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STRESZCZENIE

Wirus cytomegalii (CMV) u 0séb z nieprawidlowa
odpowiedzia immunologiczng moze powodowac uszko-
dzenie watroby. W przewlekltym zapaleniu watroby typu
C obserwuje si¢ zaburzenia swoistej i nieswoistej odpo-
wiedzi immunologicznej oraz procesdw apoptozy.

Celem badan byta ocena czestosci wystgpowania
zakazenia CMV wsrod przewlekle zakazonych HCV,
wplyw tego zakazenia na parametry morfologiczne krwi
oraz wczesng odpowiedz na leczenie przewleklego
wirusowego zapalenia watroby typu C (PWZW-C).

Material i Metody. Badaniami objgto 123 chorych
przewlekle zakazonych HCV. Zakazenie CMV rozpo-
znawano na podstawie obecnosci CMV DNA w surowi-
cy, wykrywanego metoda rt-PCR z uzyciem starterow
swoistych wobec genu pp 65 wirusa.

Wyniki. Aktywna replikacje CMV stwierdzono u
18/123 chorych (14,6%). U wigkszosci zakazonych
(16/18) wiremia byta niska. Nie obserwowano korelacji
pomiedzy wiremia HCV i CMV. Aktywnos¢ ALT wsrod
zakazonych HCV oraz HCV/CMV byla poréwnywal-
na. Nie stwierdzano roznic w stezeniach hemoglobiny,
liczbie erytrocytdow, leukocytow, neutrofili i ptytek
krwi pomiedzy grupami chorych z monoinfekcja HCV
i z wspotzakazeniem HCV/CMV. Nie stwierdzono
roznic aktywnosci zapalnej oraz nasilenia wtoknienia w
tkance watrobowej w zaleznosci od aktywnej replikacji
CMV. Dodatkowe zakazenie CMV nie wptywalo na uzy-
skanie wczesnej odpowiedzi na leczenie PWZW-C.

Podsumowanie. Aktywna replikacje CMV stwierdza
si¢ u ponad 14% oso6b przewlekle zakazonych HCV.
Wspdtzakazenie CMV nie wptywa na parametry bio-
chemiczne i stan morfologiczny watroby chorych oraz
na skutecznos¢ terapii -C.

Stowa kluczowe: zakazenie CMV, wspolzakazenie
CMV HCV

ABSTRACT

Infection with human cytomegaly virus (CMV)
may lead to liver damage in immunocompromised
individuals. Chronic hepatitis C is featured by impair-
ment of innate and specific immunity as well apoptotic
cell death.

The aim of the study was to assess to frequency
of CMYV infection in patients with chronic hepatitis C.
The influence of CMV infection on parameters of full
blood count and early virologic response to the treat-
ment were evaluated.

Materials and methods. One hundred twenty three
patients with chronic hepatitis C were enrolled in the
study. Infection with CMV was diagnosed through the
detection of CMV DNA in sera by means of RT-PCR
method. The starters used in the study were specific for
pp65 gene of CMV.

Results. Active CMV replication was observed in
18/123 individuals (14,6%). Majority of them (16/18)
have low level of CMV viraemia. There were no ap-
parent correlations between HCV and CMV viral loads.
Hemoglobin concentration, erythrocytes, leucocytes
and platelet count, absolute neutrophil count and ac-
tivity of alanine transaminase was similar in HCV and
HCV/CMV-infected patients. Active CMV infection
did not influence inflammatory activity and fibrosis in
liver tissue. The early virologic response to anti-HCV
therapy was independent of CMV infection.

Conclusions. Active CMV infection affects over
14% of studied population of patients with chronic
hepatitis C. Coinfection with CMV has not influence
on the laboratory biochemical parameters and injury of
liver tissue. Moreover, it does not affect the efficacy of
anti-HCV treatment.

Key words: CMV infection, chronic HCV infection
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WSTEP

Ludzki wirus cytomegalii (CMV) nalezy do wiruséw
rodziny Herpesviridae, podrodziny Betaherpesvirinae,
taksonomicznie okreslany jest, jako herpes 5. Wirus zbu-
dowany jest z dwuniciowego DNA, biatkowego kapsydu
i ostonki lipoproteinowej. Replikacja wirusa odbywa
si¢ wylacznie wewnatrzkomdrkowo, etapowo, w jadrze
oraz cytoplazmie komorki. Wirus wykazuje wtasciwosci
cytopatyczne, a zakazenie utrzymuje si¢ do konca zycia.
Wsrod osob z prawidtowa odpornoscig immunologiczna
zakazenie jest samo ograniczajace si¢. U wigkszosci
tych osob, infekcja jest bezobjawowa, ale u niektorych,
wystepuje goraczka, astenia, bole glowy, powigkszenie
Sledziony i weztdw chlonnych, bole migsniowe, au 19%
zakazonych osob zapalenie watroby (1, 2).

