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Vyskyt protilatok proti virusu Epsteina-Barrovej u deti
a adolescentov so sekundarnou imunodeficienciou
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Analyticko-diagnostické laboratérium, s.r.o. Presov, Slovenska republika

SUHRN

Navodenie stavu sekundarnej imunodeficiencie méze byt multifaktorialne. Skumali sme, ¢i
existuje vztah medzi sekundarnou imunodeficienciou a infikovanostou virusom Epsteina-
-Barrovej u deti a adolescentov. Do suboru sme vybrali 845 pacientov s diagnézou bezZna
premenliva imunitna nedostato¢nost a 394 zdravych deti a adolescentov vo veku 2-18 rokovw.
Enzymovou imunoanalyzou bolo vykonané kvantitativne stanovenie protilatok triedy IgM a IgG
proti virusovému kapsidovému antigénu VCA, ako aj protilatok IgG proti nuklearnemu antigénu
EBNA-1. V infikovanosti virusom Epsteina-Barrovej bol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel (p =
0,004) medzi suborom imunodeficientnych deti vo vekovej skupine od 2 do 6 rokov a kontrolnym
stiborom. Statisticky vyznamny rozdiel (p = 0,003) bol potvrdeny v tomto veku u chlapcov, nie viak
u dievcat.
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SUMMARY

Buckova A.: Prevalence of Anti-Epstein-Barr Virus Antibodies in Children and Adolescents with
Secondary Immunodeficiency

Secondary immunodeficiency can be caused by multiple factors. We studied whether there is
a relationship between secondary immunodeficiency and Epstein-Barr virus (EBV) infection
in children and adolescents. The study group included 845 patients with common variable
immunodeficiency aged from 2 to 18 years and 394 age-matched healthy controls. IgM and
IgG antibodies against viral capsid antigen (VCA) and IgG antibodies against Epstein-Barr
virus nuclear antigen 1 (EBNA-1) were quantitated by an enzyme-linked immunosorbent
assay. A statistically significant difference (p = 0.004) in the prevalence of EBV infection was
found between the immunodeficient children and controls, both aged 2 to 6 years. The
statistically significant difference was confirmed in boys (p = 0.003), but not in girls of this
age group.
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Uvod

Sekundarne imunodeficiencie st v sic¢asnosti
zavaznym medicinskym problémom. Postihuja
okolo 20 % populacie a ich incidencia sa zvySu-
je [12]. St to ochorenia s heterogénnou etiolé-
giou.

Jednou z pri¢in vzniku sekundarnej imunodefi-
ciencie je infekcia [4, 6]. Casté posobenie respi-
raénych patogénov a vysoka frekvencia respirac-
nych ochoreni na nezrely imunitny systém deti
moézu navodif stav sekundarnej imunodeficiencie
[9]. V suvislosti s tym stoji za povSimnutie, Ze ide
hlavne o virusy adaptované na ¢loveka ako svojho
vyhradného hostitela, vyvolavajice ¢asto inapa-
rentné infekcie alebo latentné perzistentné naka-

zy. Medzi ne patria vSetky ludské herpesvirusy,
ktoré mozu byt aktivované pri stavoch imunitne;j
nedostatocnosti, ale aj pri nezrelosti imunitného
systému. Pre vacsinu herpetickych virusov je
typické, Ze primoinfekcia prebieha v detstve.
Modeluji individualnu imunologicka reaktivitu
¢loveka i imunologicku reaktivitu Iudskej popula-
cie ako celku. St pévodcom klinickych stavov, kto-
ré mozu byt vo svojich dosledkoch pri¢inou zavaz-
ného ochorenia s trvalymi nasledkami alebo
dokonca smrti ¢loveka.

Vzhladom k tomu, Ze virus Epsteina-Barrovej
(EBV) je najvyznamnej$im zo skupiny gama-her-
pes virusov, zistovali sme, ¢ je v subore deti
a adolescentov so sekundarnou imunodeficienciou
vys$§i vyskyt protilatok proti tomuto virusu ako
u zdravych deti a adolescentov.
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Material a metody

Do studie sme vyberali osoby podla toho, ¢i u nich bolo ale-
bo nebolo diagnostikované ochorenie imunodeficiencie a retro-
spektivne sme zistovali expoziciu rizikovym faktorom — viru-
som Epsteina-Barrovej. Touto metédou bola porovnavana
prevalencia rizikového faktora (expozicia EBV) medzi skupi-
nou 0sob s ochorenim (sekundarna imunodeficiencia) a skupi-
nou 0sdb zdravych.

