki virusni proteini se
nakon prevodenja dodatno mijenjaju procesima fosforilacije, glikozilacije i dr. Tijekom
sastavljanja ponekad se tvore i defektni virusi. To su virusi bez virusnog genoma,
odnosno, prazne kapside, koje na Stetu infektivnih virusnih Cestica umanjuju njihov

broj. Na kraju novoformirani virusi nakon razmnozavanja izlaze iz stanice.

1.3. Univerzalni sustav virusne taksonomije

U svrhu $§to dosljednije klasifikacije virusa, Medunarodni odbor za
taksonomijuvirusa (International Committee on Taxonomy of viruses — ICTV) osnovao
je jedinstvenu bazu podataka koja sadrzava popis i osnovna obiljeZja svih trenuta¢no
priznatih virusa. Danas je opcenito prihvacen sustav prema kojem se virusi dijele na:
porodice, potporodice, rodove i vrste, sve na temelju morfologije virusa, strukture
genoma i strategije replikacije. Neke od porodica grupirane su i u redove, no grupiranje
u vise taksonomske skupine kao $to su razredi ili koljena ne koristi se za viruse. Nazivi
virusnih redova zavrSavaju sufiksom -virales, porodice imaju nastavak -viridae, a
potporodice -virinae. Unutar svake porodice nalaze se potkategorije nazvane rodovi i
temelje se na bioloskim, genomskim, fizikalnim ili seroloskim razlikama. Imena rodova

imaju nastavak -virus.




2. UZROCNICI INFEKTIVNE MONONUKLEOZE

Uzro¢nici  infektivne mononukleoze suEpstein-Barr virus (EBV) i
Citomegalovirus (CMV).Procjenjuje se da je uzrok sindroma mononukleoze u 90 %
sluc¢ajeva EBV, a u 5-7 % CMV.

Oni pripadaju porodici Herpesviridae. Herpesvirusi se dijele u tri potporodice:

- Alphaherpesvirinae,
- Betaherpesvirinae

- Gammaherpesvirinae

U medicini se oznac¢avaju akronimom HHYV (humani herpes virus). Epstein-Barr virus

nosi akronim HHV4, a citomegalovirus HHV5.

Virusi porodice Herpesviridae su kuglasta oblika, promjera 150-200 nm;
nukleokapsida ima oblik ikozaedra sa 162 kapsomere. Genom ¢ini dvolan¢ana linearna
molekula DNK veli¢ine 125-240 kbp. Ovojnica im potjece od jezgrine ovojnice stanice

domacina 1 sadrzava virusne glikoproteine i Fc-receptore.

Najvaznije svojstvo ovih virusa je S§to uzrokuju dozivotne (perzistentne)
infekcije s povremenim razdobljima reaktivacije. Bolesti se mogu pojaviti u rasponu od

klini¢ki neopazenih pa sve do zloudnih tumora.




2.1. Epstein-Barr virus (EBV)

Epstein-Barr virus (EBV; HHV4) je humani herpesvirus iz obitelji
Herpesviridae, potporodice Gammaherpesvirinae, roda Lymphocryptovirus Kkoji
uzrokuje infektivnu mononukleozu, karcinom nazofarinksa, Burkittov limfom,
Hodgkin-ov i non-Hodgkinov limfom te ostale limfoproliferativne poremecaje u

imunodeficijentnih osoba.
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Slika 5. Grada Epstein-Barr virusa(en.wikipedia.org)

2.1.1. Fiziologija i struktura, replikacija

EBV je obavijeni virus s dvostruko zavijenom DNK koja sadrzi 172 kbp te
kodira priblizno 100 gena. Poznata su dva glavna tipa: tip A 1 tip B. Ciljno mjesto EBV-
a su limfociti B. Virus se veze za receptor koji je ujedno receptor za C3d komponente
komplementa. Kad virus ude u limfocite, prelazi u fazu latencije bez prethodnog ciklusa
umnozavanja virusa. Glavna obiljezja EBV-a su sljedea: virusna perzistencija,
ogranicen virusni izraZaj, mogucnost reaktivacije te liticka replikacija. Prekid faze
latencije i poticanje genoma na replikaciju dogada se kada se dogodi odredeni podrazaj,
npr. podrazaj nekom kemijskom tvari ¢e dovesti do aktivacije EBV-a i pocetka
replikacije u epitelnim stanicama orofarinksa, parotidnoj Zlijezdi, vratu maternice ili u

epitelnim stanicama nazofaringealnog karcinoma.
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Spajanje virusa s povrSinom stanice moze pokrenuti stani¢ni ciklus. Tada
odredeni virusni geni budu izrazeni i stanice se zapo¢nu beskonacno dijeliti. Limfociti B
postaju besmrtni te poému izluéivati imunoglobuline, aktivacijske produkte, Epstein-

Barr nuklearne antigene, kasne membranske proteine i male RNK.
EBV antigeni dijele se u tri skupine:

1. rani antigeni — nestrukturni proteini, sinteza im ne ovisi o replikaciji virusne

DNK, upuc¢uju na pocetak produktivne virusne replikacije

2. kasni antigeni — strukturni proteini virusne ovojnice (glikoproteini) i kapside

(virusni kapsidni antigen), upucuju na produktivnu virusnu infekciju

3. antigeni latentne faze — sinteza u latentno inficiranim stanicama, EBNA i

LMP upuéuju na prisutnost virusnoga genoma

Epstein-Barr virus je visokospecifi¢an za ljude.

2.1.2. Epidemiologija

EBV uzrokuje infekcije diljem svijeta. U zemljama u razvoju, infekcije se
dogadaju u ranome djetinjstvu (< 6 godina), prolaze neopazeno i stvaraju trajnu imunost
prema infektivnoj mononukleozi. U industrijaliziranim zemljama ,vise od 50% infekcija
nastaje u kasnoj adolescenciji ili u ranoj odrasloj dobi 1 o€ituje se klinickom slikom
infektivne mononukleoze. Prema procjenama, u SAD-u je incidencija infektivne
mononukleoze 100.000 slucajeva godisnje (4). U Hrvatskoj se infektivna mononukleoza
sve CeS¢e pojavljuje, no godiSnji prijavljeni broj slucajeva bolesti iznimno je mali.
Podaci iz 2016. godine otkrivaju da su zabiljeZene 1864 osobe s infektivnom

mononukleozom (14).

Osim sporadi¢no, infektivna mononukleoza se pojavljuje u obliku proljetnih 1
jesenskih epidemija, posebice u kolektivima kao Sto su internati, studentski domovi 1

sli¢no.




