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Stowa kluczowe Streszczenie

wirus Epsteina-Barr, mononukleoza

: - g Pierwotna infekcja wirusem Epsteina-Barr (EBV) moze sie objawia¢ goraczka,wysie-
zakazna, diagnostyka laboratoryjna,

kowym zapaleniem gardta, limfadenopatia, hepatosplenomegalig i atypows limfocytoza.

patogeneza Okres wylegania choroby wynosi od 30 do 50 dni. Czesto$¢ zachorowan nie ma zwiazku
z porg roku, picig czy pochodzeniem etnicznym. Najczesciej wykonywanymi badaniami
Key words sg morfologia z rozmazem mikroskopowym, oznaczenie poziomu CRP, aktywnosci trans-

aminaz watrobowych oraz przeciwciat heterofilnych. Nie we wszystkich wypadkach jest
to wystarczajace do jednoznacznego rozpoznania zakazenia EBV. Objawy towarzyszace
zakazeniu moga nie mie¢ jednoznacznego charakteru, dlatego diagnostyka infekcji EBV
powinna opiera¢ sie rowniez na oznaczaniu swoistych przeciwciat. Wykrycie przeciwciat
VCA IgM w wigkszosci wypadkdw wystarcza zazwyczaj do zdiagnozowania pierwotnego
zakazenia EBV. W przypadkach nietypowych mozliwe jest wykrywanie i monitorowanie
przeciwciat przeciwko antygenom kapsydowemu, wczesnemu i jadrowemu. W diagno-
styce ambulatoryjnej rzadko stosuje sie metody wykrywajace materiat genetyczny wirusa.
Istnieje szereg czynnikdéw majacych wptyw na wyniki badan laboratoryjnych.

Artykut podsumowuje mozliwo$ci diagnostyczne w rozpoznawaniu mononukleozy za-
kaznej w odniesieniu do patogenezy pierwotnego zakazenia wirusem Epsteina-Barr.

Epstein-Barr virus, infectious
mononucleosis, clinical laboratory
techniques, pathogenesis

Summary

Primary infection with Epstein-Barr virus (EBV) may be accompanied with fever, exuda-
tive pharyngitis, lymphadenopathy, hepatosplenomegaly and presence of atypical lym-
phocytes. The incubation period of the disease ranges from 30 to 50 days. There is no
strong correlation between incidence of IM and sex, season of the year or socioeconomic
status. Basic laboratory tests used for diagnosis of infectious mononucleosis include mi-
croscopic blood investigation, C-reactive protein, levels of liver transaminases, and detec-
tion of heterophile antibodies. Not all cases of infectious mononucleosis in children can
be unambiguously identified with above methods. Enlargement of lymph nodes, liver and
spleen is observed also in other diseases, thus diagnosis of EBV infection should include
specific serological tests. Generally three types of antiobodies are detected: anti-VCA, -EA
and -EBNA. In most cases positive result for VCA antibodies is sufficient to confirm primary
infection. Analysis of EBV DNA are seldom used in out-patient care. Series of factors affect-
ing results of laboratory tests should be considered to obtain trustworthy results.

The article summarises options in laboratory diagnosis of primary EBV infection on the
background of the disease pathogenesis.
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WSTEP

Wirus Epsteina-Barr (EBV, inaczej Human herpes-
virus 4 — HHV-4) jest herpeswirusem nalezacym do
podrodziny Gammaherpesvirinae i rodzaju Lymphoc-
ryptovirus. Znane sg dwa typy wirusa: EBV-1 i EBV-2,
réznigce sie w niewielkim stopniu chorobotworczoscia.
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Wirion ma ksztatt sferyczny, jego zewnetrzng warstwe
stanowi lipidowa ostonka, zawierajgca glikoproteiny
powierzchniowe, ktére odpowiadajg za adsorpcje do
receptorow komoérkowych i wnikanie wirusa do ko-
mérki. Kapsyd ma symetrie dwudziestoscienng i jest
zbudowany ze 162 kapsomeréw. Miedzy kapsydem
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a ostonkg znajduje sie warstwa biatkowa, zawieraja-
ca biatka o aktywnos$ci enzymatycznej, niezbedne we
wczesnych etapach zakazenia komorki. Genom EBV
ma posta¢ dwuniciowej, liniowej czasteczki DNA o diu-
gosci 172 par zasad i koduje prawie 100 biatek (1, 2).

