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Mogucnost primene salive za dokazivanje
ant1 herpes simplex virusa IgM antitela

Possibility of saliva use in detecting
anti herpes simplex virus IgM antibodies

KRATAK SADRZAJ Pavlica Dufan

U radu je ispitivana mogucnost upotrebe salive kao materijala alterna-
tivnog serumu za dokazivanje anti HSV-1 IgM antitela. U studiju su |
ukljucene tri grupe pacijenata od kojil su prve dve &inili imunokompetentie
osobe sa klinicki i virusoloski potvrdenom FISV infckeijom, a u treéu grupu
su bili ukljuéeni pacijenti oboleli od AIDS-a koji su pored mnogobrojnih
oportunstickil infekcija imali i herpetiénu infekciju u forini labijalnog her-
pesa. Prisustvo anti HSV-1 IgM antitela dokazivano je pomoéu testa indi-
rektne Imunofluorescencije u uzorcima seruuna 1 salive svili pacijenata.
Nalaz anti FISV-1 IgM antitela u obe vrste uzoraka u imunikompetentnih
osoba sa primarnom I sckundarnom herpeti¢nom infekcijom bio je u skladu
sa dinamikom nihove sinteze tokom infekcije uopste. Medutim u grupi paci- |
Jjenata sa AIDS-om, bez obzira sto je kod njih bila prisutna rekurentna her- |
peti¢na infekcija, u odredenom broju slucajeva dokazan je pozitivan nalaz |
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anti HSV-1 IgM antitela u serumu odnosno, salivi.
Kljudne reli: saliva; anti HSV-1 IgM antitcla

Uvod

Infekcija herpes implex virusom (HSV) Siroko je
rasprostranjena u  humanoj populaciji. Ona predstavlja
posledicu direktnog kontakta seronegativne osobe sa osobom
koja je inficirana ovim virusom 1 koja aktivno, putem svojih
sekreta, a vrlo esto je to saliva, lu¢i virus u spoljadnju sre-
dinu. Pri tome su trauine, odnosno mikrotraume sluzokoZe
usne duplje tj. usana, ulazna vrata za ovaj virus. Infekcija
prouzrokovana sa HSV u najvecem broju sluCajeva je ina-
parentna, a kod 2-5% inficiranih manifestuje se u klinickoj
formi akutnog herpeti¢nog gingivostomatitisa'.

Specifiéna antitela prema HSV imaju zadatak da
ogranice infekciju i sprece diseminaciju virusa u okolna tkiva.
Vel neposredno po  primokontaktu virusa i organizma
domacina, u toku prve nedelje bolesti, pofinje stvaranje anti
HSV 1gM antitela koja perzistivaju oko jedan do dva meseca u
organizmu domacina, a potom nestaju®. Medutim  dostupni lit-
eraturni podact govore 1 o de novoe sintezi antit HSV 1gM
antitela u toku sekundarne, rckurentne HSV infekeije. Dokazi-
vanje prisustva ovih antitela u organizmu domacina od znacaja
je uranoj laboratorijskoj serodijagnozi HSV infekcije.

U rutinskoy praksi kao materijal za seroloke reakcije
koristi se serum, ali zbog traumatskog iskustva pacijenata, a
naro¢ito dece, kao 1 zbog ostalih negativath pojava koje prate
postupak prikupljanja krvi, odnosno seruma, poslednjih godina
¢ine se naport u smislu iznalaZenja altemativnih uzoraka
materijala. Jedan od njih svakako bi mogla biti i saliva koja
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zbog niza prednosti moZe naéi svoje mesto u svakodnevnoj,
rutinskoj serodijagnostici infekcija lokalizovanih ne samo u
orofaringealnoj regiji***. Osnovni nedostatak ove vrste matreri-
jala je niska koncentracija antitela. Medutim ovaj se problem
moZe prevazici uptrebom visoko specifiénih i osetljivijih sero-
loSkih testova pomocu kojih, ne samo da je moguée dokazati
postojanje specifiénih antitela prema infektivnom agensu, veé
bi se mogla egzaktno odrediti i njihova koncentracija®.