2.1.3. Prijenos i patogeneza

Primarna infekcija pocinje u orofarinksu budué¢i da se virus prenosidirektnim
oralno-faringealnim kontaktom, odnosno, zarazenom slinom. Zbog ovakvog puta
prijenosa u narodu je poznata kao ,,bolest poljupca“. Umnozavanje virusa zapocinje u
epitelnim stanicama ili limfocitima B Zdrijela i Zlijezda slinovnica. ZaraZeni B limfociti
se dalje Sire po organizmu. Velina zarazenih osoba izlucuje male koli¢ine virusa
tjednima ili mjesecima nakon infekcije. U veéine imunokompetentnih osoba zarazene
stanice budu odstranjene, ali ipak vrlo mali broj stanica ostaje trajno inficiran (1 od 10°-
10° limfocita B). Latentna EBV-infekcija zdravih darovatelja krvi i organa mozZe
predstavljati potencijalni put prijenosa. Mogu¢ je prijenos putem transplantiranog
organa prvenstveno u prethodno seronegativnog primatelja i rizi¢ni je ¢imbenik za

posttransplantacijsku limfoproliferativnu bolest.

Primarne infekcije u djece veé¢inom prolaze neopazeno tj. asimptomatski ili su
povezane s nespecifi¢nim simptomima, dok se u adolescenata obi¢no klinicki ocituju
kao akutna infektivna mononukleoza (poliklonalna stimulacija limfocita) koja je
obiljezena jakim humoralnim i stani¢énim imunoshim odgovorom. Reaktivacija latentne
infekcije EBV-om obi¢no prolazi klini¢ki neopazeno, osim U imunosuprimiranih

bolesnika u kojih moze imati teSke posljedice.

2.1.4. Klinicka slika

Epstein-Barr virus uzrokuje infektivnu mononukleozu, Hodgkinov i non-
Hodgkinov  limfom,  Burkittov  limfom, nazofaringealni  karcinom te
poslijetransplantacijsku limfoproliferativnu bolest. Infekcija s EBV-om subklinicka je u
ranom djetinjstvu. Najcesce se klinicka mononukleoze javlja za vrijeme adolescencije

ili u ranoj odrasloj dobi. Broj leukocita moZe se popeti i do 80.000 u mm® krvi.




Infektivna mononukleoza

Nakon 2-3 tjedna, koliko traje inkubacija virusa, mogu se pojaviti nespecific¢ni
simptomi kao S§to su glavobolja, umor, slabost, poviSena tjelesna temperatura.
Temperatura se kre¢e od 38 do 40°C, prosjecno traje tjedan dana. Bol u zdrijelu uocljiv
je simptom koji se javlja na pocetku bolesti i traje oko tjedan dana.Javljaju se i povecani
limfni ¢vorovi te povecana slezena, a u nekih bolesnika i znakovi hepatitisa. Tijekom
bolesti, koja obic¢no traje 2-4 tjedna, u krvnoj slici se moze vidjeti povecan broj bijelih
krvnih stanica, pogotovo limfocita (velikih atipi¢nih limfocita T). Slabo poviSena

temperatura i slabost mogu trajati tjednima i mjesecima nakon akutne bolesti.

Znaciinfektivne mononukleoze:
¢ Temperatura
e Umor
* Grlobolja

¢ Nateceni limfni
¢vorovi

Slika 6. Znakovi infektivne mononukleoze(poliklinika-irac.ba)

- " ‘ >

Slika 7. Normalna i povec¢ana slezena(krenizdravo.rtl.hr)
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Hodgkinov i non-Hodgkinov limfom

Prisutnost EBV-a u 40 — 60% Reed-Sternbergovih stanica pokazuje povezanost
izmedu Hodgkinove bolesti i infektivne mononukleoze (4). Oboljeli od AIDS-a skloniji
su razvoju EBV-u pridruZenih limfoma. Cesto je na jeziku razvijena oralna vlasasta

leukoplakija (mjesto replikacije EBV-a u epitelnim stanicama).

Burkittov limfom

Burkittov limfom je zlo¢udna bolest Celjusti i lica koja se pojavljuje endemski u
djece i odraslih u Africi. Vise od 90% africkih tumora sadrzava EBV DNK i EBNAL
antigen, za razliku od drugih dijelova svijeta, gdje je zastupljenost EBV DNK u

tumorskom tkivu priblizno 20% (3).

Nazofaringealni karcinom

Nazofaringealni karcinom je zlocudna bolest epitelnih stanica nazofarinksa
endemski prisutna u Kini. Smatra se da su genski i1 epigeneticki ¢imbenici vazni u
nastanku ove bolesti. U tumorskim stanicama mogu se na¢i EBV DNK, EBNAL i

LMP1. Takoder se mogu otkriti visoke razine anti-EBV protutijela.
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2.1.5. Lijecenje i prevencija

Ne postoji ucinkovit lijek protiv Epstein-Barr virusa. Lijecenje je uglavnom
simptomatsko, provodi se u kuénoj njezi.Vise od 95% bolesnika s infektivnom
mononukleozom spontano ozdravi i potrebno im je samo potporno lijeCenje (3).
Najvaznije mjere su mirovanje, lagana hrana s dovoljno tekucine te izbjegavanje svih

tjelesnih napora zbog opasnosti rupture slezene.

Antivirusni lijek aciklovir smanjuje koli¢inu virusa koji se izluCuju iz

orofarinksa, ali nema uc¢inka na besmrtnost limfocita B.

Lijeci se samo bakterijski uzrokovan faringitis koji je prethodno dokazan

pozitivnim nalazom kulture.

Kortikosteroidi su izbor lije¢enja samo kod slucajeva zatvaranja diSnog puta

zbog povecanih tonzila, trombocitopenije ili teSke hemoliticke anemije.

Velika su ocekivanja u imunoterapiji EBV-u pridruzenih limfoproliferativnih
bolesti pomoé¢u EBV specifiénih T-limfocita jer omogucuje rekonstrukciju imunosti
specificne za EBV, kontrolu imunoproliferacije te uklanja znakove bolesti. Cjepivo

protiv EBV-a je u postupku istrazivanja.
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2.2. Citomegalovirus (CMV)

Citomegalovirus (CMV; HHVY) je takoder humani herpesvirus iz porodice
Herpesviridae. Pripada potporodici Betaherpesvirinae te rodu Cytomegalovirus.
Citomegalovirus je najveci od svih herpesvirusa. Naziv je dobio po tome S$to se stanice
inficirane CMV-om znatno povecaju $to se naziva citomegalija, a smatra se da tome
pridonosi tvorba velikih virusnih uklopina. Moze uzrokovati neopazene, ali i klinicki

izrazene infekcije, latentne i1 perzistentne (dozivotne) te reaktivacije i reinfekcije.

2.2.1. Fiziologija i struktura, replikacija

Citomegalovirus ima najveé¢u dvolancanu DNK od svih herpesvirusa, veli¢ine
240 kbp, koja kodira priblizno 230 proteina. Mnogi od tih proteina su zaduZeni za
izbjegavanje imunosnog nadzora domacina. Na taj nalin inficirane stanice budu
neprepoznate i neodstranjene. Genom je smjesten u nukleokapsidi oko koje se nalaze
tzv. proteini matriksa ili tegumentum, koji obavija lipidna ovojnica. Tijekom
umnozavanja, CMV stvara citopati¢ni ucinak (u¢inak gdje su mikroskopski vidljive
promjene na stanici). Virus se umnozava u stani¢noj jezgri u kojoj se mogu vidjeti
velike inkluzije, odnosno, mjesta umnozavanja virusa. Osim tih inkluzija tipi¢nih za sve
herpesviruse, stvaraju se i perinuklearne citoplazmatske inkluzije i multinuklearne

stanice. Zbog toga inficirane stanice postanu citomegali¢ne.