Historia odkrycia HHV-4 zaczeta sie w Afryce w latach
50. XX wieku. Irlandzki chirurg, Denis Burkitt, prowadzit
tam prace nad endemicznym nowotworem wystepuja-
cym u dzieci, lokalizujgcym sie w obrebie szczeki oraz
zuchwy. W kontekscie badan prowadzonych w tam-
tych latach nad chtoniakami pojawiajacymi sie u drobiu
w przebiegu choroby Mareka (takze wywotywanej przez
herpeswirusa), charakter chtoniaka Burkitta zainspiro-
wat wirusologéw: Michaela Anthony’ego Epsteina, Berta
Achonga oraz Yvonne Barr do poszukiwan czynnika wi-
rusowego odpowiedzialnego za ten niezwykle agresywny
nowotwor. Uwidocznienie przy uzyciu mikroskopii elektro-
nowej wiriondbw o morfologii charakterystycznej dla her-
peswiruséw w tkance pobranej bezposrednio z chtoniaka
Burkitta, a takze pdzniejsze potwierdzenie ich obecnosci
w komérkach chtoniaka utrzymywanych w warunkach
in vitro wskazato na role nowo odkrytego (1964) herpe-
swirusa w etiologii nowotworu (3, 4). Na ostateczne po-
twierdzenie jednoznacznego zwigzku EBV z chtoniakiem
Burkitta trzeba byto jednak czeka¢ przez kolejne 14 lat, do
czasu opublikowania wynikow badan przeprowadzonych
pod auspicjami WHO na grupie 42 000 afrykanskich dzie-
ci (5). Znacznie wczesniej, bo juz w 1968 roku powigzano
EBV z mononukleoza zakazna (6). Tutaj duzg role ode-
grat przypadek: techniczka, ktdrej surowica uzyta zostata
jako kontrola ujemna w pierwszej fazie badan serologicz-
nych, zachorowata w miedzyczasie na mononukleoze.
Po jej powrocie do zdrowia przeprowadzono kolejne ba-
danie i w pobranej na biezaco prébce surowicy wykryto
przeciwciata swoiste dla EBV. Ta obserwacja skierowata
badaczy na wtasciwy trop i doprowadzita do szybkiego
wskazania na HHV-4 jako czynnika etiologicznego mono-
nukleozy zakazne;j.

Analizujgc zagadnienia zwigzane z diagnostykg
pierwotnych zakazeh EBV, warto wziag¢ pod uwage
podstawowe mechanizmy interakcji miedzy wirusem
a jego gospodarzem. Jedng z najwazniejszych cech
HHV-4 (podobnie jak w przypadku pozostatych her-
peswiruséw zakazajacych cztowieka) jest jego nadzwy-
czajna adaptacja do organizmu cztowieka, wynikajaca
z faktu, iz EBV jest zwigzany z gatunkiem ludzkim — we-
dtug ostroznych szacunkdéw — od tysiecy lat (7). W tym
czasie EBV rozwinat szereg sposobdw umozliwiajacych
mu utrzymanie wieloletniego zakazenia wybranych ko-
morek bez wywolywania stanu zapalnego ani innych
negatywnych skutkéw dla ustroju gospodarza.

W przebiegu zakazenia pierwotnego, gléwnym celem
dla EBV sg komérki nabtonkowe i limfocyty B. Procz tego
wirus moze zakaza¢ limfocyty T, komorki NK, komorki
dendrytyczne oraz makrofagi. W poczatkowym okresie
zakazenia wirus wnika do komérek nabtonkowych jamy
nosowo-gardiowej, gdzie dochodzi do hamnazania cza-
stek wirusowych, lizy zakazonych komdrek nabtonko-
wych, a nastepnie rozprzestrzeniania sie zakazenia do

sgsiadujacych struktur anatomicznych, np. $linianek. Za-
palenie gardta jest najprawdopodobniej wynikiem inten-
sywnego miejscowego hamnazania czastek wirusowych
w komorkach nabtonkowych i limfatycznych. Wnikanie
EBV do limfocytow B odbywa sie za posrednictwem re-
ceptora CD21, ktéry nie wystepuje na powierzchni wiek-
szo$ci komérek nabtonkowych. Przedstawiono kilka hipo-
tez dotyczgcych mechanizmu adsorpcji i wnikania EBV do
komérek nabtonkowych nieposiadajacych CD21 (8, 9).
Wykazano na przyktad, ze podczas pierwotnej infekcji
zlokalizowanej w obrebie nosogardzieli wiekszos¢ wirio-
néw EBV, po adsorpcji do limfocytéw B, nie wnika do ich
wnetrza, lecz limfocyty takie tworza agregaty z komérkami
nabfonkowymi, umozliwiajac wirusom masywne zakaze-
nie produktywne komodrek nabtonkowych, co prowadzi
do uwalniania duzej ilosci czastek EBV. Poza tym, wirus
posiada mozliwosé aktywacji powierzchniowych inte-
gryn komérek nabtonkowych, ktére wchodza w interak-
cje z limfocytami (10). Integryny posrednio wplywaja na
reorganizacje cytoszkieletu komorki nabtonkowej, dzieki
czemu wnikanie EBV zachodzi bez endocytozy (11). Lim-
focyty B moga by¢ celem zakazenia produktywnego, kté-
re ostatecznie konczy sie lizg komorki, ale moga tez ulec
nieswoistej aktywacji, proliferacji oraz ekspansji. Jest to
zjawisko patologiczne: przeciwciata produkowane przez
aktywowane EBV komorki plazmatyczne sa skierowane
przeciwko losowym antygenom, a zakazone limfocyty sg
z jednej strony celem ataku komorek cytotoksycznych,
za$ z drugiej, po pewnym czasie ulegajg anergii. Nalezy
zaznaczy¢, ze proliferujgce limfocyty B (obok komodrek
zakazanych de novo) sg znaczacym rezerwuarem wirusa
w organizmie — ich liczba wzrasta wraz z rozwojem infek-
cji, ulegaja takze rozsiewowi poprzez krew i limfe (12).

