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Choroby wywolywane przez wirusa cytomegalii dotyczq glownie dzieci
oraz 0sob z niedoborami immunologicznymi, u ktorych przebieg infekcji
Jest znacznie bardziej niebezpieczny i czesto zagrazajqcy zyciu, dlatego tez
wskazane jest u nich badanie poziomu wirusowego DNA technikq PCR.
Celem pracy bylo okreslenie czestosci wykrywania kwasu nukleinowego
HHV-5 (CMV) u pacjentow Samodzielnego Publicznego Centralnego
Szpitala Kliniczego w Warszawie w latach 2002-2006 za pomocq metod
biologii molekularnej.
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WSTEP

Herpeswirus cztowieka typu 5 (HHV-5, znany powszechnie jako CMV) zaliczany jest do
podrodziny B-herpesvirinae (1). Patogen ten jest szeroko rozpowszechniony na catym swiecie
- u ponad 60% osob w panstwach rozwinigtych stwierdza si¢ w badaniach serologicznych
obecnos¢ przeciwciat przeciwko HHV-5 w klasie IgG, a w krajach Trzeciego Swiata odsetek
ten wzrasta do 95% (2). Po czgsto bezobjawowym zakazeniu pierwotnym wirus przechodzi
w stan latencji w makrofagach oraz prawdopodobnie w subpopulacji CD8" limfocytow T
i w komorkach gruczotow wydzielania wewngtrznego (3,4). Podobnie jak pozostali czton-
kowie rodziny Herpesviridae, ma on zdolno$¢ do przetrwania w organizmie gospodarza,
pozostajac w stanie chwiejnej rownowagi z uktadem odpornosciowym (5). U os6b immu-
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nokompetentnych ewentualne objawy chorobowe sa stabo wyrazone i przebiegaja gtownie
pod postacia zespotu mononukleozopodobnego, asymptomatycznej goraczki oraz bardzo
rzadko powiktan neurologicznych (6). W przypadkach zaburzen odpornosci wynikajacych
z: dodatkowego zakazenia (HIV), niedojrzatosci uktadu immunologicznego (zakazenia
wrodzone i noworodki) czy immunosupresji (pacjenci po przeczepach czy chemioterapii),
zakazenia wirusem cytomegalii s zdecydowanie czgstsze i o grozniejszym przebiegu (7).
Nasilenie objawow klinicznych spowodowanych przez HHV-5 uzaleznione jest od wielu
czynnikow, m.in. wieku i stanu ogélnego pacjenta, wydolnosci uktadu odpornosciowego czy
wieku, w ktorym pacjent przebyt zakazenie pierwotne (8). Do najczgsciej obserwowanych
wowczas schorzen zaliczane jest wirusowe zapalenie ptuc, zaburzenia funkcjonowania
watroby (9), a takze zwigkszona podatnos¢ na wtdrne zakazenia bakteryjne i grzybicze (10).
U pacjentow po zabiegach transplantacyjnych obserwuje si¢ dodatkowo: zesp6t mielosupre-
syjny (9) i nasilenie choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (GvHD) (2).

Celem pracy byto okres$lenie czgstosci wykrywania DNA wirusa cytomegalii u pacjen-
tow Samodzielnego Publicznego Centralnego Szpitala Kliniczego w Warszawie w latach
2002-2006 za pomoca metod biologii molekularne;.

MATERIAL I METODY

Badaniom poddano 2486 probek pobranych od 604 pacjentow hospitalizowanych w SP
CSK. Materiat uzyty do badan w 63% stanowila krew petna, 29% surowica krwi, 7% ptyn
moézgowo-rdzeniowy, zas 1% mocz. Materiaty pochodzace od pacjentow z w Kliniki Hema-
tologii, Onkologii i Chorob Wewngtrznych pobierane byty wielokrotnie od poszczegodlnych
pacjentow w odstgpach 7-10 dni w ramach rutynowego monitorowania wykonywanego
po zabiegach hematologicznych. Probki pochodzace z innych klinik SP CSK pobierane
byly jednorazowo przy istniejacych przestankach klinicznych wskazujacych na mozliwosé
zakazenia HHV-5.

