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Uvod e

Bezny beta-herpesvirus - 50-80% dospeéle populace
Celozivotni asymptomaticka latentni infekce s

intermitentnimi subklinickymi reaktivacemi
kontrolovanymi imunitnim systémem

Hlavni patogen immunoalterovanych jedincu -
primoinfekce i reaktivace CMV latentni infekce u
imunosuprimovanych pacientll — zavazna morbidita a
mortalita, zvlasté u pacientu po transplantacich
solidnich organti a kmenovych bb.

Pred zavedenim terapie anti-CMV léky (90.léta 20.stol.)
CMV nemoc (casto jako CMV pneumonitis) hlavni
pricinou komplikaci a smrti u CMV séropozitivnich
prijemcu krvetvornych bb. i solidnich organt



Uvod e

1882 pat. nalez u novorozencti s LU
bb. nesouci inkluze, ,,sovi oko*
50. léta 20. stol. - izolace mysiho CMV

1957 Smith - izolace lidského CMV, intrauterinni
infekce

1960 Weller ,,cytomegalovirus”

1966 v Hradci Kralové jako druzi v Evropé (prof. Dr. J.
Horacek a kol.) izolace CMV na bb. LEP

1985 - NRL pro HCMV zalozena v UKM, FN Hradec
Kralové, prof. MUDr. J. Horacek, CSc.



CMV - virologie

Topley, 1996




CMYV - virologie +
Celed’ — Herpesviridae, podéeled’ betaherpesvirinae

obaleny, & 100 — 110 nm, inaktivovan tukovymi
rozpoustedly, eterem, UV, pH 3, preziva nékolik hodin
na kuizi a povrsich

kubicka symetrie kapsidy (162 kapsomeér)

Genom - dsDNA (genom nejvétsi z herpes virti — 230
kb), 2 nestejne velké oblasti — UL (long) a US (short)

Genova exprese - 3 faze — ,,immediate-early” (IE),
searly“(E), ,late“(L)

¥ u Ny

pp65 a pp71 — antigenni, Casné markery inf.

Vnéjsi obal (hostitelska jaderna a cytoplasmaticka
membrana) — glykoproteiny (vazba na receptory host.
b. a fuze) — tvorba VN protilatek blokujicich prilnuti
viru



Replikace viru v hostitelské b. |

3 stadia replikacniho procesu a produktu (exprese
genu a tvorba proteinu):

Immediate early proteiny (IE — pp. 68-72 kD) — role v
regulaci vlastni viroveé replikace a stimulace exprese
early gent

pp72-IE1: nestrukturalni, regulacni, bezprostredne
casny jaderny antigen, zahajuje replikacni cyklus viru,
c¢asny prukaz infekce b.

Early (E) proteiny — 140 kD — HCMV DNA polymeraza,
kliCova role ve virové replikaci

thimidin kinaza, syntéza strukturalnich proteint



Replikace viru v hostitelske b.

e Late (L) proteiny — strukturalni proteiny — 150 kD,
pp65, pp28 — skladani vir. ¢astic, vynoreni z b.
Antigenni, protilatky specificke (pp150)

e Obalka (envelope) — obalové glykoproteiny, gpB
~ geneticka variabilita, genotypizace

e (~HSV, VZV, EBV) — zkrizené reakce

e Latentni infekce — minimalizace exprese gen



Antigeny :

e pp72-IE1 — nestrukturalni, regulacni, bezprostfegné
casny jaderny antigen

e pp65 — strukturalni tegumentovy protein, antigenni,
nadprodukovan pri replikaci viru—castice, akumuluje se
v granulocytech

e UL97 — protein-kinaza, fosforylace gancyklovir na
GCVp — detekce resistentnich mutant

e UL54 — DNA-polymeraza — detekce rezistence

e UL27 -rezistence na maribavir (syntéza HCMV DNA,
vynoreni ¢castic CMV z jadra)
e pp150 — hlavni kapsidovy protein



CMYV - biologicke viastnosti :

Virus se mezidruhoveé neprenasi
zvireci CMV - mysi, krysy, morcata, vepr, opice, kun)
Identifikovano nékolik kmenu HCMYV - klinicky vyznam
u imunosuprimovanych pacientu, terapie