Na tym etapie zakazenia rozpoczyna sie masywna im-
munologiczna odpowiedz swoista skierowana przeciwko
EBV, ktérego antygeny wykazuja silng immunogennosgé.
Zadanie ukfadu odpornosciowego jest ztozone i polega
na jednoczesnym ograniczaniu zakazenia poprzez elimi-
nacje limfocytow noszacych wirus, kontroli poziomu ich
nieswoistej proliferacji oraz hamowaniu rozwoju niekon-
trolowanej kaskady zapalnej (12). Wymagane dla sku-
tecznej walki z EBV utrzymanie perfekcyjnej rownowagi
w odpowiedzi immunologicznej jest tez powodem, dla
ktérego zakazenia EBV przebiegaja najciezej u osdb z nie-
doborami funkgiji limfocytéw T-pomocniczych (np. w cho-
robie Duncana). W poczatkowej fazie zakazenia docho-
dzi do syntezy znacznej ilosci przeciwciat nieswoistych
klasy IgM (przeciwciata hetrofiine), a nastepnie — wraz
z prawidtowg aktywacja limfocytéw przez antygeny EBV
— do syntezy przeciwciat swoistych. Swoista odpowiedz
komérkowa polega przede wszystkim na aktywnosci
limfocytéw cytotoksycznych CD8+, czego skutkiem jest
takze przej$ciowa zmiana we wzajemnym stosunku lim-
focytéw CD4+/CD8+ (13-17). Oprocz bezposredniej ak-
tywnosci cytotoksycznej, limfocyty CD8+ wydzielajg duze
ilosci cytokin (IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, GM-CSF), przy
czym obserwuie sie subpopulacje fenotypowe limfocytéw
syntetyzujacych rozne profile cytokin. Uwaza sie, ze to
wiasnie aktywnos$¢ limfocytéw CD8+ jest odpowiedzialna
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za wiekszo$¢ objawdw mononukleozy zakaznej (16, 17);
udowodniono, ze zwiekszona liczba tych komérek po-
zostaje w korelacji z nasileniem objawdéw mononukleozy
zakaznej (18). Zadaniem innych komérek (komorki NK,
limfocyty CD 4+) jest kontrola liczebnosci limfocytow B
zakazonych wirusem.

Swoista odpowiedz humoralna w trakcie infekgcji
EBV polega na produkcji przeciwciat skierowanych
przeciwko wszystkim antygenom wirusa (zaréwno
wchodzacym w sktad dojrzatego wirionu, jak i produ-
kowanym tylko wewnatrz zakazonych komorek). Z dia-
gnostycznego punktu widzenia istotng role odgrywa
wykrywanie przeciwciat skierowanych przeciwko anty-
genowi kapsydu (VCA), antygenowi wczesnemu (EA)
oraz antygenowi jagdrowemu (EBNA).

Zakazenie pierwotne wirusem Epsteina-Barr, o ile
przebiega w formie objawowej, najczesciej przybie-
ra forme zespotu okreslanego jako ,mononukleoza
zakazna”. Choroba objawia sie wysiekowym zapa-
leniem gardta, powiekszeniem weztéw chtonnych,
migdatkéw, wystagpieniem charakterystycznego
nalotu na migdatkach i tylnej $cianie gardta, hepa-
to- i splenomegalig oraz dtugo utrzymujaca sie go-
raczkg. Powiekszenie $ledziony wystepuje u 50%,
a powiekszenie watroby u 10% dzieci chorych na
mononukleoze, przy czym dane te nalezy trakto-
wac orientacyjnie, gdyz rézne zroédta informacji po-
dajg rézny odsetek chorych z tymi objawami (7).
Charakterystyczne w przebiegu mononukleozy sa
zmiany w obrazie krwi obwodowej. Przebieg cho-
roby moze byé zréznicowany, od subklinicznego
do zagrazajgcego zyciu, lecz w wiekszosci przy-
padkéw ma charakter samoograniczajacej sie in-
fekcji o wydtuzonym czasie trwania (w poréwnaniu
z innymi ostrymi pierwotnymi zakazeniami wiruso-
wymi). Na zakazenie EBV narazone sg zasadniczo
dwie grupy wiekowe: dzieci w wieku od 2 do 7 lat
oraz nastolatki i mtodzi dorosli. Do zakazenia ma-
tych dzieci dochodzi najczesciej w wyniku kontaktu
z wydzielinami (najczesciej $ling) osoby zakazonej,
na drodze bezposredniej lub przez przedmioty, np.
skazone zabawki. Za gtéwng droge przenoszenia
w starszej grupie wiekowej uwaza sie bliski kontakt,
w tym pocatunki. Wydalanie wirusa ze $lina moze
trwac przez wiele miesiecy po ustgpieniu objawow,
obserwuije sie takze bezobjawowe wydzielanie wiru-
sa w wyniku jego reaktywacji (7). Okres wylegania
mononukleozy zakaznej wynosi od 30 do 50 dni.
Czestos¢ zachorowan nie ma zwigzku z porg roku,
picig czy pochodzeniem etnicznym (19, 20).

