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POVZETEK

Infekcijska mononukleoza (IM) je bolezen, ki nastane po primarni okuzbi z virusom
Epstein-Barr (EBV). Poleg splosnih simptomov in kliniénih znakov bolezni nam je
laboratorijska diagnostika v veliko pomoc¢ pri odkrivanju, dokazovanju in spremljanju
bolezni.

Pri bolnikih s sumom na infekcijsko mononukleozo smo opravili osnovne hematoloske
preiskave z diferencialno krvno sliko, mikroskopski pregled krvnih razmazov, v serumu
smo izmerili koncentracijo jetrnih encimov (aktivnosti AP, ALT, AST, y-GGT)
koncentracijo celokupnega in direktnega bilirubina in koncentracijo CRP ter opravili hitri
test na heterofilna protitelesa. Vsi omenjeni testi se uporabljajo v rutinski diagnostiki za
dokazovanje infekcijske mononukleoze. V okviru diplomske naloge smo preiskovancem
izvedli Se dodatne seroloske teste, ki so bolj specifi¢ni in s katerimi smo bolezen IM
nekaterim preiskovancem potrdili, drugim pa izkljucili.

V raziskavo je bilo vkljucenih 40 preiskovancev s sumom na okuzbo z EBV. Osnovne
hematoloske preiskave so pri vecini preiskovancev pokazale znacilno krvno sliko s
povecano koncentracijo levkocitov, med katerimi prevladujejo limfociti. V krvi
preiskovancev smo v povprecju dolocili 25,6 % atipi¢nih limfocitov glede na §tevilo vseh
levkocitov. Atipicni limfociti so v tako visoki koncentraciji znalilni za infekcijsko
mononukleozo. Poleg znacilne levkocitne krvne slike pa so nam pri diagnostiki v pomo¢ Se
jetrni encimi, ki so bili pri preiskovanih tudi znacilno povecani. Na podlagi vseh teh
parametrov pri zna¢ilnem poteku bolezni lahko Ze z veliko gotovostjo postavimo diagnozo.
V nasem primeru smo 82.5 % (33/40) preiskovancem diagnosticirali IM.

V rutinski diagnostiki se kot potrditveni test uporablja hitri test na heterofilna protitelesa,
ki pa je slabse obcutljiv pri otrocih. S pomocjo Fisherjevega eksaktnega testa smo
ugotovili, da se nakazuje povezanost med to¢nostjo hitrega testa in starostjo, vendar te
povezave nismo mogli dovolj zanesljivo potrditi (p = 0,106). Pri preiskovancih starih nad
12 let je hitri test zaznal 85,7 % bolnikov z IM, pri bolnikih, mlajsih od 12 let, pa je bil
odstotek bolnikov z IM samo 58,3 %.

Zaklju¢imo lahko, da je diagnostika infekcijske mononukleoze relativno zanesljiva pri
znacilnem poteku bolezni in ob uporabi kombinacije vseh zgoraj omenjenih hematoloskih
in biokemi¢nih markerjev. Z naso raziskavo smo potrdili, da je obcutljivost hitrega testa

manj$a pri otrocih mlaj§ih od 12 let. Za Se boljSo opredelitev povezave med starostjo

viI
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bolnikov z IM in to¢nostjo hitrega testa pa bi bile potrebne dodatne raziskave pri ve¢jem

Stevilu bolnikov, mlajsih od 12 let.
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ABSTRACT

Infectious mononucleosis (IM) is a disease that is caused by a primary infection with virus
Epstein-Barr. In addition to general symptoms and clinical signs of disease, laboratory
diagnostics helped us to identify, demonstrate and monitor the disease.

Basic blood tests with differential count and microscopic examination of blood smears
were performed on patients with suspected infectious mononucleosis. We also measured
serum concentrations of liver enzymes (activities of AP, ALT, AST, y-GGT), plasma
levels of total and direct bilirubin, concentration of CRP and conducted rapid heterophile
antibodies test. All of these tests are used in routine diagnostics to detect an infectious
mononucleosis. A part of our investigation was an additional, more specific serological
testing. With use of these serological tests we confirmed the disease with some patients
and excluded it with others.

The study included 40 patients with a suspected EBV infection. With most patients, basic
hematology showed an elevated blood cell count with increased white blood cells, where
lymphocytes predominated. An average 25.6 % of atypical lymphocytes in relation to the
total number of leukocytes was measured in the blood of the patients. In such high
concentrations, atypical lymphocytes are specific for infectious mononucleosis. Besides
the distinctive leukocyte blood count liver enzymes are also helpful at diagnostics, their
level is normally elevated. Based on these parameters we can set a very accurate diagnosis
in the typical course of the disease. In our case, we diagnosed 82.5 % (33/40) of the
patients.

In routine diagnostics a rapid test for heterophile antibodies, which is less sensitive for
children, is used as a confirmatory test. By means of a Fisher's exact test we ascertained
that the relationship between the accuracy of rapid test and age is being indicated. This
connection could however not be established with certainty (p = 0.106). The rapid test
detected 85.7 % of patients with IM for patients aged over 12 years and only 58.3 % of
patients with IM were under 12 years of age.

We can conclude that the diagnosis of infectious mononucleosis is relatively reliable at the
typical course of disease and with use of combination of haematological and biochemical
markers. According to our patients, our research also confirms that the sensitivity of a
rapid test is lower with children aged under 12. We would however require additional
researches on various patients, aged under 12, for a better definition of the relationship

between age of patients with IM and accuracy of rapid test.
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SEZNAM OKRAJSAV

ALT alanin-aminotransferaza

AP alkalna fosfataza

AST aspartat-aminotransferaza

CLIA kemiluminiscen¢ni test (ang. Chemiluminescence Immunoassay)
CRP C-reaktivni protein

CSF kolonije stimulirajoci faktor (ang. colony-stimulating factor)

DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxiribonuclear acid)

EA zgodnji virusni antigen (ang. early antigen)

EBER EBYV kodirana RNA (ang. Epstein-Barr virus encoded RNAs)
EBNA jedrni antigen virusa Epstein-Barr (ang. Epstein-Barr nuclear antigen)
EBV virus Epstein-Barr

EKG elektrokardiogram

ELFA encimsko-imunski test (ang. Enzyme Linked Fluorescent Assay)
ELISA encimsko-imunski test (ang. Enzyme-linked immunosorbent assay)
GGT gama-glutamil-transferaza

HA heterofilna protitelesa (ang. heterophile antibodies)

HSV virus herpes simplex

IFA imunofluorescen¢na metoda (ang. immunofluorescence assay)

IgG imunoglobulin razreda G

IgM imunoglobulin razreda M

IL interlevkin

M infekcijska mononukleoza

LMP latentni membranski protein (ang. latent membrane protein)

MGG barvanje po May-Griinwald-Giemsi

PCR verizna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction)
RNA ribonukleinska kislina (ang. ribonuclear acid)

VCA virusni kapsidni antigen (ang. viral capsid antigen)

VCS volumen, konduktivnost, odboj (ang. Volume, Conductivity, Scatter)
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1. UVOD

1.1. BOLEZEN: Infekcijska mononukleoza

Infekcijska mononukleoza (IM) ali tudi Zlezna vroc¢ina (ang.: glandular fever) [1] je akutna
infekcijska bolezen, ki jo lahko povzrocajo Stevilne bakterije ali virusi, ve¢inoma pa jo
povzroca virus Epstein-Barr (EBV) [2]. Okuzba zgodaj v otrostvu najveckrat poteka v
subkliniéni obliki ali se pojavijo nespecificni simptomi podobni angini [3]. Pri
mladostnikih skoraj polovica vseh primarnih okuzb z EBV poteka kot IM z znacilnimi
simptomi in klini¢nimi znaki [1, 4, 5, 6].

Bolezen se razvije zaradi intenzivnega odziva citotoksi¢nih limfocitov T, ki zelijo
odstraniti z EBV okuzene celice [7, 8]. V periferni krvi se pojavi veliko §tevilo povecanih
atipi¢nih limfocitov, imenovanih tudi Downeyeve celice [9]. V hematologiji pomeni izraz
mononukleoza povecanje Stevila krvnih celic, ki nimajo segmentiranega jedra, in to so:
limfociti, atipi¢ni limfociti, plazmatke in monociti. Izraz »infekcijska mononukleoza« tako
izhaja iz teh celic [8].

IM je benigna bolezen, ki ponavadi izzveni sama. Vecina bolnikov popolnoma okreva,
zapleti so redki. Zaradi lastnosti, da EBV ostaja v organizmu vse zZivljenje, lahko pride do

ponovne reaktivacije virusa in tudi do kroni¢nega poteka bolezni [3].

1.1.1 Klini¢na slika

Pri infekceijski mononukleozi pretece od okuzbe do pojava bolezenskih znakov od 30 — 50
dni [1, 2, 4]. Bolezen se najveckrat za¢ne z zvisano telesno temperaturo tudi do 40 °C ter z
drugimi splo$nimi simptomi okuzbe, kot so utrujenost, rahel glavobol, slabost. Znacilne so
bolecine v Zrelu in slabo pocutje, nekateri pa obcutijo tudi bolecino v trebuhu in v misicah
[1, 3]. Prav zaradi poviSane telesne temperature in vnetja Zrela bolniki poisc¢ejo zdravnisko
pomoc¢ [1]. Poleg splosnih simptomov okuzbe se ¢ez Cas pojavijo znacilni simptomi, ki se
kazejo v obliki sploSnega povecanja vseh limfnih zlez [3, 9]. Otekle so bezgavke na vratu
in tudi drugje po telesu [3]. Pogosto sta povecani in pordeli nebnici, mnogokrat pokriti tudi
z belkastimi oblogami (psevdomembrane) (slika 1) ali sluzastim izlockom [3, 10]. Pri
nekaterih bolnikih je povecana tudi vranica, ki jo teZje klini¢no odkrijemo [11]. Mehko
nebo je lahko moc¢no pordelo, vidne so pikcaste krvavitve. Velikokrat je prizadeta tudi

nosna sluznica, ki je otekla in pordela, tako da je dihanje skozi nos otezeno [9]. V¢asih so
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pordele tudi o¢esne veznice in pojavi se oteklina okoli oc¢i. Ta klini¢ni znak je specificen za
primarno okuzbo z EBV [9]. Nekateri bolniki lahko potozijo zaradi otrdelosti desnega
zgornjega dela trebuha, ki se pojavi zaradi pritiska povecanih hepatocitov na jetrno
kapsulo. Klini¢ni znaki in simptomi obicajno trajajo teden ali dva, nato pa zacne tretji

teden temperatura padati in bolezenski znaki pocasi izginejo[9].

Slika 1: Pordeli nebnici pokriti s pseudomembranami [13]

1.1.2. Zapleti

Pri infekcijski mononukleozi so zapleti izredno redki. Lahko so posledica vdora virusa v
razli¢na tkiva ali okvare imunosti [9]. V¢asih se okrevanje od okuzbe podaljsa, utrujenost,
rahlo zviSana telesna temperatura in povecane bezgavke pa vztrajajo ve¢ mesecev [4]. O
kroni¢ni mononukleozi govorimo takrat, ko simptomi ne izginejo po 6 mesecih od pric¢etka

bolezni [14]. Opisanih pa je tudi nekaj smrtnih primerov bolezni [3].

1.1.3. Zdravljenje

Zdravljenje infekcijske mononukleoze je simptomatsko. V akutni fazi bolezni se priporoca
pocitek, uzivanje lahke hrane in dovolj tekoc¢ine. Za lajSanje bolecine in vro¢ine se lahko
uporabi paracetamol in nesteroidna protivnetna zdravila. Protivirusno zdravljenje z
aciklovirom, ki preprecuje replikacijo virusa (inhibira virusno DNA polimerazo), zmanjsa
izloCanje virusa, vendar ne vpliva na klini¢no sliko, zato ni priporocljivo [15]. Prav tako ni
priporocljivo zdravljenje s kortikosteroidi. Uporabi se jih le v primeru zapleta bolezni, npr.
Ce obstaja tveganje za obstrukcijo dihal, pri akutni hemoliti¢ni anemiji ter nekaterih srénih
zapletih ali nevroloskih boleznih [3, 4, 5, 6, 16]. Prav tako je potrebno zdravljenje v

bolni$nici le v primeru kadar poteka bolezen z zapleti [3].
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1.2. POVZROCITELJ BOLEZNI: virus Epstein-Barr

Infekcijsko mononukleozo povzroca virus Epstein-Barr (EBV), ki sodi v druZino
Herpesviridae - herpesvirusi [1, 2]. Cloveski herpesvirusi so pomembna skupina DNA
virusov. Infekcije s herpesvirusi so zelo pogoste, saj so ti virusi zelo razsirjeni [4, 18]. Za
vse herpesviruse je znacilno, da po okuzbi ostanejo v organizmu vse Zivljenje [2, 5, 6, 7].
Herpesvirusi povzrocajo liticne okuzbe celic, kadar se njihov genom izrazi v celoti. Kadar
je v celicah izraZen le del njihovega genoma in je le ta prisoten v jedru celic v obliki

zunajkromosomskih episomskih delcev, pa je okuzba prikrita ali latentna [2, 3, 8, 11].

1.2.1. Lastnosti virusov

Virusi so obvezni znotrajceli¢ni zajedavci, saj za svoje razmnozevanje nujno potrebujejo
gostiteljsko celico [11]. V svoji zgradbi nimajo sistemov za sintezo lastnih beljakovin,
manjkajo jim encimi za podvojevanje DNA, zato izkori¢Sajo gostiteljsko celico. Virusna
DNA preusmeri gostiteljsko celicno presnovo v izgradnjo sestavin za nastanek novih

virusov [2, 17].

1.2.2. Virus Epstein-Barr

EBV natanéneje uvrs¢amo med Gammaherpesvirinae in rod Lymphocryptovirus [3, 4, 17].
Mednarodni komite za taksonomijo virusov ga je poimenoval humani herpesvirus-4
(HHV-4) [4, 9]. Strukturno se ne razlikuje od drugih herpesvirusov [4]. Je kroglaste ali
pleomorfne oblike s premerom 150-200 nm [3]. Zunanjost tvori lipidna ovojnica, ki izvira
iz membrane Golgijevega aparata okuzene celice. Lipidna ovojnica vsebuje virusne
glikoproteine, ki v obliki 8—10 nm dolgih bodic obdajajo virusno povrsino [3, 4]. Virus
vsebuje dvojnovija¢no linearno molekulo DNA, velikosti 184 kb parov, to je zapis za
priblizno 100 beljakovin [1, 5]. Genom obdaja beljakovinski ikozaedri¢ni plas¢ imenovan
kapsida, ki je zgrajena iz 162 kapsomer [5]. Med kapsido in zunanjo ovojnico je
beljakovinska plast, ki se imenuje tegument. V njem se nahajajo virusne beljakovine in

encimi, ki sodelujejo pri podvojevanju [17].
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Slika 2: Struktura virusa Epstein-Barr[21]

1.2.3. Antigenske znacilnosti virusa Epstein—Barr
Antigene virusa delimo na tiste, ki se izrazajo v liticnem ciklu, in iste, ki so del aktivnega

genoma Vv latentnem ciklu.

1.2.3.1. Beljakovine liticne faze

Med liti¢no fazo infekcije, za katero je znacilno nastajanje novih virusov, je virusni genom
v linearni obliki. IzraZenih je priblizno 100 genov [19], ki nosijo zapis za 80 beljakovin
liticne faze, med katere sodijo aktivatorji transkripcije ali prepisovanja genov, faktorji
podvojevanja DNA in strukturne beljakovine virusa [20]. Z liticno okuzbo so tako
povezani takojSnje zgodnje beljakovine ali beljakovine alfa, zgodnje beljakovine ali
beljakovine beta in pozne beljakovine ali beljakovine gama [9, 17].

Na zacetku liti¢ne faze se najprej izrazita takoj$nja - zgodnja gena BZLF1 in BRLF1, ki sta
pomembna za prehod iz latentne v liticno fazo okuzbe. Poleg tega aktivirata prepisovanje
zgodnjih genov beta, ki izrazajo zgodnje virusne antigene (ang. early antigens, EA). Ti
imajo vlogo encimov, ki so udelezeni pri podvojevanju virusne DNA (timidin kinaza,
DNA polimeraza, helikaza) [4, 20]. Nato sledi prepisovanje poznih genov, kateri vplivajo
na sintezo virusnih beljakovin gama. Med pozne beljakovine spadajo strukturne
beljakovine virusne kapside (ang. viral capsid antigens, VCA) in glikoproteini virusne

ovojnice [4, 17].

1.2.3.2. Beljakovine latentne faze
Za latentno fazo okuZzbe je znacilno, da se virusni genom ne vgradi v celicno DNA, ampak
je prisoten v jedru celic v obliki zunajkromosomskih genetskih delcev ali episomov [4, 9].

Med latentno fazo je izrazenih le nekaj genov. Med njimi lo¢imo: Sest razlicnih EBV
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jedrnih antigenov (ang. EBV nuclear antigen — EBNA), tri razlicne latentne membranske
beljakovine (ang. latent membrane protein — LMP), dve majhni ne-poliadelinirani RNA
molekuli (EBER-1 in EBER-2) ter transkript za BamHI A regijo (BARTSs) [9, 19]. Vloga

beljakovin latentne faze je predstavljena v preglednici I.

Preglednica I: Predstavitev pomembnih beljakovin latentne faze in njihova funkcija [20]

Beljakovina Funkcija
EBNAI vzdrzevanje episoma in latente okuzbe, inhibicija apoptoze, uravnavanje prepisovanja
DNA
EBNAL2 uravnavanje virusnih in celi¢nih genov pri celi¢ni transformaciji, pomemben pri
prehodu limfocitov B v limfoblastoidne (nesmrtne) B celice
EBNA-3A
zaviranje delovanja EBNA-2, regulacija izrazanja celi¢nih genov, transformacija B
EBNA-3B
limfocitov
EBNA-3C

EBNA-LP povecuje dejavnost EBNA-2 pri transaktivaciji LMP-1

LMP-1 preprecuje apoptozo, aktivira limfocite B, spodbuja prezivetje limfocitov B

LMP-2A/2B prepreci prehod v liti¢no fazo virusa, omogoc¢a vzdrzevanje latence

EBER-1/2 vloga v okuzbi z EBV $e nejasna

1.2.4. Patogeneza in imunost

Primarna okuzba z EBV se pricne v epitelijskih celicah ustno — Zrelnega prostora, kjer
pride do razmnozZevanja virusa in spro$¢anje novih virionov. Kasneje se razmnozuje zlasti
v limfocitih B, kjer povzroca trajno latentno okuzbo [22, 23, 24]. Redkeje se EBV
pomnozuje v limfocitih T, dendriti¢nih celicah in makrofagih [1]. Virus lahko dolgo ¢asa
miruje v latentnem stanju. Do reaktivacije pride ponavadi pri imunsko oslabelih osebah
[3]. V limfocitih B je virus prisoten vse Zivljenje, poleg tega pa se iz njih razsiri Se v druga
tkiva [11]. EBV je onkogeni virus, ki ga povezujejo s pojavom razli¢nih vrst raka [4]. V
genomu ima zapis za razli¢ne onkogene beljakovine, ki lahko aktivirajo celicne onkogene
ali inaktivirajo celi¢ne tumorje zavirajoce gene [11]. Virus tako transformira limfocite B,

ki vsebujejo EBV genom in jih naredi nesmrtne [25].

1.2.4.1. Primarna infekcija in replikacija EBV
Virus vstopa v limfocite B s specificno vezavo virusnega glikoproteina gp350/220,
izraZenega na virusni ovojnici, s proteinom CD21 na povrsini limfocitov B [18, 20]. CD21

je tudi receptor za C3d komponento glavnega histokompatibilnega komplementa razreda II
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(HLA class II), ki sodeluje pri vezavi tako, da se veze z EBV gp42 [9, 20]. Virusna
ovojnica se zlije s celitno membrano in z zlitjem vstopa nukleokapsida in tegument v
citoplazmo celice [2, 17]. Beljakovine tegumenta preprecijo sintezo celi¢nih beljakovin in
sprozijo izrazanje takojs$njih zgodnjih virusnih genov [4]. Po razgraditvi nukleokapside,
prehaja virusni genom v jedro celice, kjer pride do podvojevanja z virusno DNA
polimerazo [9]. Prepisovanje virusne DNA pa omogo¢i celi¢na polimeraza RNA 1II v
citoplazmi [4]. V jedru celice se sestavijo nukleokapside, ki skupaj s tegumentskimi
beljakovinami izstopajo iz jedra. Ovojnico si virus pridobi z brstenjem skozi membrano
Golgijevega aparata. Z eksocitozo pa se izlo¢ijo iz celice novi virusi [2, 17]. Tako se pri¢ne
liticen cikel z izrazanjem liticnih beljakovin in nastankom novih virionov, pri ¢emer lahko
pride do lize celice, lahko pa celica tudi prezivi [17].

EBV lahko okuzi tudi epitelijske celice kljub temu, da nimajo CD21 receptorja. Pri tem
sodelujejo integrini, ki pomagajo in se povezejo z EBV glikoproteinom ter tako omogocijo

vstop virusa v epitelijske celice [9, 20].

1.2.4.2. Latentno stanje EBV

Latenca je stanje trajne, dozivljenske virusne okuzbe brez nastajanja novih virionov [9].
EBV genom ostaja v spominskih celicah kot episom. V tej fazi pride do izrazanja latentnih
genov, pri ¢emer se lahko razvijejo razli¢ne oblike latenc, ki so predstavljene v preglednici

II.

Preglednica II: Predstavitev izrazenih genov pri razli¢nih latentnih programih [23]

Latentni programi Izrazeni geni
0 EBER, LMP-2A
I EBER, EBNAI
II EBER, EBNA1, LMP2A, LMP1
I EBER, EBNA1, LMP2A, LMP1, EBNA2, EBNA3, EBNA-LP

1.2.4.3. Reaktivacija EBV

Latentno okuzeni limfociti B lahko virus ponovno stimulirajo, da postanejo reaktivni in se
pri¢nejo ponovno deliti. Kljub temu, da so poznane mnoge poti reaktivacije virusa, Se
vedno ni znano kaj sprozi aktivacijo limfocitov B in vivo. Domnevajo, da lahko pride do
reaktivacije EBV ob neznani okuZzbi. B celi¢ni receptor se pri tem stimulira, kar sprozi

aktivacijo vseh B limfocitov [9].
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1.2.5. Imunski odziv na okuzbo

Med primarno virusno infekcijo se sprozi mocan celi¢ni in humoralni imunski odziv.
Cloveski imunski odziv nadzoruje potek bolezni, vendar okuZbe ne odpravi, saj virus
ostaja v organizmu vse Zivljenje [2, 9]. Latentni virus tako predstavlja nekakSen barometer

imunske obrambe organizma [3].

