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N sl
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Al Spremljanje specifiénega T-celicnega imunskega odziva proti citomegalovirusu (CMV) je

pomembno po presaditvi ¢vrstih organov za prepoznavanje bolnikov, ki imajo povecano
tveganje za pojav viremije, CMV-bolezni ali pozne CMV-bolezni. Ena izmed metod za
spremljanje CMV-specifi¢nega T-celicnega imunskega odziva je test QuantiFERON-
CMV®. Namen naSe raziskave je bila uvedba testa QuantiFERON-CMV in spremljanje T-
celicnega imunskega odziva proti CMV pri bolnikih pred in po presaditvi ¢vrstih organov.
V studijo je bilo vkljucenih osemnajst bolnikov iz Centra za transplantacijo ledvic
Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana ter deset zdravih oseb. V okviru uvajanja testa
smo preverili znotrajtestno in medtestno ponovljivost. V krvi bolnikov in zdravih oseb smo
dolo¢ili koncentracijo protiteles 1gG in IgM proti CMV in izvedli test QuantiFERON-CMV.
V krvi devetih bolnikov smo dolo¢ili tudi koncentracijo CMV DNA s PCR v realnem cCasu.
Ugotovili smo, da % koeficienta variacije pri znotrajtestni ponovljivosti znasa 3,8 %, pri
medtestni pa 11,9 % oz. pri komercialno dostopnih kontrolah 5,4 %. Pri dolocevanju CMV-
specifiénega T-celicnega imunskega odziva pri zdravih posameznikih smo ugotovili, da
pride pri CMV-seronegativnih zdravih posameznikih do 100-odstotnega ujemanja rezultatov
testa QuantiFERON-CMYV in seroloskega testiranja ter do 67-odstotnega ujemanja pri CMV-
seropozitivnih zdravih posameznikih. Pri Sestih CMV-seropozitivnih bolnikih po presaditvi
ledvic, ki smo jih spremljali pred in do tri mesece po presaditvi, smo ugotovili, da se je v
Casu spremljanja pri vseh bolnikih ohranil CMV-specifi¢ni odziv IFN-y. Ob sofasnem
merjenju koncentracije CMV DNA in CMV-specificnega CD8* T-celicnega imunskega
odziva s testom QuantiFERON-CMV smo ugotovili, da med spremenljivkama ni bilo
statisti¢no znacilne povezanosti, nakazana pa je bila negativna povezanost. Test smo uspesno
uvedli v redno laboratorijsko prakso in ugotovili, da je test pomemben za spremljanje T-
celi¢nega odziva proti CMV pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov, saj lahko pomaga pri
napovedovanju tveganja za okuzbo s CMV ali za pojav CMV-bolezni ter pomaga pri
odlocitvah o zdravljenju bolnikov.
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AB  Assessing the cytomegalovirus (CMV)-specific T-cell immune response is important for
identification of solid organ transplant recipients with increased risk of developing CMV
viraemia, CMV disease or late-onset CMV disease. One of the methods used for monitoring
CMV-specific T-cell immune response is the QuantiFERON-CMV® assay. The aim of our
study was to introduce the QuantiFERON-CMYV assay in routine diagnostics and to monitor
CMV-specific T-cell immune response in patients before and after solid organ
transplantation. Eighteen patients from the Kidney transplant centre of University medical
centre Ljubljana and ten healthy individuals were included in our study. In the context of the
assay validation for routine diagnostics we determined intra- and inter-assay imprecision
(% coefficient of variation). In blood samples of patients and healthy individuals we
determined titers of IgG and IgM antibodies against CMV and performed the QuantiFERON-
CMV assay. Furthermore, we have determined the viral load by measuring the concentration
of CMV DNA by real-time PCR in the blood of nine patients. We have found that the % CV
for the intra-assay imprecision was 3.8%, for the inter-assay 11.9% and for commercially
available controls 5.4%. When determining the CMV-specific T-cell immune response in
healthy individuals with CMV specific antibodies (CMV-seropositive) and without
antibodies (CMV-seronegative), QuantiFERON-CMYV assay showed 100% agreement with
the serological testing in seronegative and 67% in seropositive healthy individuals. In six
CMV-seropositive renal transplant recipients, who were monitored before and up to three
months after transplantation, the CMV-specific IFN-y response was preserved. We found no
significant correlation between the CMV viral load and CMV-specific CD8 + T-cell immune
response with QuantiFERON-CMV assay. However, a negative correlation was implied. The
assay was successfully introduced into routine diagnostics. This study shows that the assay
is essential for monitoring of CMV-specific T-cell immune response in patients after solid
organ transplantation. It can help to predict the risk of CMV infection or CMV disease and
guide potential therapeutic approaches.
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1 uvoD

