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Sazetak. Unato¢ napretku u dijagnostici i sprjeGavanju CMV-bolesti u posljednjih nekoliko desetlje¢a, CMV-infekcija i
dalje je velik dijagnosticki i terapijski problem u primatelja alogenih krvotvornih mati¢nih stanica (aloKMS). Pored znat-
nog pobola koji se ocituje u izravnim ucincima CM V-infekcije (hepatitis, gastrointestinalna bolest, pneumonija, retinits),
CMV neizravnim djelovanjem povecava osjetljivost prema oportunisti¢kim infekcijama te povecava rizik od odbacivanja
presatka i smrtnosti pridruzene presadbi. Takoder, zbog mijelosupresije, nefrotoksi¢nosti ili pojave CM V-rezistentnih soje-
va javljaju se ograni¢enja u upotrebi antivirusnih tvari koje se rabe za kontrolu CM V-infekcije. Cilj je ovoga rada prikazati
probleme vezane uz CM V-infekciju koji se javljaju u primatelja aloKMS s posebnim naglaskom na dijagnostiku i lijeenje
odnosno sprjecavanje nastanka CMV-bolesti.

Descriptors: Cytomegalovirus infections — diagnosis, drug therapy, prevention and control; Antiviral agents — therapeutic
use; Hematopoietic stem cell transplantation; Transplantation, homologous

Summary. In spite of improvements in diagnostics and prevention of CMV disease in recent decades, CMV infection still
remains major concern in terms of diagnosis and therapy in recipients of allogeneic stem cells. Besides considerable mor-
bidity with direct effects of CMV infection (hepatitis, gastrointestinal disease, pneumonia, retinitis), there are also indirect
effects such as increased susceptibility to opportunistic infections and an increased risk of graft rejection and transplant-
related mortality. Also, myelosuppression, nephrotoxicity and emergence of drug-resistant CMV strains may limit the use
of antiviral agents for the control of CMV infection. The aim of this paper is to show the problems associated with CMV
infection in recipients of allogeneic stem cells with special emphasis on diagnostic procedures and treatment or prophy-

laxis of CMV disease.

Uspjeh lije¢enja bolesnika sa ste¢enim i nasljednim bole-
stima krvotvornog sustava presadbom alogenih krvotvornih
mati¢nih stanica (aloKMS), iz periferne krvi, pupkovine ili
kostane srzi ovisi o stupnju tkivne snosljivosti izmedu dava-
telja i primatelja presatka. U veéine oboljelih, u nedostatku
srodnog identi¢nog davatelja, lijeCenje se provodi presad-
bom mati¢nih stanica od nesrodnog identi¢nog ili srodnog
haploidenti¢nog davatelja uz imunosupresijske lijekove da
bi se sprijeCila reakcija presatka protiv primatelja (engl.
Graft-versus-host-disease — GVHD) te istodobno smanjila
mogucénost reakcije odbacivanja presatka. AloKMS je pra-
¢ena ovim komplikacijama: GvHD-om, reakcijom odbaciva-
nja presatka te produljenom imunosupresijom i kasnim opo-
ravkom imunosnog sustava zbog ¢ega je povecana osjetlji-
vost za infekcije.' U svih tih bolesnika postoji visoki rizik
od nastanka teskih virusnih infekcija, posebice citomegalo-
virusne (CMV) infekcije. Naj¢eséi uzrok smrtnosti tijekom
lije¢enja presadbom aloKMS, osim osnovne bolesti, upravo
je CMV-infekcija, a potom slijede GvHD, bakterijske
oportunisticke infekcije te superinfekcije gljivama i parazi-
tima. Prema dostupnim podatcima, u priblizno 70-80% od-
raslih primatelja aloKMS prisutna je reaktivacija CMV-a
tijekom posttransplantacijskog razdoblja.* Znacajka CMV-
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-infekcije poslije presadbe jest reaktivacija virusa iz faze
latencije (ili reinfekcija egzogenim virusom) i povecano
umnazanje virusa u razli¢itim organima koji obiluju limf-
nim tkivom nakon ¢ega slijedi Sirenje krvnom strujom do
udaljenih organa. CMV-viremija sluzi kao biljeg aktivnoga
virusnog umnazanja u ciljnim organima ili diseminirane bo-
lesti.* CM V-infekcija moze se klini¢ki o¢itovati kao izravno
ostecenje tkiva u obliku CMV-sindroma s povisenom tjele-
snom temperaturom i opéom slabo$¢u, a potom i terminalne
CMV-bolesti koja je posljedica viremije te mnogostrukog
§irenja virusa u razliite organske sustave. Takoder, CMV
moze neizravno imunomodulacijskim djelovanjem prido-
nijeti razvoju reakcije odbacivanja presatka te nevirusnim
superinfekcijama. Najce$ée se klini¢ki ocituje kao upalni
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proces u plu¢ima i probavnom traktu, a potom upala mrez-
nice i sredi$njega Ziv€anog sustava te supresija koStane srzi.
Zbog toga dijagnostika, sprjecavanje i lijeCenje CMV-in-
fekcije zauzima vazno mjesto tijekom lijecenja presadbom
aloKMS. Prema nekim istrazivanjima, zahvaljujuéi profi-
laksi 1 preemptivnom lijecenju, incidencija CMV-bolesti
smanjila se s 20-30% na manje od 5%, ali ne i ukupna
stopa mortaliteta medu primateljima aloKMS.%*