Do suboru deti a adolescentov s imunodeficienciou
(ID) bolo vybratych 845 deti a adolescentov vo veku 2-18
rokov, ktorym bolo indikované vySetrenie protilatok proti viru-
su Epsteina-Barrovej na zaklade diagnézy bezna premenliva
imunitna nedostato¢nost. Boli to pacienti z imuno-alergologic-
kych ambulancii v PreSovskom a Kosickom kraji. Z celkového
poétu deti a adolescentov bolo 523 chlapcov (61,9 %) a 322
diev¢at (38,1 %). Chlapci prevazovali vo vSetkych vekovych
kategoriach. Najpocetnejsia bola vekova kategoria 6—10-roc-
nych (32,1 %).

Do kontrolného suboru deti a adolescentov (K) bolo
vybratych 394 deti a adolescentov vo veku 2-18 rokov. Ich
vySetrenie prebiehalo v ramci povinnych preventivnych pre-
hliadok u pediatrov a lekarov pre dorast. Boli sem zaradené aj
deti a adolescenti vySetrovani v ramci pravidelnych kontrol
u Sportového lekara. Ako kontroly boli zaradeni do siboru iba
v pripade, Ze nalez zakladnych biochemickych vySetreni a krv-
ného obrazu mali v norme. Z celkového poétu kontrolnych deti
a adolescentov bolo 224 (56,9 %) chlapcov a 170 (43,1 %) diev-
¢at. Chlapci prevazovali vo vSetkych vekovych kategoriach,
najpocetnejsi boli 10-15-roéni (29,4 %).

VySetrovanym materialom boli vzorky Iudského séra. Krv
bola odobrata asepticky venepunkciou. Po odbere sme nechali
krv volne koagulovat 30 mindt pri laboratérnej teplote. Sérum
sme oddelili od zrazeniny, najneskor do dvoch hodin od odbe-
ru, centrifugéaciou pri 3000 obratkach za mintdtu po dobu 10
minut pri laboratérnej teplote. Vzorky boli az do analyzy ucho-
vavané pri teplote -20 °C. Pred samotnou analyzou boli vzor-
ky vytemperované na laboratornu teplotu a dobre premiesané
na Vortexe. Silne hemolyzované alebo lipemické vzorky tak,
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ako aj vzorky s mikrobidlnou kontaminaciu, neboli testované.
Vsetky vySetrenia z kazdej vzorky boli robené paralelne.

Ako metoda bola pouzita nekompetitivna enzymova imu-
noanalyza. VySetrenia boli vykonané bezne dostupnymi
komerénymi supravami firmy DiaSorin (Taliansko): ETI-EBV-
M reverse (P001605), ETI-VCA-G (P001606), ETI-EBNA-G
(P001607).

Hodnotenie laboratérnych vysledkov sme robili na zaklade
zistenia pritomnosti alebo nepritomnosti protilatok proti viru-
su Epsteina-Barrovej vo vietkych uvedenych testoch. Statis-
tické spracovanie zistenych vysledkov sme robili testom zhod-
nosti populaénej pravdepodobnosti dvoch nezavislych vyberov
a Pearsonovym chi-kvadrat testom nezavislosti pomocou poéi-
ta¢ového programu Epi Info, Version 6 a word processing,
database, and statistics program for epidemiology on micro-
computers. Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta.

Vysledky

Prezentovany subor sme primarne sledovali
podla infikovanosti virusom Epsteina-Barrove;j.
Pacienti a kontroly, ktori nemali v sére pritomné
protilatky proti antigénom EBV (kvantitativna
hodnota bola nizsia ako 20 AU/ml) vo vsetkych
troch vySetreniach (VCA IgM, VCA IgG a EBNA-1
IgG), boli zaradeni do skupiny negativnych
(Negat.), t. j. tych, ktori este nemali kontakt
s EBV. Ak mali pacienti, resp. kontroly, aspon
v jednom teste koncentraciu protilatok vyssiu ako
je referenéna hodnota, boli zaradeni do skupiny
reaktivnych pacientov (kontrol) oznacenych ako
kontakt s EBV.

