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Problemy epidemiologiczne zakazen

Tomasz Dzieciqtkowski'?, Maciej Przybylski'?, Dariusz Kawecki!, Malgorzata Gierynska®, Agata Sulowska?,
Tigran Torosian’, Mirostaw fuczak?, Wiestaw Wiktor Jedrzejczak?, Grazyna Miynarczyk!

CZESTOSC WYKRYWANIA DNA LUDZKIEGO HERPESWIRUSA TYPU 6
U PACJENTOW SAMODZIELNEGO PUBLICZNEGO CENTRALNEGO SZPITALA
KLINICZNEGO W WARSZAWIE W LATACH 2003-2007

FREQUENCY OF DETECTION OF HUMAN HERPESVIRUS TYPE 6 DNA IN
PATIENTS OF PUBLIC INDEPENDENT CENTRAL HOSPITAL IN WARSAW
IN YEARS 2003-2007

'Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny
Kierownik: Grazyna Mtynarczyk
?Zaktad Mikrobiologii, Samodzielny Publiczny Centralny Szpital Kliniczny
Kierownik: Mirostaw Luczak
’Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego

Kierownik: Marek Niemiattowski
“Klinika Hematologii, Onkologii i Chorob Wewngetrznych, Warszawski Uniwersytet Medyczny
Kierownik: Wiestaw Wiktor Jedrzejczak

STRESZCZENIE

Zakazenia ludzkim herpeswirusem typu 6 sa po-
wszechne w populacji na catym $wiecie i powoduja
u ludzi choroby o réznym stopniu nasilenia, stanowia
jednak powazne zagrozenie dla oso6b z zaburzeniami
odpornosci. Celem pracy bylo okreslenie czgstotliwo-
$ci wystgpowania DNA ludzkiego herpeswirusa typu 6
u pacjentow Kliniki Hematologii, Onkologii i Chor6b
Wewnetrznych Samodzielnego Publicznego Centralne-
go Szpitala Klinicznego w latach 2003-2007. Zbadano
1357 probek klinicznych pobranych od pacjentow
po zabiegu przeszczepienia allogenicznych komorek
krwiotworezych metodami biologii molekularnej w kie-
runku obecnosci DNA HHV-6. Do badan zastosowano
ilosciowa metode real-time PCR, przy uzyciu ktorej
stwierdzono wynik pozytywny w 12,5% wszystkich
probek i u 35,2% badanych pacjentéw. U wszystkich
badanych pacjentéw obserwowano goraczke o nieusta-
lonej etiologii, za$ ponad 50% z nich mialo zaostrzone
objawy choroby “przeszczep przeciwko gospodarzowi”
(GvHD). Ponadto dziewigcioro pacjentow z tej grupy
zmarlo w trakcie wykrywalnej wiremii herpeswirusa
typu 6.

Stowa kluczowe: HHV-6, immunosupresja, reakcja
tancuchowej polimerazy, real-time PCR

ABSTRACT

Human herpesvirus 6 (HHV-6) has been recognized
as a potential significant pathogen in haemopoietic stem
cell transplant recipients. Different clinical manifesta-
tions have been described including fever, skin rash,
bone marrow suppression and encephalitis. The aim of
the study was to show frequency of presence of human
herpesvirus type 6 DNA in patients of Public Independ-
ent Central Clinical Hospital in Warsaw in years 2003-
2007. 1357 clinical samples taken from 71 a group of
adult recipients of allogeneic HSCT were tested for the
presence of HHV-6 DNA using the quantitative in-house
real-time PCR assay. Positive results were obtained in
12,5% of all examinations made during described period
and also in 35,2% of investigated patients. All of them
developed fever of unknown origin, and over 50% had
GVHD features. Nine individuals from this group died
during detectable HHV-6 viremia.

Key words: HHV-6, immunosuppression, polymerase
chain reaction, real-time PCR
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WSTEP

Ludzki herpeswirus typu 6 (human herpesvirus
type 6; HHV-6), zaliczany jest do podrodziny f-her-
pesvirinae 1 wystepuje powszechnie w populacji na
calym $wiecie. Analiza genetyczna wykazata jego
bliskie pokrewienstwo z ludzkimi herpeswirusami
typu: 7 (HHV-7) oraz 5 (HHV-5, znanym powszechnie
jako CMV) (1), za$ badanie sekwencji nukleotydow
w genomie pozwolito na wyodrgbnienie dwdch podty-
poéw: HHV-6A oraz HHV-6B (2). U wigkszosci ludzi
pierwotne zakazenie HHV-6 ma miejsce we wezesnym
dziecinstwie (3). Podobnie jak pozostate herpeswirusy,
HHV-6 ma zdolno$¢ do ustalania stanu latencji w §li-
niankach (4), monocytach (5) lub tez komorkach pro-
genitorowych szpiku (6). W chwili obecnej zakazenia
herpeswirusem typu 6 zostaly powiazane z wieloma
jednostkami chorobowymi (3), poczawszy od stanéw
goraczkowych, poprzez neuroinfekcje (7) do chordb
limfoproliferacyjnych wiacznie (8).