CM V-infekcije — klini¢ke osobitosti

Klini¢ka sumnja na CM V-infekciju postavlja se temeljem
najcescih simptoma i znakova: povisene tjelesne temperatu-
re, slabosti, letargije, mialgije, artralgije, leukopenije, trom-
bocitopenije, kaslja i povecane aktivnosti jetrenih enzima.
No nijedan od navedenih simptoma i znakova nije pato-
gnomonican za CMV-infekciju, posebice u primatelja alo-
KMS u kojih se ovi simptomi i znakovi mogu javiti zbog
mnostva razloga vezanih uz osnovnu bolest i/ili komplika-
cije njezina lijeCenja. Zbog toga je presudna prosudba he-
matologa za pravodobno uzimanje i slanje uzoraka u dija-
gnosti¢ki laboratorij te pocetak lije¢enja jer CM V-infekcija
moze znacajno ostetiti ili odgoditi udomljenje presatka alo-
KMS, povecati incidenciju teskog GvHD-a te zbog kom-
plikacija kao §to su bakterijske i gljivi¢ne infekcije uzroko-
vati smrt. Antivirusni lijekovi, pak, zbog svoje toksi¢nosti
(foskarnet i cidofovir), mijelosupresijskog ucinka (gan-
ciklovir i1 valganciklovir) i moguée pojave rezistentnih soje-
va (ganciklovir) mogu utjecati na tijek i duljinu prezivljenja
primatelja aloKMS. Prema tomu potrebno je odabrati odgo-
varajuci dijagnosti¢ko-terapijski program s ciljem $to dje-
lotvornijeg lijeGenja odnosno sprje¢avanja CM V-infekcije.®
Iako postoje razliciti programi, u pravilu se rutinska dijagno-
stika provodi jednom na tjedan neovisno o klini¢koj sumnji
na CMV-infekciju.’

Razdoblje dugotrajne neutropenije kojim prolaze prima-
telji aloKMS posljedica je imunosupresijskih lijekova.
Lijecenje ganciklovirom takoder pridonosi razvoju neutro-
penije.'® Tako se povecava rizik od sekundarnih gljivi¢nih i
bakterijskih infekcija i pojave kasne CMV-infekcije zbog
odgodenog oporavka imunosnog sustava.'!? Zbog toga je
vazno pratiti CM V-infekciju i pravodobno zapoceti lijecenje,
posebice u bolesnika visokog rizika (presadak od HLA-ne-
podudarnog ili nesrodnog davatelja ili akutni GvHD).

CM V-infekcije — dijagnosticki pristup

Uspjeh lijecenja ovisi o osjetljivosti metode koja se rabi
za detekciju i praéenje CM V-infekcije, kao i o nadinu uzi-
manja i dostave u laboratorij klinickog uzorka koji se testi-
ra.® Dijagnosticki algoritam obuhvaca serolosko testiranje,
CMV pp65-antigenemiju (detekciju CM V-fosfoproteina65
u leukocitima periferne krvi) i CMV PCR-testove (detekciju
CMYV DNA u leukocitima, plazmi, serumu ili punoj krvi).

Serolosko testiranje

Seroloskim testiranjem primatelja i davatelja prije pre-
sadbe mogu se procijeniti uc¢estalost i opseg moguée CM V-
-infekcije/bolesti nakon presadbe. Infekcija i pridruzene joj
komplikacije ¢es¢e se javljaju u primatelja koji su prije pre-
sadbe bili seropozitivni zbog reaktivacije latentnoga viru-
snoga genoma. Ako je davatelj seropozitivan, u primatelja
reinfekcija moze nastati iz samog presatka. Transfuzija se-
ropozitivnih pripravaka krvi takoder moze potaknuti rein-
fekciju.?? Primarne infekcije koje se javljaju u CMV-serone-
gativnih primatelja puno su rjede, ali Cesto imaju tesku
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klini¢ku sliku i loSu prognozu. Smatra se da bi prevenciju
primarne CM V-infekcije u CMV-seronegativnih primatelja
aloKMS trebalo temeljiti na izboru CMV-seronegativnog
davatelja, Sto Cesto nije moguce. Ako su davatelj i primatelj
seronegativni, za lijeCenje treba rabiti krvne pripravke siro-
masne leukocitima (<5x10° ostatnih leukocita). U CMV-se-
ropozitivnih primatelja aloKMS mjere prevencije CMV-bo-
lesti obuhvacaju kemoprofilaksu i preemptivno lijeGenje.'*
Neke studije pokazuju da presadak srodnoga CMV-sero-
pozitivnog davatelja $titi CMV-seropozitivnog primatelja
od virusne reaktivacije.”> Naime, imunost se prenosi CD8+
T-limfocitima. U nesrodnog primatelja, za razliku od srod-
nih davatelja i primatelja, oporavak traje puno duze, a sa-
mim time i nedostatak CD8+ i CD4+ T-limfocita. Osim
toga, velika je vjerojatnost da su srodni davatelj i primatelj
bili izloZeni istom soju CMV-a, a imunost na CMV spe-
cifi¢na je za soj. Stoga davateljevi specifiéni T-limfociti
CD8+ koji su preneseni u presadku mogu prepoznati prima-
teljev CMV s visokim afinitetom i u tom smislu djelovati

Tablica 1. Prednosti i slabosti seroloske dijagnostike prije i nakon alo-
KMS

Table 1. Advantages and deficiencies of serodiganosis before and after
allo SCT

Slabosti seroloskih metoda
Deficiencies of serodignostic
methods

Prednosti seroloskih metoda
Advantages of serodiagnostic
methods

U odredivanju CMV-imunosnog
statusa davatelja i primatelja
/Determination of CMV immune
status of donor and recipient

Vecina je odraslih osoba
seropozitivna (IgG)**
/Most adults are seropositive (IgG)