V  celom sledovanom stbore malo kontakt
s EBV o 4,94 % viac imunodeficientnych deti
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Graf 1 Vyskyt infekcie EBV u deti a adolescentov podla vekovych skupin

Fig. 1. Prevalence of EBV infection in children and adolescents by age group
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Tab.1 Rozdelenie suboru deti a adolescentov podla veku, pohlavia a infikovanosti virusom Epsteina-Barrove;j

Table 1. Distribution of the study subjects by age, sex and Epstein-Barr virus infection

Kontakt s EBV Negat. Spolu OR
Vek v rokoch n (%) n (%) N (95% CI) p
Cely subor
2-6 D 121 (65,1) 65 (34,9) 186 2,07 0.004
K 45 (47,4) 50 (52,6) 95 (1,21-3,53) ’
6-10 D 200 (73,8) 71 (26,2) 271 1,23 0.404
K 73 (69,5) 32 (30,5) 105 (0,73-2,09) ’
10-15 D 193 (80,4) 47 (19,6) 240 1,07 0.807
K 92 (79,3) 24 (20,7) 116 (0,59-1,92) ’
15-18 D 124 (83,8) 24 (16,2) 148 0,76 0.497
K 68 (87,2) 10 (12,8) 78 (0,32-1,79) ’
Dievéata
2-6 D 35 (58,3) 25 (41,7) 60 1,40 0427
K 18 (50,0) 18 (50,0) 36 (0,56-3,50) ’
6-10 D 77 (78,6) 21 (21,4) 98 1,56 0.971
K 33 (70,2) 14 (29,8) 47 (0,66-3,68) ’
10-15 D 90 (89,1) 11 (10,9) 101 145 0451
K 45 (84,9) 8 (15,1) 53 (0,49-4,25) ’
15-18 1D 54 (85,7) 9 (14,3) 63 0,58 0.339
K 31 91,2) 3 (8,8) 34 (0,11-2,60)* '
Chlapci
2-6 D 86 (68,3) 40 (31,7 126 2,55 0.003
K 27 (45,8) 32 (54,2) 59 (1,29-5,06) ’
6-10 D 123 (71,1) 50 (28,9) 173 1,11 0.758
K 40 (69.0) 18 (31,0) 58 (0,55-2,21) ’
10-15 D 103 (74,1) 36 (25,9) 139 0,97 0.940
K 47 (74,6) 16 (25,4) 63 (0,46-2,03) ’
15-18 1D 70 (82,3) 15 17,7) 85 0,88 0.804
K 37 (84,1) 7 (15,9) 44 (0,29-2,58) ’

ID — skupina deti a adolescentov so sekundarnou imunodeficienciou, K — kontrolna skupina deti a adolescentov, Kontakt s EBV
— pritomné protilatky proti EBV, Negat. — negativny vysledok vo vSetkych testoch, n — absolatna pocéetnost, % — relativna pocet-
nost, N — rozsah vyberu, p — signifikancia , OR — odhad relativneho rizika, CI — interval spolahlivosti, * — pre nizku poéetnost
pouzity Fisherov presny test

ID — children and adolescents with secondary immunodeficiency, K — controls, Contact with EBV — presence of anti-EBV anti-

bodies, Negat. — negative by all tests, n — absolute number, % — relative number, N — sample size, p — significance, OR — odds
ratio, CI — confidence interval, * — Fisher’s exact test used because of the small number

a adolescentov ako zdravych deti a adolescentov a kontrolami v predskolskom veku. V ostat-

bez Statistickej signifikancie. nych vekovych kategoriach nebol zisteny Statis-
Stubor sme nasledne rozdelili podla veku. ticky vyznamny rozdiel (tab. 1).
V ramci vekového delenia boli vytvorené Styri Dalsim sledovanym kritériom bolo pohlavie.
kategorie, a to: Kontakt s EBV malo o 4,79 % viac imunodefi-
— predskolsky vek 2—6 rokov, cientnych dievéat ako dievéat v kontrolnom
— 1. stupen zékladnej $koly 6-10 rokov, subore bez rozliSenia veku. Tento rozdiel nebol
— 2. stupen zakladnej §koly 10-15 rokov, ziadnym z pouzitych testov Statisticky vyznamny:.
— stredna skola 15-18rokov. Ani po stratifikacii dievéat do vekovych kategérii
Zistili sme, Ze infikovanost EBV stupa s vekom nebola v Ziadnej z nich potvrdena signifikancia.
v stibore ID deti a adolescentov ako aj v kontrol- Imunodeficientni chlapeci boli o 5,63 % viac
nom subore (graf 1). infikovani ako zdravi chlapci, bez rozdielu veku,
Pri porovnani v ramci vekovych kategoérii bol o je porovnatelné so situaciou u dievéat. Tento
zisteny Statisticky vyznamny rozdiel (p = rozdiel taktiez nebol Ziadnym z pouzitych testov