Reaktywacja latentengo wirusa, potaczona z wy-
stapieniem objawow klinicznych zdarza si¢ rzadko
u 0s6b ze sprawnym ukladem odpornosciowym (9),
lecz moze mie¢ $miertelny przebieg u oséb poddanych
immunosupresji (3). Wykorzystujac techniki biologii
molekularnej, obecno$¢ HHV-6 w osoczu stwierdzano
u srednio 32% biorcow przeszczepow narzadowych
oraz 30-48% biorcow komorek krwiotworczych (10).
W tej ostatniej grupie chorych szczyt wiremii wystepuje
zazwyczaj w ciagu pierwszych 4 tygodni po zabiegu
przeszczepienia (11, 12), a czynnikami zwigkszaja-
cymi ryzyko zakazenia jest przeszczep allogeniczny,
zaawansowana choroba podstawowa oraz leczenie
immunosupresyjne z uzyciem wysokich dawek korty-
kosterydow (12). Ze wzgledu na uposledzenie funkcjo-
nowania uktadu odpornosciowego u chorych opisanych
powyzej, tradycyjne badania serologiczne wyrazaja si¢
czesto zbyt mata czulo$cia i sa zastgpowane przez testy
PCR (11,13).

Celem pracy byto okreslenie czgstosci wykrywania
DNA herpeswirusa typu 6 za pomoca metod biologii
molekularnej u pacjentow Samodzielnego Publicznego
Centralnego Szpitala Klinicznego w Warszawie z zabu-
rzeniami hematologicznymi w latach 2003-2007.

MATERIAL I METODY

Badaniom poddano 1357 probek pobranych od 71
pacjentéw hospitalizowanych na Oddziale Intensywnej
Opieki Hematologicznej SP CSK z powodu zabiegu
przeszczepienia allogenicznych komorek krwiotwor-
czych (tab. I). Materiat uzyty do badan w 47% stanowita
krew petna, 52% surowica krwi, a 1% ptyn mézgowo-

Tab.I.  Charakterystyka badanej grupy pacjentow (n=71)
Tab.I. Characteristics of the study group (n=71)
Wiek (zakres) 18-56
Pte¢ (kobieta/mezczyzna) 27/44
Choroba podstawowa (liczba pacjentéw/liczba pacjentéw
dodatnich)
Ostra biataczka limfatyczna 18/4
Przewlekta biataczka limfatyczna 31
Chtoniak
Hodgkin 2/1
Non-Hodgkin ”n
Szpiczak 4/0
(iezka anemia aplastyczna 3/2
Syndrom mielodysplastyczny 33
Ostra biataczka szpikowa 30/11
Przewlekta biataczka szpikowa 6/2
Chloroma 1/0

rdzeniowy. Materialy pobierane byly wielokrotnie
od poszczegolnych pacjentow - pierwszy raz w dniu
przeszczepienia, a nastgpnie w odstepach 7-10 dni
w ramach rutynowego monitorowania wiremii CMV
wykonywanego po zabiegach hematologicznych.

I1zolacje DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu
High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics®),
zgodnie z procedurg dostarczong przez producenta,
zawieszajac wyizolowane DNA w koncowej objgto-
sci 35 ul buforu elucyjnego. Amplifikacje¢ sekwencji
herpeswirusa typu 6 wykonywano technika real-time
PCR na aparacie LightCycler 2.0 z uzyciem zestawu
amplifikacyjnego LightCycler TagMan Master (Roche
Diagnostics®). W badaniu wykorzystano metode spe-
cyficznie wykrywajaca gen kodujacy DNA polimerazg
HHV-6, o progu czutosci okoto 50 kopii wirusa na
mililitr materialu badanego (13).

WYNIKI

Podczas badan w kierunku herpeswirusa typu 6
wykonanych w latach 2003-2007 technikami biologii
molekularnej obecno$¢ specyficznych sekwencji HHV-
6 stwierdzono lacznie w 169 probkach, co stanowi
12,5% ogolnej liczby wykonanych oznaczen. Odsetek
0s0b, u ktorych wykryto obecno$¢ DNA herpeswirusa
typu 6 wynosit 35,2% badanych pacjentow poddanych
zabiegowi przeszczepienia allogenicznych komorek
krwiotworczych w latach 2003-2007 (tab.II). DNA
HHV-6 stwierdzano w ciagu pierwszych 6 tygodni po
zabiegu transplantacji komorek krwiotworczych (od 18
do 41dnia), za$ jego wykrywalny poziom utrzymywat
si¢ najczesciej przez 10-25 dni.