Virusna kapsida

Glikoprotein
Tegument
dsDNA

Ovojnica

Slika 8. Grada Citomegalovirusa(docplayer.net)
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2.2.2. Epidemiologija

CMV je prosiren diljem svijeta. Infekcije se javljaju tijekom cijele godine.
Prevalencija seropozitivnih osoba razlikuje se ovisno o zivotnim uvjetima, higijenskim
navikama 1 dobi. NajviSa je u djece 1 odraslih u zemljama u razvoju 1 u skupinama
niskog socio-ekonomskog statusa u razvijenim zemljama. U Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavamapozitivno je na CMV 40 — 80% djece, prvenstveno su zarazena putem
maj¢inog mlijeka ili u jaslicama (4). Intrauterini prijenos se pojavljuje u oko 40%
primarnih infekcija majke(3).U Republici Hrvatskoj prevalencija seropozitivnih osoba u
op¢oj populaciji iznosi priblizno 80% dok u osoba na hemodijalizi prelazi 90%. Ljudi

su jedini poznati izvor infekcija CMV-om (11).

2.2.3. Prijenos i patogeneza

Infekcija citomegalovirusom moze se prenijeti oralnim 1 spolnim putem,
transfuzijom krvi i krvnih pripravaka, transplacentarno, konatalno, te presadbom organa
i kostane srzi. Inkubacija traje 4-8 tjedana. Virus uzrokuje sustavne infekcije. Vecina
infekcija prode neopaZeno. Kao 1 kod EBV-a, zahvaljuju¢i mehanizmu izbjegavanja
imunosnog nadzora domacina infekcija je perzistentna, tj. traje dozivotno. Reaktivacije

su Ceste u imunokompromitiranih bolesnika.

CMV se $iri od stanice do stanice u prisutnosti protutijela. U napadnutom
domacinu uzrokuje kratkotrajnu imunosupresiju, te nastaju latentne i perzistentne
infekcije. Zbog povecanog broja supresorskih limfocita T tijekom primarne infekcije,
poremecen je odnos CD4/CDS8 limfocita. Reaktivacija latentne infekcije zbiva se i u
prisutnosti protutijela. Mogu¢ je prijenos transplacentarno. Prisutnost protutijela u
maj¢inom mlijeku ne sprjecava prijenos infekcije s majke na dijete, alisprjecava razvoj
teSke bolesti. CMV inducira tvorbu atipi¢nih limfocita, ali ne i tvorbu heterofilnih
protutijela. To je razli¢ito od infekcije EBV-om. Stoga je CMV uzro¢nik infektivne

mononukleoze s negativnim heterofilnim protutijelima.
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2.2.4. Klini¢ka slika

CMV je specifiCan za vrstu i ne moze se prenijeti s ljudi na zivotinje i obratno.
CMV uzrokuje ponajvise kongenitalne i konatalne infekcije, ali takoder i infekcije u
starije djece i odraslih.

Kongenitalne i konatalne infekcije

Citomegalovirus je najce$¢i uzrocnik konatalnih infekcija.Novorodencad se

moze zaraziti:

- intrauterino transplacentarno (preko krvi),
- tijekom porodaja prolazom kroz inficirani porodajni kanal

- nakon rodenja putem maj¢inog mlijeka

Virus se moze prenijeti in utero tijekom primarne i tijekom ponovljene infekcije majke.
U trudnica zarazenih prije trudnoce, virus se moze reaktivirati tijekom trudnoce i potom

se izluciti cervikalnim sekretom. Novorodencad se inficirati tijekom porodaja.

Klini¢ki se o€ituje kao Zutica, hepatosplenomegalija, trombocitopenija, mikrocefalija,

intrauterini zastoj rasta, hidrocefalus, intracerebralne kalcifikacije i retinitis.

Slika 10. Zutica djeteta(krenizdravo.rtl.hr)
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Ako su djeca rodena zdrava i na vrijeme, a zarazena za vrijeme porodaja ili
putem majc¢inog mlijeka, nema klini¢kih znakova bolesti. Tek unutar 2 godine kod
takve djece razvije se gubitak sluha i vida ili poremec¢aj mentalnog razvoja. Infekcije u

trudnoc¢i Cesto prolaze neopazeno ili se o¢ituju blagim simptomima mononukleoze.
Infekcije u starije djece i odraslih

Infekcije u starije djece i odraslih najées¢e prolaze neopazeno ili katkad sa
znakovima infektivne mononukleoze. CMV-omjeuzrokovano 20 — 50% slucajeva u

kojima je dijagnosticirana infektivna mononukleoza (3). Bolest se razvija blago.

Klinicki neopazeno moze se razviti hepatitis. Otkrivena je i povezanost infekcije
CMV-om s pojavom ponovnog suzavanja koronarnih arterija nakon izvedene koronarne

angioplastike ili ugradnje stenta (restenoza) u razdoblju od 3-6 mjeseci.

Infekcije u imunokompromitiranih domacina

Imunokompromitirani domacini su primatelji presatka organa i koStane srzi,
osobe oboljele od zlo¢udne bolesti koje se lije¢e kemoterapijom ili oboljeli od AIDS-a.
Najvazniji izvori zaraze su organi za presadivanje i transfuzije krvi. Primarne infekcije
uzrokuju tezi oblik bolesti. Tijekom presadivanja ¢eS¢a je reaktivacija upale od
primarne infekcije. Obje infekcije uzrokuju visok pobol i smrtnost. Najcesca
komplikacija jest upala pluca kod primatelja koStane srzi; ucestalost je i do 20% (3).
CMV takoder pridonosi nastanku drugih komplikacija, razvoju ateroskleroze presatka
nakon presadbe srca, reakciji odbacivanja nakon presadbe bubrega i nastanku
leukopenije.
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2.2.5. Lijecenje i prevencija

Infekcija CMV-om u imunokompetentnih osoba ne zahtijeva specifi¢no
lijeCenje. Antivirusni lijekovi ganciklovir, foskarnet i cidofovir pokazali su se
uspjeSnima u lijeCenju teskih infekcija u imunosuprimiranih bolesnika, kao i za
profilakticno davanje u seropozitivnih primatelja presatka kostane srzi, za prevenciju

reaktivacije.

Seroloskim testiranjem davatelja 1 primatelja prije presadbe moguce je sprijeciti
prijenos CMV-a i razvoj primarne infekcije u seronegativnoga primatelja. Testiranje
davatelja krvi i organa uvelike smanjuje moguénost Sirenja virusa, poglavito pri

transfuziji krvi novorodencadi.