Humani citomegalovirus (CMV) spada v druzino Herpesviridae, poddruzino
Betaherpesvirinae, rod Cytomegalovirus. Lahko se prenaSa preko sline, urina, blata, s
spolnimi stiki, transplacentalno, transmamarno, s transfuzijo okuzene krvi, presaditvijo
¢vrstih organov ali presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic. Prekuzenost s CMV variira glede
na socialno-ekonomski status prebivalcev od 30 pa tudi do 90 % (Pass, 1985; Sohn in sod.,
1991).

Primarna okuzba s CMV je pogosto pri zdravih in imunsko kompetentnih posameznikih
asimptomatska. Redkeje lahko povzro¢i mononukleozi podobno bolezen (Sissons in
Carmichael, 2002). Po primarni okuzbi CMV preide v latentno obliko v perifernih monocitih
in CD34" mati¢nih celicah mieloi¢ne vrste (Sinclair, 2008), kjer tekom Zivljenja prihaja do
asimptomatskih reaktivacij (Sinclair in Sissons, 2006). Kljub izboljSanemu zdravljenju in
nadzoru pa je CMV Se vedno najpomembnejsi infekcijski patogen pri prejemnikih organov
in lahko, preko $tevilnih posrednih in neposrednih u¢inkov, vpliva na delovanje presajenega
organa ter povzroci visoko obolevnost in umrljivost po presaditvah. Bolniki lahko razvijejo
asimptomatsko CMV viremijo, CMV-sindrom ali tkivno invazivno bolezen. Pozna CMV-
bolezen je Se vedno velik problem pri bolnikih z visokim tveganjem po zakljucku
protivirusne profilakse in je povezana z odpovedjo organa in umrljivostjo (Ramanan in
Razonable, 2013).

Napovedovanje CMV-bolezni pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov je tezavno. Hitri in
natan¢ni diagnosti¢ni testi so kljuénega pomena za ustrezno diagnozo in zdravljenje CMV-
bolezni po presaditvi. Diagnoza CMV-bolezni temelji na prepoznavanju klini¢nih znakov in
simptomov v povezavi z laboratorijskim odkrivanjem CMV v krvi ali biopticnem vzorcu
(Humar in Michaels, 2006). Za odkrivanje okuzb s CMV so na voljo razli¢ne diagnosti¢ne
metode, ki jih lahko razdelimo na neposredne in posredne. Neposredne metode so: (i)
kultivacija virusa na celi¢ni kulturi, (ii) histopatologija, (iii) detekcija virusnih antigenov, in
(iv) zaznavanje virusnih nukleinskih kislin. Med posredne metode testiranja pa spadajo: (i)
dokazovanje CMV-specifi¢nih protiteles IgM in IgG in (ii) doloc¢anje CMV-specifi¢nega T-
celi¢nega odziva (Schottstedt in sod., 2010).