Izolacji catkowitego DNA dokonywano z 200 pl materiatu klinicznego przy uzyciu
zestawu DNA Mini Kit (Qiagen®), zgodnie z instrukcja dostarczona przez producenta.

Do amplifikacji sekwencji wirusa cytomegalii zastosowano metodg¢ PCR z uzyciem
specyficznych starterow powielajacych region MIE HHV-5 (11). Mieszanina reakcyjna
o konicowej objetosci 50 pl zawierata 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl, po 0,3 uM
kazdego ze starterow, 3 mM MgCl,, po 0,2 mM kazdego dNTP, 1,25 U polimerazy Taq (In-
vitrogen®) oraz 10 pl wyizolowanego DNA. PCR skladat si¢ z 40 cykli: denaturacja - 2 min,
przylaczanie starterow w temp. 65°C - 1,5 min i wydtuzanie tancuchow - 1 min. Amplifikacja
konczyta si¢ 10 min elongacja nici DNA (11). Kontrolg dodatnia stanowito DNA szczepu
wzorcowego HHV-5 AD169, zas ujemna catkowite DNA wyizolowane z niezakazonej linii
komédrkowej HFFF-2 (fibroblasty ptuca czlowieka). Wizualizacji dokonywano w transilu-
minatorze UV po rozdziale elektroforetycznym produktéw PCR w 1% Zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny.

W prébkach dodatnich badz watpliwych stosowano dodatkowo badania potwierdzenia
oparte na metodach ilo§ciowych (12). Liczbe kopii wirusa okre§lano metoda real-time
PCR na aparacie LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics®), uzywajac komercyjnego zestawu
CMV LC PCR Kit firmy Artus®. Oznaczenia prowadzono w dwukrotnych powtorzeniach
doktadnie wedtug zalecen producenta testu.
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WYNIKI

W badanym okresie zaobserwowano systematyczny wzrost liczby wykonywanych
badan w kierunku wirusa cytomegalii, przy czym dominowaly probki pochodzace z Kliniki
Hematologii i Onkologii, ktore stanowity 93,6% wszystkich materiatlow pobranych w tym
kierunku (rys.1). Wysoki odsetek badan pochodzacych z tej kliniki wynika z koniecznosci
systematycznego monitorowania pacjentéw poddanych chemioterapii oraz immunosupresji
po przeszczepach komoérek krwiotworczych.

1000

Liczba badan

2002 2003 2004 2005 2006
Lata
M Klinika Hematologii BAKilinika Neurologii EKlinika Nefrologii Blnne kliniki
Ryc.1. Liczba badan w kierunku DNA cytomegalowirusa wykonana w latach 2002-2006

Fig.1 Number of HHV-5 DNA examinations in years 2002 and 2006

Podczas badan w kierunku herpeswirusa typu 5 wykonanych w latach 2002-2006
technikami biologii molekularnej obecno$¢ specyficznych sekwencji HHV-5 stwierdzono
ogoétem w 132 probkach klinicznych pochodzacych od 56 pacjentow. Stanowito to zaledwie
9,3% z ogoblnej liczby wykonanych oznaczen (tab. I).

TabelaI.  Procent badan i pacjentow SP SCK, u ktorych wykryto DNA HHV-5 w latach 2002-

2006
Table I.  Frequency of HHV-5 positive examinations and patients from Public Independent Central

Clinical Hospital in Warsaw in years 2002-2006

Liczba bada | Liczbabadan | L™ | Liczba pa- Liczba Procent
Rok ogdlem dodatnich wynikow cjentéw pacjentow pacjentow
dodatnich dodatnich dodatnich
2002 211 26 13,3% 52 11 21,2%
2003 582 53 9,1% 126 18 14,3%
2004 432 14 3,2% 154 10 6,5%
2005 669 20 3,0% 112 10 8,9%
2006 592 19 3,2% 160 7 4,4%
razem 2486 132 5,3% 604 56 9,3%
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Wszystkie osoby, u ktorych wykryto obecnos¢ DNA cytomegalowirusa pochodzity
z Kliniki Hematologii i Onkologii i stanowity lacznie 11,4% jej badanych pacjentéw
(tab. IT). DNA HHV-5 w badaniach metodami biologii molekularnej stwierdzano najczgsciej
w pierwszym potroczu po zabiegu transplantacji komorek krwiotworczych (od 45 do 130
dnia), zdecydowanie rzadziej w okresie pdzniejszym. Wiremia na poziomie wykrywalnym
technikami molekularnymi utrzymywala si¢ najczgsciej przez 3-5 tygodni.