Badany ilosciowo za pomoca metody real-time PCR
liczba kopii wirusa u wigkszosci 0sob wynosit zazwy-
czaj ok. 800-2800 kopii/ml krwi. Doktadne powiazanie
zakazen HHV-6 ze $miertelnoscia okotoprzeszczepowa
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Tab.Il.  Odsetek badan i pacjentow z Kliniki Hematologii, u ktérych wykryto DNA HHV-6 w latach 2003-2007
Tab.Il.  Frequency of HHV-6 positive examinations and patients from Department of Hematology, Oncology and Internal
Medicine in years 2003-2007
Liczba probek do | Liczha prébek badan Odsetek probek Llc.zba b adanych ) Liczba pacjentéw Odsetek pacjentéw
Rok badania dodatnich dodatnich pagentow z KI.|.n i dodatnich dodatnich
Hematologii
Z Kliniki Hematologii

2003 225 23 10,2% 5 2 40,0%

2004 287 43 15,0% 16 7 43,8%

2005 291 34 11,7% 20 6 30,0%

2006 301 40 13,3% 20 7 35,0%

2007 253 30 11,9% 10 3 33,3%

razem 1357 169 12,5% 71 25 35.2%

nie jest jednak mozliwe, cho¢ dziewigciu pacjentow
(12,7%) zmarto w trakcie wykrywalnej wiremii. Obja-
wy kliniczne obserwowane w tym czasie obejmowaty
zazwyczaj zapalenie ptuc, zaostrzenie choroby - prze-
szczep przeciw gospodarzowi (GvHD) oraz dodatkowo
zaburzenia neurologiczne.

DYSKUSJA

Herpeswirusy pozostaja obecne w organizmie po
zakazeniu pierwotnym do konca zycia; zazwyczaj ich
cykl replikacyjny znajduje si¢ pod kontrolg uktadu od-
porno$ciowego, jednak ta jest zaklocona w przebiegu
immunosupresji. Rozpowszechnienie wirusow z tej
rodziny w populacji na catym $wiecie, spowodowato,
ze zarbwno zakazenia pierwotne, jak i ich reaktywacja
ze stanu latencji, staty si¢ jedna z gtownych przyczyn
zgondw u pacjentdw po przeszczepieniu narzadow
unaczynionych oraz komoérek krwiotworczych (3,14).
Obecnos¢ DNA HHV-6 stwierdzano w Polsce zarowno
u pacjentow z pierwszej (15), jak i drugiej grupy (11,16).
Badana w innych o$rodkach czgstos¢ wykrywania DNA
herpeswirusa typu 6 u pacjentow hematologicznych
jest zblizona do zaobserwowanej przez autorow i waha
si¢ pomigdzy 30-50% (9,10,12,16). Pomimo Ze posia-
dane dane z kraju sa skape i pochodza z nielicznych
osrodkow, zakazenia ludzkim herpeswirusem typu 6
powinny by¢ brane pod uwagg u 0s6b z niedoborami
immunologicznymi, zwlaszcza gdy rutynowe badania
w kierunku innych herpeswiruséw, takich jak CMV i
EBYV daja wyniki negatywne. W diagnostyce réznico-
wej, procz testow biologii molekularnej, pomocny moze
by¢ okres zachorowania, zaobserwowano bowiem, iz
do zakazenia herpeswirusem typu 6 dochodzi zazwy-
czaj pomigdzy 18 a 41 dniem po przeszczepieniu, zas
zakazenia CMV i EBV zdarzaja si¢ najczgsciej powy-
zej 45 dnia (16,17,18). Infekcje o etiologii HHV-6 sa
niebezpieczne rowniez ze wzgledu na naturalng odpor-
no$¢ tego wirusa na acyklowir, rutynowo stosowany
w profilaktyce poprzeszczepowej. Badania in vitro

wykazaty bowiem, ze replikacja herpeswirusa typu 6
jest hamowana wytacznie przez gancyklowir, foskarnet
i cidofowir (14,19).

Ograniczona czuto$¢ 1 dostgpnos¢ testow serolo-
giczych do badan w kierunku HHV-6, powiazana z
koniecznoscia wezesnego zastosowania leczenia prze-
ciwwirusowego zmusza do wykorzystywania w diag-
nostyce poprzeszczepowej metod biologii molekularne;j
(13,20). Dostgpnos¢ potilosciowych lub ilosciowych
metod monitorowania wiremii HHV-6, takich jak real-
time PCR, moze znaczaco utatwi¢ szybka diagnostyke
zakazenia, a w konsekwencji prawidlowe postgpowanie
terapeutyczne. Ze wzgledu na stwierdzona znaczna
czgstos¢ wystgpowania herpeswirusa typu 6 u biorcow
komorek krwiotwoérczych w Klinice Hematologii,
Onkologii i Choréb Wewngtrznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego, wskazane sa dalsze bada-
nia dotyczace zakazen o etiologii HHV-6 u polskich
pacjentow poddanych immunosupresji.

WNIOSKI

1. Czegstotliwo$¢ wykrywania DNA herpeswirusa typu
6 u pacjentow Kliniki Hematologii, Onkologii i Cho-
rob Wewngtrznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego jest zbiezna z analogicznymi danymi
Swiatowymi.

2. Zakazenia spowodowane przez HHV-6 wystepuja w
innym okresie po zabiegu przeszczepienia komorek
krwiotworczych niz zakazenie wirusem cytomegalii;
przebiegaja jednak z podobnymi objawami klinicz-
nymi

3. Technika real-time PCR jest niezwykle przydatna
do wykrywania i monitorowania zakazen o etiologii
HHV-6.
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