Odredivanje rizika

od CM V-reaktivacije nakon
presadbe i razvoja CMV-bolesti
/Determination of the risk of CMV
reactivation after transplantation
and development of CMV disease

Probiranje krvi i krvnih pripravaka
kako bi se sprijecila transfuzija
CMV-seropozitivnog pripravka

u CMV-seronegativnog primatelja
/Screening of blood and blood
derivatives to prevent transfusion
of CMV seropositive blood to
seronegative recipient

Otkrivanje bolesnika s primarnom
CMV-infekcijom tijekom
poslijetransplantacijskog razdoblja
/Detection of patients with primary
CMV infection during
posttransplantational period

Dokaz serokonverzije

u asimptomatskih bolesnika

na kraju antivirusne profilakse*
/Evidence of seroconversion in
asymptomatic patients at the end
of antiviral prophylaxis

Prisutnost perzistiraju¢ih IgM-protu-
tijela u zdravih osoba

/Presence of persistent IgM
antibodies in healthy individuals

Specifi¢na IgM-protutijela prisutna
su tijekom primarne infekcije i nakon
reaktivacije latentne virusne infekcije
/Specific IgM antibodies are present
during primary infection and after
reactivation of the latent viral
infection

Vremenski razmak varira od nastanka
primarne infekcije do stvaranja
IgM-protutijela

/Interval varies between the
beginning of primary infection

and production of IgM antibodies
Nakon aloKMS IgM-protutijela
mogu se na¢i u odsutnosti invazivne
bolesti ili nema stvaranja IgM-pro-
tutijela (zbog imunosupresije)*
/After allo SCT IgM antibodies can
be found in the absence of invasive
disease or there is no production of
antibodies (immunosuppression)

EBV-infekcija moze stvarati
heterotipni IgM-odgovor (lazno
pozitivni rezultat), zbog poliklonske
stimulacije B-limfocita!¢31-3

/EBV infection can produce
heterotipical IgM respons (false
positive result) because of polyclonal
stimulation of B lymphocytes

Seroloskim metodama nije moguce
jasno razgraniciti infekciju od
invazivne bolesti

/With serodiagnostic methods the
clear division between infection and
invasive disease is not possible




Lije¢ Vjesn 2011; godiste 133

N. Beader i sur. CMV infekcija nakon presadbe kostane srzi

zastitno. Humoralni imunosni odgovor na CM V-infekciju
ocituje se stvaranjem specifi¢nih protutijela na CMV. Unu-
tar 2—4 tjedna nakon primarne infekcije stvaraju se specific-
na IgM-protutijela i uskoro nakon toga specifi¢na IgG-pro-
tutijela'® koja se mogu otkriti razli¢itim seroloskim testo-
vima. IgM-protutijela uopéeno se javljaju u pocetnoj fazi
infekcije i pokazatelj su aktivne infekcije. Za razliku od se-
rokonverzije, koja je pouzdan znak primarne CMV-infek-
cije, a dokazuje se testiranjem parnih uzoraka seruma, de-
tekcija IgM-protutijela Cesto je nesigurna i dijagnosticki je
problem.'! U tom slu¢aju test odredivanja aviditeta (AV)
IgG-protutijela olakSava tumacenje i razlikovanje primarnih
od ponovljenih (reaktiviranih) infekcija i/ili egzogenih rein-
fekcija (neprimarnih infekcija) drugim sojem CMV-a.?>*
Prva reakcija imunosnog sustava na infekciju jest stvaranje
protutijela niskog AV-a, a s trajanjem infekcije (tjedni, mje-
seci) stvaraju se IgG-protutijela koja su stereoimunoke-
mijski bolje prilagodena antigenu i posjeduju visoki AV.
Prema tomu, dok se u serumu ne mogu dokazati protutijela
visokog AV-a, infekcija se jo§ uvijek nalazi u ranoj (akut-
noj) fazi bolesti. S trajanjem infekcije postepeno nestaju
IgG-protutijela niskog AV-a, a raste razina protutijela viso-
kog AV-a, odnosno protutijela visoke podudarnosti i sposob-
nosti vezanja za antigen. Sukladno tomu AV se moze defini-
rati kao stupanj reverzibilnosti veze odnosno mjera ¢vrstoce
veze izmedu protutijela odredenog afiniteta i antigena.?>=%’
Metodom odredivanja AV-a specifi¢nih IgG-protutijela
moze se to¢no razlikovati primarna od neprimarne infekcije
prema ovom algoritmu:

— pozitivna IgM-protutijela i pozitivna IgG-protutijela
niskog AV-a upucuju na primarnu CM V-infekciju;

— pozitivna IgM-protutijela i pozitivna IgG-protutijela
visokog AV-a upucuju na neprimarnu (ponovljenu,
rekurentnu) CM V-infekciju;

— u bolesnika bez specifiénih IgM-protutijela, a ovisno o
AV-a IgG-protutijela na antigene CMV-a moze se raz-
likovati primarna od neprimarne CM V-infekcije.

Prednosti i slabosti seroloske dijagnostike u bolesnika

lije¢enih aloKMS prikazuje tablica 1.