1.2.5.1. Humoralni imunski odziv

EBV povzroca proliferacijo limfocitov B v prvem in drugem tednu bolezni, kar sprozi
aktivacijo plazmatk. Plazmatke sintetizirajo in za¢nejo izlocati specifi¢na protitelesa proti
virusnim antigenom [3, 4]. Humoralni imunski odziv je z izlo€anjem specifi¢nih protiteles

pomemben dejavnik pri diagnostiki EBV okuzbe [5].
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Slika 3: Humoralni imunski odziv pri okuzbi z EBV [26]

Ceprav vsebuje EBV genom veliko genov za strukturne in nestrukturne virusne
beljakovine, so za diagnostiko pomembni samo VCA, EA in EBNA [27].

Na zacetku bolezni pride do hitrega porasta protiteles proti virusnem kapsidnem antigenu
razreda IgM (anti-VCA IgM), ki po priblizno 2 mesecih upadejo. Po poteku 2 — 4 mesecev
vsi bolniki razvijejo tudi anti-VCA IgG, ki ostanejo v organizmu vse Zivljenje [3, 9]. IgG
protitelesa proti EBNA se pri vecini razvijejo po 3 mesecu bolezni, vendar ko se enkrat
pojavijo prav tako ostanejo dozivljensko [9]. Protitelesa proti EA so tudi prisotna in jih
dolo¢imo v serumu, vendar niso tako specifi¢na za dolo¢eno fazo poteka bolezni, zato niso

tako uporabna pri diagnostiki infekcijske mononukleoze [1, 9].
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1.2.5.2. Celicni imunski odziv

Celi¢no posredovana imunost ima pomembno vlogo pri nadzoru virusnega podvojevanja,
vendar lahko prevelik celi¢ni odziv vodi k resnim simptomom IM. Pri celi¢cnem imunskem
odgovoru sodelujejo limfociti T (CD4+, CD8+ in celice ubijalke), ki se intenzivno
odzovejo na primarno EBV okuzbo in proliferacijo B limfocitov [20, 28]. V zacetku
okuzbe prevladujejo CD8+ T celice ubijalke. Te so specificne za liticne antigene in
neposredno unicujejo tujke tako, da povzrocijo lizo celice [6, 28]. Aktivirani CD8+ T
limfociti sprozijo nastanek limfocitoze in atipi¢nih limfocitov, ki se pojavijo v periferni
krvi bolnikov. Pri dovolj intenzivnem odzivu aktiviranih T celic se razvije bolezen IM s

tipinimi simptomi in znaki [9, 20].

1.2.6. Epidemiologija

EBYV je zelo razsirjen virus. Zaradi vzpostavitve doZivljenske infekcije, prevalenca okuzbe
z EBV z leti narasca [1]. Ve¢ kot 90 % odrasle ¢loveske populacije je tako okuZenih z
EBV [5, 11]. EBV se prenasa s tesnim stikom, najpogosteje z izmenjavo sline. Majhni
otroci zelo radi dajejo igrace in druge predmete v usta, kar je lahko vir primarne okuzbe.
Slina se prenaSa tudi med poljubljanjem, zato so infekcijsko mononukleozo nekateri
poimenovali kar »bolezen poljuba« ali »kissing disease« [1, 3]. Poleg prenosa s slino, se
lahko EBV prenese s transfuzijo krvi ali presaditvijo organov, saj se virus nahaja v
periferni krvi, natan¢neje v spominskih limfocitih B [9]. Okuzba pa se lahko prenasa tudi s
spolnim stikom, saj so EBV nasli v genitalnih izlockih [1, 2, 9, 11, 29].

Znacilno za EBV okuzbo je, da ni opaznega sezonskega poteka bolezni [3, 6, 9]. Oba
serotipa EBV neprestano krozita v populaciji, zato bolnike sre¢ujemo celo leto. Po koncani
bolezni pa lahko bolnik izlo¢a virus Se 18 mesecev [3, 9]. MozZnost okuzbe je torej stalna,
vendar mora priti do tesnega stika [4].

Epidemiologija bolnikov s primarno okuzbo z EBV je odvisna od starosti [29]. Ceprav se
bolezen pojavlja pri bolnikih razli¢ne starosti, pa je pri otrocih mlajsih od 4 leta starosti
infekcijska mononukleoza zelo tezko prepoznavna [1]. Bolezen je pri otrocih mlajsih od 4
let ponavadi asimptomatska [1], poleg tega pa so pri teh bolnikih testi, ki se jih ponavadi
uporablja v rutinski diagnostiki manj zanesljivi [30].

Cas primarne okuZbe je moéno vezan na socialno — ekonomske okolis¢ine. V deZelah v
razvoju se primarna okuzba v EBV pojavi v zgodnjem otrostvu [3]. V osrednji Afriki so

skoraj vsi otroci do 3 leta starosti okuzeni z EBV. Okuzba je asimptomatska [1, 3]. V
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nasprotju z drzavami v razvoju, je v razvitih drzavah primarna infekcija v otro$tvu manj
pogosta zaradi vi§jih higienskih standardov. Z EBV pridejo v stik pozneje, navadno v
starosti 15 do 24 let. Okuzba od 50 % do 74 % mladih ljudi pa poteka s klini¢no sliko

infekcijske mononukleoze [1, 3, 11, 20].

1.3. LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA INFEKCIJSKE MONONUKLEOZE
Diagnozo infekcijske mononukleoze lahko postavimo na podlagi pogovora z bolnikom ter
podrobnega telesnega pregleda bolnika v primeru specifi¢nih klini¢nih znakov. Opravimo
tudi nespecifi¢ne laboratorijske teste za potrditev diagnoze, pri nekaterih pa tudi specifi¢ne
seroloske teste za spremljanje poteka bolezni [31].

Prepoznavanje infekcijske mononukleoze je enostavno, kadar poteka bolezen z znacilno in
povsem izrazeno klini¢no sliko [3, 9]. Vendar je treba povdariti, da diagnoze infekcijske
mononukleoze ne moremo zagotovo potrditi izkljuéno na podlagi znacilnih kliniénih
znakov. Lahko jo diagnosticiramo na podlagi znacilne klini¢ne slike in tipi¢nega
laboratorijskega izvida osnovnih hematoloskih preiskav z diferencialno krvno sliko [9]. Pri
diagnostiki infekcijske mononukleoze se spremlja tudi nekatere biokemi¢ne parametre, ki
sami po sebi niso specificni za doloceno bolezen, v kombinaciji s prej omenjenimi testi, pa
so nam v pomo¢ pri postavitvi diagnoze [32]. Okuzbo z virusom EBV lahko laboratorijsko
potrdimo s hitrim testom na heterofilna protitelesa. Seroloske metode za dokaz specifi¢nih

protiteles proti EBV veljajo za metodo izbora pri neznacilnem poteku bolezni [27].

1.3.1. Nespecificni laboratorijski testi

1.3.1.1 Hemogram in diferencialna krvna slika

Razli¢ne bolezni in okuZbe se velikokrat pokaZejo s spremembami v krvi. Krvna slika ali
hemogram je laboratorijski rezultat preiskave krvi, pri kateri kvantitativno in kvalitativno
dolo¢imo celice v periferni krvi. Razdelimo jo na eritrocitno, levkocitno in trombocitno
krvno sliko. Avtomatizirano analizo krvnih celic omogocajo hematoloski analizatorji [32].
Mikroskopsko diferencialno krvno sliko izvajamo z namenom diagnostike v primeru
zmanj$ane oziroma povecane Steviléne koncentracije levkocitov in v primerih, ko nam
hematoloski analizator javi prisotnost nezrelih ali atipi¢nih krvnih celic. Z diferenciacijo na
posamezne vrste levkocitov dobimo relativne in absolutne koncentracije levkocitov ter
opisujemo morfoloske znacilnosti levkocitov — obliko, velikost, raz¢lenjenost jeder,

granulacije in druge vkljucke v citoplazmi [30].
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Pri infekcijski mononukleozi se pojavijo tipi¢ne spremembe krvne slike [2]. Steviléna
koncentracija levkocitov je v prvih dneh bolezni lahko zmanjsana, nato pa obicajno poraste
tudi do 18 x 10%L [30]. Znacilna je proliferacija mononuklearnih celic, predvsem
limfocitov — limfocitoza [1, 6]. Pri limfocitozi je limfocitov ve¢ kot 4 x 10°/L. Zmerna
limfocitoza se pojavi pri IM, v rekovalescenci po akutni okuzbi pa blaga limfocitoza |1,
33]. V krvi bolnikov z IM je opazna tudi zmerna monocitoza (v krvi je ve¢ kot 0,8 x 10°/L
monocitov) ter blaga monocitoza v obdobju okrevanja po akutni okuzbi [33]. Monociti in
limfociti so prisotni tako v krvi kot tudi v razli¢nih organih, najpogosteje v vranici in
bezgavkah, pa tudi v jetrih, srcu, mozganih, ledvicah, trebusni slinavki in kostnem mozgu
[1, 3, 34]. Med limfociti opazimo ve¢ kot 10 % [33] pa tudi do 30 % atipi¢nih celic T
limfocitne vrste, ki so morfolosko spremenjene [3]. Po obliki in velikosti so te celice zelo
razli¢ne, in ta razli¢nost je najznacilnejsi pojav pri bolezni [3]. Ti atipi¢ni limfociti (slika 4)
so vecji, s premerom od 15-30 um [35] in imajo obilno, prosojno citoplazmo, ki je na
zunanjem robu bazofilna [36]. Jedro je lahko ovalno, okroglo ali lobulirano in je
pomaknjeno na rob celice [8, 33]. V jedru sta 1 do 2 jedrci. Kromatin je rahlejsi ali grudast
[30]. Ob stiku atipi¢nega limfocita z drugo celico, ima citoplazma atipi¢nega limfocita na
stiku valovite robove [8]. Atipi¢ne limfocite lahko opazimo pri Stevilnih drugih obolenjih,
kot so oSpice, hepatitis, rdecke, mumps, toksoplazmoza, preobcutljivostne reakcije [1, 3],
vendar jih je pri infekeiji z EBV bistveno vec [1, 3].

Infiltrati mononuklearnih celic so v vranici in limfnih Zlezah tako intenzivni, da je
porusena njuna zgradba. Tudi ovojnica vranice je lahko infiltrirana s temi celicami, kar
vodi do krvavitve v vranico ali celo do njenega raztrganja. Limfoidno tkivo v Zrelu in
nebnicah je polno atipi¢nih limfocitov, kar lahko vidimo po oblogah odmrlega tkiva na
nabnicah. Infiltrati v jetrih se pojavijo predvsem v periportalnih poljih, arhitektura lobusov
ostane normalna. Ni znakov generalizirane parenhimske okvare [3].

Spremembe drugih celi¢nih linij so precej pogoste. Pri 60-90 % se pojavi relativna in
absolutna nevtropenija - zmanjSana koncentracija nevtrofilcev v krvi. Nevtrofilci imajo
prisotne toksi¢ne granulacije, aktivnost nevtrofilne alkalne fosfataze je zmanjSana [8].

Pogosto je nevtropenija blaga, z okoli 2,0-3.0 x 10° /L vseh granulocitov.

10



Natasa Malavasi¢: Klini¢éni pomen dolo¢anja izbranih biokemi¢nih in seroloskih markerjev pri diagnostiki infekcijske mononukleoze
Diplomska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

Slika 4: Levo zgoraj navaden limfocit , okoli trije atipi¢ni limfociti [37]

Pojavi se tudi trombocitopenija - zmanjSana Steviléna koncentracija trombocitov v krvi, pri
tretjini pacientov je v krvi prisotnih manj kot 200 x 10° trombocitov/L krvi. Redko se

pojavi huda trombocitopenija, najverjetneje zaradi perifernega uni¢enja trombocitov [1, 8].

1.3.1.2. Biokemicni kazalci

Vec kot 90 % bolnikov z infekcijsko mononukleozo ima znatno povecane vrednosti jetrnih
encimov, ki kazejo na prehodno poskodbo jeter [3, 7, 9, 12]. Funkcija jeter, ocenjevanje
nepravilnosti v delovanju jeter in celicne integritete se preverja z dolo¢anjem aktivnosti
jetrnih encimov (ALT, AST, AP, GGT) in dolofanjem koncentracije celokupnega in
direktnega bilirubina, saj ima vecina bolnikov z IM patoloske jetrne teste [3, 33]. Vrednosti
serumskih transaminaz (ALT in AST), ki kazejo na okvaro hepatocitov, so nekoliko
povecane - dva do trikrat vecje od normalne vrednosti. Povecane vrednosti ALT in AST se
pojavi pri 80 % bolnikov [7]. Holestaza jeter, ki se kaze s povecanimi vrednostmi
serumske alkalne fosfataze (AP) in bilirubina, je redka. Redko se pojavi tudi zlatenica, pri
priblizno 5,0 — 6,6 % bolnikov [7, 12].

Pri pacientih se dolo¢a tudi koncentracija serumskega CRP. CRP je beljakovina akutne
faze vnetja, ki nastaja v jetrih pod vplivom citokinov. Dolo¢anje vrednosti CRP spada med
temeljne preiskave za razlikovanje med bakterijskimi in virusnimi okuzbami, ¢eprav ne gre
za jasno mejo, ki bi natanéno razlikovala med posameznimi vrstami okuzb [33].
Koncentracija CRP se opazno poveca pri bakterijskih okuzbah, ni pa to specifi¢éno zanjo.
Pri virusnih okuzbah praviloma ni tolikSnega povec¢anja CRP [38]. Iz literature smo nasli
podatek, da je pri vrednostih CRP nad 40 mg/l malo verjetna izkljuéno samo virusna

okuzba brez prisotnosti bakterij [39].
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1.3.1.3. Heterofilna protitelesa

Heterofilna protitelesa so protitelesa razreda IgM, ki niso specifi¢no usmerjena proti EBV,
ampak imajo lastnost, da aglutinirajo zivalske eritrocite [3, 35]. Heterofilna protitelesa prav
tako niso specifi¢na izklju¢no za bolnike z IM. Nasli so jih tudi pri bolnikih z drugimi
infekcijami, malignimi in avtoimunimi boleznimi [9, 40].

Heterofilna protitelesa se v krvi pojavijo pri 85 % bolnikov z IM v prvih sedmih dneh po
nastopu simptomov (slika 3). Koncentracija v krvi postopoma naras¢a, dokler ne doseze
vrha med drugim in petim tednom bolezni. Detektiramo jih lahko Se 12 mesecev po akutni
okuzbi [10].

Heterofilna protitelesa dokazujemo s hitrim aglutinacijskim testom ali Paul-Bunnellovo
reakcijo [4]. Originalni test temelji na reakciji aglutinacije bolnikovega seruma ali plazme
z ov¢jimi ali govejimi eritrociti [6, 26]. Danes jih dokazujemo z aglutinacijo specifi¢no
obdelanih lateksnih delcev na plos€ici, kamor so naneSeni goveji eritrociti [35].
Komercialno dosegljivi monotest za dokaz heterofilnih protiteles je nekoliko bolj obcutljiv
in specificen kot klasi¢ni test aglutinacije eritrocitov [41, 42]. Monotest pa ima v
primerjavi s specifi¢nimi seroloskimi testi manjSo obcutljivost in specifi¢nost [42]. Na
voljo je vec¢ razli¢ic monotestov razli¢nih proizvajalcev.

Diagnozo IM v primeru znacilne klini¢ne slike potrdimo s pozitivnim testom na heterofilna
protitelesa [42, 43]. Vendar pa v nekaterih primerih obstaja potreba po specificnih
laboratorijskih testih, §e posebej, ko se bolezen kaze z atipi¢no klini¢no sliko in ko je test
na heterofilna protitelesa negativen [27, 41, 42]. Pri polovici obolelih otrok pod starostjo 4-
ih let heterofilnih protiteles ne moremo dokazati, saj jih ti otroci ne razvijejo [1, 9, 44, 45].
Pri odraslih pa je test negativen le v 10 % [3, 35]. Tako je lahko test na heterofilna
protitelesa lazno negativen [9]. Poleg tega pa je test na heterofilna protitelesa nekoliko
manj obcutljiv, Se posebej prvi teden bolezni [6]. Lazno negativni rezultat hitrega testa na
heterofilna protitelesa se lahko pojavi prvi teden bolezni pri ve¢ kot 25 % bolnikov, drugi
teden priblizno 5-10 % ter tretji teden bolezni samo $e pri 5 % bolnikov [6]. Pri ve¢ kot 25
% bolnikih z IM pa je heterofilnih protiteles v prvem tednu bolezni pod mejo detekcije,
zato jih z monotestom ne zaznamo [10]. V takih primerih se za potrditev primarne EBV
infekcije uporablja seroloska diagnostika. S seroloSkimi testi dokazujemo v serumu
bolnika prisotnost razli¢nih specifiénih protiteles proti EBV. Glede na znacilni vzorec

protitelesnega odziva lahko ugotovimo, v kateri fazi okuzbe je bolnik [4, 35, 41].
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1.3.2. Specifi¢ni laboratorijski testi

Ker EBV virus v gostitelju povzroc¢i specificen protitelesni imunski odziv, je virusne
okuzbe mogoce dokazovati na posreden nacin, z ugotavljanjem specificnih protiteles v
bolnikovem serumu [35]. Obstajajo tudi neposredne metode dokazovanja EBV, katere se
pri diagnostiki IM le redko kdaj uporabljajo [26]. Med neposredne metode sodijo: izolacija
EBV iz sline, osamitev virusa v celi¢ni kulturi, dokazovanje virusne DNA z verizno
reakcijo s polimerazo oziroma PCR tehnika, dokazovanje virusa v tkivih s histoloskimi
preparati in elektronsko mikroskopijo [35, 46]. Te metode se uporabljajo pri okuzbi EBV

imunsko oslabelih ljudi ter pri EBV okuzbi povezani z nastankom raka [26].

1.3.2.1. Doloc¢anje specificnih protiteles proti EBV

Zaradi dokaj pogostih lazno pozitivnih in laZzno negativnih rezultatov hitrega testa na
heterofilna protitelesa, se za dokaz okuzbe z EBV uporabljajo seroloski testi [4]. V serumu
bolnkov najpogosteje dokazujemo prisotnost protiteles razreda IgM in IgG proti VCA, EA
in EBNA antigenom, saj so le ta najbolj uporabna pri postavitvi diagnoze in pri
spremljanju bolezni [1].

Specifi¢na protitelesa proti EBV lahko dokazujemo z razli¢nimi metodami in tehnikami.
Najpogosteje se v rutinski diagnostiki uporabljajo posredna imunofluorescenéna metoda
(IFA — Indirect Immunofluorescence Assay), razli¢ne tehnike encimsko imunske metode —
sem spadajo ELISA in njej sorodni kemiluminiscen¢na metoda (CLIA) in ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay) ter metoda Western blot. [FA velja za »zlati standard« pri EBV
seroloski diagnostiki. V kliniki se najveckrat posluZzujemo encimsko-imunskih metod,

Western blot metoda pa se uporablja kot potrditveni test [27, 43, 47, 48].

Metoda posredne imunofluorescence

Metoda posredne imunofluorescence je zelo hitra, specifi¢na in obcutljiva. Ocena rezultata
je subjektivna, zato so za njeno izvajanje in predvsem vrednotenje obvezne dolgoletne
izkus$nje mikroskopiranja. Primerna je predvsem za uporabo v preiskavah, ki jih izvajamo
redko in v manj$ih serijah vzorcev [33, 48].

IFA se pogosto uporablja za detekcijo EBV specificnih protiteles prav zaradi visoke
obcutljivosti in specifi¢nosti. Zaradi intenzivnega in natancnega dela pri izvajanju metode,

dobro usposobljenih in izkuSenih izvajalcev, izvajanje analize pri manjsih serijah vzorcev
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nezmoznost avtomatizacije in standardizacije pa se v vecjih laboratorijih posluzujejo

drugih alternativnih metod [26, 47].

Encimsko-imunska metoda

Encimsko-imunska metoda na trdni podlagi (ELISA) je v virologiji danes med najboljSimi
in najbolj uporabnimi imunskimi testi. Obstajajo Stevilne razlic¢ice metode, ki izkoris¢ajo
dejstvo, da je mogoce na protitelesa vezati encim, ne da bi ta izgubil svojo aktivnost in ne
da bi protitelo izgubilo sposobnost vezave s svojim specifi¢cnim antigenom [33, 35].
Najpogosteje so protitelesa oznacena z alkalno fosfatazo, glikoza-6-P-dehidrogenazo ali
peroksidazo. Njihovi substrati so lahko kromogeni, fluorogeni ali luminiscencne spojine
[33]. ELISA ima Stevilne prednosti v primerjavi z drugimi metodami. Zaradi enostavnosti
in obcutljivosti metode je zanesljiva in primerna za presejalne preizkuse velikega Stevila
vzorcev [35, 49].