Konatalan prijenos virusa tesko se moze u¢inkovito sprijeciti. Opée mjere zastite
od infekcije CMV-om obuhvaéaju upotrebu kondoma. Ziva i rekombinantna cjepiva

protiv CMV-a u postupku su istraZivanja.
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3. DIJAGNOSTIKA INFEKTIVNE MONONUKLEOZE

EBV i CMV, kao uzroc¢nici infektivne mononukleoze, dijagnosticiraju se

najces¢e metodama neizravne dijagnostike.

U vrijeme inkubacije rijetko je mogucée detektirati uzro¢nika; u vrijeme pojave
klini¢kih simptoma uglavnom je moguce detektirati uzrocnika, ali rijetko protutijela. U
fazi oporavka opet je rijetko moguce detektirati uzroénika, ali zato je mogué¢ dokaz

protutijela.

Infektivna mononukleoza moZze se dijagnosticirati i pod mikroskopom
diferencijalnom krvnom slikom u kojoj se u krvnom razmazu nalaze tzv. reaktivni

limfociti. To su morfoloski promijenjeni limfociti,mogu ¢initi i do 80% svih leukocita.

Slike 11. i 12. Reaktivni limfociti pod mikroskopom na krvnom razmazu

17



3.1. Seroloska dijagnostika

Seroloska dijagnostikautvrduje prisutnost specifi¢énih protutijela u serumu.
Primjenjuje se u dijagnostici virusnih infekcija, evaluaciji tijeka infekcije te za

razlikovanje primarne, akutne, kroni¢ne i rekurentne infekcije, odnosno reinfekcije.

Rezultati i tumacenja seroloskih nalaza virusne infekcije temelje se na dinamici
tvorbe specificnih protutijela (titar), zastupljenosti odredenih klasa imunoglobulina,

aviditeta 1gG-protutijela te specifi¢nosti protutijela na ciljane virusne antigene.

Primarne virusne infekcije karakterizira promjena nalaza specifi¢nih
protutijela u serumu bolesnika,od negativhog do pozitivnog. To se naziva
serokonverzija.Utvrdivanjem pojedinih Klasa imunoglobulina, moze se utvrditi radi li se
o0 akutnoj ili preboljenoj infekciji. Pojava IgM protutijela ukazuje na akutnu infekciju, a
pojava 1gG protutijela na preboljenu infekciju. Kod testova kod kojih ne mozemo
utvrditi klasu imunoglobulina,éetverostruki ili visi porast titra protutijela izmedu seruma
uzetih u akutnoj fazi bolesti od seruma uzetih 2 do 4 tjedna kasnije ukazuje na akutnu

infekciju.

Ponovne infekcije (reinfekcije) domacina uzrokuju sekundarni odgovor koji je

jaci od primarnog, te takav odgovor $titi domacina od ponovnog razvoja bolesti.
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Slika 13. Primarni i sekundarni imunoloski odgovor
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Serologija je korisna pri utvrdivanju imunosnoga statusa osoba osjetljivin na
virusne infekcije (trudnice, bolesnici kojima se planira transplantacija organa ili tkiva)
te osoba odredenih zanimanja koje su izlozene ve¢em riziku za pojavu virusnih infekcija

(zdravstveni i laboratorijski djelatnici).

Protutijela koja prva otkrivamo u serumu su veéinom specifiéno usmjerena
prema povrsSinskim antigenima na stanici. U kasnijem tijeku infekcije, pojavom sve
veceg broja stanica liziranih umnazanjem virusa, ili aktivno$¢u stanicne imunosti,

prisutna su protutijela specifi¢na na unutarstani¢ne virusne proteine i enzime.

3.1.1. Antigeni

Antigeni su slozene molekule §to ih imunosni sustav prepoznaje kao strane. Oni
u organizmu poticu stvaranje protutijela na koja se vezu i izazivaju specifi¢nu stani¢nu i
humoralnu imunoreakciju. No, protutijela ne prepoznaju cijelu molekulu nego samo
jedan njezin dio, tzv. antigensku determinantu ili epitop. Epitop je mjesto na antigenu
koje je specifitno vezno mjesto samo za specifiéno protutijelo. Broj epitopa ovisi 0
veli¢ini i sloZenosti molekule, a time je odredena imunogeni¢nost (Sposobnost molekule
da potakne specificnu humoralnu ili stani¢nu imunoreakciju, tj. stvaranje protutijela ili

efektora specifi¢ne stanicne imunosti).

Antigen se moze unijeti u organizam prirodnim ili umjetnim putem. Prirodno
najceSc¢e ulazi kroz sluznicu diSnoga ili probavnoga sustava, ali moZze u¢i i kroz kozu,
posteljicu ili izravno u krv. Umjetnim putem antigen se naj¢eS¢e unosi ustrcavanjem u
venu, miSi¢, u trbusnu Supljinu ili subkutano, ali 1 prilikom kirurSkog zahvata,

primjerice pri presadbi organa.

Epitope

— Antigen

Slika 14. Antigen(pediaa.com)
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3.1.2. Protutijela

Protutijela ili imunoglobulini su glikoproteini koje proizvode limfociti B.Gradeni
su od osnovne Cetverolanc¢ane jedinice koju nazivamo monomer. Monomer se sastoji od

dvaju lakih i dvaju teskih lanaca medusobno povezanima disulfidnim vezama.

Molekula ima oblik slova Y sastoji se od dva istovrsna Fab fragmenta i jednog
Fc fragmenta. Fab fragment je sastavljen od cijelog lakog i polovine teSkog lanca te
sadrzi vezno mjesto za antigen Koje se zove paratop. Ostatak teskog lanca ¢ini Fc
fragment koji odreduje bioloska svojstva pojedinih razreda imunoglobulina. Postoji pet
razreda imunoglobulina, a to su: IgM, IgG, IgA, IgD i IgE. Najvaznija i najcesca
protutijela u serumu ¢ovjeka koja se odredujuu neizravnoj dijagnostici su IgM i 1gG

protutijela.

Protutijela na razne nacine djeluju na antigene, a to su:

1. Neutralizacija u kojoj neutraliziraju¢a protutijela blokiraju dijelove povrsine

bakterijske ili virusne stanice da bi njegov napad ucinio neucinkovitim

2. Aglutinizacija u kojoj protutijela "lijepe zajedno" strane stanice u klupka
koja su atraktivne mete za fagocitozu

3. Precipitacija u kojoj protutijela i antigeni ¢ine precipitate koji su pogodni za
fagocitozu

4. Aktivacija komplementa (fiksacija) u kojoj protutijela koja su uhvaéena na

stranu stanicu poti¢u kaskadni sustav komplementa, §to dovodi do: lize

strane stanice i poticanje upale kemotaktickim privlacenjem upalnih stanica
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IgM protutijelo

IgM protutijelo je polimer koji se sastoji u izlu¢enom obliku od pet zvjezdoliko
rasporedenih jedinica (monomera) dok jena povrini B stanica monomer.Cine ga teski
lanci p i laki lanci x ili A. Eliminira patogene u ranim stadijima B-stanicama
posredovanog (humoralnog) imuniteta prije nego Sto nastane dovoljna koli¢ina 1gG-
a.IgM je prvi imunoglobulin izrazen u ljudskom fetusu (oko 20. tjedna).IgM protutijela
se pojavljuju rano tijekom infekcije i obi¢no se ponovno pojave, u manjoj mjeri, nakon
sljedeceg izlaganja. IgM protutijela ne prolaze kroz ljudsku posteljicu te im poluzivot u
cirkulaciji krvi iznosi 5-10 dana.lgM se u normalnom serumu ¢esto veze na specifi¢ne
antigene, ¢ak i u odsutnosti prethodne imunizacije. 1z tog se razloga IgM ponekad zove

"prirodno protutijelo”.