Test antigenemije CMV pp65

Test su izvorno osmislili van der Bij i sur. 1988. godi-
ne.* To je kvantitativna, specifi¢na, osjetljiva i brza meto-
da za detekciju CMV pp65-antigena u leukocitima bole-
snika. Izvodi se izravnim imunobojenjem polimorfonuk-
learnih leukocita (PMNL) iz uzorka periferne krvi s mo-
noklonskim protutijelima usmjerenim na CMV-fosfopro-
tein donjeg matriksa pp65 (UL83) od 65 kDa.*> Antigen
pp65 ¢ini oko 5% ukupnih proteina zrelog virusa. Sinteza
CMYV pp65-antigena u inficiranim stanicama zapocinje u
ranoj fazi razvoja virusnih antigena (samo nekoliko sati
od ulaska virusa u stanicu), a u kasnoj fazi nalazi se u ve-
likim koli¢inama. To je dominantni virusni protein koji se
nalazi u cirkulirajuéim leukocitima, najvi$e u granuloci-
tima, a rijetko u monocitima periferne krvi za vrijeme
aktivne CM V-infekcije.!® Zato se test antigenemije CMV
pp65 rabi za dokaz aktivne infekcije*® i ujedno pokazuje
kada je potrebno zapoceti preemptivno lijecenje. Tipi¢na
aktivna CM V-infekcija s virusnom replikacijom obiljeze-
na je produkcijom CMV pp65-antigena koja zapodinje
prije pojave simptoma bolesti i moze trajati nekoliko tje-
dana. Kasnije tijekom infekcije s pojavom klini¢kih zna-
kova bolesti pocinju se stvarati specifiéna protutijela koja
katkad mogu potpuno izostati zbog primjene imunosupre-
sijskog lijecenja. Prema tomu dokaz antigenemije ovim

testom rabi se u ranoj dijagnostici CM V-infekcije, obi¢no
prije pojave klini¢kih znakova infekcije ili po¢etkom poja-
ve simptoma infekcije u primatelja aloKMS i oboljelih od
AIDS-a. Zahvaljujuéi tomu, u rizi¢nih bolesnika moze se
zapoceti ciljano preventivno lijeéenje hiperimunim globu-
linom, iako autori nekih novijih studija ovaj pristup sma-
traju upitnim.** U simptomatskih infekcija udio antigen-
-pozitivnih leukocita moze dosegnuti 1%, iako se najéesce
nalazi u rasponu od 1 do 100 na 10° leukocita. U simpto-
matskih i asimptomatskih bolesnika specifi¢nost i osjetlji-
vost testa iznose oko 90%. Nakon presadbe ovaj se test
moze iskoristiti za pracenje razvoja infekcije i temelj je
preemptivnom lije¢enju.** Kvantitativna evaluacija testa
moze posluziti pra¢enju razvoja infekcije predvidanju i
dijagnostici CMV-bolesti (npr., veci stupanj antigenemije
korelira s aktivnom klini¢ki izrazenom bole$c¢u) te primje-
ni lijeGenja.*' Rezultati testa dostupni su 4—6 sati nakon
uzimanja uzorka. Za izvedbu ovog testa potreban je odgo-
varajudi broj leukocita u uzorku. Iskustva nekih istrazivaca’
pokazuju da tijekom izvedbe ovoga testa samo 1/3 do 1/2
ukupnog broja leukocita ostane pri¢vrs¢ena za podlogu.
Razlog tomu moze biti osobita farmakoterapijska pripre-
ma bolesnika za presadbu, $to ima za posljedicu promjenu
adhezijskih svojstava leukocita. To moze biti posebice
vazno u vrijeme izrazite neutropenije, kada u uzorku krvi
nalazimo nedovoljan broj leukocita za izvedbu testa. Naj-
veca je ucestalost nalaza nedovoljnog broja leukocita u
uzorku krvi za izvedbu testa antigenemije CMV pp65 u
prva 2-3 tjedna nakon presadbe kada je ucestalost po-
novljenih infekcija najmanja, a moguce su primarne in-
fekcije. U tom slucaju test odredivanja aviditeta CMV
IgG-protutijela moze biti koristan pokazatelj primarne
CM V-infekcije, posebice u nedostatku specificnih CMV
IgM-protutijela. Iako mnogi centri rabe ovaj test kao po-
mo¢ u odredivanju i primjeni preemptivnog lije¢enja gan-
ciklovirom, jo$ uvijek ne postoji potpuno ujednacen pro-
gram o primijenjenoj dozi i vremenu trajanja preemptiv-
nog lije¢enja.” Kvantitativni rezultat izrazava se kao broj
stanica inficiranih CMV-om/broj pregledanih stanica.’
Smatra se da je >1 ili 2 pozitivne stanice dovoljno za
pocetak preemptivne terapije.* Medutim postoje razlike u
odredivanju praga broja inficiranih PMNL. Smatra se da
ovaj test ima i nekoliko ogranicenja: uzorak je potrebno
obraditi odmah nakon uzimanja; tehnicki aspekti obrade
uzorka nisu standardizirani medu razli¢itim laboratoriji-
ma, Sto ograni¢ava primjenu i reproducibilnost rezultata;
postupak je zahtjevan; procjena pripravka podlijeze su-
bjektivnosti — ovisi o iskustvu pojedinca; u neutropeni¢nih
bolesnika u uzorku krvi nema uvijek dovoljno leukocita,
primjerice kada je apsolutni broj neutrofila 0,2 x 10%/1;*4
monoklonska protutijela koja se rabe u testu spravljena su
prema standardnom soju te stoga neée otkriti sojeve u
kojih je doslo do manjih promjena u slijedu aminokiselina
u ciljnoj regiji epitopa; negativan test antigenemije ne
znaci apsolutno iskljuc¢enje CM V-infekceije ili bolesti; neki
bolesnici mogu biti istodobno negativni na antigenemiju i
pozitivni na viremiju i imati CM V-bolest.