Glede na to ali v vzorcu dolo¢amo protitelesa ali antigene razdelimo ELISA metodo na:

o DIREKTNA ELISA se praviloma uporablja za dolo¢anje antigenov v vzorcu.
Sendvi¢ ELISA je zelo uporabna zaradi visokih specificnosti in obcutljivosti ter
enostavnosti. V tej razli¢ici z visoko specifi¢cnim ali monoklonskim protitelesom
prekrijemo povr$ino in ga izpostavimo antigenu iz vzorca. Na imunski kompleks vezemo
dodana oznacena in specificna humana protitelesa, ki jih po dodatku substrata
kvantitativno dolo¢imo in preko tega sklepamo na vsebnost analita v vzorcu. Lahko pa
imunskemu kompleksu najprej dodamo neoznacena sekundarna protitelesa, ki se veZejo na
antigen. Sele nato dodamo oznacena protitelesa proti sekundarnim protitelesom ter dodatek

substrata in kon¢na detekcija [49].

| =plrenye spaane spiranje ;
| A A [T
PAN ) 3
i1 S S LS | W [
na trden nosllec 3o YEZ&YA anligenoy iz T ENCimam oZnatans RO dodatkl SUbstrata
wezana monoklonska vaoroe ma prottelesa protielesa se velsjc puleCe encimska
protitelesa na anticen reakcia, troni se

obaryan produld

Slika S: Princip direktne (»sendvi¢«) ELISA metode [50]

o INDIREKTNA ELISA se uporablja za dolo¢anje protiteles v vzorcu.
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Osnove reakcije so na trden nosilec vezani antigeni, ki so lahko nativni ali rekombinantni.
V vdolbinice plos¢ice nanesemo razred¢ino bolnikovega seruma in ustrezne pozitivne in
negativne kontrolne vzorce in inkubiramo. Po inkubaciji dobro speremo nevezana ali
nespecifi¢na vezana protitelesa. V drugem koraku dodamo sekundarna (anti — humana IgG
ali IgM) z encimom oznacena protitelesa. Po inkubaciji in spiranju dodamo za encim
ustrezen substrat. Reakcijo po nekaj minutah kemi¢no ustavimo z inaktivacijo encima. Iz
koli¢ine razgrajenega barvnega substrata, ki jo izmerimo s fotometrom po koncani reakciji,
sklepamo na koli¢ino protiteles v serumu. Metoda je zelo obcutljiva in specifi¢na, primerna
za avtomatizacijo in izvajanje velikega Stevila preiskav v ve¢jih ali manjsih serijah [47, 51,
52].

Dandanes je na voljo veliko razli¢nih, Ze pripravljenih diagnosti¢nih kompletov od
razli¢nih proizvajalcev. Potek ELISA metode je prav tako avtomatiziran in prakti¢no vse
korake izvede analizator sam. V mnogih Studijah je bilo dokazano, da sta ELISA in njej

podobna (CLIA) metodi dobri alternativi [FA metodi [51, 53].

Metoda imunoblot (western blot)

Metoda western blot je splos$no sprejeta analizna tehnika s katero dokazujemo protitelesa
proti natan¢no dolofenim antigenom virusa. Virusne beljakovine najprej lo¢imo v
poliakrilamidnemu gelu z elektroforezo in jih prenesemo na nitrocelulozno membrano.
Specifi¢na protitelesa v serumu se veZejo na virusne beljakovine na membrani. Po dodatku
oznacenih sekundarnih protiteles potee encimsko-imunska reakcija, ki se kaze kot
obarvanje razli¢nih pasov na membrani. Western blot uporabljamo v seroloskih tehnikah

kot potrditveno metodo pri kriti¢nih okuzbah [35].
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2. NAMEN DELA IN PREDSTAVITEV HIPOTEZ

Infekcijska mononukleoza pri otrocih najveckrat poteka v subklini¢ni obliki s simptomi
podobnimi angini. Pri mladostnikih se okuzba z EBV kaze s tipi¢nimi simptomi in znaki
znacilni za infekcijsko mononukleozo. Diagnostika je enostavna pri znacilni klini¢ni sliki.
V rutinski diagnostiki se poleg hemograma in diferencialne krvne slike uporablja e hitri
aglutinacijski test na heterofilna protitelesa kot potrditveni test. V Stevilnih znanstvenih
¢lankih navajajo slabSo obcutljivost testa na heterofilna protitelesa pri otrocih, Se posebe;j
pri otrocih mlaj$ih od 4 let. Zato se pri zapletenih primerih bolj zanesemo na specifi¢ne
seroloske metode.

Namen naSe raziskave je bil, da opredelimo in potrdimo nekatere hematoloske, biokemicne
in seroloske markerje, na katerih temelji diagnostika infekcijske mononukleoze. S
seroloskimi testi bomo potrdili diagnostiko in opredelili potek bolezni pri preiskovancih.
Iskali bomo morebitne razlike med bolniki z in bolniki brez IM. Poleg tega bomo bolnike
razdelili glede na starost v dve skupini in iskali statisticno pomembne razlike glede na
starost in to¢nost hitrega testa na heterofilna protitelesa. Primerjali bomo tudi obcutljivost
testa na heterofilna protitelesa med skupinama ter izracunali diagnosti¢no obcutljivost in

specifi¢nost vsem izbranim markerjem.
Nase domneve so:
1. Pri vseh bolnikih z infekcijsko mononukleozo bo opazna znacilna levkocitna krvna

slika s povecano Steviléno koncentracijo levkocitov.

2. Pri znadilni diferencialni krvni sliki bolnikov z infekcijsko mononukleozo pri¢akujemo

absolutno in relativno limfocitozo.

3. Atipi¢nih limfocitov bo ve¢ kot 10 %.

4. Pri bolnikih z infekcijsko mononukleozo bodo povecane koncentracije doloc¢enih

jetrnih encimov.
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5. Koncentracija serumskega CRP pri bolnikih z infekcijsko mononukleozo ne bo

presegla 40 mg/L.

6. Pri skupini otrok pod 4 — mi leti starosti bo manjSa obcutljivost testa na heterofilna

protitelesa v primerjavi s skupino mladostnikov in odraslih nad 4 — mi leti starosti.

7. Diagnostika infekcijske mononukleoze je bolj specifi¢na s seroloskimi testi, s katerimi

dokazujemo specifi¢na protitelesa proti EBV.

8. Seroloski testi, s katerimi dokazujemo specifi¢na protitelesa proti VEB, nam sluzijo kot
pomoc¢ pri diagnostiki pri bolj kompleksnem in neznacilnem poteku bolezni. Glede
na znacilen vzorec protitelesnega odziva bomo lahko ugotovili v kateri fazi okuzbe je

bolnik, kar je pomembno pri spremljanju njegovega zdravljenja.
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3. PREISKOVANCI, MATERIALI IN METODE

3.1. PREISKOVANCI

V prospektivno raziskavo smo vkljuéili bolnike, ki so bili ali hospitalizirani (1 bolnik
sprejet v oddelek za odrase in 9 bolnikov sprejetih v otroski oddelek) ali obravnavani v
urgentni ali specialistiéni ambulanti (17 odraslih in 13 otrok) Klinike za infekcijske bolezni
in vro¢inska stanja, zaradi suma na bolezen infekcijske mononukleoze v casovnem
obdobju marec 2011 — julij 2012. Pri vseh so bile opravljene osnovne hematoloske in
biokemijske preiskave, ki se obi¢ajno dolocajo pri teh bolnikih. Poleg osnovnih preiskav,

pa smo opravili Se dodatna testiranja za namen diplomskega dela.

3.2. VZORCI

Vzorci krvi niso bili odvzeti v raziskovalne namene. Bolnikom s sumom na okuzbo z
virusom Epstein-Barr oz. infekcijsko mononukleozo so bili, poleg ostalih zahtevanih
laboratorijskih preiskav, ki se izvajajo pri bolnikih, opravljeni Se dodatni seroloski testi za

dokazovanje specifi¢nih protiteles proti EBV.

3.2.1. Kri

Vzorci krvi za hematoloske, biokemicne in seroloske preiskave so bili odvzeti na dan
sprejema bolnika v bolniSnico oz. na dan hospitalizacije.

Vzorce za hematoloske preiskave so odvzele diplomirane medicinske sestre na oddelkih ali
v specialistiéni ambulanti v sterilne vakuumske epruvete, ki vsebujejo sredstvo proti
strjevanju krvi — antikoagulant K3;EDTA, trikalijev edetat (proizvajalec Laboratorijska
tehnika Burnik, Slovenija). Vzorce krvi smo nato brez predhodne priprave uporabili za

dolocanje osnovnih hematoloskih preiskav. To je za hemogram in diferencialno krvno

sliko.

3.2.2. Serum

Vzorce za biokemicne in seroloske preiskave so diplomirane medicinske sestre odvzele v
vakuumske epruvete brez antikoagulanta z dodatkom aktivatorja koagulacije (proizvajalec
Laboratorijska tehnika Burnik, Slovenija). Za pridobitev seruma je potrebno vzorce najpre;j

centrifugirati 10 min pri 3000 vrtljajih/min. Serum je tekoca frakcija krvi, kateri so

18



Natasa Malavasi¢: Klini¢éni pomen dolo¢anja izbranih biokemi¢nih in seroloskih markerjev pri diagnostiki infekcijske mononukleoze
Diplomska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

odstranjene krvne celice, fibrin in drugi faktorji, ki so udelezeni pri procesu strjevanja krvi
oz. krajSe serum je plazma brez fibrinogena [15]. Za dolo¢anje aktivnosti jetrnih encimov,
doloc¢anje koncentracije direktnega in celokupnega bilirubina ter koncentracije CRP je bil
serum takoj uporabljen za analize. Analize biokemijskih parametrov so bile izvedene v
UKC Ljubljana KIKKB v 24 — urnem laboratoriju. Preostanek seruma smo shranili v
eppendorf epruvete v zamrzovalnik na —20 °C. Za izvedbo hitrega testa na heterofilna
protitelesa ter dolocCitev specifi¢nih seroloskih markerjev smo serum kasneje odmrznili na

sobno temperaturo.

3.3. ANALIZNE METODE

3.3.1.Hemogram z diferencialno krvno sliko na hematoloskem analizatorju

S pomoc¢jo hematoloskega analizatorja smo doloc€ili osnovne parametre levkocitne,
eritrocitne in trombocitne krvne slike: Steviléno koncentracijo levkocitov, eritrocitov in
trombocitov, masno koncentracijo hemoglobina, vrednost hematokrita, povpre¢ni volumen
eritrocita, povpre¢no koli¢ino in povprecno koncentracijo hemoglobina v eritrocitih,
heterogenost eritrocitov, povpre¢ni volumen trombocitov in njihovo heterogenost v

krvnem vzorcu. Hematoloski analizator opravi analize hitro in iz majhne koli¢ine krvi.

3.3.1.1. Instrumenti in oprema
e Hematoloski analizator Coulter HmX (Becton Coulter)

e Valj¢ni mesalec - Roller 5 (Elkom Elektromedicina)

3.3.1.2. Princip metode

Na hematoloskem analizatorju Coulter HmX poteka Stetje in ocena lastnosti krvnih celic
avtomaticno z elektriénim in opticnim nacinom detekcije, uporabljena sta Coulterjev
princip in VCS tehnologija.

Coulterjev princip je elektronska metoda za Stetje in merjenje delcev, ki poteka na principu
zaznavanja in merjenja sprememb elektriénega toka, ko delci (celice, ki so slabi
prevodniki) v prevodni teko¢ini potujejo skozi majhno odprtino v $tevni kapilari. Steviléna
koncentracija in volumen levkocitov, eritrocitov in trombocitov se dolo¢i z merjenjem
elektriénega upora, ki ga tvorijo posamezne celice v prevodni raztopini. Stevilo sprememb
upora v enoti ¢asa je sorazmerno Stevilu celic. Velikost spremembe upora je sorazmerna

velikosti oziroma posredno volumnu celic.
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VCS tehnologija je metoda, ki se uporablja za razvr$€anje levkocitov na posamezne
podvrste na podlagi elektriénih in opticnih meritev. Volumen (VOLUME) se dolo¢i po
zgoraj opisanem Coulterjevem principu. Meritev prevodnosti elektromagnetnega toka
visoke frekvence (CONDUCTIVITY) skozi celico, nam da informacije o razmerju med
jedrom in citoplazmo, gostoti jedra in zrncih v citoplazmi. Pri opti¢nih meritvah vzorec
krvi potuje v enakomernem toku skozi polje meritve, v katerega je usmerjen laserski zarek.
Na povrsini celic pride do odboja in sipanja laserske svetlobe. Jakost sipane svetlobe
(SCATTER) pod velikimi koti nam poda znacilnosti notranje zgradbe celice, pod malimi
koti pa velikost celice. S pomocjo ustrezne programske opreme pride do obdelave
podatkov in do razvrstitve levkocitov na posamezne vrste.

Koncentracijo hemoglobina dolo¢i hematoloski analizator fotometriéno (merjenje
absorbance pri 525 nm) s hemiglobincianidno metodo po hemolizi eritrocitov. Izmerjena
absorbanca je direktno proporcionalna koncentraciji hemoglobina v vzorcu krvi.

Iz izmerjenih parametrov hematoloski analizator izracuna naslednje parametre po sledecih
formulah:

VREDNOST HEMATOKRITA = §t.konc.Erc. x MCV/10

MCH = konc. HEMOGLOBINA x 10/st.konc.Erc.

MCHC = konc. HEMOGLOBINA x 100/vrednost HEMATOKRITA

3.3.1.3. Delovni postopek

Analizirali smo vzorce venske krvi odvzete po zgoraj opisanem postopku v epruveto za
zaprti odvzem krvi z dodatkom antikoagulanta kalijeve soli EDTA (vijoli¢ni zamasek).
Pred analizo smo s prostim o¢esom preverili ali vzorci vsebujejo makroskopsko vidne
strdke ter jih nato premesali na valjénem mesalcu 5 min. Analizo smo izvedli v ¢asu petih
minut ali najve¢ pol ure po odvzemu krvi na primarni nacin z avtomatskim podajalcem
vzorcev. ZamaSene premeSane vzorce smo vlozili v kasete in nato kasete vlozili v za to
namenjeno mesto v analizatorju. Temu je sledilo avtomatsko meSanje, aspiracija in

nazadnje analiza vzorcev.

3.3.2. Mikroskopska diferencialna krvna slika
Hematoloski analizatorji analizirajo poleg osnovnega hemograma tudi levkocitno
diferencialno krvno sliko. Analizatorji prepoznajo in razvrstijo samo zrele, nespremenjene

celice, vendar s posebnimi opozorili nakazejo morebitno prisotnost nezrelih ali morfolosko
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spremenjenih levkocitov. Mikroskopsko diferencialno krvno slika smo opravili pri vseh

bolnikih s sumom na infekcijsko mononukleozo. Pri vseh bolnikih je namre¢ analizator

opozoril na nepravilnosti krvnih celic. Javil je »blasts« in »variant lymphs« zaradi katerega

smo pripravili krvni razmaz za mikroskopsko diferencialno krvno sliko. Diferencialna

krvna slika nam pokaZze relativno in absolutno koncentracijo posameznih vrst levkocitov v

krvi.

3.3.2.1. Instrumenti in oprema

predmetno steklo

razmazno steklo

2 kadicki za barvanje s stojali za preparate
merilna ura

mikroskop

3.3.2.2. Reagenti

Barvilo May-Griinwald, Fluka, 1 L, kat. §t. 63590.
Barvilo je pripravljeno za uporabo in je hranjeno na sobni temperaturi, uporabno do
datuma navedenega na embalazi.

Barvilo Giemsa, Sigma, 100 mL, kat. §t. 48900.
Za barvanje krvnih razmazov razred¢imo barvilo s fosfatnim pufrom pH = 6,8; 10—
11 mL barvila Giemsa dopolnimo do 300 mL s fosfatnim pufrom (razredCitev
prilagodimo sproti potrebam vsake serije barvila in se odlo¢imo po poskusnem
barvanju).

Fosfatni pufer pH = 6,8 (0,066 mol/L) pripravimo iz dinatrijevega hidrogen fosfata
(Na,HPO,) in kalijevega dihidrogenfosfata (KH,POy,).
A raztopina Na,HPO, ...94,50g¢ Na,HPO, (Kemika) raztopimo v 1000 mL
destilirane vode.
B raztopina KH,POj......90,78g KH,PO4 (Kemika) raztopimo v 1000 mL destilirane
vode.

Raztopini A in B hranimo v hladilniku.

Delovna raztopina fosfatnega pufra: 100mL raztopine A + 100 mL raztopine B dodamo

4000 mL destilirane vode. Korigiramo pH.
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e Raztopina za ¢iS¢enje mikroskopa: 700 mL dietiletra, Fluka Chemica, dodaj 300 mL
etanola 96 %.
¢ Imerzijsko olje (Olympus), kat. §t. N267320.

3.3.2.3. Princip metode

Za kvalitativno dolo¢anje posameznih vrst levkocitov moramo narediti kvaliteten krvni
razmaz, ki ga pobarvamo po Pappenhemu z barvilom po May-Griinwaldu in razred¢enim
barvilom po Giemsi. Bazi¢na barvila (azur, metilensko modrilo) obarvajo nukleinske
kisline jedra in citoplazme, kisla barvila (eozin) pa citoplazemske beljakovine in
hemoglobin. Za razredCevanje raztopine po Giemsi uporabljamo fosfatni pufer pH 6,8.
Levkocite diferenciramo pod imerzijsko 1000 kratno povecavo, diferenciramo najmanj 100

levkocitov.

3.3.2.4. Delovni postopek

Priprava krvnega razmaza:

Za pripravo krvnega razmaza smo uporabili ¢isto, razmasceno objektno steklo. Na njegov
desni konec kanemo kapljico venske krvi. Predmetno steklo primemo s palcem in
kazalcem leve roke. S palcem in kazalcem desne roke drzimo razmazno steklo (iz posebe;j
trdega stekla z ostro brusenim robom). Rob razmaznega stekla prislonimo pod kotom 30—
40 ° tik pred krvno kapljico, zdrsimo z njim nekoliko desno, da se kri razleze ob celotnem
robu, nato pa z enakomernim pritiskom na povrsino predmetnega stekla hitro potegnemo v
levo, da dobimo tanek enakomeren sloj. Pri tem ne smemo spreminjati nagiba, hitrosti in
jakosti pritiska razmaznega stekla na povrsino. Pravilno pripravljen krvni razmaz pokriva
priblizno dve Cetrtini Sirine (v sredini) in tri Cetrtine dolZine predmetnega stekla. Ne sme
biti stopnicast, imeti mora ravne stranske robove in na koncu mora biti zaobljen. Na
obrusen rob s svinénikom napiSemo priimek in laboratorijsko $tevilko. Pustimo da se krvni

razmazi posusijo na zraku.

Barvanje krvnih razmazov:

PosuSene krvne razmaze barvamo z meSanico v metanolu raztopljenih kislih in bazi¢nih
barvil po May-Griinwald-Giemsi (MGG) s postopkom po Pappenheimu. V dveh kadickih
imamo: v prvi barvilo po May-Griinwaldu, v drugi s fosfatnim pufrom razred¢eno barvilo

po Giemsi. Objektna stekla s krvnimi razmazi zloZimo v nosilec za preparate in ga
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potopimo najprej za 5 min v May-Griinwaldovo raztopino, nato ga prestavimo v drugo
kadic¢ko in barvamo 15 min z razred¢eno raztopino po Giemsi. Razmazi morajo biti med
barvanjem popolnoma potopljeni v barvilo. Nazadnje razmaze dobro speremo s tekoco
vodo in pustimo v pokon¢nem polozaju, da se posusijo na zraku. V pravilno obarvanih
razmazih so celi¢na jedra vijolicasta, celi¢na citoplazma je modra ali roZnata, nevtrofilne
granulacije so sivovijoli¢aste, eozinofilne granulacije oranzne, bazofilne granulacije pa

temno vijolicaste.

Diferenciranje celic v krvnem razmazu:

Mikroskopiramo tako, da s 400 kratno povecavo najprej pois¢emo vidno polje in ocenimo
kakovost razmaza. Na zaobljeni del razmaza kanemo kapljico imerzijskega olja in s 1000
kratno povecavo diferenciramo levkocite na njihove vrste. Diferenciramo na tankem delu
razmaza, kjer so eritrociti enakomerno razporejeni drug poleg drugega in med njimi ni
praznih otockov ter se ne prekrivajo. Objektiv premikamo po tako imenovanem postopku
»cik-cak« od zgoraj navzdol ali od spodaj navzgor. Pozornost posvetimo tudi morebitnim
morfoloskim spremembam v citoplazmi in jedru levkocitov ter jih opiSemo. Ocenimo in

opiSemo 3e velikost, obarvanost in obliko eritrocitov ter trombocitov.

Izrazanje rezultatov:
Ruzultat diferencialne krvne slike (Stevila posameznih vrst levkocitov) izrazamo v

relativnih (%) in absolutnih koncentracijah (10°/L).

Slika 6: Mikroskop
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3.3.3. Dolocanje biokemijskih parametrov v serumu

Dolocanje biokemijskih parametrov v serumu, to je dolocanje koncentracije celokupnega
in direktnega bilirubina ter doloCanje kataliticne aktivnosti jetrnih encimov (alkalne
fosfataze, alanin-aminotransferaze, aspartat-aminotransferaze in  gama-glutamil-
transferaze), so izvedli v 24 — urnem laboratoriju z avtomatiziranim postopkom na
biokemicnem analizatorju Advia 1800 po ustaljenem protokolu. Koncentracijo CRP v
serumu pa so dolocili z avtomatiziranim postopkom na biokemi¢nem analizatorju Modular

(Roche) prav tako po ustaljenem protokolu.

3.3.4. Hitri test na heterofilna protitelesa

Clearview IM (Unipath) je hitri imunoloski kromatografski test za kvalitativno presejalno
dolocanje heterofilnih protiteles, pretezno razreda IgM, ki nastanejo pri bolnikih z
infekcijsko mononukleozo v serumu, plazmi ali polni krvi - EDTA, citratni, heparinski
(venski ali kapilarni). Pri vseh bolnikih, ki so bili narofeni na preiskavo heterofilnih
protiteles, smo isti dan iz polne venske krvi naredili hitri test. Pri bolnikih brez narocila

smo opravili test naknadno iz seruma.

3.3.4.1. Reagenti, kalibratorji, kontrole

Reagentni komplet Clearview IM (Unipath), kataloska §t.: 506815 (UNO6815) vsebuje:
e 20 pripravljenih testnih plos¢ic

e 2 mL raztopine R1 za redcenje (v kapilarni steklenicki)

Reagenti so Ze pripravljeni za uporabo.

3.3.4.2. Instrumenti in oprema

e 20 plasticnih pipet za enkratno uporabo je prilozeno v kompletu Clearview IM
(Unipath)

e merilec ¢asa
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Slika 7: Reagen¢ni komplet Clearviw IM

3.3.4.3. Princip metode

Na membrano testne plos¢ice so pritrjeni glikoproteini govejih eritrocitov. Na obmocju
ocenitve rezultata so glikoproteini govejih eritrocitov pritrjeni na modro obarvane delce
lateksa. V vzorcu prisotna heterofilna protitelesa proti virusu infekcijske mononukleoze
reagirajo z glikoproteini govejih eritrocitov in na podro¢ju ocenitve rezultata povzroc€ijo

nastanek modro obarvanega kompleksa, ki ga vidimo kot modro ¢rto.