Poliklonski porast prati akutna infektivna stanja (virusne, bakterijske i
parazitarne infekcije), bolesti jetre, reumatoidni artritis... SniZene koncentracije se

pojavljuju kod prirodenih imunodeficijentnih stanja.

Slika 15. Grada IgM protutijela
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1gG protutijelo

Imunoglobulin G (IgG) je najdominantniji imunoglobulinski razred. Pojavljuje
se nakon 2 — 3 tjedna od pocetka infekcije. IgG protutijelopredstavlja priblizno 75%
serumskih protutijela i ima najduzi poluvijek zivota (23 dana). Prototipski monomer
¢ine dva teSka lanca y i dva laka lanca « ili A. 1gG protutijela stvaraju i otpustaju
plazmatske B stanice. IgG protutijelo je jedino koje ima mogucnost svladavanja
posteljicne barijere te time fetus ve¢ intrauterino sadrzi pasivni imunitet. IgG protutijelo
sadrzi Cetiri subklase: IgGl, IgG2, IgG3 i IgG4 koje se razlikuju po razdiobi lakih
lanaca, broju disulfidnih veza, broju aminokiselina u zglobnoj regiji i sadrzaju
ugljikohidrata. IgG1 i IgG3 su najvaznije subklase protutijela jer ne samo da bolje
prelaze posteljicnu barijeru ve¢ imaju najveci afinitet prema antigenima; ujedno 1gG1

razred je i najbrojniji sa 60-65% udjela svih 1gG protutijela.

Poliklonski porast IgG se nade u sistemskom lupusu, kroni¢nim bolestima jetre,
zaraznim bolestima 1 cisti¢noj fibrozi. Snizene koncentracije prate enteropatiju s

gubitkom proteina, nefrotski sindrom te teSke opekotine.
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Slika 16. Grada IgG protutijela
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3.1.3. Metode u neizravnoj dijagnostici

NajceS¢e metode koriStene u neizravnoj dijagnostici su: neizravni
imunoenzimski postupak (ELISA) te neizravni imunofluorescentni postupak (IFA).
Takoder se koristi 1 Western blot, reakcija vezanja komplementa (RVK), aviditet
specificnih IgG-a, lateks aglutinacija 1 druge manje koriStene metode. Odabir

dijagnosticke metode ovisi o uzro¢niku te o stadiju bolesti.

ELISA metoda

ELISA (eng. Enzyme-linked immunosorbent assay) je najces¢éa metoda u
serologiji. Temelji se na vezanju antigena i antitijela koji zajedno stvaraju imunosnu
reakciju. Na taj kompleks se veze enzim koji potom supstrat pretvara u signal, dovodi
do promjene boje te se mjeri spektrofotometrijski. Ovaj test se temelji na imobilizaciji
jedne ili dvije komponente, tj. antigena ili antitijela na ¢vrstu podlogu. Time je
omoguceno ispiranje nevezanih komponenata iz reakcijske smjese. Vezane komponente
koje su stvorile reakciju ostaju pric¢vrs¢ene prilikom ispiranja. Mjerenje se provodi
pomocu detektor protutijela koje je obiljezeno enzimom. Detektor protutijelo se veze za
ve¢ vezani kompleks antigen — antitijelo te tvori “sendvi¢”. Nakon dodatka supstrata za
enzim, reakcija rezultira mijerljivim promjenama inteziteta obojenja. lzmjerena

apsorbancija je proporcionalna koncentraciji analita.

Antigen Antibody Enzyme-labellad antibody

A ? substrate
| | |
o o

Y .Y Y Y

Slika 17. ELISA(sinobiological.com)
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Osjetljivost ELISA testa je iznimno visoka, no moze varirati ovisno o
bolesnikovoj dobi, serotipu mikroorganizma ili klinickom stadiju bolesti. Zbog visoke
osjetljivosti ELISA se obi¢no rabi za testove probira (eng. Screening test). Rezultati
ELISA postupka izrazavaju se kvalitativno (pozitivno, negativno) ili kvantitativno (titar,

laboratorijske jedinice).

Slika 18. ELISA test(
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Western blot metoda

Western blot ili metoda odredivanja imobiliziranog antigena na ¢vrstom nosacu
otkriva protuvirusna ili druga antitijela u serumu ili nekoj drugoj tjelesnoj tekucini
prema njihovoj reakciji na ciljne antigene koji su imobilizirani na membrani. Procis¢ene
virusne antigene elektroforezom se razdvoji prema njihovoj veli¢ini na
poliakrilamidnom gelu. Tako odvojeni slojevi antigena elektroforezom se prenesu s gela
na nitroceluloznu traku. Kad se na takvu traku doda testirani serum, protutijela iz
seruma pacijenta, ako postoje vezat ¢e se za pripadni antigenski sloj. Vezana protutijela,
nakon dodavanja konjugata otkrivaju se enzimskom reakcijom. Western blot se obicno
rabi za potvrdivanje pozitivnog rezultata dobivenog testom poput EIA ili ELISA zbog

izrazito visoke specifi¢nosti koju ima.

Workflow

Sample Preparation IR Fiuoresconce

Flelabene™ XT .
“ /'um
|

Texhevchonyy

A
a

Fluorescent Detection

Tors bufter soshed
Vet pagers

+ AN0DE

Transfer 59
Membrane Staining

Slika 19. Western blot(sinobiological.com)
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Reakcija vezanja komplementa

Reakcija vezanja komplementa (RVK) je tehnika kojom se poznatim antigenima
utvrduje postojanje specifi¢nih protutijela u ispitivanom serumu. Prije izvodenja samog
testa parni serumi (akutni i rekovalescentni) zagrijavaju se na 56 °C 30 minuta da se
inaktivira komplement. Zatim se u nizovima epruveta rade dvostruka razrijedenja
ispitivanog seruma u fizioloskoj otopini. Nakon inkubacije na 37 °C90 minuta,za
vrijeme koje se vezu antigen i antitijelo iz seruma (ako postoji), dodaju se ovcji
senzibilizirani eritrociti koji su indikator reakcije. Ako do hemolize ne dode tada je to
znak pozitivne reakcije tj. znak da se u serumu nalaze specifi¢na protutijela koja se vezu
za antigen te titrom odredujemo koli¢inu tih protutijela. Ako do hemolize dodetada je to

znak negativne reakcije tj. znak da se u serumu ne nalaze specifi¢na protutijela.
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Slika 20. Reakcija vezanja komplementa (RVK)(sinobiological.com)
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3.2.Dijagnostika Epstein-Barr virusa

Prvi nespecifi¢ni pokazatelj moguce infekcije EBV-om su reaktivni limfociti

koji takoder mogu biti prisutni i u infekciji CMV-om, rubeolom, zau$njacima itd.