Osnovni zadatak ove studije je odredivanje i poredenje
nalaza anti HSV IgM antitela u serumu 1 salivi u toku viruso-
loski potvrdene primarne 1 sekundarne herpeticne infekcije
kod imunokompetentnih i imunodeficijentnih pacijenata
obalelih od sindroma steCene imunodeficijencije (eng,
Acquired Immunodeficiency Syndrome - skr. AIDS).

Materijal i metod

Seroloski markeri humoralnog imunskog odgovora
praceni su u serumu i salivi u osoba sa klini¢ki i virusoloski
potvrdenom HSV infekcijom orofaringealne regije. Klinicka
potvrda HSV infekcije obavljana je na Klinici za oralnu
medicinu 1 parodontologiju, Stomatoloskog fakulteta u
Beogradu. Virusoloska potvrda HSV infekcije izvriena je
izolacijom virusa .na kulturi VERO ¢elija. Shodno svom
imunolo$kom statusu osobe ukljucene u studiju podeljene su
u tri grupe. Prvu grupu je ¢inilo 12 pacijenata, starosne dobi
od 4 do 19 godina, sa primarnom herpeti¢nom infekcijom
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koja sc Kklinicki manifestovala kao akutni herpeti¢ni gin-
givostomatitis. Ni jedan pripadnik ove grupe nije imao
podatke u istoriji bolesti koji bi i8li u prilog imunodeficijen-
ciji ili podvrgavanju imunosupresivnoj terapiji. Drugu grupu
je ¢inilo 20 imunokompetentnih osoba, starosti od 19 do 65
godina, sa rekurentnom HSV infekeijom orofaringealne regi-
je u klinickoj formi labijalnog herpesa. Trecu grupu je ¢inilo
20 pacijenata sa rekurentnim herpes labijalis-om, starosne
dobi izmedu 29 1 60 godina, hospitalizovanih na Klinict za
infektivne 1 tropske bolesti " Dr Kosta Todorovi¢ ", Medicin-
skog fakulterta u Beogradu, koji su oboleli od AIDS-a. Pored
reaktivacije HSV infekcije orofaringealne regije, pripadnici
ove grupe u klinickoj slici osnovne bolesti mmali su i niz
drugih oportunisti¢kih infekeija. Podaci o broju CD4+ T lim-
focita, dobijeni su iz istorija bolesti, a predstavijali su
parametar na osnovu koga je pracen stepen oSteCenja imu-
niteta, Taj broj sc kretao izmedu 50 1 200 limfocita u Iml
krvi. Prema revidiranoj CDC klasifikaciji iz 1993 god.,
klinickog spektra HIV infekcije, svi ispitani pacijenti ove
grupe su pripadalt kategoriji C3.

Serumi su dobijani iz pune krvi, prikupljane venepun-
keijom, a zatim  centrifugirane [0 minuta na 3000 obrtaja/
minut. Saliva je dobijana na taj nacin Sto je svaka osoba
ukljuCena u studiju davala 1 - 2ml nestimulisane salive u
sterilnu epruvetu. Potom je i ona centrifugirana tokom
10 minuta na 3000 obrtaja/minut, a dobijeni supernatant je
odlivan u novu sterilnu epruvetu. Svi uzorcl materijala su
¢uvani na -20°C do upotrebe.

Anti HSV IgM antitela dokazivana su testom indircktne
imunofluorescencije. U njegovoj pripremi koridéena je kon-
tinuirana linijja VERO ¢elija umnoZena u prisustvu medijuma
(10% inaktivisani govedi serum) i inficirana laboratorijskim
sojem HSV-1. Potom su tako inficirane Celije nanoSene na
mikrokskopske plotice na 10 predhodno oznacenih polja. Od
uzoraka seruma 1 salive pravljena su dvostruko rastua
razblaZenja potevs§i od Y% do 1/128. Zatim je na svako polje
inficiranih ¢elija dodavano po 10ul tako razblaZenog uzorka
materijala. Nakon nanoSenja materijala plocice su inkubovane
u vlaZnoj komori, u termostatu tokom 45 minuta na 37°C, a po
isteku tog vremena ispirane su dva puta fosfatnim puferom i
jednom destilovanom vodom. U sledecoj fazi na razmaze je
dodavano 10ul humanog IgM globulina konjugovanog sa tluo-
roscein izotiocianatom {FITC). Ponovo je sledila inkubacija u
vlaznoj komori na 37°C tokom 45 minuta. Po istcku tog vre-
mena plo¢ice su ispirane po predhodno opisanom protokolu, a
nakon njihovog suSenja na sebnoj temperaturi, rezultati boje-
nja su posmatrani pod fluorescentnim mikroskopom.

