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Mogucnost primene salive za dokazivanje
anti herpes simplex virusa IgM antitela

Possibility of saliva use in detecting
anti herpes simplex virus IgM antibodies
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KRATAK SADRZAJ
U redu je ispitivene 11logucnost upotrebc selive kilo meterijsln sltein«­

tivnog semmu za dokaziwlT!jc anti HSV-I JgM entitcia. U sttuliju su
ukljucene tii grupc pacijcnata od kojih su ptve dye cinil! imunokompetentnc
osobe sa klinick: j vitusoloski potvrdenom USV intckcijom, a u trecu gtupu
su bili ukljuceni pacijenti oboleli od AIDS-a koji su pored tnnogobrojnib
oportunstickib intekcij« imuli i herpeticnu inickciiu u tonni lebijelnog her­
pess. Piisustvo anti HSV-I IgM sntitcln dokaziveno jc pomocu testn indi­
tcktnc innmotluorcsccncijc 11 uzorcil11a serurna i sslive svili pecijctuu«.
Nalaz anti HSV-I IgM entitelu u obe vtstc l/zorakil u imunikompetentnih
osobe sa priinenunn i sekundemom hcrpeticnoin iniekcijcnn bio je 11 skladu
sa dinsmikom nihove sintezc tokoni iniekcije uopste. Mcilutim u grupi paci­
jenets sa AIDS-OlD, bcz obzire sto je kod njib biln prisutne tekurentne her­
peticn« uitekcije, u odtedenom btoju slucejev« c!okazan jc pozitiven nalaz
anti HSV-l IgM entitele u serumu oclnosno, selivi.

Kljul\ne rOCi: saliva; antiHSV-1 IgM antitela
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Dvod

lnfekcija herpes irnplcx virusom (HSV) siroko je
rasprostranjena u humanoj populaciji, Ona predstavlja
posledicu direktnog kontakta seronegativne osobe sa osobom
koja je inficirana ovim virusom i koja aktivno, putem svojih
sekreta, a vrlo cesto je to saliva, luci virus u spoljasnju src­
dinu. Pri tome su traumc, odnosno rnikrotraume sluzokoze
usne duplje tj. usana, ulazna vrata za ovaj virus. Infekcija
prouzrokovana sa HSV u najveccm broju slucajeva je ina­
parentna, a kod 2-5% infieiranih rnanifestuje se u klinickoj
formi akutnog herpeticnog gingivostomatitisa'.

Specificna antitela prema HSV imaju zadatak da
ogranice infekciju i sprece diseminaciju virusa u okolna tkiva.
Vee neposredno po primokontaktu virusa i organizma
dornacina, u toku prve nedelje bolesti, pocinje stvaranje anti
HSV IgM antitcla koja perzistiraju oko jedan do dva rncscca u
organizmu dornacina, a potorn nestaju'. Mcdutirn dostupni Iit­
eraturni podaci govore i 0 de novo sintezi anti I-lSV IgM
antitela u toku sekundame, rekurentne HSV infekcije. Dokazi­
vanje prisustva ovih antitela u organizrnu dornacina od znacaja
je u ranoj laboratorijskoj serodijagnozi HSV infekeije.

U mtinskoj praksi kao materijal za seroloske reakcije
kOlisti se semm, ali zbog traumatskog iskustva pacijenata, a
narocito dece, kao i zbog ostalih negativnih pojava koje prate
postupak prikupljanja krvi, odnosno scruma, poslednjih godina
cine se napori u smislu iznalazenja altemativnih uzoraka
materijala. Jedan od njih svakako bi mogla biti i saliva koja

zbog niza prednosti moze naci svoje mesto u svakodnevnoj,
rutinskoj serodijagnostici infekcija lokalizovanih ne sarno u
orofaringealnoj regiji"-', Osnovni nedostatak ove vrste matreri­
jala je niska koncentracija antite1a. Medutirn ovaj sc problem
mozc prcvazici uptrebom visoko specificnih i osetljivijih sero­
loskih testova pornocu kojih, ne sarno da je moguce dokazati
postojanjc specificnih antitela prerna infektivnom agensu, vee
bi sc mogla cgzaktno odrediti i njihova konccntracija'.