Mnozi se v bb. a vylucuje se — CNS (likvor), spojivka
(konjunktivalni sekret, slzy), nasofaryng (sekret),
slinna zlaza (sliny), plice (BAL), mlécna zlaza
(materské mléko), ledviny (moc), Git (sliznice zaludku,
streva, stolice), genital (ejakulat), bb. cervixu
(cervikalni sekret), amnioticka tekutina (infekce
placenty, plodu), krevni elemenety (PMN, ruzna
vyvojova stadia, T a B lymfocyty, monocyty)



CMYV - epidemiologie :
~ 40 az 100% prevalence protilatek v dospélé populaci,

~ socioekonomicka situace

Vyspelé staty — az 20% pokles séroprevalence za
poslednich 20 let, 40 — 85% dospeéli

Prvni narust séropozitivity — malé déti (Casteéné
vertikalni prenos), horizontalni prenos v jeslich,
skolkach — respiracnimi sekrety, moci

Druhy — dospivajici a mladi dospéli, predpokladany
hlavné sexualni prenos, geografické rozdily

latrogenni prenos — krevni produkty, transplantované
organy a tkane, primy kontakt



Sérologické prehledy CR 1996 HE
zdroj: Zpravy CEM, 1998, Hr'oc':nik 7, Priloha 1 T
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Sérologicke prehledy 1996

e Organizace - SZU, vySetieni provedla NRL pro
herpetické viry, hodnoceni RNDr. K. Roubalova,
CSc., RNDr. J. Seeman, CSc.

e Vysetreno 600 — 700 sér z Prahy, zapadoceského a
severoceského kraje

e Séroprevalence stoupala s vekem, muzi = zeny
e 9let-40% promorenost, 35 let 80%, = 65 let 90%
e VysSsi promorenost v Severoceském kraji



Vysledky — seroprevalence e
2008-2011, FN HK
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Vysledky — séroprevalence 33+

2008-2011, FN HK E:
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CMYV - patogenese oo

CMV vyvolava humoralni i bunécénou imunitni odpoved’

Suprese hostitelské bunécéné imunity — hlavni faktor rozvoje
infekce (pacienti s hematoonkologickym onem., po
transplantaci organut, HIV+)

bunécna imunita zprostredkovana CD4+ a CD8+ T-lymfocyty,
efektorova aktivita, produkce cytokinu

Klinicka forma onemocnéni ~ imunitni stav, kmen viru

CMV infekce — primoinfekce, latentni infekce (bb. bilé krevni
rady) - celozivotni, moznost vylu€ovani viru — reaktivovana
infekce

Latentni infekce — nejvice prevaletni
Reinfekce — ruzné kmeny viru, genotypy
Infekce soucasne vice genotypy

Geneticka variabilita — mutace ve strukturalnich (obaloveé
glykoproteiny) i nestrukturalnich genech



l. Imunokompetentni hostitel |-

e primoinfekce - vétsinou asymptomaticka, syndrom
mononukleosy, hepatitida, hemolyticka anemie,
trombocytopenie

e Infekce epitelialnich bb. nasofaryngu — vylucovani
viru sekretem —

virémie (kratka) —
rozsireni do dalSich organu —

bb. slinnych zlaz, leukocytl, hepatocytu, renalnich
tubuld, plicnich alveolll —

vyluéovani viru moéi, riznymi sekrety (dlouhodobé)



ll. Infekce tehotneé zeny e

CMV - nejcastéjsi etiologické agens zpusobujici
kongenitalni infekce (1 — 3 % novorozencii)
Primoinfekce matky v tehotenstvi - symptomaticke

infekce — krev matky — pres cytotrofoblast placenty
— fetalni cirkulace — kongenitalni infekce

1 — 5% téhotnych zen primoinfikovano (0,15-2%)
— z nich 30 - 40% infikovanych plodt

— Z hich 10% klinicka forma CIN —
hepatosplenomegalie, hemolyticka anémie,
hyperbilirubinémie, trombocytopénie, pneumonie,
poskozeni CNS, slepota

Pozdni nasledky kongenitalni CMV infekce — hluchota,
mentalni retardace, poruchy chovani



lll. Postnatalni prenos CMV

Prenos béhem porodu — CMV vylu€ovan na Cipku
deloznim

matka — dité materskym mlékem - reaktivace CMV
infekce béhem kojeni

Virolaktie a detekce CMV DNA v materském mléce —

13 — 70 % kojicich matek (studie UK 2002, Japonsko
2003) 40 — 96 % séropozitivhich matek vylucovalo
virus mat. mlékem — detekce PCR (studie Japonsko,
Italie, Néemecko)