Z imunskim monitoringom (angl. immune monitoring) CMV-specifi¢nega T-celi¢nega
imunskega odziva lahko (i) identificiramo bolnike z visokim tveganjem za nastanek pozne
CMV-bolezni ali viremije po kon¢anem profilakticnem zdravljenju, (ii) razlikujemo med
bolniki, ki imajo povecano tveganje za napredovanje CMV-bolezni v primerjavi z bolniki,
pri kKaterih pride do spontane ozdravitve virusne okuzbe, in (iii) identificiramo bolnike, Ki
imajo vecje tveganje za ponavljajoce virusne reaktivacije in bolezen po koncani protivirusni
terapiji (Khanna in Smith, 2013), ter (vi) umestimo bolnike glede na stopnjo tveganja za
CMV-bolezen pred presaditvijo. Prav tako nam lahko pomaga pri usmerjanju profilakse in
predbolezenskega zdravljenja (Ritter in sod., 2013).
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Obstajajo razli¢ni testi za ugotavljanje CMV-specificnega T-celi¢nega odziva. Eden izmed
teh je test QuantiFERON-CMV® (Qiagen, Nem¢ija). Je encimskoimunski test, ki omogoca
spremljanje specificnega CD8* T-celi¢nega odziva proti CMV. Temelji na merjenju
sproS¢enega interferona-y (IFN-y) iz CMV-specifi¢nih CD8* T-celic po in vitro stimulaciji
polne Krvi z 22 imunogenimi virusnimi peptidi in s tem omogoca oceno celi¢ne imunosti
proti CMV. Njihova predstavitev je specificna za Siroko paleto ¢loveskih levkocitnih
antigenov (angl. human leukocyte antigen - HLA) razreda I, ki obsegajo najpogostejse vrste
HLA, prisotne v splosni populaciji (Giulieri in Manuel, 2011; Walker in sod., 2007). Test je
uporaben za oceno tveganja za pojav CMV-bolezni pri seropozitivnih prejemnikih pred
presaditvijo (Cantisan in sod., 2013), napoved pozne CMV-bolezni po prenehanju
profilakticnega zdravljenja (Kumar in sod., 2009), spontane izzvenitve asimptomatske
CMV-viremije (Lisboa in sod., 2012) in je koristen za spremljanje bolnikov s
predbolezenskim zdravljenjem in lahko pripomore k usmerjanju klini¢nih odlocitev
(Weseslindtner in sod., 2012; Manuel, 2013). V okviru magistrske naloge smo Zeleli uvesti
test QuantiFERON-CMV v rutinsko diagnostiko in dolo¢iti CMV-specifi¢ni T-celi¢ni
imunski odziv pri bolnikih pred in po presaditvi ¢vrstih organov.

11 CILJI IN HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE

Cilj magistrske naloge je uvedba komercialnega testa QuantiFERON-CMYV in dolocitev T-
celicnega imunskega odziva proti CMV pri bolnikih pred in po presaditvi ¢vrstih organov.

Hipoteze magistrske naloge:

- Domnevamo, da imajo CMV-seronegativne zdrave osebe odsoten T-celi¢ni imunski
odziv proti virusu CMV.

- Pricakujemo, da imajo CMV-seropozitivne zdrave osebe prisoten mocan T-celi¢ni
imunski odziv proti virusu CMV.

- Domnevamo, da CMV-seropozitivni bolniki ohranijo mocan T-celi¢ni imunski odziv
tudi po presaditvi ¢vrstih organov.

- Pricakujemo, da imajo bolniki z ve¢jim CMV virusnim bremenom prisoten mocne;jsi
T-celi¢ni imunski odziv.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HUMANI CITOMEGALOVIRUS

Humani citomegalovirus (CMV) spada v druzino Herpesviridae, poddruzino
Betaherpesvirinae, rod Cytomegalovirus. Njegovo ime izhaja iz dejstva, da povzroca
povecanje okuzenih celic (citomegalijo) in nastanek znacilnih inkluzijskih teles (Schottstedt
in sod., 2010). CMV se je najverjetneje razvijal skupaj s ¢lovekom in verjetno obstaja od
samega zaCetka obstoja ¢loveske vrste, zato je dobro prilagojen na svojega gostitelja (Ohlin
in Soderberg-Nauclér, 2015).