Rezultati

U svih imunokompetentnih pacijenata sa manifestnom
primarnom HSV infekeijom u formi herpetiénog gingivosto-
matitisa registrovan je pozitivan nalaz serumskih anti HSV-1
[gM antitela. Kod 2 pacijenta (16,7%) titar antitcla iznosio je
8, u 7 pacijenata (58,3%) titar serumskih anti HSV-1 IgM
antitela bio je 16. Kod 3 osobe (25%) dokazana vrednost titra

ovog izotipa antitela bila je 32. U grupi imunokompetentnih
osoba sa rekurentnom herpeti¢nom infekcijom nije dokazano
postojanje scrumskih anti HSV-1 IgM antitela. U grupi paci-
jenata obolelih od AIDS-a koji su pored razli¢itih opor-
tunisti¢kih infekeija imali 1 rekurentnu herpetiénu infekciju u
klinickoj formi labijalnog herpesa, u 9 osoba dokazan je poz-
itivan nalaz serumskih antt HSV-1 [gM antitela. Od tog broja
kod 8 pacijenata (40%) titar je iznosio 8, a u jednom uzorku
secruma (5%) dokazani titar [gM antitela specifi¢nibh prema
HSV-1 bio je 16.

Tabela 1. Serumska anti HSV-1 IgM antitela

Table 1. Scral anti HSV-1 IgM antibodies

Titar antitela I grupa Il grupa Ilgrupa
/ / 20 (100%) 9 (55%)
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 - Pacijenti sa pnmarnom HSV intekcijom

Il grupa - Imunokompetentni pacijenti sa sekundamom HSV infekcijom
Il grupa - Pacijenti oboleli od AIDS-a sa sekundamom HSV infekcijom
[ group - Patients with primary HSV infection

H grupa - Immunocompetent patients with reccurent HSV infection

I grupa - AIDS patients with HSV infection

Tabela 2. Salivarna anti HSV-1 IgM antitela

Tabela 2. Salivary anti HSV-1 IgM antibodies

Titar antitela i grupa I grupa I} 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 {100%) 20 (100%)

I grupa - Pacijenti sa primarnom HSV infekcijom

1I grupa - Imunokompetentni pacijenti sa sekundarnom HSV infekcijom
THT grupa - Pacijenti oboleli od AIDS-a sa sekundarnom HSV infekcijom
[ group - Patients with primary HSV infection

I grupa - ITmmunocompetent patients with reccurent HSV infection
1 grupa - AIDS patients with HSV infection

U grupi imunokompetentnih pacijenata sa manifestnom
primarnom HSV infekcijom u klini¢koj formi herpetinog
gingivostomatitisa registrovan je pozitivan nalaz anti HSV-1
IgM antitela u svim uzorcima salive. Kod 4 pacijenta
(33,3%) titar salivarnih anti HSV-1 IgM antitela iznosio je 8,
kod 7 pacijenata (58,3%) ta vrednost je iznosila 16. U 1
uzorku salive (8,3%) dokazana vrednost titra antitela je
iznosila 32. U grupi imunikompetentnih pacijenata sa sekun-
darnom HSV infekcijom ni u jednom uzorku salive nisu
dokazana anti HSV-1 1gM antitela. U trecoj grupi pacijenata,
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obolelih od AIDS-a koji su pored raziicitih oportunistickih
infekeija tmali 1 sckundarnu herpetiénu infekeiju u kod 3
osobe (15%) dokazana su salivarna anti HSV-1 IgM antitela,

a njihov titar iznosio je 8.