Zakazenie CMV u oséb z niedoborami immu-
nologicznymi jest przyczyna powaznych uszkodzen
wielonarzadowych stanowiacych zagrozenie Zzycia.
Uszkodzenie watroby przez CMV prowadzi do stanu
zapalnego oraz powstawania ziarniniakow zaleznych od
bezposrednich i posrednich efektow cytopatycznej ak-
tywnosci CMV, ktore sa wynikiem udziatu biatek MHC
klasy I w prezentowaniu na hepatocytach antygenow
wirusowych. Limfocyty T o fenotypie CD8 sa odpo-
wiedzialne za aktywacj¢ proceso6w immunologicznych
eliminujacych komorki zakazone CMV. Niedostateczna
sprawno$¢ tych limfocytow otwiera droge aktywacji
wirusa. Ponadto CMV wiaze si¢ poza komorka z B2-
mikroglobuling utrudniajac rozpoznanie wirusa przez
swoiste przeciwciata. Wykazano réwniez, ze CMV
ma zdolnos¢ stymulacji limfocytéw B do syntezy nie-
prawidtowych immunoglobulin, odpowiedzialnych za
procesy autoimmunologiczne.

W przewleklym zapaleniu watroby typu C (pwzw-
C) obserwuje si¢ zaburzenia swoistej i nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej oraz procesdw apoptozy.
Wydaje sie, ze zakazenie CMV, angazujac uktad immu-
nologiczny, a szczegolnie komorkowa odpowiedz, moze
wptywac na przebieg kliniczny oraz skutecznos¢ terapii
przeciwwirusowej zakazonych HCV. Ma to szczegdlne
znaczenie wsrod zakazonych HCV kwalifikowanych do
transplantacji lub ktérym przeszczepiono watrobe (3).

CEL BADAN

Oceniono czgstos¢ wystepowania aktywnej re-
plikacji CMV wsrdd osob przewlekle zakazonych
HCYV oraz zaleznos¢ tego zakazenia w odniesieniu do
genotypu HCV, wiremii, zmian histopatologicznych w
watrobie. Okreslono wplyw aktywnego zakazenia CMV
na parametry morfologiczne krwi, a ponadto wptyw
wspotzakazenia CMV na wczesng odpowiedz terapii
chorych z pwzw-C.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto 123 chorych przewlekle zakazo-
nych HCV, 46 kobiet i 77 m¢zczyzn w wieku $rednio
42 £13 lat. Zakazenie genotypem 1 rozpoznano u 98,
genotypem 3 u 21, au 4 badanych genotypem 4. W ba-
danej grupie 75 0sdb byto leczonych przeciwwirusowo
interferonem pegylowanym alfa (PeglFNa) -2a lub
-2b w dawkach tygodniowych odpowiednio: 180 mg
1 1,5 mg/kg, stosowanych w skojarzeniu z rybawiryna
w dawkach zaleznych od masy ciata 1000-1200mg.
Terapi¢ prowadzono u chorych zakazonych genotypem
1 przez 48 tygodni, a u zakazonych genotypem 3 przez
24 tygodnie. Pozostalych 48 chorych oczekiwato na
rozpoczecie leczenia.

Zakazenie HCV potwierdzono wykryciem w su-
rowicy krwi RNA tego wirusa. Genotyp HCV oraz
ocen¢ wiremii okreslono metoda real time - PCR
(Syngen Biotech, USA) pozwalajaca na wykrycie 100
kopii wirusow HCV w 1 ml krwi. Wiremi¢ oceniono
u wszystkich chorych przed rozpoczeciem terapii,
a u leczonych dodatkowo w 12 tygodniu terapii w
celu okreslenia wezesnej odpowiedzi wirusologiczne;j
(EVR) na leczenie, definiowanej, jako uzyskanie w tym
punkcie czasowym terapii ujemnego wyniku badania
HCV RNA.