CMV do sredine 60. let 20. stoletja ni veljal za virus, ki povzro¢a hudo, klini¢no
zaznavno patologijo, razen v redkih primerih, ko se manifestira s hudo kongenitalno
boleznijo, ki so jo prvi¢ opisali leta 1890. V 60. letih so opazili, da CMV povzroc¢a zviSanje
telesne temperature pri bolnikih po transfuziji krvi po operacijah na odprtem srcu. Prav tako
so ugotovili, da lahko pri zdravih posameznikih pride do mononukleoze. Kasneje se je z
razvojem presaditev zarodnih mati¢nih celic in ¢vrstih organov ter epidemije virusa humane
imunske pomanjkljivosti (HIV) povecala populacija imunsko oslabljenih bolnikov. Pri njih
pogosto pride do reaktivacije virusa, zato je CMV hitro postal pomemben vzrok obolevnosti
in smrtnosti med transplantiranci in bolniki s sindromom pridobljene imunske
pomanjkljivosti (AIDS) (Ohlin in S6derberg-Nauclér, 2015).

CMV se lahko prenasa preko sline, urina, blata, s spolnimi stiki, transplacentalno,
transmamarno, s transfuzijo okuZene krvi, presaditvijo ¢vrstih organov ali presaditvijo
krvotvornih mati¢nih celic. Prekuzenost s CMV variira glede na socialno-ekonomski status
prebivalcev. V ekonomsko bolj razvitih regijah (npr. Amerika, Zahodna Evropa in
Avstralija) je razsirjenost med 30 in 70 % (Pass, 1985), pri istospolno usmerjenih moskih,
nizjih socialno-ekonomskih skupinah in prebivalcih drzav v razvoju pa lahko presega 90 %
in se s starostjo povecuje (Sohn in sod., 1991). Okuzbe s CMV se v ekonomsko bolj razvitih
drzavah pojavljajo v dveh fazah: prvi vrh predstavlja populacija otrok v prvih 2-3 letih
zivljenja (Staras in sod., 2008) in je posledica vertikalnega in horizontalnega prenosa virusa
preko urina in izlo¢kov dihal (Sissons in Carmichael, 2002), drugi vrh pa predstavlja
populacija mladostnikov in mladih odraslih (v starosti med 16 in 30 let) in je posledica
spolnih stikov (Staras in sod., 2008).

Primarna okuzba s CMV je pogosto pri zdravih in imunsko kompetentnih posameznikih
asimptomatska. Redkeje lahko povzro¢i mononukleozi podobno bolezen (Sissons in
Carmichael, 2002) ali milo okuzbo zgornjih dihal (Sinclair in Sissons, 2006). Po primarni
okuzbi CMV preide v latentno obliko v perifernih monocitih in CD34" mati¢nih celicah
mieloi¢ne vrste (Sinclair, 2008), kjer tekom zivljenja prihaja do asimptomatskih reaktivacij
(Sinclair in Sissons, 2006). V dolocenih okoliS¢inah pa okuZba zaradi sistemskega
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razsirjanja preko krvi in zelo Sirokega tkivnega tropizma preide v hudo, nevarno in smrtno
bolezen s Siroko paleto moznih klini¢nih manifestacij (Sinzger in sod., 2008). Znacilno je,
da se huda CMV-bolezen pojavi zaradi nezrelega, zavrtega ali kompromitiranega imunskega
sistema, kar lahko privede do smrti ali trajnejSih posledic (Griffi, 2012).

2.2 STRUKTURA VIRUSA

Virion CMV je sestavljen iz: (i) proteinske ikozaedricne kapside, ki vsebuje DNA, (ii)
virusnega matriksa, ki je sestavljen iz virusnih fosfoproteinov, in (iii) zunanje ovojnice, ki
vsebuje Stevilne virusne glikoproteinske komplekse (Gibson, 2008). Premer zrelega viriona
CMV je 150-200 nm (Schottstedt in sod., 2010).