Heterofilna protutijela prisutna su u oko 85 % adolescenata i odraslih s
infektivnom mononukleozom, ali Cesto izostaju u mlade djece s akutnom infekcijom.
Ova protutijela nastaju nespecifi¢cnom, virusnom stimulacijom limfocita B. Ta antitijela
mogu aglutinirati ov¢je (Paul-Bunnell-ov antigen), konjske i govede eritrocite. Za
detekciju heterofilnih protutijela Kkoristi se test aglutinacije (klasi¢na reakcija
aglutinacije po Paul-Bunnell-u ili komercijalni spot-test). Mogu se otkriti od kraja
prvoga tjedna bolesti tijekom nekoliko mjeseci. U odraslih bolesnika, za razliku od
djece, pouzdan su pokazatelj akutne infektivne mononukleoze zbog visoke osjetljivosti.
Medutim, takva protutijela mogu biti prisutna i u serumu zdravih osoba, kao i u osoba

oboljelih od limfoma.

Stoga jepotrebno napraviti specifican test na EBV. Najosjetljivija seroloska
metoda za otkrivanje infekcije jest neizravna imunoflorescencija (IFA — Indirect
immunoflorescent assay). Stanice koje sadrze EBV ¢e fluorescirati nakon dodira sa

fluorescentnim antitijelima. Takoder se koriste ELISA, ELFA i imunoblot.

Titar IgM protutijela na virusni kapsidni antigen (VCA) je najosjetljiviji i
specifican test. Specificna EBV protutijela protiv razli¢itih virusnih antigena upucuju na

razlicite infekcije EBV-om:

1. Akutna (primarna) infekcija — poviSena razina protutijela na VCA i rane

antigene (EA), IgM i 1gG protutijela protiv VCA, i odsutnost protutijela protiv EBNA,
2. Prosla infekcija — IgGprotutijela protiv VCA i protutijela protiv EBNA

3. Reaktivacija — IgM i 1gG protutijela na VCA i protutijela protiv EBNA i EA
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Slika 21. Seroloski profil EBV infekcije

U imunokompetentnih osoba IgM VCA-protutijela ostaju prisutna u serumu 4-8
tjedana. Protutijela protiv EA prisutna su nekoliko mjeseci, dok su IgG-protutijela
protiv VCA i protutijela protiv EBNA prisutna godinama, ¢ak i dozivotno.Neke osobe

ne stvaraju protutijela protiv EBNA.

Kvantitativno odredivanje titra virusa pomo¢u PCR-a moze biti od koristi u

procjenjivanju rizika od nastupajuce limfoproliferativne bolesti u transplantiranih osoba

s EBV infekcijom.

years
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3.3. Dijagnostika Citomegalovirusa (CMV)

Rutinsko otkrivanje infekcije CMV-om u danasnje vrijeme je lan¢ana reakcija
polimerazom (eng. Polymerase chain reaction; PCR). Ova metoda zamijenila je
izolaciju virusa za koju je potrebno 2-3 tjedna da se na stani¢noj kulturi pojave
promjene na stanicama specifi¢éne za CMV, prvenstveno velike intranuklearne inkluzije.
PCR je brza metoda koja otkriva virus dok je u fazi umnozavanja, a ne u fazi latencije.
Najéesce su uzorci za ispitivanje krv i mokraca. Takoder PCR moze pruziti informacije

o koli¢ini virusa $to je znacajno za predvidanje razvoja bolesti.

Seroloski rezultati mogu se uspje$no tumaciti, ali serologija nije pouzdana u

imunokompromitiranih bolesnika.

Anti-CMV IgM protutijela pojavljuju se 3-4 dana nakon infekcije, padaju nakon
nekoliko tjedana i dalje sporo kroz 4- 6 mjeseci, mogu biti prisutni i do 8 mjeseci, a u

transplantiranih do 2 godine.
Anti-CMV IgG pojavljuju se 1 tjedan nakon pojave IgM.

Kao i kod EBV-a, IgM-protutijela ukazuju na aktualnu infekciju, a I1gG-
protutijela na proslu infekciju i na moguénost reaktivacije. Pomo¢u monoklonskih
protutijela usmjerenih protiv virusnih antigena testom antigenemije se otkriva CMV u

zarazenim leukocitima.
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4. CILJ RADA

Rad je izraden u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske

zupanije (NZJZSDZ) u Laboratoriju za serolosku dijagnostiku.

Najosjetljivija populacija za infekciju CMV-om su novorodencad i djeca,za infekciju
EBV-om starija djeca i mladi ljudi do 24.godine. Infekcija ovim virusima najée$cée je
asimptomatska, a prijenos virusa vrlo jednostavan.Pravodobna dijagnoza je od osobite

vaznosti u svrhu pravodobnog 1 pravovaljanog lijec¢enja.

Metode dijagnostike trebaju biti S$to osjetljivije 1 specifi¢nije, a pacijentima Sto

jednostavnije i neinvazivne.
Cilj radabio je:

1. Objasniti postupak uzorkovanja krvi

2. Opisati metode dijagnostike EBV-ai CMV-a

3. Dijagnosticirati specifi¢na protutijela na EBV i CMV
4

Interpretirati rezultate
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5. METODE

5.1. Uzorkovanje

Upute za uzimanje uzorka za otkrivanje EBV-a i CMV-a metodom ELFA
Za uspjesnu dijagnostiku potrebno Se pridrzavati se uputa za uzorkovanje.
METODA: Dijagnostika ELFA (eng. Enzyme linked fluorescent assay) metodom

UZORAK: Serum dobiven iz pune krvi uzete venepunkcijom iz antekubitalne vene

VENEPUNKCIJA (UZIMANJE UZORKA PUNE KRVI)

1. Pripremiti pribor za vadenje krvi: epruveta bez antikoagulansa (biokemijska
epruveta), igla, podveza, pamucna vata, dezinficijens (70% alkohol, eter,
benzin), rukavice, epruveta za odlaganje igala i infektivnog materijala

2. Oznacavanje epruveta: ime i prezime, datum rodenja ili barkod (ime i prezime,
datum rodenja, laboratorijski broj)

3. Odrediti polozaj za vadenje krvi: sjede¢i ili lezeci polozaj

4. Staviti rukavice: prije svakog vadenja te za svakog bolesnika novi par

5. Staviti podvezu: ne drzati dulje od 1 minute, Staviti je 7-10 cm iznad mjesta
uboda

6. Odabir mjesta uboda: antekubitalna vena, vena sa nadlaktice

7. Dezinfekcija mjesta uboda: prebrisavanje sterilnom pamuc¢nom vatom
namoc¢enom 70% alkoholom, brisanje cirkularnim pokretima iz centra prema
periferiji