Aktywne zakazenie CMV rozpoznawano na podsta-
wie wykrycia CMV DNA w surowicy. Z 200 ul osocza
izolowano CMV DNA metoda magnetyczna za pomoca
aparatu do automatycznej izolacji kwasow nukleino-
wych ,,NucliSENS easy MAG” firmy BIOMERIEUX
(Francja) i umieszczano w 50 pl buforu do elucji. CMV
DNA wykrywano metodq PCR ze starterami swoistymi
wobec genu pp 65 wirusa. Obecnos¢ CMV DNA ozna-
czano technikq rt-PCR z barwnikiem fluorescencyjnym
SYBR Green i starterami swoistymi wobec genu UL75
wirusa. Analiz¢ wykonywano wykorzystujac aparat
ABI Prism 7900 HT f. Applied Biosystems (USA).
Do obliczen stezen wykorzystano krzywa wzorcowa
sporzadzong z ekstraktow DNA z paneli kontrolnych
CMV-dodatnich surowic o mianie wirusa od 5 x 10? do
5 x 10° kopii genomu/ml. Surowice kontrolne traktowa-
no w sposéb identyczny jak surowice badane. Czutos¢
detekcji CMV DNA wyniosta w badaniu jako$ciowym
5 x 10% kopii genomu/ml, a w badaniu ilo§ciowym 5 x
103 kopii genomu/ml.

Badania przeprowadzono wsrdd chorych kwalifi-
kowanych do terapii przeciwwirusowe;j, ktorzy zgodnie
ze standardami postepowania, w okresie kwalifikacji
mieli wykonang biopsje watroby. Stan morfologiczny
watroby okreslano zgodnie z klasyfikacja Scheuer’a'(4).

1 Obraz morfologiczny bioptatdw watroby ocenit dr hab. Anatol
Panasiuk w Klinice Chorob Zakaznych i Hepatologii Uniwer-
sytetu Medycznego w Bialymstoku
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Wszystkim chorym przed leczeniem oraz w grupie
chorych leczonych w 12 tygodniu terapii okreslono
stezenie hemoglobiny, liczbe erytrocytow, leukocytow,
neutrofili i plytek krwi.

Po uprzednim zaakceptowaniu badania przez Komi-
sj¢ Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Biatym-
stoku chorzy wyrazili swiadoma zgodg na uczestnictwo
w badaniach.

Wyniki przedstawiano, jako $rednie i odchylenie
standartowe (=SD). Analizg statystyczna przeprowadzo-
no uzywajac testow U Manna — Whitneya, Spearmana
i t-Studenta. Poziom istotnosci okreslono w przypadku
p <0,05.

WYNIKI

Wsrdd 123 chorych przewlekle zakazonych HCYV,
aktywna replikacj¢ CMV stwierdzono u 18 (14,6%).
U 16 sposrdod 18 zakazonych HCV, ze wzgledu na ni-
ski poziom wiremii, RNA oceniano wylacznie testami
jako$ciowymi, czulszymi od testow ilosciowych.

W grupie chorych z aktywna replikacja CMV, 16
bylo zakazonych genotypem 1 HCV, jeden genotypem
3 ijeden genotypem 4. Srednia wiremia HCV u wspot-
zakazonych CMV (7,5 x 10* £1,3 x 10° kopii/ml) byta
nizsza w poréwnaniu do wiremii stwierdzanej wsrod
zakazonych wytacznie HCV (2,4 x 10°+7,2 x 10° ko-
pii/ml). Jednak roznica ta nie byta statystycznie istotna.
Nie obserwowano korelacji pomigdzy wiremia HCV
i zawarto$cia CMV DNA. Srednia aktywno$¢ ALT u
zakazonych HCV oraz HCV i CMV byta poréwnywalna
(97 £57 U/1 vs. 82 £58 U/I). Nie stwierdzano réznic
stgzenia hemoglobiny, liczby erytrocytow, leukocytow,
neutrofili i ptytek krwi pomigdzy chorymi z monoin-
fekcja HCV 1 z koinfekcjag CMV (tab.I).

Tabela I. Parametry morfologiczne krwi w grupach chorych
zakazonych HCV i ze wspotzakazeniem HCV/
CMV

Parameters of full blood count in patients with
chronic hepatitis C and patients coinfected with

Table I.

HCV/CMV.