Tabela II. Procent badan i pacjentow z Kliniki Hematologii, u ktorych wykryto DNA HHV-5 w latach
2002-2006

Table II.  Frequency of HHV-5 positive examinations and patients from Department of Hematology,
Oncology and Internal Medicine in years 2002-2006
. , | Liczba badan Procel,lt Liczba Li.CZba,l Prf)cer}t
Llczba' bgdan dodatnich z badgn pacjentow z paC_]en'tOW paqen}ow
Rok z Kliniki Kliniki He- dodatnich z Kliniki He- dodatnich z | dodatnich z
Hematologii .. Kliniki He- .. Kliniki He- | Kliniki He-
matologii . matologii . .
matologii matologii matologii
2002 206 26 12,6% 47 11 20,4%
2003 557 53 9,5% 101 18 17,8%
2004 397 14 3,5% 124 10 8,1%
2005 626 20 3,2% 99 10 10,1%
2006 540 19 3,5% 122 7 5,7%
razem 2326 132 5,7% 493 56 11,4%

Badany ilosciowo za pomoca metody real-time PCR poziom wiremii u wigkszosci osob
wynosit zazwyczaj ok. 1200-1700 kopii/ml krwi (12), cho¢ sporadycznie (u 8 badanych)
osiagal wartosci powyzej 10 000 kopii/ml krwi. Aktywne zakazenie wirusem cytomegalii
przebiegalo czgsto bez wyraznie zaznaczonych objawow klinicznych. Pelnoobjawowa
chorobg cytomegalowirusowa rozpoznawang wedlug zalecen Ljungmana (13) stwierdzono
tylko u pigciu 0séb po allogenicznym przeszczepie komorek krwiotworczych. Obserwo-
wano u nich wowczas zapalenie pluc o prawdopodobne;j etiologii HHV-5 oraz dodatkowo
zaostrzenie choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (GvHD).

Sporadycznie u pacjentdw w okresie wykrywalnego poziomu DNA HHV-5 stwierdza-
no jednoczesnie w badaniu PCR sekwencje charakterystyczne dla innych herpeswirusow
- gléwnie wirusa Epsteina-Barr (3 osoby) oraz ludzkiego herpeswirusa typu 6 (1 osoba).

DYSKUSJA

Molekularna diagnostyka zakazen HHV-5 odgrywa obecnie wazna rolg nie tylko w wy-
krywaniu pacjentéw z grup wysokiego zagrozenia choroba cytomegalowirusowa, ale rowniez
w ustalaniu standardéw i prowadzeniu racjonalnej terapii antywirusowej. Zakazenia HHV-5
pozostaja bowiem jedna z gtdéwnych przyczyn zgonow u pacjentow z immunosupresja (14).
U chorych hematologicznych i onkologicznych ich czgstos¢ waha si¢ od 10 do 80% (14).
Zaobserwowana wsrod pacjentow Kliniki Hematologii, Onkologii i Chorob Wewngtrznych
Akademii Medycznej w Warszawie czgstotliwos¢ wykrywania wirusowego DNA, wyno-
szaca 11,4%, nalezy wigc do wyjatkowo niskich (tab. II). Zaskakujacy jest natomiast brak
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wynikow $wiadczacych o zakazeniach wirusem cytomegalii u pacjentow z zaburzeniami
neurologicznymi, zar6wno w ptynie mézgowo-rdzeniowym, jak i w surowicy krwi. Moze
to $wiadczy¢ o wystgpowaniu u 0sob dorostych neuroinfekcji o innej etiologii niz HHV-5,
a przebiegajacych z podobnymi objawami klinicznymi.