3.3.4.4. Podajanje rezultatov:

Rezultat izrazimo z 0 (negativno) ali 1 (pozitivno).

Pojav modre navpicne ¢rte v testnem okencu (T), tudi ¢e je bleda, skupaj z navpi¢no
modro v kontrolnem okencu (C) pomeni pozitiven rezultat. Prisotnost samo navpi¢ne
modre ¢rte v kontrolnem okencu (C) pomeni negativen rezultat. Rezultat testa je
neveljaven, ¢e se v kontrolnem okencu (C) ne pojavi navpi¢na modra ¢rta ali ¢e se modra

¢rta pojavi le v obmocju T.

3.3.4.5. Validacija in zagotavljanje kakovosti
Proizvajalec navaja 95,5 % obcutljivost in 100 % specifi¢nost za vzorce polne krvi ter 98,5
% obcutljivost in 100 % specificnost za vzorce plazme ali seruma v primerjavi s

specifi¢nimi testi za dokaz okuzbe z EBV.

3.3.4.6. Delovni postopek
Testno plos¢ico smo vzeli iz zas¢itnega ovoja in jo polozili na ravno povrsino. V vzoréno
okence testne plos¢ice smo s priloZeno plastino pipeto prenesli 2 kaplji polne krvi

oziroma 4 kaplje seruma ali plazme. K vzorcu polne krvi smo takoj v vzor¢no okence
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kanili 2 kaplji reagenta R1. Rezultat analize vzorca polne krvi smo od¢itali po 15 minutah,

rezultat analize v serumu ali plazmi pa po 5 minutah.

Slika 8: Prikaz delovnega postopka izvajanja testa Clearview IM

3.3.5. Seroloski testi

3.3.5.1. Dokazovanje specificnih protiteles

Diagnosti¢ni sistem Vidas® je avtomatiziran test, ki se lahko izvaja na vseh Vidas
instrumentih. Test je namenjen kvantitativnemu dolo¢anju specificnih imunoglobulinov
proti EBV v ¢loveskem serumu. V naSem primeru smo doloc¢ali EBV VCA IgM, EBV
VCA/EA IgG in EBV EBNA IgG protitelesa. Test smo izvajali v dveh serijah.

3.3.5.1.1. EBV VCA IgM

3.3.5.1.1.1. Namen in podrocje uporabe

Kvantitativen test je namenjen za dolocanje IgM protiteles proti virusnem kapsidnem
antigenu (VCA). Prisotnost anti-VCA IgM protiteles kaze na primarno okuzbo z EBV.
Dokazemo jih v zacetni fazi bolezni. Protitelesa anti-VCA IgM so obicajno prisotna nekaj

tednov po okuzbi, nato pa izginejo.
3.3.5.1.1.2. Reagenti, kalibratoryji, kontrole

Reagencni komplet VIDAS anti-EBV VCA IgM, Bio Mérieux (kataloska Stevilka: 30 237)

vsebuje:
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Preglednica I11: Vsebnost diagnosti¢énega kompleta za kvantitativno dolo¢anje anti-EBV VCA IgM

30 EBV VCA IgM stripov STR stripi z reagenti za takoj$njo uporabo

30 EBV VCA IgM steklenih | SPR za takoj$njo uporabo, notranjost SPR je obdana =z
nastavkov SPR-jev monoklonskimi anti-humanimi IgM protitelesi

EBV VCA IgM pozitivna kontrola | C 1 ¢loveski serum z anti-VCA IgM v fosfatnem pufru pH 7,4 +
1 x 0,6 mL (raztopine) 50 g/L BSA + konzervansi

EBV negativna kontrola 1 x 0,6 | C2 fosfatni pufer pH 7,4 + BSA 50g/L + konzervansi

mL (raztopine)

EBV VCA IgM standard 1 x 1,6 | S1 ¢loveski serum z anti-VCA IgM v fosfatnem pufru pH 7,4 +
mL (raztopine) 50 g/L. BSA + konzervansi

1 MLE kartica (kartica z umeritveno | karton s podatki za kalibracijo z uporabo umeritvene krivulje

krivuljo)

Preglednica IV: Opis vsebine reagen¢nih posodic za VCA IgM

prostorcki | reagenti

1 prostor za vzorec

2 razredCitvena raztopina: fosfatni pufer + Tween 20 0,05 % pH 7,2 + 5 g/LL BSA + konzervansi
(300 pL)

3-4-5-7-8 | Pufer za spiranje: TRIS pufer + Tween 20 0,25 % pH 7,8 + konzervansi (600 puL)

6 konjugat: VCA P18 antigen oznacen z alkalno fosfatazo in fosfatni pufer pH 6,1 + proteinski
stabilizatorji + konzervansi (400 pL)

9 raztopina za razredGitev vzorca: fosfatni pufer + polisorbat 20 0,25% pH 7,2 + 5g/l BSA +
konzervansi (400 puL)

10 Kiveta za kon¢no detekcijo s substratom: 4-metil-umbeliferil fosfat (0,6 mmol/L) +
dietanolamin (0,62 mol/L ali 6,6 %, pH 9,2) + 1g/L natrijev azid (300 pL)

3.3.5.1.2. EBV VCA/EA IgG

3.3.5.1.2.1. Namen in podrocje uporabe

Test je namenjen kvantitativnemu dolocanju IgG protiteles proti virusnem kapsidnem

antigenu (VCA) in zgodnjem virusnem antigenu (EA). Protitelesa anti-VCA IgG se

pojavijo v akutni fazi bolezni takoj za anti-VCA IgM protitelesi in ostanejo v organizmu

vse zivljenje. V Casu porasta protiteles IgG proti VCA pa se pojavijo tudi protitelesa proti
EA, ki kmalu izginejo iz krvi. Tako nam prisotnost EBV VCA/EA IgG kaZe na akutno
okuzbo z EBV.
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3.3.5.1.2.2. Reagenti, kalibratorji, kontrole
Reagencni komplet VIDAS anti-EBV VCA/EA IgG, Bio Mérieux (kataloska Stevilka: 30
236) vsebuje:

Preglednica V: Vsebnost diagnosticnega kompleta za kvantitativno dolo¢anje anti-EBV VCA/EA

IgG

30 EBV VCA/EA IgG stripov STR stripi z reagenti za takoj$njo uporabo

30 EBV VCA/EA IgG steklenih | SPR za takoj$njo uporabo, notranjost SPR obdana z VCA P18 in
nastavkov SPR-jev EA P54 protitelesi

EBV VCA/EA 1IgG pozitivna | C 1 Cloveski serum z anti-VCA IgG v fosfatnem pufru pH 7,4 +
kontrola 1 x 0,6 mL (raztopine) 50 g/ BSA + konzervansi

EBV negativna kontrola 1 x 0,6 | C2 fosfatni pufer pH 7,4 + BSA 50 g/L + konzervansi

mL (raztopine)

EBV VCA/EA 1IgG standard 1 x | S1 ¢loveski serum z anti-VCA IgG v fosfatnem pufru pH 7,4 +
1,6 mL (raztopine) 50 g/L. BSA + konzervansi

1 MLE Kkartica (kartica z umeritveno | karton s podatki za kalibracijo z uporabo umeritvene krivulje

krivuljo)

Preglednica VI: Opis vsebine reagencnih posodic za VCA IgM

prostorcki reagenti

1 prostor za vzorec

2 razred¢itvena raztopina: fosfatni pufer + Tween 20 0,05 % pH 7,2 + 5 g/ BSA + konzervansi
(600uL)

3-4-5-7-8 spiralni pufer: fosfatni pufer + Tween 20 0,25 % pH 7,8 + 5g/1 BSA + konzervansi (600 pL)

6 konjugat: z alkalno fosfatazo oznacena miSja monoklonska anti-¢loveska IgG protitelesa in
fosfatni pufer pH 6,1 + proteinski stabilizatorji + konzervansi (400 uL)

9 raztopina za razredCitev vzorca: fosfatni pufer + Tween 20 0,05 % pH 7,2 + 5 g/ BSA +
konzervansi (400 uL)

10 Kiveta za konéno detekcijo s substratom: 4-metil-umbeliferil fosfat (0,6 mmol/L) +
dietanolamin (0,62 mol/L ali 6,6 %, pH 9,2) + 1 g/L natrijev azid (300 pL)

3.3.5.1.3. EBV EBNA IgG

3.3.5.1.3.1. Namen in podrocje uporabe

Test je namenjen za kvantitativno detekcijo protiteles proti jedrnemu antigenu virusa

Epstein-Barr (ang. Epstein-Barr nuclear antigen- EBNA). Protitelesa IgG proti EBNA
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narastejo nekaj tednov po akutni okuzbi, v dobi okrevanja. V krvi ostanejo v manj$i meri

prisotna vse Zivljenje. Anti-EBNA IgG protitelesa v serumu nakazujejo preteklo okuzbo z

EBV.

3.3.5.1.3.2. Reagenti, kalibratorji, kontrole
Reagencni komplet VIDAS anti-EBV EBNA IgG, Bio Mérieux (kataloSka Stevilka: 30

235) vsebuje:

Preglednica VII: Vsebnost diagnosti¢nega kompleta za kvantitativno dolo¢anje anti-EBNA IgG

30 EBV EBNA IgG stripov STR stripi z reagenti za takoj$njo uporabo

30 EBV EBNA IgG steklenih | SPR za takojsnjo uporabo, notranjost SPR obdana z EBNA-1 P72
nastavkov SPR-jev antigenom

EBV EBNA IgG pozitivna | C 1 ¢loveski serum z anti- EBNA IgG v fosfatnem pufru pH 7,4 +
kontrola 1 x 0,6 mL (raztopine) 50 g/L. BSA + konzervansi

EBV negativna kontrola 1 x 0,6 | C2 fosfatni pufer pH 7,4 + BSA 50 g/L + konzervansi

mL (raztopine)

EBV EBNA IgG standard 1 x 1,6 | S1 Cloveski serum z anti- EBNA IgG v fosfatnem pufiu pH 7,4 +

mL (raztopine)

50 g/L. BSA + konzervansi

1 MLE Kkartica (kartica z umeritveno

krivuljo)

karton s podatki za kalibracijo z uporabo umeritvene krivulje

Slika 9: Reagencni komplet za dolocanje anti-EBNA IgG
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Preglednica VII: Opis vsebine reagencnih posodic za VCA IgM

prostorcki | reagenti

1 prostor za vzorec

2 razredCitvena raztopina: fosfatni pufer + Tween 20 0,05 % pH 7,2 + 5 g/l BSA + konzervansi
(600 pL)

3-4-5-7-8 spiralni pufer: TRIS pufer + Tween 20 0,25 % pH 7,8 + 5 g/L. BSA + konzervansi (600 pL)

6 konjugat: z alkalno fosfatazo oznaena misja monoklonska anti-Cloveska IgG protitelesa in
fosfatni pufer pH 6,1 + proteinski stabilizatorji + konzervansi (400 uL)

9 raztopina za razredCitev vzorca: fosfatni pufer + Tween 20 0,05 % pH 7,2 + 5 g/L BSA +
konzervansi (400 uL)

10 Kiveta za kon¢no detekcijo s substratom: 4-metil-umbeliferil fosfat (0,6 mmol/L) +

dietanolamin (0,62 mol/L ali 6,6 %, pH 9,2) + 1 g/L. natrijev azid (300 pL)

Reagenti za izvedbo vseh treh (EBV VCA IgM, EBV VCA/EA IgG in EBNA IgG) testov

so ze pripravljeni za uporabo v reagentnem traku. Prav tako analizator avtomatsko izvede

vse navedene korake metode. Delovni postopek, princip metode, instrumenti in oprema je

enako za vse tri teste in je opisano v nadaljevanju.

3.3.4.2.4. Instrumenti in oprema

Za izvedbo testa smo potrebovali analizator VIDAS® (Bio M¢érieux) (slika 10) in ze

pripravljene reagencne komplete za dolocanje posamezne vrste protiteles. Za natan¢no

odmerjanje volumna vzorcev smo uporabili pipeto Biohit ter 100 pul. nastavke za

pipetiranje. Roke smo zas¢itili z rokavicami.

Slika 10: Analizator VIDAS
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3.3.5.1.5. Princip metode

Testi anti-EBV VCA IgM, anti-EBV VCA/EA IgG in anti-EBNA IgG temeljijo na
dvostopenjski encimsko-imunski metodi s fluorescenéno detekcijo (ELFA- Enzyme
Linked Fluorescent Assay).

Anti-EBV VCA IgM protitelesa iz vzorca se v prvem koraku vezejo z misjimi
monoklonskimi protitelesi na steklenem trdnem nosilcu (Solid Phase Receptacle-SPR®) in
z njimi tvorijo imunski kompleks. V naslednjem koraku dodamo VCA P18 antigen
konjugiran z alkalno fosfatazo. Antigen se specificno veze na anti-EBV VCA IgM
protitelesa.

Anti-EBV VCA/EA IgG protitelesa iz vzorca se v prvem koraku vezejo z VCA P18 in EA
P54 antigeni, ki obdajajo steklen trden nosilec (Solid Phase Receptacle-SPR®). Nevezane
snovi se odstranijo med spiranjem. V naslednjem koraku dodamo miSja monoklonska
protitelesa proti ¢loveskim IgG (IgG v obliki Fab') konjugirana z alkalno fosfatazo. Ta se
vezejo na protitelesa iz vzorca, ki so pritrjena na antigen, vezan na SPR.

Anti-EBNA IgG protitelesa iz vzorca se v prvem koraku vezejo z EBNA P72 antigenom,
ki obdaja notranjost steklenega trdnega nosilca (Solid Phase Receptacle-SPR®). Nevezane
snovi se odstranijo med spiranjem. V naslednjem koraku dodamo miSja monoklonska
protitelesa proti ¢loveskim IgG (IgG v obliki Fab') konjugirana z alkalno fosfatazo. Ta se

veZejo na protitelesa iz vzorca, ki so pritrjena na antigen, vezan na SPR.

Spirahje

——————

spiranje

na trdnem nosicu vezava specifiénif 7 encimam oznacens po dodatku substrata

S0 WeZani protiteles na antice protitelesa 22 veFejo na potede encimska

antigeni specifiéna protiteleza reakcia, tvori ze
obarvan procukt

Slika 11: Princip indirektne ELISA metode [50]

Zadnja faza je pri vseh treh testih enaka. Alkalna fosfataza hidrolizira dodan substrat (4-
metil-umbeliferil fosfat) v fluorescencni produkt (4-metil-umbeliferon). Fluorescenco
merimo pri 450 nm. Intenzivnost fluorescence je premosorazmerna s koncentracijo

protiteles v serumu.

31



Natasa Malavasi¢: Klini¢éni pomen dolo¢anja izbranih biokemi¢nih in seroloskih markerjev pri diagnostiki infekcijske mononukleoze
Diplomska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

3.3.5.1.6. Delovni postopek

Vzorce seruma, ki so bili shranjeni v zamrzovalniku na —20 °C, smo najmanj 30 min pred
analizo postavili na sobno temperaturo in jih tako odmrznili. Tudi vse tri diagnosti¢ne
komplete smo pred analizo vzeli iz hladilnika (hranjeni so na 2—8 °C) in jih pustili stati na
sobni temperaturi najmanj 30 min. Analize dolo¢anja EBV VCA IgM, EBV VCA/EA IgG
in EBNA IgG protiteles smo obravnavali kot samostojne analize, kljub temu da je delovni
postopek za vse tri enak.

Na zacetku smo v analizatorju izbrali katero analizo oz. katera protitelesa bomo dolocali
(EBV VCA IgM, EBV VCA/EA IgG in EBNA IgG protitelesa). Za vsak vzorec, standard
in obe kontroli smo uporabili svojo reagen¢no posodico in pripadajo¢ SPR nastavek.

Pred pipetiranjem smo standard, obe kontroli in vzorce dobro premesali. V vzorcne
odprtine na reagencni posodici smo odpipetirali 100 pl. standarda, pozitivno C1 in
negativno C2 kontrolo ter vzorce. Reagen¢ne posodice in pripadajo¢e SPR nastavke smo
vstavili v VIDAS analizator. V racunalnik analizatorja smo vnesli podatke in dolo¢ili
pozicije vseh vzorcev tako kot smo jih vstavili v analizator. Analiza se je pric¢ela s klikom
na gum Start. Najprej smo testirali standard S1 v trojniku ter pozitivno in negativno
kontrolo, Sele nato vzorce. Vsi koraki analize so bili izvedeni avtomati¢no. Rezultate smo
dobili v nekaj urah izpisane na racunalniku. Po koncani analizi smo iz analizatorja

odstranili SPR-je in reagen¢ne posodice, ki smo jih zavrgli v ko§ z bioloskimi odpadki.

3.3.5.1.7. Podajanje rezultatov

Rezultati, ki se izpiSejo na ra¢unalniku so v RFV (ang.: realtive fluorescence value) enotah.
Za vsak vzorec se meri fluorescenca v reagenéni kiveti dvakrat. Najprej se izmeri
fluorescenca pred dodatkom substrata (ozadje) in nato po dodatku substrata, ki zreagira z
encimom in dobimo fluorescen¢ni produkt. Od koncne izmerjene vrednosti se odsteje
vrednost ozadja in tako dobimo rezultat v RFV za na$ analit. Sistem VIDAS za
interpretacijo rezultatov podaja testne vrednosti TV (ang.: test value), ki se izratuna po
sledec¢i formuli:

Testna vrednost (TV) = vrednost RFV vzorca/povpre¢na vrednost RFV standarda

Glede na testno vrednost vzorcev, se rezultate analize razli¢no interpretira. Interpretacija

rezultatov je opisana v Preglednici IX in Preglednici X.
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Preglednica IX: Interpretacija rezultatov analize encimsko fluorescen¢nega imunskega testa

VIDAS EBV VCA IgM

Preglednica X: Interpretacija rezultatov analize encimsko fluorescen¢nega imunskega testa

Testna vrednost (TV) Interpretacija
<0,11 Negativna vrednost

0,12<TV <0,18 Mejna vrednost
>0,19 Pozitivna vrednost

VIDAS EBV VCA/EA IgG in EBNA IgG

Testna vrednost (TV) Interpretacija
<0,09 Negativna vrednost

0,10<TV <0,20 Mejna vrednost
>0,21 Pozitivna vrednost

3.3.5.1.8. Vrednotenje rezultatov

Diagnoza IM in dolocitev v kateri fazi okuzbe je bolnik lahko opredelimo na podlagi
rezultatov vseh treh VIDAS testov. Za vsako obdobje virusne okuzbe so znacilna
specificna protitelesa proti dolocenim virusnim antigenom. Na podlagi tega lahko

sklepamo v kateri fazi okuzbe je bolnik. Podatki so podani v Preglednici XI.

Preglednica XI: Faza okuzbe z EBV glede na rezultat vseh treh VIDAS testov — EBV VCA IgM,
EBV VCA/EA IgG in EBNA IgG

VIDAS EBV TESTI
VCA IgM VCA/EA 1gG EBNA IgG STATUS OKUZBE
- - - odsotnost specifi¢nih protiteles, ni infekcije
+ - - zgodnja faza IM, primarna infekcija 2
+ + - akutna okuzba
- + +1 pretekla okuzba
- - + izolirani EBNA IgG 2
- + - izolirani VCA/EA 1gG 2
+ + + nedolocljiv profil okuzbe 2
LEGENDA: — : odsotnost protiteles, negativen rezultat

+ : prisotnost protiteles, pozitiven rezultat
' : v redkih primerih protitelesa proti EBNA niso detektirana pri bolnikih s preteklo okuzbo

2 : potrebno ponovno testirati bolnika 1 do 2 tedna pozneje
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3.4. STATISTICNE METODE

Podatke smo statisti¢no obdelali s pomocjo statisti¢nih programov Microsoft Exel in SPSS
(ang. Statistical Package for the Social Sciences). Vsak posamezen marker smo najprej
ovrednotili z deskriptivno ali opisno statistiko. Racunali smo aritmeti¢no sredino (x),
standardno deviacijo (SD), mediano, minimum in maximum (razpon), koeficient
sploscenosti ter koeficient simetrije. RazprSenost podatkov smo prikazali s pomocjo
grafov. Testirali smo porazdelitev podatkov ter se na podlagi pridobljenih rezultatov
odlo¢ili za nadaljno statisticno obravnavo. 7 razli¢nimi statistiénimi testi smo testirali

hipoteze in na koncu povzeli zakljucke.

3.4.1. Statisti¢ni testi

Pri izraCunu statisti¢nih parametrov smo si pomagali s programom SPSS 17.0.

3.4.1.1. Testiranje normalnosti porazdelitve

Pri izboru ustrezne metode je pomemben pogoj normalna porazdelitev vrednosti
prouc¢evane spremenljivke. To smo preverili z One Sample Kolmogorov-Smirnovim
testom.

o KOLMOGOROV-SMIRNOV TEST - je neparametricen test, ki se uporablja v
primeru zveznih spremenljivk pri velikih vzorcih. Test primerja vrednosti
proucevane spremenljivke z vrednostmi normalno porazdeljene spremenljivke z
enako aritmeti¢no sredino in standardnim odklonom, kot ga ima proucevana
spremenljivka. Slabost testa je ta, da ima pri majhnih vzorcih nizko mo¢ [55].

Rezultate smo vrednotili s p vrednostjo in sicer p > 0.05, kar predstavlja 95 % verjetnost.
Glede na rezultate normalnosti porazdelitve smo se odloc¢ali za razliéne neparametri¢ne

teste za ugotavljanje korelacij med izbranimi spremenljivkami.

3.4.1.2. Neparametricni testi

Neparametri¢ne teste uporabljamo za ugotavljaneje razlik med povpre¢nimi vrednostmi
neodvisnih vzorcev za opisne spremenljivke, ki jih merimo na ordinalni skali ali za
Stevilske spremenljivke, katerih vrednosti niso normalno porazdeljene [54]. Znacilnost
neparametri¢nih testov je ta, da so bistveno manj obcutljivi kot parametri¢ni testi, vendar je

njihova uporabnost SirSa zaradi manj strogih predpostavk. Posluzujemo se jih pri manj
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zahtevnih analizah, njihova prednost pa je tudi v tem, da so uporabni za vse vrste podatkov
(kvantitativne in atributivne).

o MANN-WHITNEYEV TEST — je neparametri¢en analog parametri¢cnemu t — testu.
Uporablja se za ugotavljanje znacilnih razlik med dvema povpre¢nima vrednostma
za neodvisna vzorca. Za izracun testne statistike se uporabijo vrednosti rangov [55,
56].

o FISHERJEV EKSAKTNI TEST — se uporablja pri testiranju atributivnih podatkov
pri manjSem S$tevilu vzorcev. Temelji na izra¢unu razlike pridobljenih frekvenc
glede na pri¢akovane.

o SPEARMANOV KOEFICIENT KORELACIJE RANGOV- je neparametri¢ni
analog Paersanovega koeficienta korelacije. Prikazuje neparametri¢no stopnjo
povezanosti med spremenljivkami. Podatke je potrebno preoblikovati v range. Za
dolocanje Spearmanovega koeficienta korelacije je pomembna razlika med rangi

doloc¢ene vrednosti.

