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STRESZCZENIE

W badaniach nad zakazeniami cytomegalowirusem
(HCMV) coraz czg$ciej zwraca si¢ uwage na roznice
w patogennosci, tropizmie 1 wirulencji tego wirusa
w zaleznos$ci od jego genotypu.

Celem pracy byta ocena wystepowania poszcze-
golnych genotypéw gB kodowanych w regionie UL55
genomu HCMV, w populacji noworodkdéw i niemowlat
z Polski potudniowe;.

Analizg genotypowa przeprowadzono w grupie 53
dzieci z potwierdzonym zakazeniem HCMV. Do geno-
typowania jak i oceny ilosciowej HCMV wykorzystano
metode PCR w czasie rzeczywistym.

Badania potwierdzity obecno$¢ genotypoéw gBI,
gB2, ¢B3 i gB4 w badanej grupie dzieci. Dominowat
genotyp gB1 (63,5%), ktory nieco czgsciej wykrywano
u niemowlat niz u noworodkdéw. Zakazenia mieszane,
dwoma genotypami wykazano u 16 (31%) dzieci,
przy czym glownie wykrywano je u dzieci starszych.
Nie obserwowano znamiennych statystycznie roéznic
w wirusowym ,,load” poréwnujac grupe noworodkow
zniemowletami oraz zakazenia pojedyncze z mieszany-
mi. Obserwowane w pracy réznice w proporcjonalnym
wystepowaniu poszczegdlnych genotypow gB w dwoch
grupach badanych dzieci moga sugerowac na istnienie
r6znych preferencji genotypowych w zakazeniach wro-
dzonych oraz nabytych HCMV.

ABSTRACT

Studies on cytomegalovirus (HCMV) infections
more often draw attention to the differences in tropism,
pathogenicity and virulence of the virus depending on
its genotype.

The aim of this study was to assess the individual
gB genotypes which are encoded in ULSS5 region of
HCMYV genome in a population of newborns and infants
from Southern Poland.

Genotypic analysis was carried out on 53 children
(16 newborns and 37 neonates) with confirmed HCMV
infection. The children were tested several times. A total
of 101 samples, mainly urine, less blood, swabs from
the upper respiratory tract, in justified cases, the cer-
ebrospinal fluid were used in our study. Both genotyping
and quantitative assessment of HCMV were performed
using real time-PCR (rt-PCR). For identification of four
major gB genotypes in one reaction, a modification of
multiplex rt-PCR was used.

Studies confirmed the presence of all major geno-
types: gB1, gB2, gB3 and gB4 in the examined groups
of children. Only in one case, the genotype could not
be determined, perhaps it belonged to subtypes outside
the detectable majority of gB genotypes . Genotype gB1
(63.5%) which was slightly more frequent in infants
than in neonates, dominated in our studies. The other
genotypes occurred at a rate: gB2 - 15.4%, gB3 —21.2%,
gB4 —28.8%, respectively. Mixed infections, caused by
two genotypes were found in 16 (31%) children, mainly
in older infants. There were no statistically significant
differences in viral load when comparing a group of
newborns with infants and single vs. mixed infection,
as well as individual genotypes.

The observed differences in the proportional oc-
currence of different gB genotypes in the two study
groups of children may suggest various preferences
of particular HCMV genotypes in congenital and ac-
quired infections. Moreover, by monitoring of HCMV
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WSTEP

Ludzki wirus cytomegalii (HCMV) klasyfikowany
do rodziny Herpesviridae, podrodziny Betaherpesviri-
nae charakteryzuje si¢ cechami typowymi dla tej pod-
rodziny takimi jak: wysoka swoisto$¢ gatunkowa, dtugi
czas cyklu replikacyjnego, pézne pojawianie si¢ zmian
cytopatycznych po zakazeniu hodowli komorkowe;.
Genom HCMYV o dilugosci w zaleznosci od szczepu
od 220 - 240 tysiecy par zasad, zawiera ponad 200
otwartych ramek odczytu (ORF), przy czym poznano
do tej pory funkcje tylko niektorych biatek przez nie
kodowanych (1). Sa wérdd nich biatka bezposrednio
zwigzane z replikacja, peligce rolg regulatorowa, jak
i biatka strukturalne, wtgczane do wirionow i tworzace
nukleokapsyd, tegument lub ostonke wirusa.

Analiza poréwnawcza DNA 1 bialek wirusowych
wykazata 95% homologi¢ pomiedzy szczepami HCMV
izolowanymi z przypadkow klinicznych (2). Obserwo-
wany polimorfizm dotyczy zar6wno sekwencji koduja-
cych jak i niekodujacych, a zmiennos¢ nukleotydow jest
rozproszona w catym genomie, przy czym w niektorych
regionach wystepuje ona czesciej.