Wiek, w ktorym dochodzi do pierwotnej infekc;ji
HHV-4, zalezy przede wszystkim od statusu socjoeko-
nomicznego populacji. W krajach rozwijajacych sie
dzieci ulegajg zakazeniu znacznie wczes$niej i w wiek-
szym odsetku niz w krajach zamoznych, ale przebiega
ono zazwyczaj bezobjawowo i mozna je potwierdzi¢
tylko poprzez wykazanie serokonwersji.

Po przejsciu zakazenia pierwotnego wirus pozostaje
w stanie latencji, a w sprzyjajacych warunkach ulega re-
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aktywacjom, ktére zazwyczaj sg bezobjawowe, lecz wigzg
sie z wydzielaniem wirusa ze $ling i innymi wydzielinami.

DIAGNOSTYKA MONONUKLEOZY ZAKAZNEJ
Badania laboratoryjne

W rozpoznaniu uwzglednia sie wystepowanie obja-
wow klinicznych i wyniki badan laboratoryjnych. Naj-
bardziej charakterystyczng cechg zakazenia sg zmiany
w obrazie krwi obwodowej, wystepujace praktycznie
u wszystkich chorych. W pierwszych dniach po wy-
stgpieniu objawdw, zardéwno u dorostych, jak i u dzieci
mozna zaobserwowac¢ leukopenie z granulocytope-
nig. Taki obraz krwi obwodowej wystepuje w zasadzie
w wiekszosci infekcji wirusowych (12). Na tym etapie
przebieg infekcji nie sugeruje jeszcze zakazenia HHV-4.
U dzieci kilkuletnich liczba leukocytdow zazwyczaj nie
przekracza 10 tys./mm?, a w rozmazie krwi obwodowe;j
wykonanym metodg automatyczng mozna zaobserwo-
wac nieodbiegajacy od normy obraz biatych krwinek
i pojedyncze atypowe limfocyty. Lekarze pediatrzy za-
zwyczaj proszg po kilku dniach o powtdrne wykonanie
morfologii krwi obwodowej z rozmazem mikroskopo-
wym. Dodatkowo, dosy¢ czesto zleca sie oznaczenie
CRP i OB, ktore na wczesnym etapie zakazenia po-
winny pozostawac w zakresie wartosci referencyjnych.
Podwyzszone wartosci CRP i OB w tej sytuacji suge-
rowa¢ moga wspotistniejace zakazenie bakteryjne.
Z przyczyn ekonomicznych, dosy¢ czesto w ramach
opieki POZ pediatrzy stawiajg diagnoze mononukle-
ozy zakaznej, opierajac sie wylacznie na wynikach
wyzej wymienionych badan. Wraz z rozwojem infekgciji
stwierdza sie wzrost liczby leukocytéw z zarysowujacg
sie przewaga limfocytéw; liczba krwinek biatych wyno-
si najczesciej od 10 do 20 tys./mm? (7, 12, 21). Tyl-
ko u 15% pacjentow dochodzi do zwiekszenia liczby
leukocytéw powyzej 20 tys./mm? (12). U 25-50% cho-
rych obserwuje sie niezbyt nasilong matoptytkowosé,
zazwyczaj w granicach 100-200 tys./mm? (7). Liczba
ptytek krwi rzadko kiedy spada ponizej 100 tys./mm?.

Oproécz podstawowej morfologii krwi obwodowej, waz-
nym elementem diagnostyki zakazen EBV jest ocena
mikroskopowa rozmazu. Podstawowa informacjg uzy-
skang w tym badaniu jest stwierdzenie obecnosci duzych
limfocytéw, zwanych atypowymi ze wzgledu na swoja
morfologie. Komorki te moga mie¢ rézne postaci. Moz-
na zaobserwowac¢ duze limfocyty o ptatowatym jadrze,
przypominajace pod tym wzgledem monocyty, komorki
podobne do plazmocytéw z jadrem ksztattu nerkowatego
lub komorki, w ktérych jadro potozone jest mimosrodko-
wo (25, 26). Cechg charakterystyczng limfocytow atypo-
wych jest duze jadro z chromatyng luzniejszg niz w lim-
focytach prawidtowych. Cytoplazma moze by¢ obfita
i intensywnie niebieska. Z racji zréznicowania morfologicz-
nego limfocytow atypowych, ich prawidtowa identyfikacja
moze niekiedy nastrecza¢ problemoéw. Heterogennos¢
populacji atypowych limfocytéw w przebiegu zakazenia
EBV jest cechg odrézniajgca je od jednorodnej populacji
komorek limfoblastycznych obserwowanych w biatacz-
kach (27). Jesli odsetek limfocytow atypowych wynosi
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15-20%, to z duzym prawdopodobienstwem mozna po-
dejrzewa¢ zakazenie HHV-4. Warto jednak zaznaczyé, ze
te komorki wystepuja rowniez w przebiegu innych infekcji,
wywotanych np. przez wirusa cytomegalii lub HHV-6A/6B.