Test lancane reakcije polimerazom
(engl. polymerase chain reaction — PCR)

PCR je medu molekularnim metodama najvaznije ot-
kri¢e u laboratorijskoj dijagnostici posttransplantacijske
CM V-infekcije zbog Siroke primjenjivosti u detekciji vi-
rusnih nukleinskih kiselina (DNK ili RNK). Donedavno
sumnogi laboratoriji rabili ovu metodu kao in house CMV
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PCR, koja je upravo zbog toga imala mnoge manjkavosti
jer je bila izrazito zahtjevna u samom postupku i potreb-
nom vremenu za izvedbu. Osim toga postojale su velike
razlike u tehnici koje su rabili razli¢iti centri kao §to su
podrijetlo uzorka (leukociti ili plazma) ili vrsta postupka
(kvalitativno ili kvantitativno), tako da dobiveni rezultati
nisu bili reproducibilni medu razli¢itim laboratorijima.
CMV se in vivo brzo umnaza, a u bolesnika visokog rizika
vrijeme koje je potrebno od prve detekcije virusa do kli-
ni¢ki izraZene bolesti moze biti <7 dana.*® Zbog toga svaki
kvantitativni test za detekciju DNK da bi bio koristan,
mora biti visoko osjetljiv uz najmanju mogucu varijabil-
nost te zahtijevati §to krace vrijeme potrebno za izvedbu
testa (<24 h). U tom smislu mnoge su metode ili nedovolj-
no specifiéne ili slabo osjetljive ili dugotrajne.*’ Zato da-
nas postoje automatizirani PCR-aparati koji mogu u real-
nom vremenu kvantificirati virusni genom (real time
PCR).#30-53 Ovaj je test visoko osjetljiv, specifi¢an i brz (4
h). PCR-metoda rabi se za pracenje viremije i odredivanje
pocetka i trajanja preemptivnog lije¢enja nakon presadbe
aloKMS. CMV DNK moze se detektirati u leukocitima,
plazmi, serumu ili punoj krvi. Tijekom latentne CM V-in-
fekcije CMV DNK nalazi se u jezgri zarazenih leukocita.
Liza ovih leukocita izvor je CMV DNK-emije u serumu.
U vrijeme aktivne infekcije, osim leukocita, virus u serum
otpustaju i druge stanice, primjerice endotelne. Tada je
CMYV DNK vec¢inom smjestena u citoplazmi cirkulirajucih
leukocita, $to je posljedica preuzimanja viriona s drugih
mjesta virusnog umnazanja. Povisena razina DNK-emije
u leukocitima i serumu koja se dobije kvantitativnom
PCR-metodom smatra se pokazateljem klinicki izrazene
bolesti. Razine DNK u leukocitima i serumu u korelaciji
su s time da je razina u leukocitima nesto visa. DNK-emija
u leukocitima obi¢no se detektira u CMV IgG-pozitivnih
osoba bez drugih znakova aktivne infekcije, dok se poziti-
van PCR-nalaz u serumu povezuje s klini¢kim znakovima
bolesti i smatra se pokazateljem aktivnog virusnog um-
nazanja. Prema tomu, PCR koji se izvodi u uzorku seruma
ili plazme ima prednost pred drugim metodama detekcije
CMV-a u razdoblju aplazije, prva 3 tjedna od presadbe
kada je broj leukocita izrazito malen. Isto tako, u tom je
razdoblju rizik od reaktivacije CM V-a izrazito nizak. Osim
toga, za detekciju virusa iz uzorka plazme nije potreban
dugotrajni postupak odvajanja stanica. U zdravih osoba
ucestalost detekcije DNK u plazmi je niska, suprotno
od nalaza u osoba umrlih poslije presadbe ili zarazenih
HIV-om, $to upucuje na visoku specifi¢nost ovog testa.>>*
Neke ranije studije pokazale su da je razina CMV DNK u
plazmi 1 serumu znacajno niza od one koja se nalazi u
leukocitima.®#-3=° Boom i sur.* nasli su da je CMV DNK
u plazmi i serumu visoko fragmentirana i kao takva nije
cirkulirajuéi infektivni virus koji nosi intaktan DNK-ge-
nom. Veli¢ina fragmenata je <2000 bp. Moguce je da se
DNK u serumu nalazi u nezasti¢enom obliku (nije obavije-
na kapsidom) i osjetljiva je na djelovanje enzima DNK-za
zaduzenih za njezinu razgradnju za vrijeme ili nakon pro-
cesa koagulacije, a kojih u serumu ima u velikom broju. U
tom smislu povecanje broja CMV DNK-kopija ne znaci
nuzno i povecanje virusne produkcije, nego moze biti ak-
tivni imunosni odgovor koji dovodi do razgradnje CMV
DNK. To bi mogao biti jedan od razloga na kojemu se te-
melje razlike medu istrazivanjima koja se provode unutar
sli¢nih skupina bolesnika, a koje predlazu smjernice izra-
zene brojem CMV DNK za pocetak lije¢enja i predvida-
nje pojave bolesti. Boivin i sur.®” ovom su metodom testi-
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rali uzorke plazme i leukocita i usporedili ih s testom an-
tigenemije CMV pp65 u primatelja aloKMS. Nasli su
statisti¢ki znac¢ajnu razliku u broju kopija virusne DNK u
korist uzorka leukocita u odnosu prema plazmi.®" Osim
toga ova je metoda pokazala priblizno jednaku osjetljivost
(62,5%) kao i test antigenemije CMV pp65 (67,5%).4762
Sukladno tomu oba testa mogu se podjednako rabiti za
sigurno pracenje viremije nakon presadbe aloKMS. %365
Mnogi autori smatraju da se ova metoda ne moze rabiti
kao pokazatelj simptomatske bolesti jer ne korelira s ak-
tivnom CM V-infekcijom zbog toga §to moze amplificirati
signal nekompletnoga virusnoga genoma ili latentnog vi-
rusa.'%73 Opcenito se smatra da CMV PCR-nalaz koreli-
ra s nalazom testa antigenemije CMV pp65 ili ¢ak da kat-
kad, iako je klini¢ko znacenje nejasno, test antigenemije
CMV pp65 moze biti negativan u CMV PCR-pozitivnih
uzoraka uz klini¢ki izrazenu CMV-bolest.” Ovo se moZe
potkrijepiti ¢injenicom da su monoklonska protutijela
koja se rabe u testu spravljena za standardni soj virusa i
stoga ne detektiraju sve antigene varijante, tj. nove sojeve.
Npr. monoklonska protutijela ne detektiraju one sojeve
CMV-a u kojih su se dogodile manje promjene slijeda
aminokiselina u ciljnoj epitopskoj regiji. Stovise, neki au-
tori smatraju da je u PCR-pozitivnih uzoraka, ako nema
visoke razine klinicke sumnje na postojanje CMV-bolesti,
potrebno naciniti potvrdni test antigenemije CMV pp65.7