3.4.2. Obcutljivost in specificnost

Vse laboratorijske teste s katerimi diagnosticiramo infekcijsko mononukleozo smo
ovrednotili z izraCunom njihove obcutljivosti in specifi¢nosti:

OBCUTLIJIVOST testa izrazimo z razmerjem $tevila oseb s pozitivnim rezultatom testa
glede na Stevilo vseh oseb, ki so resni¢no bolne. Resni¢no bolni ljudje predstavljajo
paciente, ki imajo resni¢no pozitiven (RP) in lazno negativen (LN) rezultat testa [54—56].
Obcutljivost testa nam pove, kako pogosto je test pozitiven pri bolnikih [30].
SPECIFICNOST testa izrazimo z razmerjem Stevila oseb z negativnim rezultatom testa
glede na Stevilo vseh oseb, ki so resni¢no brez bolezni. Resni¢no zdravi ljudje so tisti, ki
imajo resni¢no negativen (RN) in lazno pozitiven (LP) rezultat testa [54—56]. Specifi¢nost

testa nam pove, kako pogosto je test negativen pri zdravih preiskovancih [30].
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MEJNA
VREDNOST
Specificnost testa Obcutljivost testa
ZDRAVI BOLNI
RN RP
| | . 1 | \_;
LN LP

Graf 1: Prikaz mejne vrednosti, specificnosti in obcutljivosti testa (RN — resni¢no negativni; LN —

lazno negativni; LP — lazno pozitivni; RP — resni¢no pozitivni).

Specifi¢nost in ob¢utljivost testa lahko spreminjamo s premikom razmejitvene vrednosti za
pozitiven rezultat. Pri tem pa moramo biti previdni, saj z vecanjem specifi¢nosti
zmanj$ujemo obcutljivost in obratno [33].

Testi z visoko obcutljivostjo so uporabni za odkrivanje bolezni, saj je Stevilo lazno
negativnih rezultatov minimalno. Pri tem pa pri¢akujemo, da bo test velikokrat pozitiven
tudi pri osebah, ki nimajo bolezni [33].

Testi z visoko specificnostjo so uporabni za potrditev dolo¢enega obolenja in dajejo
minimalno Stevilo lazno pozitivnih rezultatov. Uporabljajo se kot potrditveni diagnosti¢ni

testi [33].
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4. REZULTATI

4.1. STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV IN VREDNOTENJE
PREISKOVANE SKUPINE

Na Kliniko za infekcijske bolezni in vrodinska stanja so bili napoteni bolniki, ki so imeli
simptome povezane z neko okuzbo. Po pregledu zdravnika in osnovnih laboratorijskih
preiskavah (vsem smo opravili osnovne hematoloske preiskave z diferencialno krvno sliko
ter mikroskopsko diferencialno krvno sliko, izmerjeni so jim bili biokemic¢ni markerji v 24
— urnem laboratoriju in opravili smo hitri test na heterofilna protitelesa) smo v obdobju
marec 2011 — julij 2012 vkljucili v raziskavo 40 bolnikov s sumom na primarno okuzbo z
EBV. Med njimi je bilo 21 bolnic in 19 bolnikov, starih od 2 do 53 let. Povpre¢na starost
preiskovancev v skupini je bila 16 let. Vsem preiskovancem smo dodatno izvedli
specificne seroloske teste, s katerimi smo nekaterim diagnosticirali infekcijsko
mononukleozo, drugim ne.

Najprej smo ovrednotili celotno preiskovano skupino z izracunom deskriptivnih (opisnih)
statistik za izbrane markerje, ki so pomembni pri diagnostiki infekcijske mononukleoze. 1z
preglednice XII lahko razberemo glavne statisticne znacilnosti posameznih parametrov
(spremenljivk), in sicer: povpreéno vrednost (mean), standardno deviacijo, mediano,
najnizjo (minimum) in najvi§jo (maximum) vrednost ter koeficienta sploScenosti in

asimetri¢nosti.

Preglednica XII: Rezultati deskriptivne statistike posameznih parametrov

Povp. Stand. Koeficient Koeficient
St. ... | Mediana | Minimum | Maksimum . . . .
vrednost | deviacija splos€enosti | asimetri¢nosti
St. konc. levkocitov
5 40 | 13,14 5,5566 11,8 5,6 31,6 2,397 1,436
10°/L
St. konc. limfocitov 10”/L | 40 | 4,628 2,9361 3,65 1,3 13,3 1,685 1,493
Limfociti % 40 | 34,75 | 12,6263 33,56 12 65 -0,166 0,352
St. konc. monocitov
5 40 | 0,8075 | 0,58677 0,7 0,1 26 2,242 1,506
10°/L
Monociti % 40 6,35 3,4235 6 1 13 -1,119 0,129
St. konc. eozinofilcev
1%L 40 0,12 0,1814 0 0 0,8 4,909 2,099
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Eozinofilci % 40 0,975 1,5273 0 0 7 6,127 2,317
St. konc. bazofilcev
9 40 0,028 0,0554 0 0 0,2 3,042 1,949
10°/L
Bazofilci % 40 0,25 0,4935 0 0 2 2,819 1,852
St. konc. nevtrofilcev
5 40 3,735 1,6195 3,5 1.1 7,8 -0,39 0,491
10°/L
Neuvtrofilci % 40 30,55 11,7712 29,5 5 54 -0,431 0,149
St. konc. atipiénih
S . 40| 358 | 24145 | 3,05 0,9 11 2,424 1,514
limfocitov 10°/L
Atipi¢ni limfociti % 40 25,55 8,8548 26 13 54 1,169 0,809
St. konc. plazma celic
9 40 0,195 0,398 0,1 0 2,3 20,662 4,214
10°/L
Plazma celice% 40 1,575 2,7725 1 0 14 11,286 3,225
CEL.BILIRUBIN (umol/L) | 40 14,87 14,3819 10 3,8 71 7,023 2,577
DIR.BILIRUBIN (umol/L) | 40 8,318 11,7873 4 1,7 60 11,178 3,241
AP (ukat/L) 40 | 3,7475 | 2,62342 | 2,835 1,26 12,85 3,486 1,773
AST (upkat/L) 40 | 2,3823 2,5921 1,49 0,33 14,06 9,997 2,798
ALT (ukat/L) 40 | 3,2945 | 3,44203 1,83 0,37 14,91 3,435 1,861
y-GT (pkat/L) 40 | 1,9905 | 2,05764 1,355 0,17 9,26 3,305 1,767

Ze iz samih povpre¢nih vrednostih je razvidno, da so nekateri parametri (Steviléna
koncentracija levkocitov, limfocitov in atipiénih limfocitov) znadilno vecji od zgornje
referen¢ne vrednosti (referen¢ne vrednosti za vsak parameter so navedene v Prilogah 2, 3,
41in 5).

Glede na referencne zgornje in spodnje mejne vrednosti, ki so predpisane za zdravega
Clovega, smo za vsak posamezen parameter izracunali koliko preiskovancev je imelo
doloceno vrednost povi$ano, zniZzano ali normalno.

Osnovne hematoloske preiskave so pri vecini preiskovancev pokazale znacilno levkocitno
krvno sliko za infekcijsko mononukleozo. Povpre¢na Steviléna koncentracija levkocitov pri
preiskovani skupini bolnikov je bila 13,1 x 10°/L, med njimi je bilo 75 % (30/40)
preiskovancev s povecanim S$tevilom levkocitov v krvi in 25 % (10/40) bolnikov z
normalno vrednostjo Stevila levkocitov v krvi. Analizator je pri vseh preiskovancih javil
atipi¢ne in razli¢ne oblike limfocitov. 75 % (30/40) bolnikov je imelo povecano absolutno
in relativno Stevilo vseh limfocitov (normalnih in atipi¢nih limfocitov), pri 25 % (10/40)
bolnikov je vrednost znotraj referen¢nih, normalnih vrednosti. Povprec¢no absolutna
koncentracija atipi¢nih limfocitov v krvi med preiskovanci je bila 3,6 x 10°/L, to je 43,9 %
od vseh limfocitov. Pri 62,5 % (25/40) bolnikov so bile v krvi prisotne plazmatke, katerih

povpre¢na absolutna koncentracija je bila 0,2 x 10°/L ter povpre¢no relativno Stevilo 1,6
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%. Absolutna koncentracija monocitov je bila povecana pri 25 % bolnikov (10/40),
relativna koncentracija pa pri 15 % (6/40). Relativno koncentracijo nevtrofilcev ima 90 %
(36/40) bolnikov znotraj referenénih, normalnih vrednosti, 3 bolniki imajo rahlo
zmanj$ano, 1 bolnik pa rahlo povecano relativno koncentracijo nevtrofilcev. Zaradi
celokupno povecane Steviléne koncentracije levkocitov, ima kar 77,5 % (31/40) bolnikov
zmanj$ano absolutno koncentracijo nevtrofilcev na racun povecanega Stevila limfocitov.
Absolutno in relativno $tevilo eozinofilcev in bazofilcev je pri vseh bolnikih znotraj
normalnih vrednosti, z razliko enega pacienta, ki ima rahlo povi$ano absolutno in relativno
Stevilo eozinofilcev.

Biokemiéni parametri, ki so jih doloc¢ali v serumu so: koncentracija celokupnega in
direktnega bilirubina, aktivnosti jetrnih encimov (AP, ALT, AST, GGT) ter koncentracija
CRP. Povpre¢na koncentracija celokupnega bilirubina v serumu preiskovane skupine je
znaSala 14,9 pmol/L. Samo 20 % (8/40) bolnikov je imelo povefano koncentracijo
celokupnega bilirubina, ostali so imeli koncentracijo znotraj orientacijskih referen¢nih
vrednosti. Za direktni bilirubin smo izracunali povpre¢no koncentracijo, ki je 8,3 pmol/L.
Od tega je imelo povecano koncentracijo nekoliko ve¢ bolnikov, to je 32,5 % (13/40),
ostali so imeli koncentracijo direktnega bilirubina do 5 pmol/L, kar je znotraj
orientacijskih referen¢nih vrednosti. Povecano aktivnost AP smo dolo¢ili pri 70 % (28/40)
bolnikov, v povprecju je vrednost aktivnosti AP 3,75 pkat/L, kar je vi§je od referen¢nih
vrednosti tako za moske kot za Zenske. Le 10 % (4/40) bolnikov je imelo normalno
aktivnost AST, vrednosti vseh ostalih 90 % (36/40) bolnikov so bile povecane. Prav tako je
vecina bolnikov, 87,5 % (35/40), imela povecano aktivnost ALT in le 12,5 % (5/40)
normalno. Aktivnost GGT je bila povecana pri 62,5 % (25/40) bolnikov, ostali 37,5 %
(15/40) so imeli vrednosti znotraj referen¢nih vrednosti. Le 10 % (4/40) bolnikov je imelo
koncentracijo CRP pod 5 mg/L, ki velja za referencno mejo. Pri 90 % (36/40) bolnikov je
bila koncentracija CRP povecana. Glede na mejo 40 mg/L, ki locuje virusno okuzbo od
bakterijske [39], pa je 67,5 % (27/40) bolnikov takih, ki so imeli koncentracijo CRP
manj$o od 40 mg/L, ostali bolniki so imeli ve¢jo koncentracijo CRP.

Vse vrednosti izbranih parametrov smo predstavili tudi grafi¢no, in sicer s kvartilnim
diagramom (ang. Box plot). 1z take grafi¢ne predstavitve je razvidno v kakSnem razponu
oziroma kako se porazdeljujejo podatki v preiskovani skupini. Poleg tega pa lahko iz
diagramov razberemo ali je v skupini prisotna »osamela« vrednost, ki izstopa. V grafi¢ni

predstavitvi Box plot osrednja odebeljena ¢rta oznac¢uje mediano, robovi okvirja oznacujejo
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spodnji in zgornji kvartil (Q1 in Q4), ro¢aj okvirja pa predstavljajo najnizjo in najvisjo
ekstremno vrednost. Katerakoli vrednost, ki je vi§ja oziroma nizja od rocajev okvirja
predstavlja osamelo vrednost ali osamelec.

Od vseh predstavljenih grafov (grafi so predstavljeni v Prilogi 6) le §tevil¢na in relativna
koncentracija nevtrofilcev, ter relativna koncentracija atipi¢nih limfocitov v krvi ne
vsebujejo osamele vrednosti, pri vseh ostalih parametrih pa jih je prisotnih kar nekaj.
Zaradi tako visoke razpr$enosti podatkov, tako majhnega Stevila preiskovancev v skupini
in glede na vrednosti koeficientov sploS¢enosti in asimetrinosti ter Kkasneje
predstavljenega testa normalnosti porazdelitve smo se odlocili, da bomo kljub velikemu
Stevilu osamelcev pri posameznih parametrih, upoStevali vse pridobljene Steviléne
vrednosti. Glede na nenormalne porazdelitve podatkov pri vseh parametrih pa smo se
posluzili neparametri¢nih testov za statisti¢no testiranje razli¢nih hipotez.

Vsem bolnikom smo izvedli hitri test na heterofilna protitelesa, ki nam poda kvalitativno
oceno prisotnosti oziroma odsotnosti heterofilnih protiteles razreda IgM. Pri 14-ih (35 %)
bolnikih s sumom na akutno okuzbo z EBV je bil test negativen, kar pomeni, da pri teh
bolnikih nismo nasli dovolj velike koli¢ine heteroflnih protiteles, ki bi jih test zazanal.
Ostalih 65 % (26/40) preiskovanih je bilo pozitivnih. Rezultati hitrega testa so
predstavljeni v spodnji tabeli (Preglednica XIII).

Vsem bolnikom v preiskovani skupini smo opravili Se specificne seroloske teste. V serumu
smo kvantitativno dolo¢ili prisotnost specifi¢nih protiteles proti virusnim antigenom, ki so:
anti-VCA IgM, anti-VCA/EA IgG in anti EBNA IgG. Rezultate testa smo vrednotili s
pozitivno, negativno in mejno vrednostjo. Rezultati so predstavljeni v spodnji tabeli
(Preglednica XIII). Na podlagi rezultatov vseh treh testov, smo dolo¢ili bolnikov status
okuzbe, ki je prav tako opisan v omenjeni tabeli. Izmed vseh preiskovancev je bilo 6
bolnikov (15 %) takih, ki so imeli test na anti-VCA IgM protitelesa negativen, le 1 bolnik
je imel mejno vrednost, vsi ostali 82,5 % (33/10) pa so bili pozitivni. Pri analizi protiteles
IgG proti VCA/EA je bilo prav tako 6 (15 %) bolnikov negativnih, 3 bolniki z mejnimi
vrednostmi, ostalih 77,5 % (31/40) bolnikov pa je imelo pozitiven test. Test anti-EBNA
IgG nam je pokazal 10 % (4/40) bolnikov s pozitivno vrednostjo testa, 1 bolnik je imel
vrednost protiteles na meji, pri ostalih 72,5 % (29/40) bolnikih je bil test negativen.
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Preglednica XII: Predstavitev rezultatov hitrega testa in seroloskih testov ter njihova interpretacija

HITRI INTERPRETACIJA
PACIENT VCA IgM | VCA/EA IgG | EBNA IgG
TEST REZULTATOV

1 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
2 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
3 POZ POZ NEG NEG zgodnja faza akutne IM

4 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
5 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
6 POZ na meji POZ POZ pretekla okuzba

7 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
8 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
9 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
10 POZ POZ na meji NEG zgodnja faza akutne IM

11 POZ POZ POz NEG akutna IM/primarna infekcija
12 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
13 POZ POZ na meji NEG zgodnja faza akutne IM

14 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
15 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
16 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
17 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
18 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
19 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
20 NEG NEG POZ POZ pretekla okuzba
21 NEG POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
22 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
23 NEG POZ na meji NEG zgodnja faza akutne IM
24 NEG POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
25 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
26 NEG NEG POZ POZ pretekla okuzba
27 NEG POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
28 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
29 NEG NEG NEG na meji pretekla okuzba
30 POZ POZ POz NEG akutna IM/primarna infekcija
31 NEG POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
32 NEG NEG NEG NEG NI EBV INFEKCIJE
33 POZ POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
34 NEG NEG NEG NEG NI EBV INFEKCIJE
35 POZ POZ POZ POZ pretekla okuzba s ponovnim izbruhom
36 NEG NEG NEG NEG NI EBV INFEKCIJE
37 NEG POZ NEG NEG zgodnja faza akutne IM
38 POZ POZ poz NEG akutna IM/primarna infekcija
39 NEG POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija
40 NEG POZ POZ NEG akutna IM/primarna infekcija

Od vseh 40-ih bolnikov s sumom na EBV okuzbo je imelo 12,5 % (5/40) bolnikov

ugotovljeno zgodno fazo akutne IM. Pri teh bolnikih so bila v serumu prisotna le anti-VCA
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IgM protitelesa. 67,5 % (27/40) bolnikov je imelo diagnosticirano primarno EBV infekcijo
oziroma akutno IM, saj so imela v serumu prisotna protitelesa proti VCA IgM ter
protitelesa proti VCA/EA IgG. Pri 10 % (4/40) bolnikov smo v serumu dolo¢ili anti-EBNA
IgG ter pri nekaterih tudi anti-VCA/EA IgG protitelesa, kar nam nakazuje preteklo okuzbo.
1 bolnik je imel vse tri vrste doloCanih protiteles pozitivne. Pri tem bolniku nam
protitelesni odziv nakazuje preteklo okuzbo s ponovnim izbruhom. Trije bolniki so bili
negativni na vse tri vrste dolo¢anih protiteles, kar je pokazatelj, da pri njih ni prislo do
infekcije z EBV.

Na podlagi specifi¢ne seroloske diagnostike smo 33-im (82,5 %) preiskovancem potrdili
bolezen IM in jim natan¢no opredelili stopnjo okuzbe. 7-im (17,5 %) preiskovancem pa na
podlagi seroloske diagnostike nismo dokazali infekcijske mononukleoze, oziroma je bila

bolezen prisotna v preteklosti.

4.2. TEST NORMALNOSTI PORAZDELITVE PODATKOV

S Kolmogorov-Smirnovim testom smo ugotavljali normalnost porazdelitve posameznih
parametrov v preiskovani skupini. Pri testiranju smo ugotavljali statistiéno znacilnost
razlik med porazdelitvijo vrednosti parametrov in normalno porazdelitvijo. Nicelna
hipoteza pravi, da ni signifikantne razlike med porazdelitvama in se parameter porazdeljuje
normalno. Alternativna hipoteza pa temu nasprotuje. Pri testiranju smo upostevali stopnjo
tveganja o = 0.05. Vrednost p je bila v vseh primerih manj$a od a (preglednica XIV).
Nicelno hipotezo smo zavrnile ter sprejeli alternativno hipotezo, ki pravi, da vrednosti

parametrov niso normalno razporejene.

Preglednica XIV: Rezultati testov normalnosti porazdelitve parametrov

Test of Normality
Kolmogorov-Smirnova
Statistic df p
§t.konc.levkocitov % 0,203 40 0,000
Limfociti 10°/L 0,258 40 0,000
Limfociti % 0,167 40 0,007
Monociti 10°/L 0,184 40 0,002
Monociti % 0,106 40 0,200
Eozinofilci 10°/L 0,271 40 0,000
Eozinofilci % 0,268 40 0,000
Bazofilci 10°/L 0,465 40 0,000
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Bazofilci % 0,469 40 0,000
Nevtrofilci 10°/L 0,128 40 0,100
Nevtrofilci % 0,069 40 0,200
Atipicni limfociti 10°/L 0,147 40 0,029
Atipicni limfociti % 0,133 40 0,073
Plazma celice 10°/L 0,320 40 0,000
Plazma celice% 0,339 40 0,000
CEL.BILIRUBIN (umol/L) 0,279 40 0,000
DIR.BILIRUBIN (umol/L) 0,303 40 0,000
AP (ukat/L) 0,175 40 0,003

AST (pkat/L) 0,243 40 0,000

ALT (pkat/L) 0,199 40 0,000

y-GT (ukat/L) 0,189 40 0,001
S-CRP (mg/L) 0,158 40 0,015

4.3. UGOTAVLJANJE RAZLIK PARAMETROV MED SKUPINO BOLNIKOV Z
INFEKCIJSKO MONONUKLEOZO IN SKUPINO BOLNIKOV BREZ
INFEKCIJSKE MOONONUKLEOZE

Poskusali smo ugotoviti ali se kaze statisticno znacilna razlika v katerem od parametrov
med skupino bolnikov z infekcijsko mononukleozo in bolnikov brez nje. Zaradi
nenormalnih porazdelitev numeri¢nih podatkov, smo uporabili Mann-Whitney-jev test, ki
je neparametricen analog testu-t (55).