Osnovni zadatak ove studije je odrcdivanje i poredenje
nalaza anti HSV IgM antitela u serurnu i salivi u toku viruso­
loski potvrdenc prirnarnc i sckundarne herpcticne infekcije
ked imunokompetentnih i imunodeficijentnih pacijenata
obolelih od sindroma stecene imunodeficijencije (eng.
Acquired Immunodeficiency Syndrome - skr. AIDS).

Materijal i metod

Seroloski markeri humoralnog imunskog odgovora
praccni su u serumu i salivi u osoba sa klinicki i virusoloski
potvrdenom HSV infckcijom orofaringealne regije. Klinicka
potvrda HSV infekcije obavljana je na Klinici za oralnu
medicinu i parodontologiju, Stomatoloskog fakulteta u
Bcogradu. Vimsoloska potvrda HSV infckcije izvrsena jc
izolacijom virusa na kulturi VERO eclija. Shodno svom
imunoloskom statusll osobe ukljuccne u studiju podeljene su
u tri grupe. Prvu grupu je cinilo 12 pacijenata, starosne dobi
od 4 do 19 godina, sa primarnom herpeticnom infckcijom
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koja sc klinicki manifestovala kao akutni herpeticni gin­
givostomatitis. Ni jedan pripadnik ave grupe nije imao
podatke u istoriji bolesti koji bi isli u prilog imunodeficijen­
ciji iii podvrgavanju imunosupresivnoj terapiji. Drugu grupu
je cinilo 20 imunokornpctcntnih osoba, starosti ad 19 do (i5
godina, sa rckurentnorn HSY infckcijorn orofaringealne regi­
je u klinickoj formi labijalnog herpesa, Trccu grupu jc cinilo
20 pacijenata sa rekurentnim herpes labijalis-om, starosne
dobi izmcdu 29 i (i0 godina, hospitalizovanih na Klinici za
infektivne i tropskc bolcsri " Dr Kosta Todorovic ", Mcdicin­
skog fakulterta u Beogradu, koji su obolcli ad AIDS-a. Pored
reaktivacije HSY infekcije orofaringealnc regije, pripadnici
ove grupe u klinickoj slici osnovne bolesti irnali su i niz
drugih oportunixtickih infckcija. Podaci 0 broju CD4+ T lim­
focita, dobijeni su iz istorija bolcsti, a predstavljali su
parametar na osnovu koga je pracen stepcn ostecenja irnu­
nitcta. Taj broj se krctao izmedu 50 i 200 limfocita u 1ml
krvi. Prerna revidiranoj CDC klasifikaciji iz 1993 god.,
klinickog spektra Hl V infckcije, svi ispitani pacijcnti ove
grupe su pripaelali kategoriji C3.

Serumi su dobijani iz pune krvi, prikupljanc venepun­
kcijorn, a zatim ccntrifugirane 10 minuta na 3000 obrtaja/
minut. Saliva je dobijana na taj nacin sto je svaka osoba
ukljucena u stueliju davala 1 - 2ml nestimulisane salive u
sterilnu epruvctu, Potorn je i ona centrifugirana tokom
10 minuta na 3000 obrtaja/minut, a dobijeni supernatant je
odlivan u novu sterilnu epruvetu. Svi uzorci materijala su
cuvani na _20°C do upotrebe.

Anti HSY IgM antitela clokazivana su testom indirektne
imunofluoreseencije. U njegovoj priprcrni korisccna je kon­
tinuirana linija YERO celija umnozena u prisustvu medijurna
(10% inaktivisani govedi serum) i inficirana laboratorijskim
sojern HSY -I. Potorn su tako inficiranc 6clije nanoscne na
mikrokskopske plocice na 10 prcdhodno oznaccnih polja. Od
uzoraka scruma i salive pravljena su dvostruko rastuca
razblazenja pocevsi od Yz e10 11128. Zatim je na svako polje
inficiranih cclija dodavano po 10111 tako razblazencg uzorka
materijala. Nakon nanosenja materijala plocice su inkubovane
u vlaznoj komori, u termostatu tokorn 45 rninuta na 37°C, a po
isteku tog vremena ispirane su dva puta fosfatnim puferom i
jednorn destilovanorn vodorn. U sledecoj fazi na razmaze jc
clodavano 10111 humanog IgM globulina konjugovanog sa fluo­
roscein izotiocianatom (FITC). Ponovo je sledila inkubacija u
vlaznoj komori na 37°C tokom 45 minuta. Po istcku tog vre­
men a plocice su ispirane po predhodno opisanom protokolu, a
nakon njihovog susenja na sobnoj temperaturi, rezultati boje­
nja su posmatrani pod fluorescentnim mikroskopom.