Kolejng informacjg, istotng w diagnostyce mononukle-
ozy zakaznej, jest ocena aktywnosci transaminaz. Cechy
fagodnego zapalenia watroby w przebiegu zakazenia
EBV majg charakter przej$ciowy, ale sg obserwowane
na tyle czesto, aby bra¢ je pod uwage. Podwyzszony
poziom enzymow watrobowych u dorostych notuje sie
najczesciej miedzy 2. a 3. tygodniem od wystapienia
objawéw (20, 21). W przypadku matych dzieci brak jest
niestety jednoznacznych danych. Odnosnie okreslenia
Lliczac od wystgpienia objawdéw mononukleozy”, nalezy
mie¢ na uwadze mozliwosé wystapienia zakazenia ska-
poobjawowego, w ktdrym trudno jest okresli¢ ten punkt
odniesienia. Nalezy pamieta¢ takze, ze dane literaturowe
dotyczace roli oceny poziomu transaminaz w rozpozna-
niu mononukleozy pochodzg z obserwacji dzieci hospi-
talizowanych, czyli przechodzacych te chorobe ciezej niz
w przypadku chorych diagnozowanych ambulatoryjnie.
Duze znaczenie odgrywa tutaj indywidualny przebieg
zakazenia EBV oraz moment rozpoczecia badan diagno-
stycznych. W praktyce, u dzieci chorych na mononukle-
oze obserwuje sie szerokg rozpietos¢ wynikéw badania
transaminazy alaninowej — od kilkudziesieciu do kilku ty-
siecy U/L.

Nieswoiste testy przesiewowe

Z zamierzenia proste w wykonaniu i stuzgce do
wstepnej diagnostyki mononukleozy, klasyczne sero-
logiczne testy nieswoiste opieraja sie na aglutynacji
erytrocytow baranich, konskich lub bydlecych w obec-
nosci przeciwciat heterofilnych. Pierwotny test Paula-
-Bunnella-Davidsohna wykonywano z uzyciem krwi-
nek czerwonych barana, natomiast obecnie uzywa sie
krwinek konskich (test Monospot), gdyz charaktery-
zuja sie one wiekszg czutoscig (85%) oraz prawie stu-
procentowa swoistoscig (27). Wynik testu wykorzystu-
jacego erytrocyty baranie pozostaje dodatni po kilku
miesigcach od wystgpienia objawoéw, a testu Monospot
- nawet po dwdch latach. Dlugi czas utrzymywania sie
przeciwciat heterofiinych moze prowadzi¢ do omytko-
wego rozpoznania mononukleozy w przypadku innych
chordéb gorgczkowych o zblizonym obrazie klinicznym,
a co za tym idzie opéznienia prawidtowej diagnozy.

Przeciwciata heterofilne mozna wykrywa¢ takze za po-
moca testow opierajgcych sie na aglutynacii kulek polisty-
renowych optaszczonych antygenami uzyskanymi z ery-
trocytéw bydlecych (wolnych od antygenu Forssmana).
Antygeny te znalazty takze zastosowanie przy opracowa-
niu szybkich testéw immunochromatograficznych stuza-
cych do wykrywania przeciwciat heterofilnych.

Obecnos¢ przeciwciat heterofilnych w pierwotnej infek-
cji EBV stwierdza sie tylko u 50% dzieci ponizej 5. roku zy-
cia oraz u 90% dorostych, u ktdrych przeciwciata te osia-
gajg miana dajace sie wykry¢ metodami laboratoryjnymi
juz w pierwszym tygodniu od wystapienia objawéw (do-
tyczy to okoto 40% chorych). W miare rozwoju zakaze-