Obserwowany staly spadek liczby wynikéw dodatnich oraz liczby pacjentdéw, u ktd-
rych wykrywano DNA HHV-5 mozna prawdopodobnie thumaczy¢ precyzyjnym doborem
w zakresie antygendw HLA par dawca-biorca (co umozliwia zmniejszenie stosowane;j terapii
immunosupresyjnej utatwiajacej reaktywacje wirusa) oraz wprowadzeniem najnowszych
metod profilaktyki poprzeszczepowej. Ograniczenie czasu trwania wiremii, a wigc liczby
wynikow dodatnich, moze by¢ réwniez wynikiem uzycia w diagnostyce ultraczutych metod
biologii molekularnej. Stosowana obecnie rutynowo w SP CSK technika real-time PCR,
gwarantuje wykrycie materialu genetycznego wiruséw przy niezwykle niskim poziomie
wiremii (12, 15), wynoszacym okoto kilkadziesiat kopii/ml krwi. Poziom wiremii w wigk-
szosci zdiagnozowanych przypadkéw zakazen HHV-5 zaliczat si¢ do grupy niskich (12)
oraz §rednich i rzadko przekraczat 10000 kopii/ml, co umozliwiato wczesne zastosowanie
odpowiedniego leczenia przeciwwirusowego i ograniczenie czasu trwania choroby do 2-
3 tygodni. Jest to zgodne z obserwacjami innych autoréw, gdzie opisywana skuteczno$§¢
chemioterapii zalezata w duzej mierze od poziomu wirusa we krwi (8, 16) i spadata wraz
z uptywem czasu od poczatku zakazenia (16). Stosowana rutynowo terapia gancyklowirem,
procz swego dziatania mielotoksycznego, coraz czgsciej nie przynosi pozadanych rezultatow
ze wzgledu na rosnacy odsetek szczepéw HHV-5 opornych na ten lek (17), jednak nadal jest
terapia z wyboru w tzw. leczeniu wyprzedzajacym (pre-emptive strategy). Lekiem rowno-
waznym w leczeniu pacjentdw z reaktywacja zakazenia HHV-5 jest foskarnet, ktéry cho¢
powoduje wolniejsze narastanie opornosci i ma nizsza mielotoksyczno$¢, niesie za soba
zwigkszone ryzyko nefrotoksycznosci (17). Istotne jest wigc jak najszybsze ograniczenie
podawanych dawek w miar¢ spadku liczby wykrywanych kopii wirusa.

WNIOSKI

1. Czgstotliwo$¢ wykrywania DNA wirusa cytomegalii u pacjentow Kliniki Hematologii,
Onkologii i Chorob Wewngtrznych Akademii Medycznej w Warszawie nalezy do niskich,
w poréwnaniu z analogicznymi danymi §wiatowymi.

2. W latach 2002-2006 nie stwierdzano metodami biologii molekularnej obecnosci DNA
HHV-5 u pacjentow SP CSK z zaburzeniami neurologicznymi, co moze $wiadczy¢
o0 czgstym wystepowaniu u osob dorostych neuroinfekcji o innej etiologii.

3. Technika real-time PCR jest niezwykle przydatna do wykrywania i monitorowania
zakazen wirusem cytomegalii o niskim poziomie wiremii.
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FREQUENCY OF IDENTIFICATION OF CYTOMEGALOVIRUS DNA IN PATIENT OF
PUBLIC INDEPENDENT CENTRAL HOSPITAL IN WARSAW IN YEARS 2002-2006

SUMMARY

Objective: The present study shows frequency of presence of cytomegalovirus DNA in patients

of Public Independent Central Clinical Hospital in Warsaw in years 2002-2006.

Materials and Methods: 2486 clinical samples taken from 604 patients in years 2002-2006 were

tested for the presence of HHV-5 DNA using the qualitative in-house PCR method and quantitative
real-time PCR assay.

Results: Positive results were obtained in 5,3% of all examinations made during described pe-

riod. All of positive samples came from Department of Hematology, Oncology and Internal Medicine
patients - most of them was after stem cell transplantation.

Conclusions: These findings underline the value of PCR methods used in current diagnostics

procedures. The high level of sensitivity and rapidity provided by this assays is favorable for the use
in the detection fo HHV-5 DNA in clinical specimens.
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