Rezultati

U svih imunokompetentnih pacijenata sa manifestnom
primamom HSY infekcijom u formi herpeticnog gingivosto­
matitisa registrovan je pozitivan nalaz serumskih anti HSY-I
IgM antitela. Kod 2 pacijenta (16,7%) titar antitcla iznosio je
8, u 7 pacijenata (58,3%) titar semmskih anti HSV-I IgM
antitela bio je 16. Kod 3 osobe (25%) dokazana vrednost titra
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ovog izotipa antitela bila je 32. U grupi imunokompetentnih
osoba sa rekurentnom herpeticnorn infekcijom nije dokazano
postojanje scrumskih anti HSY-I IgM antitela. U grupi paci­
jenata obolclih od AIDS-a koji su pored razlicitih opor­
tunistickih infekcija imali i rekurentnu herpeticnu infekciju u
klinickoj forrni labijalnog herpesa, u 9 osoba dokazan je poz­
itivan nalaz serumskih anti HSY-l IgM antitela, Od tog broja
koel 8 paeijenata (40%) titar je iznosio 8, a u jednom uzorku
scruma (5%) dokazani titar IgM antitela specificnih prema
HSY-I bioje 16.

Tubcl« J. Setumsku anti HSV-J 191Vf nntiteln

Table 1. Screl anti HSV-l 19i'vlantib0 die,'

Titar antitela I grupa II grupa UIgrupa

20(100%) 9 (55%)
I; 2(16,7%) 8 (40,0%)
16 7 (58,3%) 1(5,0%)
32 3 (25,0%) /

Ukupno uzoraka 12 (100%) 20 (100%) 20 (100%)

I grupa - Pacijcnti sa primarnorn HSV infekcijorn

II grupa - Imunokompetentni pacijenti sa sekundarnom HSV infekcijom
III grupa - Pacijenti oboleli od AIDS-a sa sekundamom HSV infekcijom
I group - Patients with primary HSV infection

II grupa - Immunocompetent patients with reccurent HSV infection
III grupa - AIDS patients with HSV infection

Tabc1a 2. Sulivunui anti HSV-l 19M untitcle

Ii/bcla 2. Sulivnry anti HSV-J IgM antibodies

Titar antitela I grupa II grupa HI grupa

20(100%) 17 (85%)
8 4 (33,3%) / 3 (15,0%)
16 7 (58,3%) /
32 1 (8,3%)

Ukupno uzoraka 12(100%) 20 (l00%) 20 (100%)

I grupa - Pacijenti sa primarnom HSV infekcijorn
II gmpa - Imunokornpctcntni pacijenti sa sekundamom HSV intekcijom

1IIgrupa - Pacijcnti obolcli od AIDS-a sa sekundamom HSV infekcijorn
I group - Patients with primary HSV infection

II grupa - Immunocompetent patients with reccurent HSV infection
III grupa - AIDS patients with HSV infection

U gmpi imunokompetentnih pacijenata sa manifestnom
primm'nom HSY infckeijom u klinickoj formi herpeticnog
gingivostomatitisa registrovan je pozitivan nalaz anti HSY-I
IgM antitela u svim uzorcima salive. Kod 4 pacijenta
(33,3%) titar salivarnih anti HSY-I IgM antitela iznosio je 8,
kod 7 pacijenata (58,3%) ta vrednost je iznosila 16. U 1
uzorku salive (8,3%) clokazana vrednost titra anti tela je
iznosila 32. U grupi imunikompetentnih pacijenata sa sekun­
damom HSY infekcijom ni u jednom uzorku salive nisu
dokazana anti HSY-I IgM antitela. U tre60j gmpi pacijenata,
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obo lclih od AIDS-a koji su pored razlicitih oportunistickih
infekcija irnali i sckundarnu herpcticnu infekciju u kod 3
osobe (15%) dokazana su salivama anti HSV-I IgM antitcla,
a njihov titar iznosio je 8.