Testovi na uzorcima leukocita koji rabe automatizaciju
objektivniji su u procjeni infekcije (COBAS AMPLICOR
CMV MONITOR /CACMY/).®* No za izvedbu ovog testa
potreban je veci broj leukocita (8x10°) u uzorku krvi, za
razliku od testa antigenemije CMV pp65 za ¢iju izvedbu
treba manji broj leukocita (2x10%), $to je osobito vazno u
razdoblju neutropenije. Usto, test antigenemije CMV
pp65 prikladniji je za laboratorije s manjim brojem uzo-
raka. Suprotno, prednost LightCycler system (Roche Mo-
lecular Biochemicals, Indianapolis, Ind.) pred CACM-te-
stom jest §to moze obraditi puno veéi broj uzoraka pa je
prikladan za laboratorije velikog kapaciteta.’”””

Digene Hybrid Capture CMV DNA test (Digene Cor-
poration, Silver Spring, Md.) metoda je hibridizacije nuk-
leinskih kiselina ¢ije su osjetljivost i specifi¢nost sli¢ne
onima u testu antigenemije CMV pp65.”® Medutim zbog
kvalitativne prirode testa, klinicko znadenje pozitivhog
rezultata Cesto je nejasno jer ovaj test moze detektirati
vrlo malen broj supklini¢kog umnazanja CMV-a koji se
neée razviti u klini¢ki izrazenu bolest. NucliSens assay
(Organon Teknika Diagnostics, Boxtel, Nizozemska) test
je koji detektira CMV-kasnu glasnicku (mRNA) pp67
koja je pokazatelj aktivnog umnaZzanja virusa, dakle aktiv-
ne virusne infekcije; pokazao se manje osjetljivim od
DNK-amplifikacijskih testova i testa antigenemije CMV
pp65. Manja osjetljivost ovog testa moze imati za poslje-
dicu nemoguénost detekcije ili predvidanja CMV-bole-
sti.”®! Suprotno, NASBA (Nucleic acid sequence-based
amplification) test koji detektira CMV IE1 mRNK ima
vecéu osjetljivost i zbog toga otkriva i nesimptomatske ili
supklinicke infekcije i u tom smislu nije za klini¢ku upo-
trebu'®

Antivirusno lijecenje
Nakon presadbe aloKMS pristup profilaksi CMV-in-
fekcija moze biti:
1. Prevencija tijekom prvih 100 dana od presadbe u svih
primatelja ili bolesnika s predispozicijom za razvoj
klini¢ki izrazene CMV-bolesti i



Lije¢ Vjesn 2011; godiste 133

N. Beader i sur. CMV infekcija nakon presadbe kostane srzi

2. preemptivni pristup (ili rano lijeenje) koje se temelji
na dokazanoj viremiji (aktivno umnaZanje virusa)
prije pojave klini¢kih znakova bolesti.!!558283

Antivirusni su lijekovi: nukleozidni analog ganciklovir
(GCV) i njegov valinski ester valganciklovir, pirofosfatni
analog foskarnet (PFA) i nukleotidni analog cidofovir
(HPMPC) .38 Ganciklovir —(9-(1,3-dihidroksi-2-propok-
si-metil)gvanin monofosforilira se u ganciklovir 5 'mono-
fosfat u CMV-inficiranim stanicama s pomocu timidin
kinaze UL97 kodirane virusom, a zatim di- i tri-fosforilira
s pomocu kinaza iz stanica domacina. Aktivni trifosforili-
rani oblik ganciklovira inhibira DNK-polimerazu natje-
¢uci se s deoksigvanozin trifosfatom i na taj nacin zaustav-
lja elongaciju lanca i virusnu replikaciju.'? Na sli¢an na¢in
djeluje i valganciklovir.” Foskarnet —fosfonoformna kise-
lina —analog je pirofosfata koji izravno inhibira virusnu
DNK-polimerazu interferirajuci s otpustanjem pirofosfata
za vrijeme ugradnje supstrata. Cidofovir — (1-[(s)-3-hidro-
ksi-2-(fosfonometoksi)propil]citozin —analog je nukleoti-
da koji se mora fosforilirati s pomocu stani¢nih enzima da
bi presao u aktivni oblik. Za razliku od ganciklovira za
aktivaciju foskarneta i cidofovira nije potrebna timidin ki-
naza kodirana virusom. Medutim nepozeljni popratni
ucinci ovih lijekova, kao $to su mijelosupresija i nefro-
toksi¢nost te razvoj rezistentnih CMV sojeva mogu
znacajno umanjiti uspjeh lijecenja. Novija klini¢ka istra-
Zivanja usmjerena su prema novom lijeku iz skupine ben-
zimidazol ribozida, maribaviru, koji nema mijelosupre-
sijskog ucinka, a djeluje na sintezu virusne DNK inhibi-
cijom UL97, specifiéne CMV-protein kinaze.®