S <

= 2 © =
gupy s Se| S |8l s
chorych < | S| |2
§3/53/53/83|8%

HCV 105 | x£SD | 14,2 4,6 54 28 179

1,5 05 1,5 1,1 55

HCV/CMV | 18 [x£SD | 14,7 4,7 55 28 179

12 04 1.9 13 58

x - §rednia; SD — odchylenie standardowe

Wspolzakazenie CMV nie miato wplywu na praw-
dopodobienstwo uzyskania EVR w trakcie leczenia

pwzw-C. Jak przedstawiono w tabeli Il w grupie cho-
rych zakazonych genotypem 1 HCV, EVR (niewykry-
walne HCV RNA w 12 tygodniu leczenia) uzyskano u
27/48 (56%) chorych. Czgs$ciowa odpowiedz wyrazong
obnizeniem wiremii w 12 tygodniu leczenia o wigcej
niz 2 logarytmy stwierdzono u 15/48 (31%), a brak
odpowiedzi obserwowano u 6/48 (13%) leczonych.
Wsrdd pacjentdw ze wspolzakazeniem genotypem 1
HCV i CMV, EVR uzyskano u 7/11 chorych (64%),
czg$ciowag odpowiedz u 2/11 (18%), a brak odpowiedzi
u 2/11 (18%) leczonych (tab. II). Poréwnanie czestosci
uzyskania EVR w obu grupach nie wykazato réznicy
istotnej statystycznie. Podobnej analizy nie mozna byto
przeprowadzi¢ dla chorych zakazonych genotypem 3
HCV gdyz grupa ta obejmowata wytacznie pacjentéw
z monoinfekcja HCV.

Tabela II. Skutecznos¢ terapii PWZW-C w grupach chorych
zakazonych HCV i ze wspodtzakazeniem HCV/
CMV w zaleznosci od genotypu HCV.

The efficacy of the treatment of chronic hepatitis C
with regard to HCV genotype, in groups of patients
with HCV monoinfection and HCV/CMYV coinfec-

Table II.

tion.
EVR - wezesna odpowiedz na leczenie pwzw-C
(w 12 tygodniu)
L brak odpowiedzi
czesaowa Brak spadku
zakazeniHCV | n petna Obnizenie HCV lub obnizenie
HCV RNA niewy- RNA >2 Iog HCV RNA <2
krywalne pierwotnej . .
L log pierwotnej
wartosci o
wartosc
HCV, genotyp 1 | 48 27 (56%) 15 (31%) 6 (13%)
HCV/CMV 0 0 0
genotyp 1 n 7 (64%) 2(18%) 2(18%)
HCV
0 0 0
genotyp 3 14 9 (64%) 2(14%) 3(22%)

Nie stwierdzono réznic aktywnosci zapalnej oraz
nasilenia wtdknienia w tkance watrobowej zaleznej
od aktywnej replikacji CMV. W grupie chorych bez
zakazenia CMYV, srednia aktywno$¢ zapalna wynosita
G=2.,4, a wtoknienie S=1,4 zas$ wsrod zakazonych HCV
iCMV, G=2,3, a S=1,4.