Riziko pro stigmatizované novorozence



Prenos CMV materskym mlekem | :

e CMV volny, vazany na bb.

e vrchol vylucovani — 1 meésic po porodu - postnatalni
prenos

a) fyziologicti novorozenci narozeni v terminu —
asymtomaticka infekce

b) novorozenci narozeni pred terminem s nizkou por.
hmotnosti — vetsi riziko rozvoje CMV infekce (studie
— 60 az 87 % postnatalné infikovanych), 9 %
symptomaticka infekce



Prenos CMV materskym mlekem | ::

e Klinicky obraz - stari ditéte, stavu imunitniho systému,
zakladni dg. a klinickém stavu ditete

e Subakutni hepatitida, intersticialni pneumonie, hemolyticka
anémie, trombocytopenicka purpura, nasledky — poruchy
sluchu

e Prevence prenosu CMV mat. mlékem - inaktivace viru -
mléko zahrato na teplotu 72° C po dobu 5 minut

e Zmrazeni a rozmrazeni mat. mléka
e Riziko prenosu se uplné neodstrani

e (Diskuze a doporuceni: Pediatr. Spol. Rakouska — pasterizace
mléka u nedonosenych deti,2003; Francie — nedavat Cerstve
mleko déetem nar. pred 32. tydnem gestace s vahou meéne nez
1500 g, 2005)



IV. Imunosuprimovany hostitel | s

nadorové onemocnéni, transplantace, HIV+, terapeuticka
imunosuprese

Primoinfekce, reaktivace — symptomaticka
Cil - Casto transplantovany organ

Respir. inf., pneumonie (17 — 38%), hepatitida, infekce Git
(esofagitida, gastritida, infekce strevni sliznice), infekce
CNS, GVHD, infekce graftu, retinitida (AIDS)

Dlouhodoby prubéh, mortalita

kontrola replikace CMV infekce - bunécna imunita, Ag
specifické CD4+ a CD8+ T-lymfocyty (jako efektor i
produkce cytokinu, IL2, IFN gamma)

Po transplantaci kmenovych bunék - systematickeé
monitorovani prubéhu rekonstituce CMV specifické
bunécné imunity + kontrola CMV virémie (virova naloz)
real-time PCR




Terapie CMV infekce

Ganciclovir (Cytovene, Cymevene, analog nukle
léCba nebo prevence CMV infekce, nejprve
fosforylovan na deoxyguanosine trifosfat -

osidu)

kompetitivni inhibice syntezy DNA, (DNA polymeraza)
Valganciclovir (Valcyte) — aktivovan pomoci thymidin
kinazy, fosfotransferazy, derivat GCV p.o. podani
Foscarnet - selektivni inhibice virové polymerazy

Cidofovir — inhibice virové polymerazy

Maribavir — inhibuje virovou proteinkinazu, blokuje

tvorbu kapsidy a uvolnéni viru z bunky
Cytotect — lidsky IgG proti CMV



Diagnostika CMYV infekce :

e Diagnéza CMV infekce — komplexni, reaktivovany
virus nemusi byt signifikantni patogen!

l. PFimy prukaz
e 1.1zolace viru

e 2. prukaz antigenu pp65 v izolovanych
polymorfonuklearech, prukaz pp67

e 3. prukaz CMV DNA molekularné biologickymi
metodami

Il. Neprimy prukaz
e Prukaz protilatek



Izolace CMV na bunécneé 4+
kulture

Mnozi se v lidskych embryonalnich fibroblastech nebo
epitelialnich bunkach — bun. kultury LEP

Moc¢, nasofaryng. sekret, BAL — CPE za 2 — 21 dnu
Citlivost, casova narocnost; klasicka kultivace, shell-vial
IF prukaz IE antigenu

Pozitivni izolace — interpretace nalezu zalezi na klinickych
okolnostech

Vysoky titr izolovaného viru a soucasna izolace viru z
riznych materialu ~ aktivni infekce, klinicky vyznam —
vysetreni virémie

Dlouhodobé vylucovani viru jak u primoinfekce, tak
reaktivace

Epidemiologické hledisko vylucovani zivého viru
(séronegativni pacienti, virové kmeny??)