0,004) vo vyskyte infekcie EBV medzi ID detmi $tatisticky vyznamny. Po stratifikacii chlapcov do
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vekovych kategorii bol zisteny najvyraznejsi roz-
diel (22,5 %) v infikovanosti EBV u chlapcov vo
vekovej kategorii 2-6 rokov. Pri porovnani sibo-
rov bol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel
na 5% aj na 1% hladine vyznamnosti (p = 0,003).
Vo vyssich vekovych kategoriach sme signifikant-
ny rozdiel medzi chlapcami nezaznamenali. Stra-
tifikaciou sme esSte zistovali, ¢i je pohlavie
v ramci vekovych kategérii ovplyviiujicim
faktorom Mantel-Haenszelovym chi-kvadrat tes-
tom (X2MH). Tymto testom sme v prezentovanom
subore potvrdili asociaciu medzi expoziciou EBV
a sekundarnou imunodeficienciou len u chlap-
cov vo veku 2-6 rokov.

Od veku 6 rokov bola prevalencia EBV v porov-
navanych suboroch bez rozdielu pohlavia v per-
centualnom vy¢isleni mensia ako 5% a signifi-
kantny rozdiel vo vyskyte EBV v kontrolnom
subore a ID subore deti a adolescentov nebol
zisteny ani v ramci veku a pohlavia. Vo vekovej
kategorii 10-15 rokov bola infikovanost v sibo-
roch bez rozdielu pohlavia takmer zhodna, v pri-
pade chlapcov uz vyssia v kontrolnom subore ako
v ID subore. V najvyssej vekovej kategorii, u ado-
lescentov, uz prevazoval kontakt s virusom
Epsteina-Barrovej v kontrolnom sibore u jedin-
cov Zenského i muzského pohlavia. Pre nizku
pocetnost v tejto vekovej kategorii nebolo mozné
pouzit test zhodnosti populacénej pravdepodobnos-
ti, Fisherovym presnym testom nebola zistena
signifikancia. Tieto vysledky by sudbor s vaésim
rozsahom vo veku 15-18 rokov nemusel potvrdit.

Diskusia

Vzhladom na zvySujuci sa poéet sekundarnych
imunodeficiencii u deti a adolescentov na vychod-
nom Slovensku sme sa v tejto praci snazili zistit,
¢i existuje korelacia medzi touto diagnédzou
a vyskytom infekcie EBV. V nasej ani vo svetove;j
literatare sme sa doposial nestretli so Stadiou
zaoberajucou sa takymto vztahom. MéZeme
porovnat epidemiologickt situaciu zdravych deti
a adolescentov v prezentovanom stbore s publi-
kovanymi pracami.

U viac ako 90 % dospelych je mozné sérologic-
ky dokazat infekciu EBV, pricom priemerny vek
pri infekeii zavisi od socidlno-ekonomickych fak-
torov [10]. V slabsich socialno-ekonomickych
skupinach sa EBV infekcia objavuje uz v skorom
veku zivota a je menej pravdepodobné, Ze bude
spojena s akutnou infekénou mononukleézou [5].
K infikovanosti populacie dochadza uz v utlom
veku, u deti do 2 rokov je prakticky vzdy inapa-
rentna [1]. V rozvojovych krajinach sa s infek-
ciou stretavaju takmer vSetky deti do 3 rokov,