DYSKUSJA

Aktywna replikacja CMV wsrdd chorych z pra-
widltowa aktywnoscia uktadu immunologicznego jest
zjawiskiem rzadkim. Badania Li i wsp. (5) przeprowa-
dzone wsrdd 406 osob przyjmujacych dozylne srodki
odurzajace wykazaty u 70% aktywne zakazenie HCV,
a tylko u 3,5% aktywne zakazenie CMV. Badania te,
podobnie jak nasze okreslaly obecnos¢ CMV DNA
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w surowicy potwierdzajace aktywna replikacje tego
wirusa. Zakazenie CMV utrzymuje si¢ do konca zy-
cia, a czgsto$¢ wystepowania swoistych przeciwcial
przeciwko CMYV, szacuje si¢ nawet na 80% wsrod
0s06b dorostych, co jednak zdecydowanie rdzni si¢ od
czgstosci wykrywania CMV DNA. W badaniach wia-
snych nie okre§lano obecnosci przeciwciat, poniewaz
nie sa one markerem aktywnej replikacji CMV (6) zas
czestos¢ wystepowania CMV DNA byta wysoka, ponad
czterokrotnie czegstsza od wynikdw prezentowanych
przez Liiwsp.(5). Wynika¢ to moze z badania réznych
populacji, a takze z r6znic metodologicznych. Zwrdcic
nalezy uwage, ze w naszych badaniach wiremia CMV
byta niska, co utrudniato doktadna oceng ilosciowa.
Sposrod komorek Th, najwazniejsza role w ksztal-
towaniu odpornosci immunologicznej zwigzanej z
zakazeniem HCV odgrywaja limfocyty Th1l i Th2. Za-
burzenia mechanizméw kontrolujacych synteze cytokin
w tych limfocytach, zwigzane ze zréznicowanym ich
pobudzaniem przez HCV, przyczynia si¢ do nieprawi-
dlowej odpowiedzi immunologicznej, a w konsekwencji
do aktywacji zmian zapalnych i wtoknienia w watrobie
(7). CMV moze hamowac aktywno$¢ immunologiczng
powodujac wystapienie stanu immunotolerancji wobec
innych zakazen, na przyklad HCV. Staba ekspresja
receptorow CMV na zakazonych komoérkach utrud-
nia ich rozpoznanie przez komdrki NK i NKT (8). W
badaniach Sadeghi i wsp. (9) przeprowadzonych u
chorych po przeszczepie nerki wykazano, ze aktywacja
CMV wplywa na wzrost stezenia sIL-2R, IL-6 I IL-
10 oraz spadek stgzenia [FN-gamma w surowicy, co
jest zwiazane z aktywacja limfocytow Th2 i blokada
Thl. Dzialanie takie moze wplywaé na poglebienie
dysregulacji syntezy cytokin wsrod osob jednocze-
$nie zakazonych HCV i CMV. Jednak w badaniach
wlasnych nie wykazano dodatkowego, negatywnego
wplywu zakazenia CMV na nasilenie zmian zapalnych
i wloknienia w morfologicznej ocenie watroby, stezenie
wiremii HCV czy tez wczesna odpowiedz wirusolo-
giczna. Prawdopodobnie zwigzane jest to z dostateczna
wydolnoscia uktadu immunologicznego zakazonych
HCV. Istotne znaczenie zakazenia CMV ujawnia si¢ w
okresie znacznego spadku odpornosci, miedzy innymi
u chorych po przeszczepach. W takich sytuacjach moze
dochodzi¢ do licznych, klinicznych objawow zakazenia
CMV lub utatwieniu przez CMV zakazen grzybiczych
i bakteryjnych (10). Razeghi i wsp. (11) analizujac stan
chorych po przeszczepie nerek, u ktorych doszto do
aktywacji CMV, obserwowali wptyw tego wirusa na
wystapienie niedokrwistosci u 64%, trombocytopenii
u47% ileukopenii u 21% chorych. Badania obecnosci
CMYV DNA jakie przeprowadzil Thomasini i wsp. (12)
wsrdd chorych po przeszczepie watroby wykazaty,
ze wbrew powszechnej opinii infekcja ta jest czesta,
a jednym z najczestszych jej objawow sa zaburzenia

hematologiczne, w tym trombocytopenia. Przeprowa-
dzone przez nas badania nie wskazaty na jakikolwiek
wptyw CMV na parametry morfologiczne krwi wsrod
zakazonych HCV kwalifikowanych do terapii pwzw-
C. Wydaje si¢ to zrozumiale, poniewaz oceniana grupa
chorych, przeciwienstwie do chorych po transplantacji
nie otrzymywata zadnych lekdw zmniejszajacych
aktywnos$¢ uktadu immunologicznego. Fatalne skutki
aktywacji CMV u mlodego pacjenta z chloniakiem
z komorek T, leczonego immunosupresyjnie opisuja
(Halaburda i wsp.), (13). Aktywne zakazenie CMV
moze powodowac wystapienie wtdknienia ptuc, za-
palenia drobnych naczyn (14, 15), a u noworodkow
wioknienia w watrobie (16). W naszych badaniach nie
stwierdzono wptywu aktywnego zakazenia CMV na
nasilenie zmian zapalnych lub widknienie w tkance
watrobowej, poniewaz pacjenci nie mieli zaburzen
immunologicznych, a stosowany w terapii interferon
nasilit aktywnos¢ tego uktadu.

PODSUMOWANIE

W przeprowadzonych badaniach wykazano wy-
stgpowanie aktywnego zakazenia CMV u 14% o0sob
przewlekle zakazonych HCV. Nie wykazano zaleznosci
pomigdzy aktywnoscig zakazenia CMV 1 HCV. Nie
stwierdzono wptywu aktywnego zakazenia CMV na
aktywnos¢ zapalng 1 widknienie w watrobie, obraz mor-
fologiczny krwi jak i skuteczno$¢ terapii pwzw-C.

W s$wietle uzyskanych wynikéw wydaje sig, ze
wspotzakazenie CMV chorych z HCV nie wplywa na
skutecznos¢ terapii pwzw-C. Jednak dla poparcia tego
wniosku nalezatoby przeprowadzi¢ badania na wigkszej
grupie chorych wspoétzakazonych HCV i CMV.
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