Diskusija

Rezultati kojt su se odnosili na dinamiku sinteze anti
HSV-i [gM antitela pokazali su da su koncentracije serum-
skih i salivarnih anti HSV-1 IgM antitela bile pozitivne u
svih osoba sa primarnom HSV infekeijom. Za razliku od njih
u imunokompetentnih pacijenata sa sekundarnom herpeti-
Cnom infekcijom nije dokazano postojanje ovog 1zotipa
antitela specifi¢nih prema HSV-1 u serumu, odnosno salivi.
Ovakav rezultat nalaza antitela u obradivanim materijalima
bio je ofekivan i u skladu sa rezultatima iz nama dostupne
literature. Poznato je, a i eksperimentalno dokazano, da se u
podetku primarme infekeije sintetiSu antitela klase 1gM, a da
kasnije, u drugoj nedelji bolesti, potinje sinteza ostalih klasa
imunoglobulina. Smatra se da ovaj izotip antitela maksimal-
nu koncentraciju dostiZe posle 1-2 meseca od primokontakta
osobe sa odredenim infektivnim agensom, a potom dolazi
njihov nestanak iz organizma domacina. Medutim novija
istrazivanja su pokazala da nastaje nithova de novo sinteze
prilikom svake sekundarne infekcije™.

Rezulteti nase studije su takode ukazali na manju kon-
centraciju salivarnib anti HSV-1 1gM antitela u odnosu na
koncentraciju serumskih. Ovo se moZe objasniti ¢injenicom
da najveca koncentracija ovih antitela dospeva u usnu duplju,
a samim tim i u salivu iz cirkulacije. Medutim ovde se radi o
velikom, pentamernom moierkulu koji teSko 1 sporo difundu-
je kroz zidove krvnth sudova, ulaze¢i pri tom u regiju gingi-
valnog sulkusa, odakle prelazi u salivu. Neki o autori
saopstavaju podatke da postoje 1 sekretorna, monomerna
antitela IgM klase i da ona ¢ine oko 10% ukupne koli¢ine
ove klase imunoglobulina®. 1z toga se moZze zakljuciti da pris-
ustvo anti HSV-1 [gM antitela u salivi predstavlja rezultat
difuzije ovih antitela kroz epitel gingivalnog sulkusa, ali 1
njihove lokalne sinteze na nivou tkiva orofaringealne regije.
Iako su koli¢ine imunoglobulina u salivi nekoliko puta manje
nego u serumu koris¢enjem vrio osetljivih i specifiénih sero-
loskih testova moguce je cgzaktno utvrditi postojanje kao 1
koncentraciju specifiénih antitela prema odreCenom infek-
tivnom agensu. Oliveira i saradnici su u prvoj nedelji infekei-
je virusom morbilla dokazali pozitivan salivari IgM odgo-
vor u 93% pacijenata, a ve¢ u trecoj nedelji u svim uzorcima
salive dokazane su koncentracije specificnih [gM antitela
koje su ukazivale na postojanje infekeije virusom morbilla™.
Do sli¢nih rezultata isti autor je doSao ispitujuéi moguénosti
kori¥¢enja salive u serodijagnostici denga infekeije kao i
infekeije prouzrokovane rubella virusom'™*?,

Neoéekivani 1 pomalo zadudujudi rezultati dobijent su u
grupi pacijenata obolelih od AIDS-a koji su imali sekundamu
herpetiénu infekeiju. Anti HSV-1 1gM antitela su dokazana u
gotovo polovine uzoraka seruma, ali 1 u odredenom, manjem
procentu obradenth uzoraka salive. I podact drugih autora
koji su se bavili proudavanjem humoralnog imunskog odgo-