Glikoproteiny ostonki wirionu, ktérych réznorod-
no$¢ poznana dla HCMV przewyzsza wszystkie inne
wystepujace u herpeswirusow, ze wzgledu na istotne
funkcje w procesie zakazania, rozprzestrzeniania si¢
w organizmie i stymulacji odpowiedzi immunologicz-
nej, podlegajg statej presji sSrodowiska, a geny je kodu-
jace wykazuja czgsto polimorfizm. Wsrdd glikoprotein
HCMYV, powiazanych ze soba w wicksze kompleksy
nazywane gC-I, gC-II i gC-III (od glycoprotein com-
plex), najobfitsza jest glikoproteina B (gB), nalezaca
do kompleksu gC-I. Jest ona integralnym sktadnikiem
ostonki, niezbednym w procesie przytaczania wirusa do
komorki, penetracji i fuzji z btong komorkowa, replika-
cji zarbwno w warunkach in vivo jak i in vitro. Bierze
udzial w szerzeniu si¢ zakazenia z komorki do komorki,
jest eksponowana na powierzchni zakazonej komorki
i jest gtéwnym celem ataku odpowiedzi humoralne;j
i komorkowej. Glikoproteina ta jest kodowana przez
gen UL5SS5 (2712 pz), tworzy ja 906 aminokwasow, jej
wzgledna masa molowa wynosi 160 000. W pozycji 460
jest cieta przez komoérkowe endoproteazy na dwa frag-
menty zwane: N lub gp116 (m.cz. 92000 — 116000) i C
lub gp55 (m.cz. 52000 — 55000), potaczone wiazaniem
dwusiarczkowym, tworzacym kompleks gp116-gp55.

infection and determination the genotypes in consecu-
tive samples, it could be identified infection acquired
during hospitalization in three children.

Key words: cytomegalovirus, gB genotypes, newborns
and infants infections

Miejsce cigcia, szczegdlnie region zawarty migdzy
kodonami 448-481, wykazuje najwigksza zmienno$¢
genetyczng, co dato podstawy do podziatlu HCMV na
genotypy. Ich rozréznienie bylo mozliwe po zastoso-
waniu endonukleaz restrykcyjnych Hinf~-1 (GJANTC)
i Rsa-1 (GT|AC) do trawienia produktow amplifikacji
tego regionu. Uzyskane rézne wzory restrykcyjne po-
zwolity na wyodrebnienie 4 genotypow HCMV: gB1,
gB2, gB3 i gB4. Oprocz nich, duzo rzadziej mozna
wykrywa¢ dodatkowe 3 warianty wewnatrzgenotypo-
we (gB5, gB6 1 gB7), ktore sa wynikiem rekombinacji
homologicznych (1).

W literaturze pojawily si¢ doniesienia o rdznej
patogennosci, tropizmie i wirulencji HCMYV, zaleznej
od genotypu. Potwierdzaly to obserwacje kliniczne
pacjentéw w stanie immunosupresji, u ktorych przebieg
i ciezkos¢ zakazenia HCMV probowano taczy¢ z r6z-
nym genotypem gB (3, 4, 5). Zwigzek taki wykazali
takze Barbi 1 wsp. (6) oraz Yu i wsp. (7) w przypadku
zakazen wrodzonych, w odniesieniu do objawow kli-
nicznych i r6znej zdolnosci transmisji wirusa z matki
na ptod. Dane publikowane na ten temat przez innych
autor6w nie s jednak tak jednoznaczne, a prezentowane
wrecz przeciwne wyniki mogg wskazywac, ze oddzia-
tywanie pomiedzy wirusem a organizmem jest zapewne
procesem wieloczynnikowym (8, 9).

W pracy podjeto probe oceny wystepowania poszcze-
gblnych genotypow gB HCMV w populacji najmtod-
szych dzieci, u ktorych zakazenie HCMV potwierdzono
w pierwszym roku zycia. Poniewaz zakazenie nabyte
w tym okresie zycia moze by¢ wynikiem zaréwno zaka-
zenia wrodzonego jak i nabytego, probowano porownaé
ze soba grupe noworodkdéw i niemowlat.

MATERIAL I METODY

Analize genotypowa przeprowadzono na szczepach
HCMYV wyizolowanych od 53 dzieci, hospitalizowa-
nych w latach 2009 - 2011 w Klinice Neonatologii
UJ CM lub Klinice Chorob Dzieci Uniwersyteckiego
Szpitala Klinicznego. Dzieci byly badane w zwiazku
z podejrzeniem klinicznym zakazenia HCMV. Charak-
terystyke pacjentow oraz rodzaj materiatu klinicznego
pozyskanego od badanych dzieci przedstawia tabela I.