8. Uzorkovanje: Umetanje igle u drza¢, pozicionirati i pridrzavati ruku pacijenta
distalno od mjesta uboda, u¢i u venu pod kutem od 30° ili manjim, prisloniti
spremnik te kada krv potece otpustiti podvezu. Nakon §to je spremnik napunjen
izvuéi spremnik prije izvlacenja igle, staviti pamucnu vatu preko mjesta uboda
te odloZiti iglu u spremnik za infektivni otpad

9. Mijesanje epruvete
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Slika 22. Epruvete za uzorkovanje Slika 23. Vrste igala za uzorkovanje

Slika 24. Mjesto uboda Slika 25. Postupak venepunkcije
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DOBIVANJE SERUMA 1Z UZORKA PUNE KRVI

1. Uzorak za serolosku dijagnostiku EBV-a i CMV-a jest serum odvojen iz uzorka
bolesnikove venske krvi. Uzima se obi¢no 8-10 mL krvi u odraslih, odnosno 3-4
mL u djece

2. Epruvetu s uzorkom krvi treba ostaviti najmanje 20-30 minuta na sobnoj
temperaturi, sve dok se ne stvori ugruSak

3. Ugrusak se potom odstrani, a preostali dio se centrifugira na 10 minuta i 2000
rpm radi izdvajanja seruma

4. Nakon §to centrifuga zavrSi odpipetira se serum u novu epruvetu, a talog s

krvnim stanicama se odlaze u infektivni otpad koji se posebno zbrinjava

PR ... B
| ;

Slika 26. Centrifuga Slika 27. Vremenski period i broj okretaja
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Serum se pohranjuje na temperaturi od 2-8°C 5 dana, a za dugotrajnu pohranu
potrebno je uzorak ¢uvati na temperaturi od -20°C i nizoj. Preporucuje se ne koristiti
hemolizirane, lipemicne ili iktericne uzorke. U tom slucaju treba uzeti novi uzorak zbog
interferencije vezane uz serum. Opetovana zamrzavanja i odmrzavanja treba
izbjegavati. Dozvoljena su tri ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja. Ispitivanje smrznutih

uzoraka moguce je i do 6 mjeseci 0d uzimanja uzorka s jednakovrijednim rezultatima.

Slika 28. Prikaz seruma i pune Kkrvi
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5.2. Dijagnostika ELFA metodom

Sustav Vidas 30 sluzi za kvalitativno otkrivanje specifi¢nih protutijela na EBV i
CMV te na toksoplazmu metodom ELFA.

Pribor i aparati
BioMérieux Vidas 30 sastoji se od:
- Racunalo (Vidas 30 software)

- BioMeérieux Vidas 30 imunokemijski analizator

Slika 29. Vidas 30 imunokemijski analizator Slika 30. Software Vidas 30
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Pribor se sastoji od komercijalno proizvedenih materijala tvrtke BioMeérieux potrebnih

za otkrivanje specifi¢nih protutijela, a sastoji se od:

1. Kadice, stripovi koji sadrze antigene na svojoj stijenci potrebne za vezanje

protutijela iz seruma pacijenta, ako postoje.

Svaka kadica se sastoji od 10 jazica od kojih prva sluzi za ubacivanje uzorka dok
zadnja sluzi za fluorimetrijsko mjerenje. Ostale jazice sadrze razliite reagense

potrebne za odvijanje testa.

Slika 31. Kadica

Slika 32. Kadice i pipete




2. Pipeta

3. Standard

4. Pozitivna kontrola
5

Negativna kontrola

Reagensi se ¢uvaju u hladnjaku na 2 — 8°C i ne smiju se zamrzavati. Pribor ima rok

valjanosti od mjesec dana kada se mijenja cjelokupni pribor za pojedino protutijelo.

Kalibracija standardom sadrzanim u kitu provodi se prilikom prve uporabe novog
serijskog broja reagensa i nakon unosa baznih kalibracijskih podataka. Kalibracija se
ponavlja svakih mjesec dana. Na ovaj nacin se osigurava specifi¢na kalibracija
instrumenta i kompenziraju minimalne varijacije testnog signala tijekom roka trajanja
kita. Kalibracija se radi s dva ili tri standarda, po uputi za rad te se kontrolira s
pozitivnim i negativnim kontrolnim uzorcima. Na ovaj nacin se kroz kontinuiranu

kontrolu kvalitete dobije potvrda o ispravnosti rada aparata.

Slika 33. Standard,pozitivna i negativna kontrola

Slika 34. Kitovi za dijagnostiku EBV-a Slika 35. Kitovi za dijagnostiku CMV-a
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Vidas 30 imunokemijski analizator

Uredaj Vidas 30 s kojim se radi pretraga na infektivhu mononukleozu radi na principu

ELFA (Enzyme-linked fluorescent assay). Uredaj se koristi na sljede¢i nacin:

1. Svakodnevno prije puStanja aparata u rad u njega se stavljaju pozitivna i
negativna kontrola da bi utvrdili jesu li kontrole u definiranim intervalima
zadanih od strane proizvodaca, a samim time je li aparat ispravan za pocetak
rada

2. Punjenje aparata uzorcima, reagensima i potro§nim materijalom

3. Odpipetira se po 100 uL seruma za svaku kadicu. Za jednu trazenu pretragu
bude pet kadica: za odredivanje IgM, IgG protutijela i EBNA za EBV te IgM i
IgG protutijela za CMV

4. Postupak traje oko 30 minuta te na kraju dobijemo rezultate pretrage, odnosno

prisustvo ili odsustvo specifi¢nih protutijela na EBV i CMV

Slika 36. Postupak stavljanja kadica sa serumima u analizator




Princip dijagnostike ELFA metodom

Princip testa je kombinacija dvostupanjskog sendvi¢ enzimskog imunotesta sa
krajnjim ocitanjem fluorescencije. Ovo je automatizirana metoda ¢ije je vrijeme trajanja
oko 30 minuta. ELFA je test u kojem se koristi oznaceno protutijelo 1 konjugirajuce
protutijelo koje stupaju u imunoreakciju s analitom u uzorku.U jaZicama se nalaze
protutijela protiv oznaCenih protutijela te se Citavi kompleks (oznaceno protutijelo-

konjugirajuce protutijelo-analit) veze.

Nakon inkubacije, jaZice se isperu kako bi se uklonio nevezani sadrzaj. Zatim se
dodaje otopina sa supstratom. Ponovno se inkubira, ukoliko je uzorak pozitivan (sadrzi
trazena protutijela) supstrat se pri tome katalizira te nastaje fluorescentni produkt ¢iji se
signal mjeri pomoc¢u fluorescentnog ¢itata mikroploc¢a na valnoj duljini od 450 nm.
Intezitet fluorescencijeproporcionalan je koncentraciji protutijela prisutnih u uzorku.
Izrazito je osjetljiva metoda te se koristi u real-time analizama.Osjetljivost i specificnost
testa su vrlo visoke; preko 95%. | zato se smatra vrlo pouzdanim testom za otkrivanje
EBV-ai CMV-a.
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6. REZULTATI

Kod Vidas uredaja rezultati se dobivaju kvalitativno. Za svako pojedinacno
protutijelo EBV-a i CMV-a postoji referentni interval koji kvantitativno odreduje je li

ispitivani uzorak seruma negativan ili pozitivan na ispitivane viruse.