Izolace CMV na bunecné kulture | :

e Bunéénakultura 77 / 7 7 .
LEP infikovana . =,
CMVvl.pasazi, 7 .~~~ =~ .
5.den po infekci. | i

e Nativni preparat. 7 A
ZvétSeni 40x e i
(prof. Horaéek, 107 Al |
1985) 07 L



Prukaz CMV antigenu pp65

o \I( izolovanych polymorfonuklearech periferni
rve

e Detekce IF — komercni souprav,
imunoperoxidasovym barvenim, biotynylova
detekce

e Prukaz pomoci flow cytometrie

Gerna et al. (Pavia) — antigenémie ~ virémie —
(10 pp65+ bb ~ 2000 cp/ml Bordeaux)

(v sou€asné dobé jiz neprovadime — nahrazeno
mol. biol. metodami)



Prukaz CMV antigenu pp65

From: David Ferguson, Yale New Haven Hospital, New Haven, CT



Priakaz CMV DNA mol. biol. 13
metodami

PCR, nested-PCR, mRNA - kvalitativni prukaz

Real-time PCR - kvantifikace, ,,viral load“— virova
naloz, monitoring ucinnosti terapie

Viremie — riziko rozvoje CMV infekce

BAL — riziko rozvoje plicnich komplikaci

Prukaz rezistence na ganciclovir (specificky usek
genu — sekvenace)

Infekce riznymi kmeny CMV, genotypy — riuzné
klinické aspekty (organovy tropismus) a —
imunologické aspekty (imunitni odpoved)



Real-time PCR - kvantifikace |:e°
CMV DNA

e Kvantifikace CMV DNA (kopie/ml) — citlivost — 120
kopii/ml

e Virémie

e Klinicky cut-off - 10° kopii/ml
u imunokompetentnich pacientu
u imunosuprimovanych pacientu — nizsi hladiny
(102-103 kopii/ml)

e BAL - kvantifikace

e Monitoring — intervaly, dynamika, vys. ve stejné
laboratori!!

e PharmDr. Lenka Pliskova — UKBD, bud. &. 22, FN HK




Prukaz rezistence na :
ganciclovir

e Lécba CMV infekce i preemptivni — riziko
vzniku mutace — rezistence

e Ganciclovir, valganciclovir p.o. , cidofovir
e Mutace v genu UL97 a UL54

e Susp. dlouhodobé pretrvavani virémie pri
léché

e specificky usek genu — sekvenace



Prukaz CMV DNA - materialy

l. imunokompetentni pacienti

Nesrazliva plna krev (EDTA) — virémie
kvantitativne

BAL - kvantitativne

Plodova voda - kvantitativne
Materské mléko — kvalitativne

Novorozenec — moc¢ — kvantitativné, krev — vzorek
krve na filtraénim papire (,,dried blood spots®)



Prukaz CMV DNA - materialy

e |. imunokompromitovani pacienti

e Nesrazliva plna krev (EDTA) — viremie
kvantitativné

e BAL - kvantitativne

e Dalsi materialy podle klinického obrazu:

mog¢, likvor, stolice, biopsie strevni sliznice




Neprimy prukaz CMV infekce - |:¢
serologicke vysetreni
e 1. prukaz CMV IgG

e Séronegativita, seropozitivita

e Latentni infekce, epidemiologicke studie

e Sérostatus pred transplantaci — darce, prijemce
Séronegativni prijemce — vysoke riziko primoinfekce
Prenesené protilatky po aplikaci krevnich produktu
Séronegativita v graviditée

Dg. infekce novorozence

Sérokonverze ~ primoinfekce

Konfirmace primoinfekce — IgM protilatky, nizka
avidita IgG, virémie, vyluCovani viru (izolace viru)



Prikaz CMV IgG :

Antigen — virovy lyzat obsahujici hlavni antigeny viru,
kmen AD 169, rekombinantni Ag

EIA, ELISA, IF

KFR - malo citliva, nevhodna pro stanoveni
serostatusu, doplnkove vysetreni pfi serokonverzi

Kvalitativni, kvantitativni prukaz — AU/ml, index
pozitivity



Avidita CMV IgG protilatek ot

LI 4

Aviditni testy — soucasné nejspolehlivéjsi pruka
primoinfekce u tehotné zeny, kongenitalni infekce

Avidita — interakce mezi protilatkami a multivalentnimi
antigeny (viry, bakterie, prvoci)

Avidita narusta s afinitou (jednoducha interakce
protilatka — antigen) a s poctem soucasne se
uplatnujicich vazebnych mist