Rozpoznanie zakazenia HCMV okres$lano na pod-
stawie dodatniej izolacji wirusa z moczu lub wymazu
z gornych droég oddechowych (pobranego do 1 ml
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Tabela I. Charakterystyka pacjentow i materiatéw, w ktorych
okreslono genotypy gB HCMV

Table I. Characteristics of patients and materials in which
gB genotypes of HCMV were determined
NOWORODKI | NIEMOWLETA
liczba badanych dzieci 16 37
Sr. wiek dzieci + SD 10,2 +9,7 dni | 5,6 + 3,6 mies.
pte¢ meska/zeriska 8/8 21/16
$r.liczba matenaiow + SD przypadaja- 29427 14406
cych na dziecko
rodzaj materiatu
(liczba badanych/dodatnich izolatow
DNA)
-moaz 33/26 43/40
- krew 1/7 717
- wymaz z gémych dr6g oddechowych ”n 33
- ptyn mézgowo-rdzeniowy 31 0
$r. liczba kopii/ml (Iog10 + D) w chwili
rozpoznania zakazenia
- mocz 6,16 1,55 529+1,63
- krew 425+0,69 | 3,70+0,60

podtoza transportowego) w hodowli komdorek MRC-5
metoda ,,shell vial” (10). Rownolegle dla tych materia-
16w oraz probek krwi 1 ptynow mozgowo-rdzeniowych
przeprowadzano reakcj¢ nested PCR wedhug procedury
wczesniej opisanej przez autoréw tego doniesienia (11).
W izolowanym z materialu klinicznego DNA HCMV
oznaczano liczbe kopii wirusa/ml probki stosujac test
PCR w czasie rzeczywistym (rt-PCR) i odczynniki
firmy Nanogen Advanced Diagnostics. Reakcje prze-
prowadzano w aparacie Applied Biosystems 7500 Fast
Real-Time PCR System wedtug zalecen producenta.

Do okreslenia genotypu gB zastosowano takze
reakcje 1t-PCR, w ktorej amplifikowano w zaleznos$ci
od genotypu fragmenty dtugosci 72-79 pz ULS55. Sto-
sowano 4 pary starterow swoistych dla poszczegdlnych
genotypdw oraz sondy TagMan znakowane barwnikami
FAM i VIC, odpowiednio dla gB1, gB3 oraz gB2 i gB4.
Sekwencje starteréw i sond zaczerpnicto z pracy Pang
1 wsp. (12). Amplifikacje przeprowadzano w jednej
reakcji, w dwoch oddzielnych probéwkach (osobno
dla gB1 i gB3 oraz gB2 i gB4) w objetosci 20 pl, sto-
sujac 10 pl TagMan Fast Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 400 nM starterow i 200 nM
odpowiadajacych im sond oraz 4 pl izolatu DNA ze
szczepem klinicznym HCMV. Profil temperaturowy
reakcji byl nastepujacy: 95°C przez 20 s., a nastgpnie
40 cykli w temperaturze 95°C przez 3 s. i 60°C przez
30 s. Do kazdej reakcji dotgczano seryjnie rozcienczane
DNA uzyskane ze szczepoéw prototypowych HCMV
Towne (ATCC nr kat. VR-977) 1 AD-169 (ATCC nr kat.
VR-538) w celu wykreslenia krzywych kalibracyjnych.
Woda stanowita kontrole ujemna amplifikacji.

Do oceny uzyskanych wynikow zastosowano
analize statystyczng Chi? oraz nieparametryczne testy
U Manna-Whitneya, Kotmogorowa-Smirnowa i Walda-
-Wolfowitza (pakiet STATISTICA 9).

WYNIKI

W badanej grupie 53 dzieci zakazonych HCMYV,
tylko dla jednego dziecka nie udato si¢ okresli¢ genotypu
gB. Dzieci ze wzgledu na wiek, w ktérym rozpoznano
po raz pierwszy zakazenie HCMV podzielono na grupe

gB4
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Ryc. 1.  Wystepowanie czterech gtownych genotypow gB (UL55) HCMV u noworodkéw (n=16) i niemowlat (n=36)
z uwzglednieniem zakazen wywotanych pojedynczymi i mieszanymi genotypami. Dzieci byly hospitalizowane
w latach 2009 — 2011 w Klinice Neonatologii UJ CM lub Klinice Choréb Dzieci Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego
Fig. 1. Occurrence of four major genotypes of gB (UL55) HCMYV in neonates (n = 16) and infants (n = 36) in relation