Ispitivani uzorak je pozitivan na EBV specificna IgM i IgG protutijela, a
negativan je na EBNA protutijela. Sukladno ovom rezultatu, zakljucujemo da je pacijent
u akutnoj ili subakutnoj infekciji EBV-om.

Slika 37. Rezultat pretrage na EBV
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6.1. Interpretacija nalaza

Tablica 1. Postavljanje dijagnoze EBV infekcije po enzimima imunotestnog protutijela

Vrijeme nakon

Faza infekcije VCA IgM VCA IgG | EBNA-1 IgG
J pocetka bolesti g g g
Bez prisustva . . .
P — Negativno Negativno Negativno
EBV-a
Akutna primarna . " Negativno .
. P . 0-3 tjedna Pozitivno - J - Negativno
infekcija ili pozitivno
. .. 4 tjedna— . . .
Subakutna infekcija . Pozitivno Pozitivno Negativno
3 mjeseca
Kovalescentn . Negativno ili .. Negativno ili
oya esc?. tna 4-6 mjeseci 9 .. Pozitivno J .
infekcija pozitivno pozitivno
Prosla infekcija > 6 mjeseci Negativno Pozitivno Pozitivno

41




7. ZAKLJUCAK

Uzrocnici infektivne mononukleoze su Epstein-Barr virus i Citomegalovirus koji
se nalaze u krvi i tjelesnim teku¢inama inficirane osobe.Najée$¢e obolijevaju djeca i
adolescenti. Put prijenosa tih virusa moze biti kaplji¢ni, spolnim kontaktom,
transfuzijom krvi ili presadbom solidnih organa s inficiranog davatelja u tijelo
primatelja.

Infektivna mononukleoza uglavnom nije klini¢ki znacajna zbog toga $§to kod
djece Cesto prode neopazeno, tj. asimptomatski ili pojavom nespecificnih simptoma.
Rijetko se javlja teza komplikacija u obliku rupture slezene i tezih oStec¢enja srediSnjeg
Ziv€anog sustava i smrtnog ishoda, te zbog svega toga ona nema osobitu znacajnost u

ukupnom morbiditetu i mortalitetu od zaraznih bolesti.

Seroloske pretrage na mononukleozu su ceste pretrage u mikrobioloskim
laboratorijima jer se i EBV i CMV lagano $ire u populaciji. U ljudima se mogu nalaziti i
u latentnom stanju koji u bilo kojem trenutku pada imuniteta mogu do¢i do izrazaja i do

pojave bolesti.

Lijecenje infektivne mononukleoze je simptomatsko; virusna je infekcija za koju
jo§ uvijek ne postoji adekvatno cjepivo. Za sprjeCavanje | prevenciju Sirenja
mononukleoze preporucuje se izbjegavati kontakt sa slinom osoba koje su nedavno
preboljele mononukleozu i odrzavati visok stupanj higijene, osobito dje¢jih igracaka i

predmeta koje djeca stavljaju u usta.
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8. SAZETAK

Infektivha mononukleoza je virusna bolest limfnog sustava koja klini¢ki nije
toliko znacajna jer rijetko izaziva teSku bolest s po zivot ozbiljnim komplikacijama i
posljedicama. Infektivna mononukleoza uglavnom ima blagi tijek bolesti; bolest je
karakterizirana umorom, vruéicom, faringitisom, nelagodom, hepatosplenomegalijom,
limfoadenopatijom i probavnim neugodnostima. Bolest zahvaca najée$ce djecu i
adolescente slabijeg imovinsko-socijalnog statusa i djecu iz zemalja u razvoju. Prema
nalazima specifi¢nih protutijela u serumu, 95% djece siromasnijih podru¢ja preboli ovu

infekciju u predskolskoj dobi.

Virusi  koji uzrokuju infektivnu mononukleozu su Epstein-Barr virus i
Citomegalovirus. Oni pripadaju porodici Herpesviridae. Najvaznije svojstvo ovih virusa
je da uzrokuju dozivotne infekcije s povremenim razdobljima reaktivacije. Bolesti se
mogu pojaviti u rasponu od klinicki neopazenih pa sve do zlo¢udnih tumora kao $to su
Burkittov limfom, Hodgkinov i non-Hodgkinov limfom, nazofaringealni karcinom te

bolesti prilikom presadivanja solidnih organa ili kostane srzi.

Infektivna mononukleoza se dijagnosticira najée$¢e metodama neizravne
dijagnostike (ELISA i ELFA metode). Pretrage se odvijaju na principu
odredivanjaprotutijela u serumu bolesnika. U primarnom imunosnom odgovoru javljaju
se IgM protutijela koja ukazuju na akutnu infekciju imogu sedijagnosticirati izmedu
prvog i drugog tjedna od infekcije. Nakon drugog tjedna javljaju se 1gG protutijela koja
ukazuju na preboljenu infekciju i mogu se dijagnosticirati bilo kad, jer oni ostaju
dozivotno u krvi. U sekundarnom imunosnom odgovoru 1gG protutijela imaju brzi i jaci
intezitet djelovanja nego u primarnom imunosnom odgovoru zbog toga jer se izlucuju iz
veé postoje¢ih memorijskih stanica koje su nastale pri prvom kontaktu sa stranim

antigenom.
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9. ABSTRACT

Infectious mononucleosisis a viral disease of the lymph system, clinically not so
significant because its clinical symptoms are rarely severe with life-threatening serious
complications and consequences. Infectious mononucleosis is mild disease;
characterized by fatigue, fever, pharyngitis, hepatosplenomegaly, lymphadenopathy and
digestive discomfort. The disease affects commonly children and adolescents with low
social status and children from developing countries. According to the findings of
specific serum antibodies, 95% of children in developing countries get over this

infection at pre-school age.

Viruses that cause infectious mononucleosis are the Epstein-Barr virus and
Cytomegalovirus. They belong to the Herpesviridae family. The most important
characteristic of the viruses is that they cause lifelong infections with occasional
reactivation periods. Diseases can range from clinically unobserved to malignant tumors
such as Burkitt's lymphoma, Hodgkin's and non-Hodgkin's lymphoma, nasopharynges

carcinoma, and disease in solid organ or bone marrow transplantation.

The most common methods for the diagnosis of infectious mononucleosis are
indirect methods(ELISA and ELFA methods). Testing is based on the antibody
determination in the patient's serum. In the primary immune response, IgM antibodies
occur which indicate an acute infection and can be diagnosed between the first and
second week of infection. After the second week, 1gG antibodies occur and indicate a
past infection. IgG antibodies can be diagnosed any time because they remain in the
blood for life. In the secondary immune response, IgG antibodies have a faster and
stronger intensity of action than in the primary immune response because they are
excreted from the memory cells that have already occurred at first contact with the

foreign antigen.
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