nia, wzrasta miano przeciwciat heterofilnych, sg one wy-
krywane u 60% chorych w drugim, a u 90% w czwartym
tygodniu od wystapienia objawow (27). U pacjentow
pediatrycznych niestety nie dysponujemy doktadnymi
danymi dotyczacymi odsetka chorych, u ktérych mozna
wykry¢ przeciwciata heterofilne, ani czasu, po ktérym na-
lezy spodziewa¢ sie dodatniego wyniku badania. U dzieci
ponizej 4. roku zycia diagnostyka mononukleozy zakaz-
nej nie moze opiera¢ sie na wyniku badania przesiewo-
wego, gdyz nierzadko obserwuje sie sytuacje, w ktérych
mamy do czynienia z ujemnym wynikiem testu przesie-
wowego, a zmiany hematologiczne i objawy kliniczne ewi-
dentnie wskazujg na pierwotne zakazenie EBV. W takiej
sytuaciji zaleca sie wykonanie powtérnego oznaczenia po
7-10 dniach lub oznaczenie swoistych przeciwciat. Z dru-
giej strony, jesli typowy obraz kliniczny jest potwierdzo-
ny dodatnim wynikiem testu przesiewowego, to nie ma
koniecznosci wykonywania serologicznych badah swo-
istych (dotyczy to wszystkich grup wiekowych). Wyniki
fatszywie dodatnie zdarzajg sie rzadko i najczesciej odpo-
wiadajg wynikom obserwowanym przy niskich mianach
przeciwciat heterofilnych.

Swoiste testy serologiczne

Obejmuja one szereg metod (ELISA, Western-blot) stu-
zacych do wykrywania oraz okreslenia miana przeciwciat
swoistych przeciwko antygenom EBV. Najczesciej wykry-
wa sie przeciwciata skierowane przeciwko antygenowi
kapsydu EBV (ang. viral capsid antigen — VCA), antygeno-
wi wczesnemu (ang. early antigen — EA) oraz antygenowi
jadrowemu (ang. Epstein-Barr nuclear antigen — EBNA).
Sekwencja pojawiania sie przeciwciat w sposéb natural-
ny odzwierciedla przebieg zakazenia. Masywna replikacja
EBV w poczatkowych etapach zakazenia prowadzi do
intensywnego pobudzenia odpowiedzi humoralnej sty-
mulowanej antygenami wchodzacymi w sklad wirionéw
oraz uwolnionymi z komérek zniszczonych w wyniku lizy,
bedacej nastepstwem zakazenia wirusowego lub odpo-
wiedzi cytotoksycznej (antygen VCA). Antygen wczesny
nie stanowi sktadowej wirionu, lecz wystepuje w komaor-
kach, w ktérych dochodzi do aktywnej replikacji HHV-4.
Przeciwciata przeciwko antygenowi wczesnemu towarzy-
szg najczesciej przeciwciatom przeciw VCA, jednak wy-
krywane sg znacznie rzadziej. Bardzo rzadkie sytuacje,
w ktérych dochodzi do syntezy izolowanych przeciwciat
przeciw antygenowi wczesnemu (bez towarzyszacych
przeciwciat anty-VCA), moga wskazywac na zakazenie,
w ktdrym mimo pojawienia sie populacji komérek zaka-
zonych wirusem nie dochodzi do tworzenia duzej liczby
wirionéw potomnych (zakazenie poronne lub persystent-
ne). Antygen jadrowy jest wielofunkcyjnym biatkiem EBV
wystepujacym w komérkach zakazonych latentnie, od-
powiada za utrzymanie episomalnej formy genomu EBV,
bierze udziat w regulacji transkrypcji biatek zwiazanych
z reaktywacjg oraz jest jedynym biatkiem wirusa wykry-
wanym we wszystkich poznanych typach nowotworéw
zwigzanych z HHV-4. Masywna prezentacja tego
antygenu komérkom uktadu immunologicznego ma
miejsce w przypadku $mierci limfocytéw proliferu-
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jacych, nowotwordéw o poditozu EBV oraz komoérek
zakazonych latentng forma wirusa.