vora u HIV infekeiji takode su pokazali ovu "neloginost”
Tako Benhamon u svojoj studiji saop$tava povisene koncen-
tracije 1gM antitela specifi¢nih prema Cryptosporidium sp.”,
a De Ory dokazuje povecanu koncentraciju specificnih IgM
antitela prema Toxoplasmi gondii u toku HIV infekcije’.
Bave¢i s¢ ovom problematikom Quesnel jc utvrdio da
hipergamaglobulinemija obrnuto korelira sa brojem CD4+7
limfocita, a odgovor na ovo moZda treba traZiti u &injenici
da u toku HIV infekcije kao posledica citocidnog delovanja
virusa nastaje slabljenje Th! odgovora uz istovremeno
JaCanje Th2 imunskog odgovora koji rukovodi specifidnim
humorainim imunitetom. Posledica ovih dogadanja u toku
HIV infekeije je povecana produkeija antitela, medu kojima i
klase 1gM, odnosno nastanak hipergamaglobulinemije'®.
Pored toga razlog nastanka hipergamaglobulinemije treba
traZiti 1 u Cinjenici da Celije inficirane HIV-om oslobadaju
virusni gp120 koji sa jedne strane izaziva inhibiciju CD4+ T
limfocita, ali istovremeno prouzrokuje limfoblastnu transfor-
maciju B limfocita, $to za posledicu ima poveéanu produkei-
ju antitela. Medutim ovde treba naglasiti, a §to su Pavlica i
saradnict u svojoj studiji ustanovili, ispityjuci neutralizacionu
aktivnost specifiénih antitela u toku AIDS-a, da antitela
stvorena u toku HIV infekeije, specifi¢na prema razli¢itim
infektivnim agensima, imaju nisku in vitro neutralizacionu
moc'". Poscbno treba istadi to da se bipergamaglobulinemija
u toku HIV infekeije javija prema onim infektivnim agensi-
ma sa kojima je osoba ranije dodla u kontakt, kakav je na
primer HSV, dok prema infektivnim agensima sa kojima
HIV pozitivna osoba delazi u kontakt prvi put u toku HIV
infekeije nema produkeije specifiénih imunoglobulina®,

Zakljucak

Saliva kao uzorak, poseduje niz prednosti u odnosu na
scrum. Neke od njib su laka 1 neinvazivna tehnika njenog
prikupljanja, odsustvo potrebe za skupim instrumentima 1
posebno obutenim kadrom kao 1 mala meguénost transmisije
infektivnih agenasa putem ovog uzorka materijala. Osnovni
nedostatak salive kao uzorka materijala leZi u Cinjenica da
neke osobe usled postojanja kserostomije nisu u stanju da
daju adekvatnu koli¢inu pljuvacke, dovoljnu za seroloska
ispitivanja. Pored toga, koncentracije antitela u salivi znatno
su nize nego u serumu, tako da se do skora iskljuéivo koristila
u epidemioloskim istreZivanjima. Medutim primenom vrlo
specifiénih 1 osetljivih serologkih testova mogude je prevaziéi
ovaj problem 1 odrediti postojanje i koncentraciju specifi¢na
antitela u salivi, a to ve¢ sada pruza moguénost njene primene
u serodijagnostici pojedinih oboljenja kao zamena serumu.

Komparativnim ispitivanjem seruma i salive priku-
pljenim od imunokompetentnih pacijenata sa aktivnom HSV
infekeijom pokazano je da indukeija humoralnog imunskog
odgovora u HSV infekeiji odgovara klasiénom imunskom
odgovoru u infekeiji uopste. S obzirom da su u serumu 1
salivi dokazane povecane koncentracije anti HSV-1 IgM
antitcla serolo$ka dijagnoza infekcija nastalih u toku AIDS-a
ima ogranienu primenu.
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Pavlica Dufan

POSSIBILITY OF SALIVA USE IN DETECTING
ANTI HSV IGM ANTIBODIES

SUMMARY

In this study we investigated the possibility of saliva use instead of
sera for detecting anti HSV IgM antibodies. Three groups of patients were
included in this study. The first two consisted of immunocompetent persons
with clinicaly and virologicaly approved primary and reccurent herpetic
infection. The third group was comprised of AIDS patients with reccurent
infection. Anti HSV-1 IgM antibodies were detected by immunofluores-
cence assay. In saliva and sera samples obtained from persons with primary
and reccurent HSV infection, findings of specific IgM antibodies correlated
with the dynamic of their synthesis in infection generally. But in the third
group, which consisted of AIDS patients, in a few cascs there were positive
anti HSV [gM concentration, both in sera and saliva samples.

Key words: saliva, anti HSV IgM antibodies
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