Diskusija

Rczultati koji SU 5C odnosili na dinarniku sintczc anti
HSV -I IgM antitela pokazali su da su koncentracije serum­
skih i salivamih anti HSY-I IgM antitcla bile pozitivne u
svih osoba sa primamom HSV infckcijorn. Za razliku od njih
u imunokompetentnih pacijcnata sa sckundamorn hcrpcti­
cnorn infekcijorn nije dokazano postojanje ovog izotipa
antitela specificnih pre rna HSV-I u scrurnu, odnosno salivi.
Ovakav rezultat nalaza antitcla u obradivanim matcrijalima
bio je ocekivan i u skladu sa rezultatirna iz nama dostupne
literature. Poznato je, a i eksperimentalno dokazano, da se u
pocctku primarne infckcije sintetisu antitela klase IgM, ada
kasnije, u drugoj ncdelji bolcsti, pocinjc sintcza ostalih klasa
imunoglobulina. Smatra sc da ovaj izotip antite1a maksimal­
nu koncentraciju dostize posle 1-2 rncseca od primokontakta
osobe sa odredenim infektivnim agensorn, a potorn dolazi
njihov ncstanak iz organizrna dornacina. Mcdutim novija
istrazivanja su pokazala da nastaje njihova de novo sintczc
prilikorn svake sckundame intekcijc'".

Rezulteti nase studije su takodc ukazali na manju kon­
centraciju salivarnih anti HSV-I IgM anti tela u odnosu na
koncentraciju serumskih. Ovo se mozc objasniti cinjenicom
da najveea koncentracija ovih antite1a dospeva u usnu duplju,
a samim tim i u salivu iz cirkulacije. Medutim ovde se radi 0

velikom, pcntamemom molcrkulu koji tdko i sporo difi.ll1du­
je kroz zidove krvnih sudova, ulazc6i pri tom u regiju gingi­
valnog sulkusa, odakle prelazi u salivu. Neki autori
saopstavaju podatke da postoje i sekretorna, monomema
antitela 19M klase i da ona cine oko 10% ukupne kolicine
ove klase imunoglobulina'. lz toga se moze zakljueiti da pris­
ustvo anti HSV-I IgM antitela u salivi prcdstavlja rezultat
difi.lzije ovih antitela kroz epitel gingivalnog sulkusa, ali i
njihove lokalne sinteze na nivou tkiva orofaringealnc regije.
lako su kolicine imunoglobulina u salivi nekoliko puta manjc
nego u serumu koriseenjem vrio oset1jivih i specifienih scro­
loskih testova moguee je cgzaktno utvrditi postojanje kao i
koncentraciju specifienih antitela prema odreeenom infek­
tivnom agensu. Oliveira i saradnici su u prvoj nedelji infekci­
je virusom morbi\la dokazali pozitivan salivami IgM odgo­
VOl' u 93% pacijenata, a vee u tree oj nedeIji u svim uzorcima
salive dokazane su koncentracije specitienih IgM antite1a
koje su ukazivale na postojanje infekcijc virusom morbi11a".
Do slienih rczu1tata isti autor je dosao ispitujuCi moguenosti
koriseenja salive u serodijagnostici denga infekcije kao i
infckcije prouzrokovane rube11a virusom"·".