Danas se CMV-bolest uglavnom lijec¢i intravenskom
primjenom ganciklovira, obi¢no u dozi od 5 mg/kg tjele-
sne mase svakih 12 sati u razdoblju od 2 do 4 tjedna, uz
prilagodbu doze ovisno o bubreznoj funkciji. Moguée ne-
zeljene pojave tijekom lije¢enja ganciklovirom jesu neu-
tropenija odnosno leukopenija, trombocitopenija i pore-
mecaji bubrezne funkcije.* Nizom dozom ganciklovira (5
mg/kg/dan) moguce je posti¢i Zeljeni ucinak u bolesnika
visokog rizika od nastanka CMV-bolesti uz prihvatljivu
toksi¢nost ako se neutropenija kontrolira primjenom fak-
tora rasta G-CFS (granulocyte colony-stimulating factor
support).

Zahvaljujuéi prevenciji antivirusnim tvarima kao $to
su ganciklovir i valganciklovir, smanjena je incidencija
CMV-bolesti u ranom poslijetransplantacijskom razdob-
lju, ali ne i ukupna stopa mortaliteta medu bolesnicima s
transplantacijom.*® Primjenom opce profilakse moze se
smanjiti pojava rane CMV-bolesti uz ve¢u ucestalost bak-
terijskihigljiviénih infekcija te povecanu mijelotoksi¢nost.
Usto, smatra se da dugotrajna primjena ganciklovira
potice razvoj kasne CMV-bolesti i omogucuje razvoj gan-
ciklovir-rezistentnih sojeva.'' Nakon zavretka peroralne
antivirusne profilakse CMV-bolest se Cesto javlja u pri-
matelja kod kojih se razvio GvHD ili kojima je bila po-
trebna prolongirana antivirusna profilaksa za vrijeme ra-
noga posttransplantacijskog razdoblja.®

Primjenom ganciklovira u kraéem vremenskom razdo-
blju u visoko rizi¢nih bolesnika moguce je izbjeci neze-
liene ucinke njegove dugotrajne primjene. Usto, kraca
primjena omogucuje brzi oporavak specifi¢nog anti-CM V-
-imunosnog odgovora s posljedi¢no smanjenim rizikom
od razvoja kasne CM V-bolesti.”®! To se moze postici pre-
emptivnim (ili ranim) lije¢enjem koje se temelji na doka-
zanoj viremiji (aktivno umnazanje virusa) prije pojave kli-
nickih znakova bolesti.

Medutim postoje razliciti programi s obzirom na dozu,
vrijeme primjene i trajanje preemptivnog lijecenja. Pro-
gram iz Seattlea’ koristi se agreswmm prlstuporn u pr1-
mjeni ganciklovira koja po¢inje bilo kojom razinom pozi-
tivnosti testa antigenemije CMV pp65 i traje do 100 dana
nakon transplantacije. Prema japanskom’ programu lije-
¢enje ganciklovirom prekida se ¢im test antigenemije po-
stane negativan.

Uspjeh preemptivnog lijecenja ovisi o osjetljivosti me-
tode koja se rabi za detekciju CM V-infekcije, kao i nac¢inu
uzimanja i dostave u laboratorij klini¢kog uzorka koji se
testira.®

Preemptivno lijecenje CMV-bolesti smanjuje inciden-
ciju CMV-bolesti, medutim toksi¢nost, posebice neutro-
penija, koju uzrokuje ganciklovir ograni¢ava dozu i tra-
janje lijeenja.'? Uvodenje preemptivne terapije ganciklo-
virom povecalo je rizik od sekundarnih gljivi¢nih i bakte-
rijskih infekcija koje su posljedica neutropenije izazvane
ganciklovirom, kao i pojavu kasne CM V-infekcije zbog
odgodenog oporavka imunosnog sustava.!! Zbog toga je
vazno pratiti CMV-infekciju i pravodobno zapoceti lije-
¢enje u bolesnika s visokim rizikom (presadak od HLA-
-nepodudarnog ili nesrodnog davatelja ili akutni GvHD).

Pored navedenoga u lije¢enju CM V-infekcije moze se
rabiti i CMV-imunoglobulin ili polivalentni imunoglo-
bulin iako njihova ucinkovitost nije potpuno jasna. Sma-
tra se da intravenski primijenjen imunoglobulin djeluje
imunomodulacijski i tako smanjuje incidenciju i tezinu
GvHD-a,” a ne izravnim zatitnim djelovanjem protiv
CMV-a.*

U novije vrijeme sve je prisutnija rezistencija CMV-a
na antivirusne tvari u bolesnika s transplantacijom.®*%
Pri dugotrajnom lijecenju ganciklovirom pojavljuju se re-
zistentni sojevi uzro¢no povezani s mutacijom na genu
UL97.7 Razlidite studije koje su provedene u primatelja
aloKMS i osoba zarazenih HIV-om pokazuju da mutacije
na virusnoj DNK-polimerazi UL54 (ciljno mjesto antivi-
rusnih tvari) i timidin kinazi UL97 (fosfotransferaza; fos-
forilira ganciklovir u aktivni oblik) potvrduju rezistenciju
CMV-a na antivirusne tvari.3%-%