W wiekszosci przypadkéw wykrycie obecnosci
przeciwciat przeciwko VCA w klasie IgM testem ja-
kosciowym wystarcza do prawidtowego zdiagnozo-
wania pierwotnego zakazenia EBV. Okres wylegania
choroby jest dtugi, dlatego przeciwciata te sg obecne
u 95% chorych juz w chwili wystapienia objawow. Wy-
sokie miano VCA IgM utrzymuje sie od 1 do 6 tygo-
dni, po czym zaczyna maleé¢, aby osiggnaé poziom
odpowiadajgcy wynikowi ujemnemu po 1 do 6 miesia-
cach (21). VCA IgG u dzieci pojawiajg sie nawet po
kilku miesiacach od wystgpienia VCA IgM, co oznacza,
ze wykrycie samych przeciwciat VCA IgG nie wystarcza
do odréznienia infekcji niedawno przebytej od odlegtej
w czasie (7). Wykrycie VCA IgG, ktérym nie towarzysza
przeciwciata w klasie IgM, swiadczy o przebytym zaka-
zeniu, a u os6b immunokompetentnych — o odporno-
$ci. Przeciwciata przeciwko antygenowi wczesnemu sg
obecne u 20-80% pacjentdw. Istniejg dwa rodzaje an-
tygenu wczesnego: EA-D i EA-R. Antygen EA-D (diffu-
se) wystepuje zarowno w jadrze, jak i w cytoplazmie.
Przeciwciata klasy IgG przeciwko EA-D pojawiajg sie
3-4 tygodnie i zanikajg po 3-4 miesigcach od wysta-
pienia objawow (28). Wysoki poziom tych przeciwciat
obserwuje sie niekiedy w przypadku reaktywacji za-
kazenia latentnego. Pewien odsetek ludzi (5-40%) nie
syntetyzuje przeciwciat przeciw EA-D mimo oczywi-
stego zakazenia EBV. Drugi typ antygenu wczesnego,
EA-R (restricted), znajduje sie tylko w cytoplazmie zaka-
zonych komoérek. Przeciwciata przeciwko EA-R sg cha-
rakterystyczne dla reaktywacji zakazenia, wykrywa sie
je takze u dzieci ponizej 2. roku zycia w przypadku in-
fekcji skapoobjawowych (7, 28). Przeciwciata klasy IgM
skierowane przeciwko EBNA pojawiajg sie jako ostatnie,
czyli po okoto 4-6 tygodniach od wystgpienia objawdw
klinicznych. Jesli wykrywane sg na wczesnym etapie
choroby, to nalezy wykluczy¢ zakazenie pierwotne EBV.
Przeciwciata klasy 1gG przeciwko EBNA utrzymuja sie
przez wiele lat i sg nawet bardziej miarodajnym wskaz-
nikiem przebytej infekcji niz VCA 1gG (12, 28). Nagly
wzrost miana EBNA IgM u osoby, ktéra przebyta zaka-
zenie EBV w przesziosci, moze $wiadczy¢ o toczacym
sie procesie nowotworowym o podfozu HHV-4.

Metody molekularne

Metody wykorzystujace wykrywanie materiatu ge-
netycznego wirusa sa stosowane rzadko w rutynowej
diagnostyce mononukleozy zakaznej. Badania te sg
wykonywane u pacjentow, u ktérych diagnostyka se-
rologiczna zawodzi. Najwazniejsze sytuacje, w ktérych
diagnostyka serologiczna moze okaza¢ sie nieskutecz-
na lub wymaga uzupetnienia metodami stuzgcymi do
wykrywania materiatu genetycznego wirusa, to:

— zakazenie noworodkoéw lub niemowlat (obecnosé

swoistych przeciwciat pochodzgcych od matki),

— wysokie dawki lekéw immunosupresyjnych

u biorcéw przeszczepdw, wplywajace na poziom
syntezy przeciwciat,
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— diagnostyka réznicowa w przypadku choréb
rozrostowych komoérek ukftadu limfoidalnego
(zwtaszcza limfocytéw B),

- nietypowe formy zakazen EBV (poprzeszczepowa
choroba limfoproliferacyjna, chroniczne aktywne
zakazenie EBV, przewlekly lub nawracajgcy zespot
podobny do mononukleozy u dorostych, zapalenie
watroby oraz zespot hematofagocytozy).

Nalezy podkresli¢, ze zasadnicza wiekszo$¢ opisanych
powyzej sytuacji odnosi sie do zakazen wynikajacych
z reaktywacji latentnej formy wirusa. W kontekscie zaka-
zen pierwotnych wykazano natomiast, ze istnieje silna
korelacja pomiedzy wynikami badah uzyskanych meto-
dami serologicznymi a metodami wykrywajacymi materiat
genetyczny wirusa w ostrej fazie mononukleozy zakaznej,
przy czym poziom DNAemii EBV jest wtedy z reguty wy-
soki. Standardowg technika wykorzystywang obecnie do
jakosciowego oraz ilosciowego wykrywania DNA EBV jest
PCR z detekcja w czasie rzeczywistym, ktdry w wariancie
wykorzystujacym sondy znakowane fluorescencyjnie od-
znacza sie wysokg czutoscia i swoistoscig (22). Techni-
ki biologii molekularnej moga okaza¢ sie przydatne przy
niedoborach odpornosci, w ktdrych pierwotne zakazenie
EBV moze mieé ciezki przebieg. Choroba Duncana, ze-
spot Wiskotta-Aldricha oraz zespét ataksja-teleangiekta-
Zja to najczestsze niedobory odpornosci zwigzane z ryz-
kiem ciezkiego przebiegu pierwotnego zakazenia EBV.
W przypadku choréb, ktérym towarzysza niedobory
funkcjonalne limfocytéw, nie mozna oprze¢ diagnostyki
wytacznie na wynikach badan serologicznych. W tej sy-
tuacji, uzytecznym narzedziem diagnostycznym moze
okaza¢ sie ilosciowe oznaczenie materiatu genetycznego
wirusa (23). Zakazenia EBV sg takze powaznym proble-
mem u biorcéw przeszczepow komorek krwiotwdrczych.
Ze wzgledu na przyjmowane leki immunosupresyjne,
wynik badan serologicznych moze by¢ trudny w ocenie,
natomiast wykrycie DNA wirusa we krwi jednoznacznie
wskazuje na toczace sie zakazenie (24).