Neocekivani i pomaI0 zacudujuei rezultati dobijeni su u
grupi pacijenata obole1ih od AIDS-a koji su imali sekundamu
herpeticnu infekciju. Anti HSV-I 19M antiteIa su dokazana u
gotovo polovine uzoraka seruma, ali i u odredenom, manjem
procentu obradenih uzoraka salive. I podaci drugih autora
koji su se bavili proucavanjcm humoralnog imunskog odgo-
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vora u HIV infekciji takode su pokazali ovu "nelogicnost".
Tako Bcnharnon u svojoj studiji saopstava povisene konccn­
tracije IgM antitela specificnih prcma Cryptosporidium sp.",
a De Ory dokazuje povccanu koncentraciju specificnih IgM
antitela prcma Toxoplasrni gondii u toku HIV infckcije".
Baveci sc ovorn problcmatikorn Quesnel jc utvrdio da
hipergamaglobulinemija obrnuto korelira sa brojern CD4+T
limfocita", a odgovor na ovo mozda treba traziti u cinjenici
da u toku Hl V infekcije kao posledica citocidnog delovanja
virusa nastajc slabljcnje Th I odgovora uz istovremeno
jacanje Th2 imunskog odgovora koji rukovodi specificnim
hurnoralnim imunitetom. Posledica ovih dogadanja u toku
HIV infekcije jc povccana produkcija antite1a, medu Kojima i
klase IgM, odnosno nastanak hipcrgamaglobulinemije".
Pored toga razlog nastanka hipergamaglobulinemije trcba
trazit: i u cinjenici da celije inficirane HIV-om oslobadaju
virusni gp 120 koji sa jcdne strane izaziva inhibiciju CD4+ T
limfocita, ali istovrerneno prouzrokuje limfoblastnu transfer­
maciju B limfocita, sto za posledicu ima povecanu produkci­
ju antitcla. Medutirn ovdc trcba naglasiti, a sto su Pavlica i
saradnici u svojoj studiji ustanovili, ispitujuci neutralizacionu
aktivnost spccificnih antitela u toku AIDS-a, da antitela
stvorcna u toku HIV infekcije, spccificna prema razlicitim
infcktivnim agcnsima, imaju nisku in vitro neutralizacionu
moe". Poscbno trcba istaci to da se hipergamaglobulinemija
u toku HIV infekcije javlja prerna onim infektivnim agensi­
rna sa Kojima je osoba ranije dosla u kontakt, kakav je na
primer HSV, dok prema infektivnim agcnsima sa Kojima
HIV pozitivna osoba dolazi u kontakt prvi put u toku HTV
infekcije nema produkcije specifienih imunoglobulina18

•

zaIdjucak

Saliva kao uzarak, poseduje niz prednosti u odnosu na
serum. Neke od njih su laka i ncinvazivna tehnika njenog
prikupljanja, odsustvo potrebe za skupim instrumentima i
poscbno obuccnim kadrom kao i mala moguenost transmisije
infektivnih agenasa putem ovog uzorka materijala. Osnovni
ncdostatak salive kao uzorka materijala lezi u Cinjenica da
neke osobe usled postojanja kserostomije nisu u stanju da
daju adekvatnu kolieinu pljuvacke, dovoljnu za seroloska
ispitivanja. Porcd toga, konccntracije antitela u salivi znatno

su nize nego u scrumu, tako da se do skora iskljucivo koristila
u cpidemioloskim istrezivanjima. Medutim primenom vrlo
spccifienih i osetljivih seroloskih testova moguec je prcvaziCi
ovaj problem i odrcditi postojanje i koncentraciju specificna
antite1a u salivi, a to vee sada pruza moguenost njcne primene
u serodijagnostici pojcdinih oboljenja kao zamcna serumu.

Komparativnim ispitivanjem seruma i salivc priku­

pljenim od imunokompctentnih pacijenata sa aktivnom HSV
infekcijom pokazano je da indukcija humoralnog imunskog
odgovora u HSV infekciji odgovara klasicnom imunskom
odgovom u infekciji uopste. S obzirom da su u serumu i
salivi dokazane povceane koncentracije anti HSV-I 19M
antitcla seroloska dijagnoza infekcija nastalih u toku AIDS-a
lIDa ogranicenu pnmenu.
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Pavlica DuIan

SUMMARY
In this study we investigated the possibility of saliva use instead of

sera for detecting anti HSV IgM antibodies. Three groups ofpatients were
included in this study. The first two consisted ofimmunocompetent persons
with clinicely and vitologicely approved primery and reccurent herpetic
infection. The third group was comprised of AIDS patients with reccutent
infection. Anti HSV-I IgM sntibodics were detected by immunotluores­
cence assay. In saliva and sera samples obtained from persons with ptimsty
and reccurent HSV infection. findings ofspecific IgM antibodies correlated
with the dynamic of their synthesis in infection generally. But in the third
b'TouP. which consisted ofAIDS patients. in a few cases there were positive
anti HSV JgM concentration. both in sera and saliva samples.
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