j}

pricom ochorenie na infeként mononukleézu sa
tam prakticky nevyskytuje [1]. Tito teériu pod-
porila aj stadia [8], v ktorej bola zistovana pre-
valencia EBV protilatok vo vzorke 283 deti
a mladistvych od 1 do 21 rokov v dvoch odlisnych
socialno-ekonomickych Stvrtiach hlavného mes-
ta Brazilie.V Spojenych Statoch je infikovanych
50 % deti vo veku piatich rokoch [13], ¢o korelu-
je s nasimi vysledkami, kde vo vekovej skupine
2—6 rokov bola infikovanost virusom v kontrol-
nej skupine 47,4 % deti. Na Sicilii malo vo veku
6 rokov 83 % deti kontakt s EBV [2], ¢o znadi, Ze
k primarnej infekcii v tejto oblasti dochadza
v skorSom veku ako u nas. V epidemiologicke;j
stadii [11] bolo na pritomnost protilatok proti
EBYV vysetrenych 2713 deti vo veku 0-10 rokov
Zijucich v oblasti Bari — juzné Taliansko. Vo veku
5-7 rokov malo kontakt s EBV 80,2 % a vo veku
8-10 rokov 81,9 % deti, ¢o je vyrazne viac ako
v nasom kontrolnom sdbore v porovnatelnom
veku. V Ustave verejného zdravotnictva St.
George’s Hospital Medical School v Londyne [7]
konstatuju pritomnost protilatok EBV u 56 %
deti vo veku 7-11 rokov, ¢o je naopak menej ako
v nasom kontrolnom stbore vo veku 6-10 rokov
(69,5 %). Existuja geografické rozdiely v infekcii
EBV u deti. Vaésina deti v Azii a inych rozvojo-
vych krajinach je infikovana pred prvym rokom
zivota a vo veku 5-9 rokov je infikovanych viac
ako 90 % deti, zatial¢o v zapadnych krajinach je
v tom istom veku infikovanych cca 50 % deti.
Trend séropozitivity v Japonsku klesa [14]. Vo
veku 16 rokov je virusom Epsteina a Barrovej
infikovanych az 70 % mladeze vo vychodnej ¢as-
ti USA [3], ¢o je porovnatelné s nasim kontrol-
nym stuborom, v ktorom do veku 15 rokov bola
infikovanost 66,5 % a do veku 18 rokov to bolo
70,6 % adolescentov.

Ako z epidemiologického prehladu vyplyva,
prevalencia infekcie EBV stupa s vekom. Z toh-
to dévodu bolo vhodné vySetrené osoby v pre-
zentovanom subore rozdelit do vekovych kate-
gorii. Najvyssi rozdiel v infikovanosti EBV
medzi skupinou deti s ID a kontrolnou skupinou
sme mohli o¢akavat v najnizsej vekovej katego-
rii, éo prezentovany subor potvrdil. Rozdiel
v infikovanosti deti vo vekovej kategorii 2-6
rokov ¢inil 17,7 % a bol Statisticky signifikant-
ny. Po stratifikacii podla pohlavia bola infikova-
nost EBV v tejto vekovej kategorii o 22,5 % vys-
Sia v subore ID chlapcov ako v kontrolnom
subore chlapcov. Zisteny rozdiel bol najvyssi
v ramci delenia podla veku i pohlavia a bol $ta-
tisticky vyznamny. Rozdiel medzi infikovanos-
tou dievéat v tomto veku nebol signifikantny.
To, ¢i pohlavie v tejto suvislosti skutoéne zohra-
va dominantna ulohu, moézu overit Studie vac-
Sieho rozsahu v tomto veku deti.
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Zaver

7 vysledkov tejto séroepidemiologickej Studie
v prezentovanom subore deti a adolescentov je
mozné usudzovat, Ze existuje vztah medzi sekun-
darnou imunodeficienciou a expoziciou virusom
Epsteina-Barrovej. Tato korelacia vsSak bola
v prezentovanom subore Statisticky potvrdena
len v skupine chlapcov vo veku 2—6 rokov. Vzhla-
dom k moZnym nasledkom chronickej infekcie
EBV je potrebné sledovat u tychto deti priebeh
infekcie az do Stadia rekonvalescencie, a to kon-
trolou protilatkovej odpovede pacienta na antigé-
ny tohto virusu. Vysledky studie potvrdzuja opod-
statnenost vySetrenia protilatok proti virusu
Epsteina a Barrovej pri skriningovom vysSetreni
diferencialnej diagnostiky imunodeficiencii.

KedZe virus Epsteina a Barrovej dozivotne per-
zistuje v organizme, je treba mat na paméti,
Ze pri naruSenej imunite méze vzplanut pod obra-
zom iného ochorenia.
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