to single and mixed genotypes infections. Children were hospitalized in the years 2009 — 2011 in the Clinic of
Neonatology or the Clinic of Pediatrics, University Hospital
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noworodkow (n=16) i niemowlat (n=37). Badania byty
wykonywane kilkakrotnie, w r6znych odstepach czasu,
u noworodkéw maksymalnie do 6 miesigca zycia. Ilo-
sciowg ocene zakazenia (tzw. load) wyrazong w postaci
log,, liczby kopiit HCMV/ml probki ograniczono tylko
do materiatow, w ktorych po raz pierwszy wykryto
jego obecnos¢, z uwagi na spadek liczby kopii w mate-
riatach uzyskanych w kolejnych tygodniach od dzieci
leczonych lekami przeciwwirusowymi. Srednia warto$é
LHload” wykrywanego w moczu i krwi (tab. 1) nie roznita
si¢ statystycznie w grupie noworodkéw i niemowlat
(odpowiednio dla moczu p = 0,08 i krwi p = 0,12; test
U Manna-Whitneya). Wystepowanie poszczegdlnych
genotypow wsrod badanych przedstawiato si¢ naste-
pujaco: gB1 u 33 (63,5%), gB2 u 8 (15,4%), gB3 u 11
(21,2%) 1 gB4 u 15 (28,8%) dzieci zakazonych HCMV.
U 14 noworodkow (87,5%) i 23 niemowlat (63,9%)
potwierdzono obecno$¢ jednego genotypu. Zakazenia
mieszane, spowodowane dwoma réznymi genotypami
wykryto u 16 (tj. 30,77%) dzieci, przy czym gldwnie
u dzieci starszych (14 niemowlat, w tym u 8 powyzej
5 mies. zycia). Na rycinie 1 przedstawiono dystrybucje
poszczegdlnych genotypoéw w zakazeniach pojedynczych
i mieszanych w grupie noworodkéw i niemowlat. Geno-
typ gB1 wystepowal nieznacznie czesciej u niemowlat
nizunoworodkow (Pearson chi®=3,8726; p=0.049), dla
pozostatych genotypéw obserwowane réznice nie byty
znamiennie statystycznie. Przeprowadzona statystycznie
ocena uwzgledniajgca w obu grupach proporcjonalne
wystepowanie poszczegdlnych genotypow HCMV u no-
worodkow i niemowlat wykazata znamienne roznice (test
serii Walda-Wolfowitza, p = 0,0002). Nie obserwowano
natomiast istotnych statystycznie réznic w wirusowym
Hload” w przypadku zakazen pojedynczych i miesza-
nych. Srednie miano HCMV (wyrazone w postaci log, )
w badanych probkach moczu wynosito odpowiednio
5,62 + 1,57 w zakazeniach pojedynczych i 5,32 + 1,88
w przypadkach z zakazeniami mieszanymi (p = 0,62;
test U Manna-Whitneya). Nie obserwowano takze réznic
W mianie wirusa w zaleznosci od zakazajacego genotypu.
Dzigki monitorowaniu zakazenia HCMV 1 ozna-
czeniach genotypow gB w kolejnych prébkach, u jed-
nego niemowlecia rozpoznano nadkazenie odmiennym
genotypem w drugim miesigcu zycia, co wigzato si¢
ze wzrostem ponad 100-krotnym liczby kopii wirusa
w moczu. U dwojki innych dzieci hospitalizowanych
z powodu skrajnego wezesniactwa, u ktorych w okresie
noworodkowym nie potwierdzono zakazenia HCMYV,
wykryto jego obecno$¢ w 6 1 7 tygodniu zycia.

DYSKUSJA

W pracy wykorzystano materiat kliniczny pocho-
dzacy od dzieci z objawami klinicznymi mogacymi

sugerowac zakazenie HCMV. Po wyizolowaniu z tego
materiatu genomowego DNA i potwierdzeniu obecno-
$ci wirusa w reakeji nested PCR, oceniono ilosciowo
wirusowe ,,load” oraz podjeto probe identyfikacji ge-
notypu gB wirusa. Zastosowano metode rt-PCR, ktoéra
umozliwita dzigki amplifikacji krétkich 1 zblizonych
pod wzgledem wielko$ci odcinkdow wirusowego DNA,
rownoczesne wykrycie w jednym badaniu, w reakcji
typu ,,multiplex” czterech gtdéwnych genotypow gB.
Tylko u jednego dziecka nie udato si¢ okresli¢ geno-
typu gB. By¢ moze nalezat on do wariantu wewnatrz-
genotypowego, spoza regionu rozpoznawanego przez
zastosowane w pracy startery.