Danas su dostupne dvije vrste metoda koje se rabe za
odredivanje virusne osjetljivosti, a temelje se na fenotip-
skim i genotipskim testovima. Fenotipski testovi temelje
se na supresiji virusnog rasta u razli¢itim serijskim kon-
centracijama antivirusnih tvari. Genotipski testovi temelje
se na odredivanju specifi¢nih mutacija koje se smatraju
potvrdom razvoja rezistencije. Izvode se jednostavno s
pomocu suvremenih molekularnih metoda kao §to su PCR
i sekvencioniranje amplificiranih produkata.’®'® Medutim
te se metode takoder moraju optimizirati i klini¢ki evalui-
rati, jer postoje¢e dokazane mutacije na UL97 i UL54-
-genima nisu u korelaciji s fenotipskom rezistencijom.
Neka su istrazivanja pokazala da se katkad ne radi o spo-
menutoj genskoj mutaciji, ve¢ da stanice domacina ne
mogu fosforilirati GCV u aktivni oblik.'!

Testiranje virusne osjetljivosti u podruc¢ju transplanta-
cijske medicine postaje sve vise rutinska pretraga. Uobi-
Cajene fenotipske metode temeljene na stani¢noj kulturi
nisu ni dovoljno standardizirane ni dovoljno brze da bi se
mogle rabiti u svakodnevnoj klinickoj praksi lije¢enja i
prevencije CMV-bolesti. Zbog toga se danas najéesce rabe
zamjenski pokazatelji kao $to je sniZzenje koncentracije
virusnih Cestica za vrijeme antivirusne terapije, Sto se
smatra neizravnom mjerom antivirusne rezistencije. Slje-
deca istrazivanja trebaju dokazati potvrduju li specifi¢ne
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mutacije na genomu rezistenciju niske ili visoke razine ili
uopce ne dokazuju bilo koju vrstu rezistencije na antiviru-
sne tvari. Zbog svega toga infekcije uzrokovane CMV-om
zahtijevaju upotrebu mnostva razli¢itih terapijskih i dija-
gnosti¢kih sredstava i postupaka, a to svakako povecava
ukupnu cijenu kostanja transplantacije. Sukladno tomu
temelj u¢inkovitog lije¢enja CM V-infekcije odnosno bo-
lesti ¢ine rana dijagnostika i razlikovanje supklinicke od
sustavne (produktivne) infekcije visokog rizika koja je
izravno povezana s razvojem CMV-bolesti te primjena
ucinkovitih protu-CMV-lijekova. Novija istrazivanja us-
mjerena su prema imunoterapijskom pristupu koji je za
sada pokazao visoku razinu sigurnosti i ekonomiénosti, a
temelji se na izdvajanju CMV-reaktivnih T-limfocita iz
krvi davatelja i njihovu umnazanju ex vivo, a potom vra-
¢anju u organizam primatelja.'?
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USPOREDBA NOVE I STARE DIJAGNOSTIKE
LATENTNE TUBERKULOZNE INFEKCIJE
(QuantiFERON I PPD)

COMPARISON OF NEW AND OLD TESTS FOR THE DIAGNOSIS
OF LATENT TUBERCULOSIS INFECTION (QuantiFERON AND TST)

DUBRAVKA MAJIC MILOTIC, SANJA POPOVIC-GRLE,
VERA KATALINIC-JANKOVIC, ALEKSANDAR SIMUNOVIC*

Deskriptori: Latentna tuberkuloza — dijagnoza; Bakterioloske tehnike — metode; Tuberkulinski test; Kozni testovi; Gama
interferon — u krvi

SazZetak. Tuberkuloza (TBC) druga je naj¢es¢a zarazna bolest na svijetu, uzrokovana bacilom Mycobacterium tuberculosis.
Uz rijetku laringalnu, plué¢na tuberkuloza jedini je zarazni oblik bolesti, iako moze zahvatiti bilo koji organ ljudskog tijela.
Tuberkuloza je ponovni izazov lije¢nicima, jer se javlja uz brojne kroni¢ne bolesti i imunokompromitirana stanja, u starijoj
zivotnoj dobi i jer neprikladno lije¢enje moze dovesti do pojave rezistentnih oblika tuberkuloze. Stoga je dobra rana dija-
gnostika bolesti klju¢na za sve programe sprje¢avanja i suzbijanja tuberkuloze. Prije nego $to je QuantiFERON odobren
2001. godine, tuberkulinski kozni test (PPD) bio je jedini test za otkrivanje latentne tuberkuloze. Za razliku od PPD-a, koji
je test in vivo, postoje novi krvni testovi in vitro, tzv. IGRA-testovi (QuantiFERON i EliSPOT.TB). U radu su prezentirane
prednosti i nedostaci obiju metoda, a pokazalo se da IGRA-testovi u odnosu prema PPD-u imaju vi$u specifi¢nost i osjetlji-
vost.

Descriptors: Latent tuberculosis — diagnosis; Bacteriological techniques — methods; Tuberculin test; Skin tests; Interferon-
-gamma — blood

Summary. Tuberculosis (TB) is the second most common contagious disease, caused by Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis). Besides a rare laryngeal tuberculosis, pulmonary tuberculosis is the only one contagious form of the disease,
although it can affect any organ of the human body. TB represents a new challenge to the doctors because it appears with
numerous chronic diseases, affects immunocompromised hosts, elderly people and because nonadequate therapy could
create drug resistant tuberculosis. Early diagnosis of TB is fundamental for every tuberculosis control program. Before
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