Proces przedanalityczny

Oprécz metod i zakresu badan pomocnych w dia-
gnozowaniu zakazen EBV, niezwykle wazna jest wia-
rygodnosé wynikéw. W przypadku pacjentéw pe-
diatrycznych, problematyczne moze by¢ uzyskanie
materiatu do badania na czczo, pozyskanie niezbednej
iloéci krwi oraz samo pobranie materiatu. Sama techni-
ka pobrania krwi moze wptywaé na jako$¢ uzyskanych
wynikow; nalezy liczy¢ sie ze zwigkszonym poziomem
stresu pacjenta, zwigzanym z lekiem przed bolesng
procedurg. Diugotrwaty ptacz oraz zwigzany z tym
stres i wysitek moga doprowadzi¢ do wystgpienia
przejsciowej leukocytozy (29). Do innych czynnikéw
mogacych skutkowaé podwyzszeniem poziomu leuko-
cytéw naleza: pora dnia, rodzaj spozytego positku oraz
leki przyjmowane przez dziecko. Poprawne pobranie
krwi obwodowej u pacjenta pediatrycznego wiaze sie
z szeregiem trudnosci. Wydtuzenie czasu potrzebne-
go na znalezienie odpowiedniego naczynia krwiono-
$nego i na samo pobranie probki krwi oraz zbyt diugie
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utrzymanie opaski uciskowej mogg prowadzi¢ do roz-
rzedzenia elementéw morfotycznych krwi, zmniejsze-
nia liczby ptytek oraz do lizy erytrocytéw. Wszystko to
sprawia, ze diagnostyka laboratoryjna zakazen EBV
u matych dzieci moze okaza¢ sie wyzwaniem.

PODSUMOWANIE

Diagnostyka mononukleozy zakaznej wykonywa-
na jest u oséb, ktére prezentujg caly wachlarz obja-
woéw, takich jak diugotrwata podwyzszona cieptota
ciafa, limfadenopatie, zapalenie gardta, zapalenie
spojowek oraz biegunka. W poczatkowej fazie cho-
roby nie sposéb odrézni¢ zakazenia EBV od innych
choréb goraczkowych. Objawy mononukleozy poja-
wiajg sie kolejno, co dodatkowo komplikuje rozpo-
znanie. W praktyce, w rutynowej diagnostyce choréb
goraczkowych pediatrzy zlecajg czesto wykonanie
najtanszego badania morfologii krwi bez rozmazu
mikroskopowego i oznaczenia poziomu CRP. Mozli-
wosci zautomatyzowanych aparatéw hematologicz-
nych sg duze, a pojawienie sie limfocytow atypowych
powinno skutkowa¢ odpowiednig informacijg (flagi),
jednak badanie takie nie moze zastgpi¢ mikroskopo-
wego rozmazu krwi ocenianego przez do$wiadczone-
go diagnoste. Zwazywszy, ze powiekszenie weztdw
chtonnych i hepatosplenomegalia moga wystapi¢
w przebiegu innych choréb, rezygnacja z réznico-
wania mikroskopowego moze mie¢ powazne konse-
kwencje. Rolg diagnosty powinno by¢ zasugerowanie

PISMIENNICTWO

wykonania rozmazu w kazdej sytuacji budzacej wat-
pliwosci.

Standardowy zestaw badan laboratoryjnych przy
podejrzeniu mononukleozy zakaznej powinien obej-
mowac¢: morfologie krwi z rozmazem ocenianym
mikroskopowo, badanie poziomu CRP, ocene ak-
tywnosci transaminaz oraz wykrywanie przeciwciat
heterofilnych. Najczestsza przyczyna braku ocze-
kiwanych wynikow jest pojedyncze badanie, wyko-
nane zbyt wczesnie w przebiegu zakazenia. Wazna
jest takze informacja o chorobach wspétistniejacych
oraz przyjmowanych przez chorego lekach. W przy-
padku stwierdzenia zaburzen w obrazie hematolo-
gicznym mogacych wskazywa¢ na mononukleoze
zakazna lub wykrycia limfocytéw atypowych, warto
pamieta¢ o wykonaniu diagnostyki réznicowej w kie-
runku zakazen CMV, HIV lub HHV-6. W sytuacjach
niejasnych nalezy oprze¢ sie na wynikach swoistych
badan serologicznych, a w przypadku gdy nie da-
dzg one jednoznacznej odpowiedzi — na wynikach
badania DNA EBV we krwi. Jednakze z naszych
doswiadczen wynika, ze w ramach POZ badania ta-
kie zlecane sa niechetnie i najczesciej sprowadzajg
sie do wykrycia VCA IgM. W wiekszos$ci wypadkow
jest to wystarczajace, lecz nalezy mie¢ na uwadze
sytuacje, w ktérych przeciwciata te, utrzymujace sie
nawet do pot roku po zakazeniu pierwotnym HHV-4,
moga zosta¢ wykryte przy okazji choroby goraczko-
wej o innej etiologii.
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