Avidita - ,,vyzralost” - prvni IgG protilatky pfi
primoinfekci maji nizkou aviditu, pretrvavani virémie,
progresivni zvysovani avidity IgG protilatek (tzv.
maturace humoralni imunitni odpovedi)

Sekundarni infekce, reaktivace — rychla produkce IgG
protilatek s vysokou aviditou



Avidita CMV IgG protilatek o

e Mikrodestickove testy — princip: naruseni vazby IgG
a antigenu denaturacnim cinidlem (roztok ureaE’

e index avidity = % IgG , které zustaly navazany na
antigen po inkubaci s ureou: normalni inkubace
< 40% - nizka avidita, primoinfekce pred méné nez 18
tydny
40 — 60% - hranicni
> 60% - vysoka — latentni infekce, primoinfekce pred
dobou delSi nez 18 tydn

e vychytani IgG s vysokou aviditou z vys. séra pomoci
blokovaciho roztoku (virovy lyzat CMV AD169)



Algoritmus testovani tehotne
zeny pri susp. CMV infekci

VoL. 43, 2005 CYTOMEGALOVIRUS SCREENING 4715
Sensitive CMV 1gG
and IgM screening
|
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Prukaz CMV IgM eet

Prikaz u primoinfekce, reaktivace latentni infekce, aktjvni
infekce i subklinické

Ab proti pp150, pp38 — hlavni imunodominatni markery —
korelace s expresi virové mRNA

Prukaz IgM spolu s nizkou aviditou CMV IgG - indikator
primoinfekce

Peak 1 — 3 mésice po primoinfekci, moznost persistence v
nizkych hladinach nékolik mésicu (~ citlivost dg. souprav)

Moznost faleSné pozitivnich vysledku pfri jiné virové infekci
(napf. EBV, PV B19)

Moznost zkfizené reaktivity u herpetickych viru

Revmatoidni faktor

Imunoblot — konfirmace specificity nalezu

Falesné negativni vysledky — imunosuprese, antivirova lécba



Imunoblot CMV IgM e

Prukaz protilatek proti strukturalnim a
rekombinantnim proteiniim obsahujicim signifikantni
imunogenni casti

Separace na gelu z purifikovanych CMV partikuli a
preneseni na nitrocelulézu

pp150, pp38, pp65, pp52, pp130, pp72, pp82

LI 4 4

pp150 — nejsilnéjsi imunogen

pp38 — indukuje tvorbu IgM protilatek a muze byt
zodpovédny za dlouhodobé pretrvavani IgM po
skonceni akutni faze replikace

Reaktivita pouze s jednim Ag nemusi byt znamkou
soucasne infekce (pr. pp82)



Prukaz CMV IgM sec

Vysetirovani darcu a prijemcu transplantatu

Algoritmus vysetrovani imunosuprimovanych
pacientu — dlouhodoba virémie

Vysetreni téhotnych zen — indikace vys.
plodové vody

Vysetrovani indikovanych novorozencli

Klinické diagnozy



Kontrola kvality lab. dg. CMV | <:

e EHK - Sérologie CMV
Cca 130 laboratori, 2 vzorky pro specificke IgM a IgG
e EIA - 20 ruznych testu mikrodest. i analyzatorovych
e Instand (Némecko) — sérologie CMV, avidita IgG , 2
vzorky 4 x /rok

e EHK - prukaz CMV DNA

(duben 2008 - dr. PliSkova) — 25 laboratori, 6 vzorku,
kmen CMV AD169 - kvantita od 102 kopii/mi

e QCMD (Velka Britanie) — prukaz CMV DNA, 10 vzorku,

e BBI (USA, Boston Biomedica Diagnostics) — 25 vzorkl
pro kontrolu sérolog. reakci, vys. 5 riznymi metodami



Porovnani vysledku — CMV T
IgG, IgM, interpretace vysledku

e Kvantitativni hodnoceni — rozdily v metodach
ELISA a analyzatorovych, ty obecne citlivejsi
— vySSi hladiny PL

e Zaver: vysetrovani a hlavné monitorovani
pacientu by se mélo provadét stejnym testem
— vysledky srovnatelné v case a dynamice,
kvantitativni stanoveni protilatek rozdilné
podle metod (jednak vzhledem k citlivosti a
jednak vzhledem k zastoupeni jednotlivych
antigenu v testu