Pri izvedbi Mann — Whitney—jevega testa je potrebno Steviléne spremenljivke pretvoriti v
range, tako da se najmanjsi vrednosti pripiSe rang 1, naslednji najmanjsi rang 2 in tako
naprej. Povpre¢ni rang za posamezen vzorec izracunamo tako, da vsoto rangov delimo z
velikostjo vzorca (N). Primerjamo povprecno vrednost rangov med obema skupinama.
Zanima nas ali je razlika v povprecni vrednosti rangov s 5 % stopnjo tveganja statisticno
znacilana ali ne. Nic¢elna hipoteza pravi, da vzorca prihajata iz iste populacije. Alternativna
hipoteza temu nasprotuje. Pri vrednostih p > 0,05 zavrZzemo alternativno hipotezo in
sprejmemo nicelno hipotezo (54)

Preglednica XV nam prikazuje rezultate Mann — Whitney—jevega testa. Pri vecini od
izbranih parametrov, ki so zan¢ilni za infekcijsko mononukleozo, lahko potrdimo nic¢elno
hipotezo. Pri koncentaciji eozinofilcev, nevtrofilcev in vrednosti direktnega bilirubina pa
lahko s 5 % stopnjo tveganja trdimo, da obstaja statisti¢no znacilna razlika med skupino
bolnikov z IM ter bolnikov brez IM. Bolj natan¢no lahko re¢emo, da imajo bolniki z IM

statisticno znacilno niZje vrednosti koncentracije in Stevila eozinofilcev v krvi kot skupina
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bolnikov brez IM (p = 0,004 in p = 0,006). Prav tako lahko na podlagi Mann — Whitney—
jeve statistike trdimo, da imajo bolniki z IM statisticno znacilno vi§je vrednosti
koncentracije direktnega bilirubina (p = 0,025), vrednosti koncentracije nevtrofilcev v krvi

(p = 0,014) ter vrednosti koncentracije celotnega bilirubina (p = 0,056 — mejna vrednost)

kot bolniki brez IM.

Preglednica XV: Rezultati Mann-Whitneyeve statistike

Report
nima IM ima IM Mann-
n . | Whitney
povprecni povprecni p
N Mean | Median N | Mean |Median u
rang rane statistika
St.levkocitov % 7| 12,114 11,3 19,29 | 33| 13,358 11,8 20,76 107 0,762
Limfociti 107/L 7 5,257 4 24|33 4,494 3,6 19,76 91 0,383
Limfociti % 7| 42,143 39 26 33| 33,182 32 19,33 77 0,170
Monociti 109/L 7| 0,8143 0,6 19,21 33| 0,8061 0,7 20,77 106,5 0,748
Monociti % 7 6,429 7 21,14 | 33 6,333 6 20,36 111 0,872
Eozinofilci 10°/L 7 0,329 0,3 31,07 | 33 0,076 0 18,26 41,5 0,004
Eozinofilci % 7 2,714 2 30,57 | 33 0,606 0 18,36 45 0,006
Bazofilci 109/L 7 0,029 0 21,43 (33 0,027 0 20,3 109 0,750
Bazofilci % 7 0,286 0 21,57 |33 0,242 0 20,27 108 0,713
Nevtrofilci 10°/L 7 2,371 2,4 10,64 | 33 4,024 3,9 22,59 46,5 0,014
Nevtrofilci % 7 22 26 13 33| 32,364 30 22,09 63 0,062
Atipicni limfociti 109/L 7 3 3,1 18,36 | 33 3,703 3 20,95 100,5 0,593
Atipicni limfociti % 7| 24,143 26 19,07 | 33| 25,848 26 20,8 105,5 0,721
Plazma celicelOg/L 7 0,3 0,1 24,71 | 33 0,173 0,1 19,61 86 0,271
Plazma celice% 7 2,286 1 24,71 | 33 1,424 1 19,61 86 0,268
CEL.BILIRUBIN (umol/L) 7 9,257 8 12,86 |33 | 16,061 10 22,12 62 0,056
DIR.BILIRUBIN (umol/L) 7 3,386 3 11,64 |33 9,364 4 22,38 53,5 0,025
AP (pkat/L) 7| 2,5771 2,67 15,29 |33 | 3,9958 2,91 21,61 79 0,194
AST (pkat/L) 7| 1,5829 1,44 17,86 33| 2,5518 1,52 21,06 97 0,510
ALT (ukat/L) 7| 2,4843 1,1 15,79 | 33| 3,4664 2,11 21,5 82,5 0,240
y-GT (ukat/L) 7| 0,9086 0,51 13,86 | 33 2,22 1,58 21,91 69 0,098
S-CRP (mg/L) 7| 26,1429 12 17,14 |32 33,9375 24,5 20,63 92 0,464

4.4. POVEZANOST HITREGA TESTA S STAROSTJO
Namen diplomske naloge je med drugimi bil tudi ta, da preverimo povezanost dveh

nominalnih spremenljivk, in sicer natanc¢nost hitrega testa v odvisnosti od starosti
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preiskovancev z infekcijsko mononukleozo. Zaradi podatkov iz literature [1, 9, 44, 45], da
je hitri test manj zanesljiv pri otrocih do 4-ega leta starosti , smo najprej testirali omenjeno
hipotezo. Ker pa smo pri naSem vzorcu preiskovanih imeli le dva otroka, ki sta stara do 4-
ih let, in se je Se pri enem na podlagi specifi¢nih seroloskih testov izkazalo, da nima
infekcijske mononukleoze, smo se odlocili, da bomo testirali povezanost natan¢nosti
hitrega testa glede na starost otrok do 12-ega leta, ter mladostnikov in odraslih od 12-ega
leta naprej. Starostno mejo 12-ih let smo prav tako zasledili v literaturi [6].

Pri testiranju smo uporabili Fisherjev eksaktni test. Najprej smo s pomocjo kontingenéne
2X2 tabele (preglednica XVI) prikazali dejanske frekven¢ne vrednosti. Pri tem smo
bolnike z IM razdelili glede na rezultate hitrega testa (pozitiven — 1, negativen — 0) ter
glede na starost (do in nad 4 let). Postavili smo nicelno hipotezo, da je hitri test manj
zanesljiv pri bolnikih do Cetrtega leta starosti. Alternativna hipoteza temu nasprotuje in

pravi, da hitri test ni manj zanesljiv pri bolnikih do Cetrtega leta starosti.

Preglednica XVI: Prikaz kontingencne tabele: zanesljivost hitrega testa * starost (mejna vrednost

4 leta)
Starost
Vsota
do 4 leta nad 4 let
Stevilo 1 7 8
% Starost 100,00% 21,90% 24,20 %
HITRI TEST _
Stevilo 0 25 25
% Starost 0,00% 78,10% 75,80 %
Stevilo 1 32 33
Vsota
% Starost 100,00% 100,00% 100,00 %

Ze iz preglednice XVI je razvidno, da je v nasi skupini bolnikov le en v starosti do 4 leta
imel okuzbo in jo je hitri test tudi zaznal. Pri bolnikih nad 4 letom starosti je hitri test
zaznal 78,1 % bolnikov z IM, pri 21,9 % bolnikih ni zaznal bolezni, kljub potrjeni
diagnozi. Zaradi premajhnega Stevila preiskovancev pod 4 letom starosti nam Fisherjev
eksaktni test (Preglednica XVII) ne da relevantnih rezultatov. Z dovolj veliko gotovostjo (p
= 0,242) ne moremo potrditi povezanosti med to¢nostjo hitrega testa in starostjo bolnikov z
IM. ZavrZemo nicelno hipotezo in sprejmemo alternativno. Testa Chi — kvadrat ne moremo
uporabiti, saj ima ve¢ kot ena celica s pricakovano frekven¢no vrednostjo manj kot pet

enot.
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Preglednica XVII: Rezultati Fisher-jevega eksaktnega testa

Asymp. Sig. (2-

Exact Sig. (2-

Exact Sig. (1-

Value df
sided) sided) sided)
Pearsonov Hi-kvadrat | 3,223(b) 1 0,073
Popravek (a) 0,373 1 0,542
Verjetnostno razmerje | 2,934 1 0,087
Fisherjev eksaktni test 0,242 0,242
Linear-by-Linear
Association 3,125 1 0,077
N 33

a) izracunana za kontingenc¢no tabelo 2X2

b) 2 celici (50,0%) imata pri¢akovane vrednosti manj$e od 5. Najmanj3a pri¢akovana vrednost je 0,24.

Na enak nac¢in smo bolnike z IM primerjali glede na starost do ali nad 12 let ter pozitivnim

(1) ali negativnim (0) rezultatom hitrega testa. Iz preglednice XVIII je razvidno, da je v

starosti do 12 let hitri test zaznal 58,3 % bolnikov, v starosti nad 12 let pa 85,7 % bolnikov.

Preglednica XVIII: Prikaz kontingenéne tabele: zanesljivost hitrega testa * starost (mejna

vrednost 12 let)

Starost
Vsota
do 12 let nad 12 let
Stevilo 5 3 8
0
% Starost 41,70% 14,30% 24,20%
HITRI TEST _
Stevilo 7 18 25
1
% Starost 58,30% 85,70% 75,80%
Stevilo 12 21 33
Vsota
% Starost 100,00% 100,00% 100,00%

Rezultat Fisherjevega eksaktnega testa nam podaja preglednica XIX. Povezanost med

to¢nostjo hitrega testa in starostjo se nekoliko nakazuje, vendar je na podlagi Fisherjevega

eksaktnega testa ne moremo z dovolj veliko gotovostjo potrditi (p = 0,106).
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Preglednica XIX: Rezultati Fisher-jevega eksaktnega testa

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Vrednost df
sided) sided) sided)
Pearsonov Hi-
kvadrat 3,117(b) 1 0,077
Popravek (a) 1,805 1 0,179
Verjetnostno
razmerje 3,029 1 0,082
Fisherjev eksaktni
test 0,106 0,091
Linear-by-Linear
Association 3,023 1 0,082
N 33

a) izraCunana za kontingencno tabelo 2X2

b) 1 celica(25,0%) ima pricakovane vrednosti manjse od 5. Najmanjsa pricakovana vrednost je 2,91.

Tudi tukaj testa Chi — kvadrat ne moremo uporabiti zaradi ene celice, ki ima pri¢akovano

frekven¢no vrednostjo man;j kot pet enot.

4.5. KORELACIJA MED PARAMETRI

Korelacijska analiza nam opredeljuje mo¢ povezave med dvema ali ve¢ spremenljivkami.
Za ovrednotenje povezave med spremenljivkami smo se zaradi nenormalnih distribucij
posluzili Spearmanovega korelacijskega koeficienta. 7 izr€uni Spearmanovega
korelacijskega koeficienta smo poskusali ugotoviti kaksna je povezava med posameznimi
spremenljivkami in katere od spremenljivk so najbolj povezane. Obmoc¢je vrednosti
koeficienta sega od — 1 do + 1. Vi$je absolutne vrednosti pomenijo visjo stopnjo linearne
povezave. Vrednost — 1 predstavlja popolno negativno povezanost med spremenljivkama,
kar pomeni, da se vrednosti ene spremenljivke zmanj$ujejo z veCanjem vrednosti druge
spremenljivke. Obratno, pa vrednost + 1 predstavlja popolno pozitivnho povezanost med
premenljivkama, kar pomeni, da z naras¢anjem vrednosti ene spremenljivke naras¢a tudi
druga spremenljivka. Vrednost Spearmanovega korelacijskega koeficienta 0 oznacuje
nicelni vpliv ene spremenljivke na drugo.

V Prilogi 7 so predstavljene vrednosti Spearmanovega korelacijskega koeficienta med

posameznimi parametri. Ni¢elna hipoteza pravi, da je korelacija nesignifikantna (ro = 0).
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In v primeru p < 0,05 nic¢elno hipotezo zavrnemo in sprejmemo alternativno, ki nicelni
hipotezi nasprotuje.

V naSem primeru smo ugotovili, da obstaja signifikantna povezava med Steviléno
koncentracijo levkocitov in limfocitov, Stevilom in delezem nevtrofilcev, Stevilom
atipi¢nih limfocitov ter koncentracijo direktnega bilirubina. In sicer s povecanjem Stevila
levkocitov se povecuje Stevilo limfocitov (ro = 0,658, p = 0,000) prav tako se povecuje
Stevilo nevtrofilcev (ro = 0,582, p = 0,000), Stevilo atipi¢nih limfocitov (ro = 0,584, p =
0,000) ter koncentracija direktnega bilirubina (ro = 0,385, p = 0,027). Delez nevtrofilcev

pa se s povecanjem Stevila levkocitov zmanjsuje (ro = — 0,385, p = 0,027).

4.6. DIAGNOSTICNA OBCUTLJIVOST IN SPECIFICNOST

Na podlagi specificne seroloske diagnostike smo parametrom, ki so pomembni pri
diagnostiki IM, izracunali njihovo obcutljivost in specifi¢nost po formuli:

Diagnosticna obcutljivost [%6] = RP x 100/ (RP + LN)

Diagnosticna specificnost [%] = RN % 100/ (LP + RN)

Izra¢unane vrednosti obcutljivosti in specifi¢nosti posameznega paramatra so predstavljene

v Preglednici XX.

Preglednica XX: Obcutljivost in specifi¢nost parametrov

PARAMETER OBCUTLIJIVOST (%) SPECIFICNOST (%)
ST. LEVKOCITOV 75,76 28,57
5 Absolutna koncentracija 72,73 14,29
ST. LIMFOCITOV
Relativna koncentracija 69,70 0,00
ST. ATIPICNIH Absolutna koncentracija 100 0,00
LIMFOCITOV (ve¢ kot
Relativna koncentracija 100 0,00
10 %)
. Absolutna koncentracija 27,27 85,71
ST. MONOCITOV
Relativna koncentracija 15,15 85,71
. Absolutna koncentracija 6,06 71,43
ST. NEVTROFILCEV
Relativna koncentracija 72,73 0,00
KONC. CELOTNEGA BILIRUBINA 21,21 85,71
KONC. DIREKTNEGA BILIRUBINA 36,36 85,71

48




Natasa Malavasi¢: Klini¢éni pomen dolo¢anja izbranih biokemi¢nih in seroloskih markerjev pri diagnostiki infekcijske mononukleoze
Diplomska naloga, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo

AKTIVNOST AP 72,72 42,86
AKTIVNOST AST 87,88 0,00
AKTIVNOST ALT 90,91 28,57
AKTIVNOST GGT 66,67 57,14

KONC. CRP 69,70 42,86

Tudi rezultate hitrega testa na heterofilna protitelesa smo ovrednotili glede na njegovo

obcutljivost in specifi¢nost.

Preglednica XXI: Obcutljivost in specifi¢nost hitrega testa

PARAMETER OBCUTLIIVOST (%) SPECIFICNOST (%)
HITRI TEST NA HETEROFILNA
75,76 85,71
PROTITELESA

Glede na podatke pridobljene iz literature, da je hitri test na heterofilna protitelesa manj
obcutljiv pri bolnikih mlajsih od 12 let (Se bolj pa omenjeni test daje lazno negativne
rezultate pri otrocih mlajsih od 4 let, vendar zaradi premajhnega Stevila bolnikov pod 4 leti
tega nismo mogli dokazati), smo bolnike glede na starost razdelili na dve skupini in

izracunali obcutljivost in specifi¢nost pri obeh skupinah.

Preglednica XXII: Obcutljivost in specifiénost hitrega testa glede na starost

HITRI TEST NA HETEROFILNA . .
OBCUTLIJIVOST (%) SPECIFICNOST (%)
PROTITELESA
Bolniki mlajsi od 12 let 53,85 100,00
Bolniki starejsi od 12 let 90,00 66,67

Glede na nase domneve, da je hitri test manj obcutljiv pri mlajsih pacientih, smo to
potrdili. Obcutljivost testa pri bolnikih z IM mlajs$ih od 12 let je 53,85 %, pri starejs$ih od
12 let pa kar 90,00 %.
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5. RAZPRAVA

Infekcijska mononukleoza je virusna bolezen, ki pogosto poteka pri otrocih v subklini¢ni
obliki in jo zato tezje diagnosticiramo. Pri mladostnikih se pogosteje pojavijo specifi¢ni
simptomi in znaki, na podlagi katerih se lazje odlo¢imo za diagnozo in potek zdravljenja.
Mnogokrat infekcijsko mononukleozo tezko lofimo od davice ali od bakterijske
streptokokne angine. Belkaste obloge na nebnicah, mo¢no pordelo mehko nebo z vidnimi
pik¢astimi krvavitvami in otekla nosna sluznica ter s tem oteZeno dihanje skozi nos, so
spremembe, ki se lahko pojavijo pri vseh treh boleznih. Pravilno diagnozo lahko tako
postavimo na podlagi rezultatov laboratorijskih analiz [3, 4, 9, 10].

Za rutinsko diagnostiko se izvajajo osnovne hematoloske preiskave z diferencialno krvno
sliko. Znacilno je povecana koncentracija levkocitov, med katerimi prevladujejo limfociti.
V krvnem razmazu so prisotni atipi¢ni limfociti, ki pa niso specifi¢ni samo za infekcijsko
mononukleozo. Pri bolnikih z infekcijsko mononukleozo spremljamo tudi koncentracijo
nekaterih biokemijskih kazalcev v serumu (koncentracijo celokupnega in direktnega
bilirubina, aktivnosti AP, ALT, AST, y-GGT in koncentracijo CRP), ki so prav tako
znacilno povecani med okuzbo. V serumu bolnikov se med infekcijsko mononukleozo
pojavijo heterofilni aglutinini, ki jih dokazujemo s Paul-Bunnellovo reakcijo t.i. hitrim
testom na heterofilna protitelesa. Tudi ta test ni povsem specifi¢en za diagnosticiranje
infekcijske mononukleoze, vendar se v rutinski diagnostiki uporablja kot potrditveni test.
Pri polovici obolelih otrok je test na heterofilna protitelesa lazno negativen, pri odraslih pa
le v 10 % [1]. Dokazovanje specifi¢nih protiteles proti povzrocitelju okuzbe v serumu
bolnikov je najbolj zanesljivo, ampak se testov posluzujemo le v primeru netipi¢nega
poteka bolezni. S kvantifikacijo razli¢nih specifi¢nih protiteles proti EBV lahko napovemo
v kateri fazi okuzbe je bolnik ali pa spremljamo potek bolezni [26, 27, 35].

Pri izvedbi diplomskega dela smo se seznanili z delom, ki ga opravljajo zaposleni v
laboratoriju Klinike za infekcijske bolezni in vrocinska stanja. Bolj podrobno smo bili
seznanjeni s potekom prihoda vzorca v laboratorij ter kasnejSe ravnanje z vzorcem ter
shranjevanje. Pri tem je potrebno biti previden, da ne pride do zamenjave vzorcev.
Rezultati posameznih laboratorijskih testov se zapisuje v laboratorijski informacijski
sistem, kjer so zapisani rezultati zahtevanih preiskav. Potrjevanje rezultatov je

dvostopenjsko. Osnovne hematoloske preiskave smo izvedli na hematoloSkem analizatorju
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Coulter HmX (Becton Coulter). Pri tem smo bili seznanjeni z dnevnim umerjanjem
inStrumenta ter njegovim delovanjem. Na analizatorju potekajo meritve ve¢ vzorcev hkrati.
Uporaba in testiranje vzorcev na hematoloskem analizatorju je zelo enostavna in skoraj
popolnoma avtomatizirana. Zaradi nepravilnosti v krvnih celicah, ki jih je javil
hematoloski analizator, smo pripravili krvni razmaz. Analizator je javil nepravilnosti
»blasts« in »variant lymphs«. To pomeni, da so v krvi prisotne nezrele celice levkocitne
vrste ter atipi¢ni limfociti, zato smo pripravili krvni razmaz za mikroskopsko diferencialno
krvno sliko. Pri tem pa smo naleteli na dolo¢ene tezave. Pri pripravi krvnega razmaza je
potrebno biti zelo natancen, saj mora biti kri enakomerno in tanko naneSena na objektno
stekelce. Razmazno stekelce je potrebno z enakomernim pritiskom, ter pod kotom 30 -
40°C hitro potegniti v levo, da so krvne celice v razmazu v enem sloju. Tako je krvni
razmaz primeren za mikroskopiranje. Z veckratno pripravo krvnih razmazov smo pridobili
pravi obcutek za pravilno pripravljen krvni razmaz. Pri barvanju krvnih razmazov nismo
imeli ve¢jih tehni¢nih problemov. Sledil je mikroskopski pregled preparata, kateri ti vzame
kar nekaj ¢asa. V pravilno obarvanih razmazih smo dobili celi¢na jedra obarvana
vijoli¢asto, celi¢na citoplazma roznato do modro, nevtrofilne granulacije sivovijoli¢asto,
eozinofilne granulacije oranZzno, bazofilne granulacije pa temnovijolicasto. Pri
mikroskopiranju je potrebno imeti veliko prakti¢nih vecletnih izkuSenj. Naucili smo se
razlikovati med limfociti ter atipi¢nimi limfociti. Prav zaradi barvanja po Pappenheimu, pa
smo na podlagi razli¢nih barvah granulacije ter velikosti levkocitnih krvnih celic lahko
toc¢no definirali za katero celico levkocitne vrste gre. Po pregledu vseh 40-ih preparatov in
Stetjem 100-ih celic za vsak preparat, smo osvojili prepoznavanje vseh krvnih celic ter
njihove razlike. Hitri test na heterofilna protitelesa smo izvedli po postopku brez vecjih
problemov. Hitri test je nespecifi¢en imunoloski kromatografski test s katerim dokazujemo
heterofilna protitelesa v vzorcu (polna kri, serum ali plazma). V vzorcu prisotna heterofilna
protitelesa proti virusu infekcijske mononukleoze reagirajo z glikoproteini govejih
eritrocitov in na podro¢ju ocenitve rezultata povzrocijo nastanek modro obarvanega
kompleksa, ki ga vidimo kot modro ¢rto. Tako je test v nekaterih vzorcih zaznal heterofilna
protitelesa in smo videli modro ¢érto, spet v drugih ne. V laboratorijski diagnostiki se test
uporablja kot potrditveni test za infekcijsko mononukleozo. 1z literature [3, 6, 9] smo nasli
podatke, da je hitri test na heterofilna protitelesa lahko manj obcutljiv prvi teden bolezni.
Poleg tega pa heterofilna protitelesa niso specifi¢na samo za bolezen IM ter otrokom pod

starostjo 4-ih let heterofilnih protiteles ne moremo dokazati, saj jih ti otroci ne razvijejo.
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Zaradi vsega tega smo se odlocili za seroloske teste, da bi ugotovili kak$no obcutljivost in
specificnost testa je med naSimi preiskovanimi. Ugotavljali smo tudi ali je kak3na
povezava med starostjo in to¢nostjo hitrega testa s statistiénimi testi. Dokazovanje
specifi¢nih protiteles proti EBV smo izvedli na analizatorju VIDAS. Tudi pri tej analizi
nismo imeli ve¢jih teZav, saj je inStrument avtomatiziran in opravi vse korake sam. Pred
analizo smo izvedli dnevno kalibracijo inStrumenta. Nato smo v analizatorju izbrali katero
analizo oz. katera protitelesa bomo dolocali (EBV VCA IgM, EBV VCA/EA IgG in
EBNA IgG protitelesa). Po vstavitvi reagen¢nih posodic in pripadajo¢ih SPR nastavkov z
vzorci, smo v racunalnik analizatorja vnesli podatke in dolocili pozicije vseh vzorcev ter
zaceli analizo. Test kvantitativno ovrednoti specifiéne imunoglobuline proti EBV v
¢loveskem serumu z encimsko-imunsko reakcijo, ki je opisana v uvodu. Rezultati testa se
po koncani analizi avtomatsko sprintajo. Kvantitativno dolo¢ene vrednosti se izpisejo kot
pozitivnen ali negativen rezultat ter mejna vrednost. Na podlagi rezultatov vseh treh testov
smo natan¢no ovrednotili v kateri fazi okuzbe je bolnik.