Badania potwierdzity obecno$¢ czterech genotypow
¢B w badanej populacji dzieci. Dominujgcym pod
wzgledem czgstosci okazat si¢ genotyp gB1 (63,5%),
nastepnie gB4 (28,8%). Przeglad piSmiennictwa do-
tyczacy tego tematu wskazuje na wyrazne odmienne
rozprzestrzenienie szczepow HCMV w réznych krajach
i regionach $wiata. Lukdcsi i wsp. badajac szczepy izo-
lowane z przypadkéw wrodzonej cytomegalii wystepu-
jace na Wegrzech wykazali obecno$¢ jedynie genotypu
¢B1 (13). Natomiast prace pochodzace z Japonii, Indii
czy z Chin zwracajg uwage na brak wystgpowania tam
genotypow gB2 i/lub gB4 (7, 14, 15). We wszystkich
jednak pracach znamienne bylo to, ze genotypem domi-
nujacym wykrywanym w zakazeniach wrodzonych jest
¢B1. Zastanawiajace jest takze to, ze wsroéd badanych
polskich dzieci wykrywano wysoka czgstos¢ genotypu
gB4, ktérej nie opisywali w takim nasileniu inni autorzy,
takze w krajach europejskich (6, 9). W badaniach Bale
1wsp., a dotyczacych genotypowania szczepow HCMV
izolowanych z 53 przypadkéow zakazen wrodzonych
ze stanow lowa i Teras, obecnos¢ gB4 potwierdzono
poprzez analiz¢ restrykcyjna produktéw PCR tylko
w 4% badanych szczepow (8).

Zastosowana w pracy metoda rt-PCR umozliwita
wykrycie przypadkéw zakazen mieszanych, wywola-
nych przez dwa genotypy roéwnoczes$nie. Zakazenia
tego typu rozpoznano u 31% badanych dzieci, przy
czym znamiennie czg¢sciej wykrywano je u niemowlat
niz u noworodkow. Obserwowane roznice statystyczne
w proporcjonalnosci wystgpowania poszczegolnych
genotypow gB w obu grupach badanych dzieci moga
wskazywaé na rdzne preferencje genotypowe w zakaze-
niach wrodzonych i nabytych w okresie postnatalnym.
Badania potwierdzily, ze do zakazen nabytych dochodzi
w warunkach polskich bardzo wczesnie, w pierwszych
tygodniach zycia, nawet w czasie pobytu dziecka w od-
dziale noworodkowym. Jednak, wykryte u dwojki dzieci
w 1.1 2. tygodniu zycia zakazenia mieszanymi geno-
typami wskazujg na mozliwos$¢ takiej transmisji takze
przez tozysko i zwracajg uwage na ryzyko reinfekcji
kobiet w okresie cigzy. Na wysoka czestos¢ wtornych,
wieloszczepowych zakazen wsrdd seropozytywnych
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kobiet zwracali juz uwage Novak i wsp. (16). Porowna-
nia ilosciowe przeprowadzone w badaniach wtasnych
pomiedzy szczepami HCMV nalezagcymi do réznych
genotypdw nie wykazaty znamiennych réznic. Dla
oceny ewentualnie roznej wirulencji poszczegolnych
genotypow konieczna jest dalsza analiza i ocena kli-
niczna dzieci, takze w ich p6zniejszym rozwoju. Nalezy
podkresli¢, ze do monitorowania skutkow zakazenia
1 oceny czasu utrzymywania si¢ aktywnej replikacji
HCMYV wystarcza badania probek moczu, materiatu kto-
ry mozna tatwo pozyska¢ od matych dzieci i w ktérym
liczba kopii wirusa przewyzsza wartosci wykrywane
w krwi obwodowe;.

WNIOSKI

1. Zastosowana metoda genotypowania potwierdzita
polimorfizm szczepow HCMYV zakazajacych nowo-
rodki i niemowleta.

2. Wykryto obecno$¢ wszystkich glownych genotypow
gB w populacji dzieci z Polski potudniowej, przy
czym dominowat genotyp gB1.

3. Potwierdzono czgste zakazenia mieszane wywotane
réznymi szczepami HCMYV, ktore moga by¢ wyni-
kiem zaréwno wertykalnej transmisji wirusa jak
réwniez zakazen nabytych w okresie niemowlecym.
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Praca powstata dzigki wsparciu udzielonemu przez
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panstwa na nauke — projekt nr PL0270 pt. ,, Zakazenia
prenatalne i perinatalne ludzkim wirusem cytomegalii”.
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