Nasi preiskovani skupini 40-ih bolnikov s sumom na infekcijsko mononukleozo, smo
ovrednotili izbrane parametre, ki se znacilno povecajo ali pa se pojavijo med potekom
bolezni. Domnevali smo, da bo pri vseh pacientih prisotna znacilna levkocitna krvna slika
s povecano koncentracijo levkocitov ter relativno in absolutno limfocitozo. Ob pregledu
krvnih razmazov pod mikroskopom, smo pricakovali atipi¢ne limfocite, ki naj bi jih bilo
nad 10 %. Mejo smo si postavili na podlagi ¢lankov in drugih literaturnih virov [1, 3, 33].
Za infekcijsko mononukleozo so znadilni tudi patoloSki jetrni testi — povecane
koncentracije jetrnih encimov [3, 7, 9, 12], katere smo prav tako vrednotili. V okviru
diplomske naloge smo Zeleli preveriti kak$no koncentracijo serumskega CRP imajo
preiskovani bolniki z infekcijsko mononukleozo. V literaturi smo zasledili podatek, da je
pri vrednostih CRP nad 40 mg/l malo verjetna izkljuéno samo virusna okuzba brez
prisotnosti bakterij [39]. V nasi preiskovani skupini smo 67,5 % (27/40) bolnikom dolo¢ili
koncentracijo CRP manj$o od 40 mg/L, ostali bolniki so imeli ve¢jo koncentracijo CRP.
To nakazuje, da ima vec kot veéina preiskovancev nakazano virusno okuzbo, se pravi
infekcijsko mononukleozo, glede na koncentracijo CRP.

S specifiénimi seroloskimi testi smo bolezen IM nekaterim preiskovancem potrdili, drugim
ne. Primerjali smo omenjene parametre med bolniki z IM in bolniki brez nje. Zanimalo nas
je tudi, ali je v na$i preiskovani skupini kak$na povezava med to¢nostjo hitrega testa in

starostjo preiskovancev. Kar nekaj ¢lankov navaja manjSo obcutljivost testa na heterofilna
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protitelesa pri otrocih mlajsih od $tirih let [1, 9, 44, 45]. Izracunali smo korelacije med
parametri v skupini bolnikov z IM. Na koncu pa smo vse teste ovrednotili z izraCunom

njihove obcutljivosti in specifi¢nosti.

5.1. OPIS PREISKOVANE SKUPINE

V prvem delu raziskave smo s pomocjo deskriptivne statistike opisali celotno preiskovano
skupino — bolnike s sumom na infekcijsko mononukleozo. Osnovne hematoloske preiskave
so pri velini preiskovanih pokazale znacilno levkocitno krvno sliko kot smo tudi
domnevali in pricakovali. Kar % preiskovanih je imelo povecano $teviléno koncentracijo
levkocitov, kar nakazuje na okuzbo, ki je lahko povezana z Stevilnimi bakterijami,
nekaterimi virusi, ter drugimi vnetnimi reakcijami. Steviléna koncentracija levkocitov nam
kot samostojen test ne napove vrste okuzbe. Opozori nas, da se telo s pomoc¢jo povecanega
Stevila levkocitov brani pred razli¢nimi povzroc€itelji bolezni in drugimi vnetnimi procesi,
ki potekajo v organizmu. Izmed vseh podvrst levkocitov, je pri preiskovani skupini opaziti
najve¢ limfocitov. Poleg limfocitoze je za infekcijsko mononukleozo znacilna tudi
prisotnost atipi¢nih limfocitov nad 10 % [1, 3, 33]. Atipi¢ni limfociti niso specifi¢ni samo
za infekcijsko mononukleozo. Lahko se pojavijo tudi pri drugih obolenjih (oSpice,
hepatitis, rdecke, mumps, toksoplazmoza, preobcutljivostne reakcije), vendar jih je pri
omenjenih boleznih znatno manj. V na$i preiskovani skupini je povpreéna vrednost
atipi¢nih limfocitov 3,58 x 10%/L, to je 25,55 % vseh levkocitov kar nakazuje na okuzbo z
Epstein-Barr virusom.

Povdariti je potrebno, da je hematoloski analizator pri vseh preiskovancih javil limfocitozo
in prisotnost atipi¢nih limfocitov. Zaradi tega je bilo potrebno pripraviti krvni razmaz krvi
ter diferenciacijo levkocitov pod mikroskopom. Z mikroskopsko diferencialno krvno sliko
smo Se bolj natancno opredelili in ovrednotili levkocite, ki so bili prisotni v krvi. Poleg
poveCane Steviléne koncentracije limfocitov je za IM znacilno nekoliko povecana
koncentracija monocitov [33], kar pa pri nasi preiskovani skupini ni razvidno. Povpre¢na
koncentracija monocitov je 0,81 x 10%/L krvi oziroma 6,35 % glede na celotno Stevilo
levkocitov, kar je znotraj referenénih vrednosti. Steviléna koncentracija nevtrofilcev je bila
pri ve€ini (77,5 %) preiskovancev nekoliko zmanjSana na racun povecenega Stevila
limfocitov, kar je pricakovano in znacilno za IM [1, 8]. Koncentracija eozinofilcev,
bazofilcev in plazmatk ni tako tipi¢no spremenjena pri IM in je v literaturi ponavadi ne

omenjajo, zato smo vrednosti samo navedli in se nismo osredotocili na njihove rezultate.
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Glede na Stevilne podatke iz literature [3, 7, 12, 33] infiltrati mononuklearnih celic
prizadenejo jetrne celice, zato se pri diagnostiki spremljajo tudi koncentracije jetrnih
encimov. Jetrni testi niso specificni samo za jetrne bolezni, vendar je njihova povecana
koncentracija pogosto spremljajo¢ znak pri infekcijski mononukleozi. V preiskovani
skupini smo izracunali povprecno koncentracijo celokupnega bilirubina, ki je znasala 14,87
umol/L, kar je pod referencno vrednostjo. Povpre¢na koncentracija direktnega bilirubina
pa je nekoliko povecana, in sicer 8,32 umol/L. V literaturah nismo zasledili to¢ne mejne
koncentracije celokupnega in direktnega bilirubina, katero naj bi dosegali bolniki z
infekcijsko mononukleozo. Smo pa v Stevilnih ¢lankih [7, 12, 57, 58] zasledili, da je
povecanje koncentracije celokupnega in direktnega bilirubina pri IM izjemno redko. Prav
tako se pri bolnikih le redko pojavi zlatenica [58]. Nasi rezultati se pri koncentraciji
celokupnega bilirubina ujemajo s podatki iz literature. Samo 20 % (8/40) bolnikov je imelo
povecano koncentracijo celokupnega bilirubina, ostali so imeli koncentracijo znotraj
orientacijskih referen¢nih vrednosti. Povecano koncentracijo direktnega bilirubina je imelo
nekoliko ve¢ bolnikov, to je 32,5 % (13/40), kar je Se vedno relativno malo. Na
koncentracijo bilirubina v krvi prav tako lahko vpliva ve¢ dejavnikov.

Pri vseh ostalih jetrnih encimih — AP, ALT, AST in GGT smo ugotovili, da ima vecina
preiskovancev povecano koncentracijo v serumu. Povprecna vrednost koncentracije AP je
priblizno 2.2 krat vecja od referen¢ne vrednosti glede na mejno vrednost za Zenske (moski
imajo referenne vrednosti nekoliko veéje, zato bi bile vrednosti nekoliko manjse),
povprecna vrednost koncentracije AST za skoraj 4.6 krat vecje, ALT za 5.9 krat, GGT pa
za 3.2 krat ve¢je glede na referencne vrednosti za Zenske. Pri nobenem pacientu ni bilo
razvite zlatenice. Rezultati so primerljivi z rezultati iz literature [7, 12], ki navajajo dva do
trikrat ve¢je koncentracije ALT in AST od referen¢ne vrednosti. Le 10 % (4/40) bolnikov
je imelo normalno aktivnost AST, vrednosti vseh ostalih 90 % (36/40) bolnikov so bile
povecane. Prav tako je ve€ina bolnikov, 87,5 % (35/40), imela povecano aktivnost ALT in
le 12,5 % (5/40) normalno. V literaturi [7] je navedeno, da se pri bolnikih z IM pojavijo
povecane vrednosti ALT in AST pri 80 % bolnikov, kar se ujema z naSimi rezultati.
Povecano aktivnost AP so v klini¢ni $tudiji dolo¢ili pri 35-88 % bolnikov z IM [61], v nasi
raziskavi smo dolo¢ili povecano aktivnost AP pri 70 % (28/40) bolnikov. Tudi aktivnost
GGT je pogosto povecana pri bolnikih z IM, vendar ne tako pogosto in ne v tako visokih

vrednostih kot ostali zgoraj omenjeni jetrni encimi [7]. To smo potrdili z izra¢unom
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aktivnost GGT, ki je bila povecana pri 62,5 % (25/40) bolnikov, ostali 37,5 % (15/40) so
imeli vrednosti znotraj referen¢nih vrednosti.

Zaklju¢imo lahko, da so povefane koncentracije biokemi¢nih parametrov, med katere
Stejemo koncentracijo jetrnih encimov (AP, ALT, AST in GGT), spremljajo¢i znak pri
infekcijski mononukleozi. Tako so nam lahko v veliko pomo¢ pri sami postavitvi diagnoze.
Pri nasi preiskovani skupini smo tako na podlagi osnovnih hematoloskih preiskav,
diferencialne krvne slike in na podlagi koncentracij biokemi¢nih parametrov postavili sum
na bolezen IM.

Pri znacilnem poteku bolezni in pri znacilni klini¢ni sliki so za diagnosticiranje IM dovolj
osnovne hematoloske preiskave krvi, diferencialna krvna slika ter biokemi¢ni parametri —
koncentracija direktnega in celokupnega bilirubina ter koncentracije jetrnih encimov (AP,
ALT, AST in GGT) [27, 41, 42, 58]. Vsi ti parametri, v kolikor so znacilno povecani
oziroma nekoliko znizani, so v kombinaciji zelo specifi¢ni in obcutljivi za napoved
diagnoze IM, vendar $e vedno ne zadostujejo za to¢no postavitev diagnoze [1, 3, 6, 9]. V
rutinski diagnostiki se kot potrditveni test uporablja hitri test na heterofilna protitelesa.
Vsem preiskovancem smo tako izvedli omenjeni test, ki pa je manj obcutljiv pri otrocih
pod 4-im letom starosti [1, 9]. Da pa smo preverili to hipotezo, smo preiskovancem s
specificnimi  seroloSkimi testi najprej potrdili diagnozo IM. Izmed vseh 40-ih
preiskovancev, smo 33-im potrdili bolezen IM, le 7-im komplet za dolocanje specifi¢nih

protiteles proti EBV ni zaznal dovolj protiteles in smo jim bolezen IM izkljuéili.

5.2. PRIMERJAVA PARAMETROV MED BOLNIKI Z IN BREZ INFEKCIJSKE
MONONUKLEOZE

Na podlagi specifi¢ne laboratorjske diagnostike smo locili bolnike z IM ter ostale bolnike,
ki niso imeli IM. Skupini smo primerjali med sabo. Zanimalo nas je ali je opazna kaksna
razlika med parametri. Zaradi nenormalne porazdelitve podatkov smo se za statisticno
obdelavo podatkov posluzili neparametri¢nih testov. Ugotovili smo, da se skupini bolnikov
z IM in brez IM zelo ujemata v izbranih parametrih, kar je pricakovano, saj smo bolnike s
sumom na IM izbrali na podlagi rezultatov laboratorijskih testov. Vsi preiskovanci so imeli
znacilno krvno sliko. V primerjavi z bolniki, katerim nismo diagnosticirali EBV okuZzbe, je
povprecno Stevilo levkocitov primerljivo z bolniki z infekcijsko mononukleozo. Bolniki z
IM so imeli povpretno koncentracijo levkocitov 13,4 x 10°/L, preiskovanci brez

diagnosticirane IM pa so imeli povpre¢no koncentracijo levkocitov 12,1 x 10°/L. Tudi
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vrednosti limfocitov so primerljive. Bolniki z IM so imeli povprec¢no koncentracijo
limfocitov 8.2 x 10°/L (61,4 % glede na vse levkocite), bolniki brez IM pa nekoliko vedje
koncentracije 8,3 x 10°/L (68,5 % glede na vse levkocite). Podobno smo opazili tudi pri
koncentracijah monocitov, bazofilcev, plazmatk ter vseh koncentracijah jetrnih encimov
(AP, AST, ALT, GGT). Ceprav smo opazili nekoliko povetane koncentracije vseh jetrnih
encimov (Preglednica XV, stran 44) pri bolnikih z IM, ta razlika ni bila statisticno
znacilna.

Vseeno pa smo z Mann — Whitney—jevo statistiko, s 5 % stopnjo tveganja, uspeli zaznati
razlike med preiskovanima skupinama. Bolniki z IM imajo statisticno znacilno nizje
vrednosti Steviléne koncentracije eozinofilcev v krvi v primerjavi s skupino bolnikov brez
IM (p = 0,004 in p = 0,006). Steviléna koncentracija eozinofilcev v krvi ni specifi¢ni
marker pri diagnostiki IM, zato nam ta statisti¢no znacilna razlika med skupino bolnikov z
IM in bolnikov brez IM, ne pomaga pri zakljuckih o razliki med skupinama. Ugotovili smo
tudi, da imajo bolniki z IM statisticno znacilno vecjo koncentracijo direktnega (p = 0,025)
in celokupnega (p = 0,056 — mejna vrednost) bilirubina ter znacilno vecjo Steviléno
koncentracijo nevtrofilcev v krvi (p = 0,014) kot bolniki brez IM. Pri tem se moramo
zavedati, da je bilo bolnikov brez IM le 7, tako da bi bilo za bolj natan¢ne zakljucke
potrebno pridobiti vec¢je Stevilo preiskovancev s simptomi in klini¢nimi znaki ter klini¢no
sliko podobno IM. Poleg tega lahko pride do razlik med skupinama zaradi starostne razlike
med bolniki z IM in brez nje. Otroci imajo ponavadi ve¢je vrednosti krvnih celic, ter
vrednosti jetrnih encimov zaradi njihove drugacne strukture in zgradbe telesa [59]. V
nasem primeru je povprecna starost v skupini z IM 16 let in v skupini brez IM 18 let. Je pa
v skupini brez IM zelo velika starostna razlika med preiskovanimi. Preiskovanci so bili
stari 53, 24, 40, 2, 4, 2 in 3 leta. Koncentracija jetrnih encimov v serumu je razli¢na pri
moskih in Zenskah, kar je razvidno tudi pri mejnih referen¢nih vrednostih, ki so za moske
nekoliko vecje kot za Zenske. Tudi to lahko vpliva na interpretacijo rezultatov. Zato je pri
sklepanju zakljuc¢kov pri raziskavi potrebno upostevati vse omenjene parametre, ki bi lahko

vplivali na rezultate.

5.3. POVEZANOST HITREGA TESTA S STAROSTJO
Pri bolnikih z IM smo ugotavljali povezanost med starostjo bolnikov ter to¢nostjo hitrega
testa. Iz Stevilnih virov iz literature je navedeno [1, 9], da je hitri test manj obcutljiv pri

otrocih mlaj$ih od stirih let. Prisli smo do zaklju¢kov, da imamo premalo preiskovancev
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starih pod 4 leta, da bi lahko to hipotezo potrdili. V nasi preiskovani skupini je bil le 1
otrok z infekcijsko mononukleozo in tega je hitri test tudi zaznal. Povezanost hitrega testa
smo primerjali tudi glede na mejno starost do 12 let. Iz literature [6] smo namre¢ zasledili
podatek, da je hitri test na heterofilna protitelesa manj ob¢utljiv pri bolnikih mlajsih od 12
let. Test naj bi zaznal samo 25-50 % bolnikov mlaj$ih od 12 let v primerjavi s starejSimi
bolniki, katerih test je zaznal od 71-91 % [6]. V nasi raziskavi smo ugotovili, da se
povezanost med natan¢nostjo hitrega testa in starostjo nekoliko nakazuje, vendar je na
podlagi Fisherjevega eksaktnega testa ne moremo z dovolj veliko zanesljivostjo potrditi
(p=0,106). To nam kazejo tudi nasi rezultati, saj je hitri test v starosti otrok do 12 let
zaznal le 58,3 % bolnikov, v starosti bolnikov nad 12 let pa kar 85,7 % bolnikov z
infekcijsko mononukleozo. Nasi rezultati se kar dobro ujemajo s podatki iz literature [6].
Nas hitri test na heterofilna protitelesa je zaznal nekoliko vecje Stevilo (58,3 %) bolnikov
mlajsih od 12 let kot je navedeno v literaturi [6]. V skupini bolnikov do 12 let smo imeli 16
bolnikov, s povprecno starostjo 7 let. Pri otrocih je lahko test na heterofilna protitelesa
lazno negativen v ve¢ primerih. Otroci pogosto heterofilnih protiteles ne razvijejo, zaradi
Se ne dovolj dobro razvitega imunskega odziva, zato jih v krvi ne moremo dokazati [1, 9,
44, 45]. Heterofilna protitelesa se v krvi pojavijo pri 85 % bolnikov z IM v prvih sedmih
dneh po nastopu simptomov [10]. Lahko je priSlo do odvzema krvi pred nastankom
heterofilnih protiteles. Heterofilna protitelesa so prisotna v krvi $e 12 mesecev po akutni
okuzbi [10, 60], zato je potrebno biti pazljiv pri vrednotenju pozitivnega hitrega testa. Ob
pozitivnem rezultatu hitrega testa na heterofilna protitelesa (Clearview IM) lahko diagnozo
IM postavimo v kombinaciji z znacilnimi klini¢nimi znaki in znacilno krvno sliko [60].

Za infekcijsko mononukleozo je znacilno, da okuzba pri otrocih poteka v subklini¢ni
obliki, simptomi pa so podobni angini. Bolezen ponavadi kmalu izzveni in ne prihaja do
nobenih zapletov, zato bolniki ne i$¢ejo zdravniske pomoci, ampak si sami lajsajo
simptome. Zaradi tega je zelo tezko pridobiti vecje Stevilo preiskovancev s starostjo pod 4-

mi leti. Potrebno bi bilo zbirati paciente v $ir$i okolici ter daljSe ¢asovno obdobje.

5.4. KORELACIJA MED PARAMETRI

Zanimalo nas je ali obstaja kakS$na povezava med parametri. To smo ugotavljali z
izraCunom Spearmanovega korelacijskega koeficienta, ki nam pove stopnjo povezanosti
med spremenljivkami. Izmed vseh razli¢nih moznih povezav, ki so predstavljene v Prilogi

7, smo ugotovili, da je kar nekaj povezav znacilnih za infekcijsko mononukleozo. In sicer s
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povecanjem koncentracije levkocitov se povecuje koncentracija limfocitov (ro = 0,658,
p =0,000) prav tako se povecuje koncentracija nevtrofilcev (ro = 0,582, p = 0,000),
koncentracija atipi¢nih limfocitov (ro = 0,584, p = 0,000) ter koncentracija direktnega
bilirubina (ro = 0,385, p = 0,027). Relativna koncentracija nevtrofilcev pa se s povecanjem
Stevila levkocitov zmanjSuje (ro = — 0,385, p = 0,027). Pri interpretaciji povezave med
spremenljivkami moramo paziti, saj nam vrednost Spearmanovega korelacijskega
koeficienta pove le kakSen je odnos oziroma mo¢ povezave med spremenljivkama, ne pove
nam ni¢ o S$tevilénih vrednostih parametrov ali so povisane ali ne. S povecanjem
koncentracije limfocitov se povecuje Stevilo levkocitov (ro = 0,658, p = 0,000) ter
koncentracija atipi¢nih limfocitov (ro = 0,545, p = 0,001), zmanjSuje pa se relativno $tevilo
nevtrofilcev (ro = —0,754, p = 0,000), Sibka povezava pa kaze tudi na zmanjSanje
relativnega $tevila monocitov (ro = —0,385, p = 0,027). Omeniti je potrebno tudi korelacijo
med koncentracijami jetrnih encimov.

Vse zgoraj omenjene povezave so logi¢ne in pricakovane. Za infekcijsko mononukleozo je
znacilna povecana $tevil¢na koncentracija levkocitov, med katerimi prevladujejo limfociti.
Specifi¢no je povecana $teviléna koncentracija atipi¢nih limfocitov, ki je v tako velikem
odstotku specifi¢na za IM [3, 9]. Steviléna koncentracija nevtrofilcev v krvi naéeloma ni
povecana, kot smo dobili v rezultatih, saj je za IM znacilno, da se pri 60—90 % bolnikov
pojavi relativna in absolutna nevtropenija [8]. Relativna koncentracija nevtrofilcev pa se
zmanj$uje, kar je tudi pri¢akovano glede na celotno $teviléno koncentracijo levkocitov.
Tudi koncentracija direktnega bilirubina se v primerjavi s povefanjem Stevil¢ne
koncentracije limfocitov povecuje. Pri IM je namre¢ povecanje koncentracije direktnega

bilirubina pri IM izjemno redko [57, 58].

5.5. OBCUTLJIVOST IN SPECIFICNOST

Vsem laboratorijskim testom, ki jih merimo in uporabljamo pri diagnostiki za infekcijsko
mononukleozo smo izracunali njihovo obcutljivost in specifi¢nost. Ta izra¢un nam napove
sposobnost testa, da zazna resni¢no bolne (obcutljivost), ter resni¢no zdrave (specifi¢nost).
Poleg Fisherjevega eksaktnega testa, s katerim smo preverili povezavo med toc¢nostjo
hitrega testa in starostjo preiskovancev, smo obcutljivost in specifi¢nost hitrega testa
primerjali med skupino bolnikov do 12-ega leta starosti (17 preiskovancev) in skupino nad

12-im letom starosti (23 preiskovancev).
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Obcutljivost smo rac¢unali 33 preiskovancem glede na specifi¢ne seroloske teste s katerimi
smo potrdili bolezen. Nato smo glede na povecane vrednosti razli¢nih parametrov dolo¢ili
resni¢no pozitivne ter lazno negativne, ter tako izracunali obc¢utljivost. Visoka obcutljivost
povecanja Stevila levkocitov in limfocitov pri bolnikih z IM nakazuje, da testa relativno
dobro zaznata resni¢no bolne, vendar to Se ne pomeni, da sta dovolj specificna. Dobro
vemo, da povecana koncentracija levkocitov in limfocitov v krvi lahko nakazuje na
katerokoli vrsto okuzbe, bakterijsko ali virusno, ter na razliéna vnetna stanja. Nizko
obcutljivost smo izracunali parametrom, in sicer Stevilu monocitov, Stevilu nevtrofilcev v
krvi ter koncentraciji celokupnega in direktnega bilirubina. Ti parametri tudi sami po sebi
niso specifi¢ni za infekcijsko mononukleozo, vendar so v kombinaciji z ostalimi rezultati
analiz dober pokazatelj bolezni. Vsem jetrnim encimom smo izracunali visoko
obcutljivost, kar je bilo tudi pri¢akovano. Za infekcijsko mononukleozo je to znacilno in je
tudi navedeno v Stevilnih ¢lankih [7, 12].

Specifi¢nost parametrov smo racunali 7 preiskovancem, kar je relativno zelo malo.
Izra¢unane vrednosti specifi¢nosti parametrov so zato manj zanesljive, oziroma imajo zelo
Sirok interval zaupanja, ki pa ga nismo rac¢unali. Najvisjo specifi¢nost smo izracunali tistim
testom, kateri imajo slabsSo obcutljivost in to so Stevilo monocitov, §tevilo nevtrofilcev v
krvi ter koncentraciji celokupnega in direktnega bilirubina.

Obcutljivost in specifi¢nost smo dolo¢ili tudi hitremu testu na heterofilna protitelesa.
Proizvajalec testa na heterofilna protitelesa (Clearview IM) navaja pri testiranju polne krvi
95.5 % obcutljivost in 100 % specifi¢nost testa [60]. V navodilih pa je omenjeno tudi, da
otroci s starostjo pod 4 leti v 50 % ter odrasli 10-20 % ne proizvedejo heterofilnih
protiteles [60]. Glede na vse preiskovance (40 bolnikov s sumom na IM), smo izracunali
obcutljivost hitrega testa, ki je znaSala 75,5 %, ter specificnost 85,7 %. Glede na naSo
majhno skupino preiskovancev s sumom na IM, sta specifi¢nost in ob¢utljivost nizja kot jih
navaja proizvajalec. Pri ve¢jem Stevilu preiskovancev bi se lahko bolj priblizali rezultatom
iz literature. Tukaj je nadvse pomembna tudi povpre¢na starost preiskovancev, zaradi
zgoraj navedene starostne omejitve. Povpre¢na starost preiskovancev v nasi skupini je bila
16 let. Zaradi nizke povpreéne starosti preiskovancev v nasi skupini, je to lahko vzrok za
razliko z rezultati, ki jih navaja proizvajalec.

Ko smo preiskovance razdelili v dve starostni skupini do 12 (17 preiskovancev) in nad 12
let (23 preiskovancev), pa smo dobili pricakovane rezultate. Obcutljivost testa pri

preiskovanih do 12 let je bila 53,9 %, pri preiskovanih nad 12 let pa kar 90,0 %. S tem smo
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dokazali, da je hitri test pri otrocih pod 12-im letom starosti manj obcutljiv kot pri
mladostnikih nad 12 let in starejSim [6]. Glede na podatke iz literature [6] so dobljeni
rezultati obcutljivosti hitrega testa primerljivi. V literaturi sicer navajajo, da je hitri test
manj obcutljiv pri otrocih pod 4 letom starosti, vendar na podlagi naSe preiskovane skupine
tega nismo mogli potrditi. Imeli smo namre¢ premajhno Stevilo bolnih otrok mlajsih od

stirih let.
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6. SKLEPI

V okviru raziskave pri diplomski nalogi z naslovom: »Klinicni pomen dolocanja izbranih

biokemicnih in seroloskih markerjev pri infekcijski mononukleozi« smo na podlagi

rezultatov razlicnih laboratorijskih analiz pri bolnikih s sumom na infekcijsko

mononukleozo prisli do naslednjih ugotovitev:

Povecana koncentracija levkocitov v krvi je eden od kazalcev okuzbe z EBV.

Bolnikih z infekcijsko mononukleozo imajo povecano Steviléno koncentracijo in
relativno vrednost limfocitov.

Vsi preiskovanci imajo znacilno levkocitno krvno sliko, atipi¢nih limfocitov je ve¢
kot 10 %.

Vecina bolnikov z infekcijsko mononukleozo ima povecano aktivnost jetrnih
encimov, in sicer AP, AST, ALT in GGT.

Bolniki z IM imajo v primerjavi z bolniki brez IM statistiéno znacilno vecjo
koncentracijo direktnega bilirubina (p = 0,025), Steviléno koncentracijo
nevtrofilcev v krvi (p = 0,014) ter koncentracijo celokupnega bilirubina (p = 0,056
— mejna vrednost).

Pri vecini bolnikov z infekcijsko mononukleozo koncentracija serumskega CRP ne
presega 40 mg/L.

Zanesljivost testa na heterofilna protitelesa je vecja pri bolnikih nad 12 let.

Test na heterofilna protitelesa je manj diagnosticno obcutljiv pri skupini bolnikov, ki
so mlajs$i od 12 let.

Povezanost med to¢nostjo hitrega testa in starostjo se nekoliko nakazuje, vendar je na
podlagi Fisherjevega eksaktnega testa ne moremo z dovolj veliko gotovostjo
potrditi (p = 0,106).

Pri izracunu korelacije med parametri smo ugotovili povezanost med koncentracijo
levkocitov, limfocitov, atipi¢nih limfocitov, nevtrofilcev ter direktnim bilirubinom.

S kombinacijo treh seroloskih testov smo lahko ovrednotili fazo okuzbe

preiskovancev.
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PRILOGE:

Priloga 1: Pogostost simptomov, znakov in laboratorijskih kazalcev ter znacilnosti pri infekcijski

mononukleozi [9]

Prevalenca (%)
Simptomi Bolecine v grlu 95
Utrujenost 90
Glavobol 75
Vrocina 70
Bolecine po telesu 50
Pomankanje apetita 50
Bolecine v trebuh 40
Znaki Vnetje sluznice zrela 100
Povecanje vratnih bezgavk 95
Vrocina 50
Hepatomegalija-moc¢no povecanje jeter 25
Splenomegalija-povecanost vranice 33
Edem vek 10
Izpuscaji 5
Laboratorijski Povecana aktivnost alanin- %0
kazalci aminotransferaze
Levkocitoza - povecanje Steviléne 20
koncentracije levkocitov v krvi
Trombocitopenija-zmanjs$ana Steviléna 5
koncentracija trombocitov v krvi
Anemija 10
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Priloga 2: Referencne vrednosti eritrocitne krvne slike

Eritrocitna krvna slika Vrednosti

4.5-6.3 x 10™/L, mogki

Steviléna koncentracija eritrocitov i
4.2-5.4 x 10°7/L Zenske

140-180 g /L moski

koncentracija hemoglobina
120-160 g /L Zenske

volumen stisnjenih eritrocitov (VSE) 0.40-0.54 moski

ali hematokrit 0.37-0.47 zenske

Eritrocitni indeksi

povpreéni volumen eritrocitov-PVE

81-94 fL.
(MCV)
povpre¢na koli¢ina hemoglobina v
26-32 pg
eritrocitih-PHE (MCH)
povprecna koncentracija hemoglobina
310-350 g/LL

v L eritrocitov PKHE (MCHC)
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Priloga 3: Referencne vrednosti levkocitne krvne slike

Levkocitna krvna slika Vrednosti
Steviléna koncentracija levkocitov 4.0-10.0 x 10°/L
Relativna Absolutna
Celice levkocitne krvne slike koncentracija koncentracija (x

(%) 10°/L)

nevtrofilei 40-75 1.6-7.5

limfociti 20-50 0.8-5.0

monociti 2-10 0.1-1.0

eozinofilci 1-6 0.1-0.6

bazofilci 0-2 0.0-0.2
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Priloga 4: Referencne vrednosti trombocitne krvne slike

Trombocitna krvna slika Vrednosti

Steviléna koncentracija trombocitov 140-340 x 10°/L
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Priloga 5: Referen¢ne vrednosti biokemic¢nih markerjev IM [33]

Boekemic¢ni markerji Vrednosti

koncentracija celokupnega bilirubina Do 17 pmol/L

koncentracija direktnega bilirubina Do 5 pmol/L

Moski: 0,67-2,15 pkat/L
kataliti¢na aktivnost AP

Zenske: 0,58—1,74 pkat/L

Moski: Do 0,74 pkat/L
kataliti¢na aktivnost ALT

Zenske: Do 0,56 pkat/L

Moski: Do 0,58 pkat/L
kataliti¢na aktivnost AST .
Zenske: Do 0,52 pkat/L

Moski: Do 0,92 pkat/L
Zenske: Do 0,63 pkat/L

kataliti¢na aktivnost GGT

Koncentracija serumskega CRP

Pod 5 mg/L
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Priloga 6: Kvartilni diagrami: pregled razprsenosti podatkov pri posameznih parametrih
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Priloga 7: Korelacija med posameznimi parametri 1/2

St.konc.lev | Limfociti Eozinofilci Bazofilci o
Limfociti % Monociti 1079/L Monociti % Eozinofilci % Bazofilci % | Nevtrofilci 1029/L Nevtrofilci %
kocitov% | 1079/L 1019/L 1019/L
ét.konc.levko | ro 1| ,658(**) -0,031 0,281 -0,288 0,06 -0,023 -0,121 -0,145 ,582(**) -,385(%)
citov % p , 0,000 0,865 0,113 0,104 0,74 0,898 0,502 0,42 0,000 0,027
Limfociti ro ,658(**) 1 ,646(**) 0,041 -,385(*) 0,23 0,157 0,035 0,016 -0,019 -,754(**)
10"9/L p 0,000 , 0,000 0,819 0,027 0,198 0,383 0,847 0,93 0,917 0,000
ro -0,031| ,646(**) 1 -0,298 0,331 0,293 0,258 0,25 0,24 -,581(**) -,657(**)
Limfociti %
p 0,865 0,000 , 0,093 0,06 0,098 0,147 0,16 0,179 0,000 0,000
Monociti ro 0,281 0,041 -0,298 1 ,792(**) -0,288 -0,249 -0,265 -0,249 ,465(**) 0,083
1079/L p 0,113 0,819 0,093 , 0,000 0,104 0,163 0,136 0,163 0,006 0,646
ro -0,288 -,385(*) -0,331 ,792(**) 1 -0,282 -0,203 -0,195 -0,175 0,108 0,333
Monociti %
p 0,104 0,027 0,06 0,000 , 0,112 0,256 0,276 0,329 0,55 0,058
Eozinofilci ro 0,06 0,23 0,293 -0,288 -0,282 1 ,984(**) ,370(*) ,361(*) -0,261 -0,331
10n9/L p 0,74 0,198 0,098 0,104 0,112 , 0,000 0,034 0,039 0,142 0,06
ro -0,023 0,157 0,258 -0,249 -0,203 ,984(**) 1 ,377(%) ,376(*) -0,292 -0,283
Eozinofilci %
p 0,898 0,383 0,147 0,163 0,256 0 , 0,031 0,031 0,099 0,111
Bazofilci ro -0,121 0,035 0,25 -0,265 -0,195 ,370(*) ,377(*) 1 ,997(**) -0,18 -0,124
10n9/L p 0,502 0,847 0,16 0,136 0,276 0,034 0,031 , 0,000 0,315 0,491
ro -0,145 0,016 0,24 -0,249 -0,175 ,361(*) ,376(*) ,997(*%) 1 -0,197 0,122
Bazofilci %
o p 0,42 0,93 0,179 0,163 0,329 0,039 0,031 0,000 , 0,273 0,5
Ny
2 | Nevtrofilci | ro ,582(**) -0,019 -,581(**) ,A65(**) 0,108 -0,261 -0,292 -0,18 -0,197 1 ,A58(**)
©
£ |10mnL p 0,000 0,917 0,000 0,006 0,55 0,142 0,099 0,315 0,273 , 0,007
[
Q.
| Nevtrofilci % | ro -,385(*) | -,754(**) -,657(**) 0,083 0,333 0,331 -0,283 -0,124 0,122 ,458(**) 1
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p 0,027 0,000 0,000 0,646 0,058 0,06 0,111 0,491 0,5 0,007 ,
Atipi¢ni ro ,881(**) | ,545(**) 0,12 0,129 -,359(*) 0,013 -0,057 -0,048 -0,061 ,436(*) -,479(**)
limfociti
1079/L P 0,000 0,001 0,505 0,474 0,04 0,942 0,752 0,792 0,736 0,011 0,005
Atipi¢ni ro ,586(**) 0,21 -0,301 -0,02 -0,325 -0,058 -0,092 0,01 0,011 0,26 -,366(*
limfociti % | p 0,000 0,24 0,088 0,912 0,065 0,75 0,61 0,954 0,952 0,144 0,036
Plazma ro 0,034 -0,302 -,439(*) 0,192 0,218 -0,329 -,354(¥) -0,205 -0,195 0,175 0,227
celice1079/L | p 0,851 0,088 0,011 0,285 0,224 0,062 0,043 0,253 0,277 0,331 0,205
Plazma ro -0,092 -0,333 -,371(*) 0,11 0,195 -0,323 -,349(*) -0,182 -0,171 0,086 0,269
celice% p 0,612 0,058 0,034 0,543 0,277 0,067 0,047 0,311 0,34 0,635 0,13
CEL.BILIRUBI | ro 0,321 0,226 0,006 0,131 -0,081 0,111 0,054 0,166 0,157 0,194 -0,261
N (umol/L) | p 0,069 0,206 0,976 0,466 0,656 0,539 0,765 0,355 0,382 0,28 0,143
DIR.BILIRUBI | ro ,385(*) 0,278 0,071 0,162 -0,079 0,203 0,144 0,186 0,177 0,177 -0,334
N (umol/L) | p 0,027 0,118 0,695 0,368 0,663 0,258 0,423 0,3 0,326 0,324 0,057

ro 0,122 0,191 0,265 -0,026 -0,055 ,350(*) 0,338 0,163 0,158 -0,166 -,351(*)
AP (ukat/L)

p 0,5 0,287 0,136 0,887 0,763 0,046 0,055 0,366 0,38 0,356 0,045

ro 0,135 0,19 0,269 -0,243 -0,21 0,223 0,149 0,176 0,156 -0,289 -,445(**)
AST (ukat/L)

p 0,453 0,29 0,13 0,173 0,24 0,213 0,408 0,328 0,385 0,103 0,01

ro 0,136 0,195 0,262 -0,276 -0,228 0,252 0,177 0,176 0,157 -0,305 -,449(**)
ALT (ukat/L)

p 0,451 0,277 0,14 0,12 0,202 0,157 0,323 0,327 0,384 0,085 0,009
y-GT ro 0,158 0,249 0,307 -0,046 -0,069 0,253 0,193 0,086 0,068 -0,13 -0,335
(ukat/L) p 0,378 0,162 0,082 0,801 0,701 0,155 0,281 0,634 0,705 0,472 0,057

ro -0,181 -0,271 -0,234 0,307 ,379(*) -0,304 -0,305 -0,232 -0,239 0,252 ,507(**)
S-CRP (mg/L)

p 0,322 0,133 0,197 0,088 0,032 0,09 0,089 0,201 0,189 0,165 0,003
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Priloga 7: Korelacija med posameznimi parametri 2/2

st.konc.lev | Limfociti Eozinofilci Bazofilci

cociton % 10n9/L Limfociti % Monociti 1079/L Monociti % 109/ Eozinofilci % 109/ Bazofilci % | Nevtrofilci 1029/L Nevtrofilci %
¢t .levkocitov | ro ,881(**) | ,586(**) 0,034 -0,092 0,321 ,385(%) 0,122 0,135 0,136 0,158 -0,181
% p 0,000 0,000 0,851 0,612 0,069 0,027 0,5 0,453 0,451 0,378 0,322
Limfociti ro ,545(**) 0,21 -0,302 -0,333 0,226 0,278 0,191 0,19 0,195 0,249 -0,271
1079/L p 0,001 0,24 0,088 0,058 0,206 0,118 0,287 0,29 0,277 0,162 0,133
_ - ro -0,12 -0,301 -,439(%) -,371(%) 0,006 0,071 0,265 0,269 0,262 0,307 -0,234
Hmfociti % p 0,505 0,088 0,011 0,034 0,976 0,695 0,136 0,13 0,14 0,082 0,197
Monociti ro 0,129 -0,02 0,192 0,11 0,131 0,162 -0,026 -0,243 -0,276 -0,046 0,307
1079/L p 0,474 0,912 0,285 0,543 0,466 0,368 0,887 0,173 0,12 0,801 0,088
- ro -,359(%) -0,325 0,218 0,195 -0,081 -0,079 -0,055 -0,21 -0,228 -0,069 ,379(%)
Monocit % p 0,04 0,065 0,224 0,277 0,656 0,663 0,763 0,24 0,202 0,701 0,032
Eozinofilci ro 0,013 -0,058 -0,329 -0,323 0,111 0,203 ,350(*) 0,223 0,252 0,253 -0,304
1079/L p 0,942 0,75 0,062 0,067 0,539 0,258 0,046 0,213 0,157 0,155 0,09
T L -0,057 -0,092 -,354(%) -,349(%) 0,054 0,144 0,338 0,149 0,177 0,193 -0,305
Fozinoflel p 0,752 0,61 0,043 0,047 0,765 0,423 0,055 0,408 0,323 0,281 0,089
Bazofilci ro -0,048 0,01 -0,205 -0,182 0,166 0,186 0,163 0,176 0,176 0,086 -0,232
1079/L p 0,792 0,954 0,253 0,311 0,355 0,3 0,366 0,328 0,327 0,634 0,201
. ro -0,061 0,011 -0,195 -0,171 0,157 0,177 0,158 0,156 0,157 0,068 -0,239
o azoflel % p 0,736 0,952 0,277 0,34 0,382 0,326 0,38 0,385 0,384 0,705 0,189
2 Nevtrofilci ro ,436(*) 0,26 0,175 0,086 0,194 0,177 -0,166 -0,289 -0,305 -0,13 0,252
g 1079/L p 0,011 0,144 0,331 0,635 0,28 0,324 0,356 0,103 0,085 0,472 0,165
‘% Nevtrofilci % | ro -,479(**) | -,366(*) 0,227 0,269 -0,261 -0,334 -,351(%) -,445(**) -,449(**) -0,335 ,507(*%*)
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p 0,005 0,036 0,205 0,13 0,143 0,057 0,045 0,01 0,009 0,057 0,003
Atipiéni ro 1| ,876(**) 0,013 -0,121 384(*) [ ,a22(%) 0,132 0,232 0,258 0,152 -,387(%)
limfociti
1079/L P , 0,000 0,941 0,502 0,027 0,014 0,464 0,193 0,147 0,4 0,029
Atipi¢ni ro ,876(**) 1 0,129 0,006 0,3 0,311 0,111 0,282 0,317 0,098 -,505(**)
limfociti % p 0,000 ) 0,475 0,972 0,09 0,078 0,538 0,111 0,072 0,586 0,003
Plazma ro 0,013 0,129 1 ,964(**) 0,061 0,037 -0,16 0,085 0,046 -0,039 0,204
celice1079/L | p 0,941 0,475 , 0,000 0,735 0,839 0,374 0,637 0,801 0,829 0,264
Plazma ro -0,121 0,006 ,964(**) 1 0,021 -0,019 -0,185 0,04 -0,017 -0,041 0,281
celice% p 0,502 0,972 0,000 ) 0,906 0,915 0,302 0,827 0,923 0,821 0,119
CEL.BILIRUBI | ro ,384(%) 0,3 0,061 0,021 1 ,956(**) 0,169 ,384(%) ,391(%) ,500(**) -0,089
N (umol/L) | p 0,027 0,09 0,735 0,906 , 0,000 0,347 0,027 0,024 0,003 0,629
DIR.BILIRUBI | ro ,422(%) 0,311 0,037 -0,019 ,956(**) 1 0,302 ,453(**) ,446(**) ,611(**) -0,147
N (umol/L) p 0,014 0,078 0,839 0,915 0,000 ) 0,087 0,008 0,009 0,000 0,421

ro 0,132 0,111 -0,16 -0,185 0,169 0,302 1 ,638(**) ,636(**) ,747(**) -0,304
AP (ukat/L)

p 0,464 0,538 0,374 0,302 0,347 0,087 , 0,000 0,000 0,000 0,091

ro 0,232 0,282 0,085 0,04 ,384(*) | ,453(**) ,638(**) 1| ,960(**) ,795(**) -,522(**)
AST (ukat/L)

p 0,193 0,111 0,637 0,827 0,027 0,008 0,000 ) 0,000 0,000 0,002

ro 0,258 0,317 0,046 -0,017 ,391(%) ,446(**) ,636(**) ,960(**) 1 ,777(**) -,515(**)
ALT (ukat/L)

p 0,147 0,072 0,801 0,923 0,024 0,009 0,000 0,000 , 0,000 0,003
V-GT ro 0,152 0,098 -0,039 -0,041 ,500(**) | ,611(**) ,747(**) ,795(**) | ,777(*%) 1 0,23
(nkat/L) p 0,4 0,586 0,829 0,821 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 ) 0,206

ro -,387(*) | -,505(*%*) 0,204 0,281 -0,089 -0,147 -0,304 -,522(**) -,515(**) -0,23 1
S-CRP (mg/L)

p 0,029 0,003 0,264 0,119 0,629 0,421 0,091 0,002 0,003 0,206 ,

* Korelacija je signifikantna pri p <0.05 (2-stransko).

** Korelacija je signifikantna pri p <0.01 (2-stransko).
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