Nukleokapsida

Virusni matriks
- Genom

-~ Zunanja ovojnica

Glikoproteinski kompleks

Slika 1: Shematska struktura CMV viriona (Tomtishen, 2012: 2)

Genom CMYV je sestavljen iz linearne dvoverizne DNA, dolge priblizno 230 kbp (Gibson,
2008). Nedavne ugotovitve so pokazale, da v celicah, okuzenih s CMV, pride do translacije
ve¢ kot 200 proteinov (Motta in Martins, 2008), kar kaze na izredno kompleksnost virusa.
Vecina teh proteinov je neesencialnih za pomnozevanje virusa. Ocenjuje se, da je za
izgradnjo novih virusnih delcev potrebnih 71 proteinov (Varnum in sod., 2004). Velika
vecina virusnih proteinov je odgovornih za kontrolo pomembnih gostiteljskih funkcij in za
koeksistenco virusa in njegovega gostitelja (Ohlin in S6derberg-Nauclér, 2015).
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Genom CMYV je sestavljen iz edinstvenih dolgih (angl. unique long - UL) in edinstvenih
kratkih (angl. unique short - US) odsekov, ki so obdani z obrnjenimi dolgimi in kratkimi
ponovitvami TRL / IRL in IRS/ TRS (angl. terminal repeat long - TRL; internal repeat long
- IRL; internal repeat short - IRS; terminal repeat short - TRS ) (Murphy in Shenk, 2008).
V regiji UL najdemo zapise za gene, katerih homologe najdemo tudi pri drugih
herpesvirusih, kot so npr. geni za proteine, ki so vkljuceni v sintezo nukleinskih kislin (npr.
virusna DNA polimeraza), in geni za strukturne proteine (glavni kapsidni protein in
glikoproteini B, H in L) (Walker in sod., 2001), medtem ko preostali del genoma vsebuje
gene, ki so znacilni le za B-herpesviruse ali pa so znacilni le za humani CMV (McGeoch in
sod., 2006). Po dogovoru se CMV proteini poimenujejo glede na njihov polozaj v genomu,
ki mu sledi opisno ime. Tako je fosfoprotein z molekulsko maso 65, ki ima zapis na 83.
odprtem branem okvirju v regiji UL, oznacen kot pp65 (UL83) (Tselis, 2013).

Poznamo latentne in liticne gene. Latentni geni niso tako dobro opredeljeni kot pri drugih
herpesvirusih, vendar ustvarjajo RNA transkripte, ki spominjajo na z latenco povezane
transkripte (angl. latency-associated transcript - LAT) pri okuzbah z virusom herpes simplex
ali RNA, ki jo kodira Epstein—Barr virus (angl. Epstein—Barr virus-encoded small RNA -
EBER) pri okuzbah z Epstein—Barr virusom (Tselis, 2013).

Izrazanje liticnih genov je razdeljeno v tri casovne razrede: (i) prvi, ki se izrazajo, SO
takojs$nji zgodnji (alfa) geni (angl. immediate-early (IE) genes), (ii) sledi izrazanje zgodnjih
(beta) genov (angl. early (E) genes) in (iii) poznih (gama) genov (angl. late (L) genes)
(Tselis, 2013). Geni IE kodirajo zapis za kljuéne regulatorje, ki omogocajo izrazanje genov
E. Proteini E so vkljuceni v podvajanje virusne DNA, geni L pa kodirajo strukturne proteine
kapside, matriksa in glikoproteine (Vandevenne in sod., 2010).

Kapsido sestavlja pet virusnih proteinov: (i) glavni kapsidni protein (pUL86) (angl. major
capsid protein), (ii) manjsi kapsidni protein (pUL85) (angl. minor capsid protein), (iii)
prekurzor sestavljanja (pUL80) (angl. assembly precursor), (iv) najman;jsi kapsidni protein
(pUL48.5) (angl. smallest capsid protein) in (v) manj$i vezavni kapsidni protein (pUL46)
(angl. minor capsid binding protein). Sestavljena je iz 162 kapsomer (heksoni in pentoni
razporejeni v T = 16 ikozaedrsko mrezno strukturo) (Caposio in sod., 2013).

Proteini matriksa se nahajajo med zunanjo lipidno ovojnico in nukleokapsido in
predstavljajo ve¢ kot polovico vseh proteinov, ki jih najdemo v kuznem virionu (Varnum in
sod., 2004). Proteini matriksa so fosforilirani (in so zato poimenovani s predpono pp za
fosfoprotein), vendar pomen fosforilacije ostaja neznan (Kalejta, 2008).

Po sprostitvi proteinov matriksa v citoplazmo postanejo ti proteini aktivni in igrajo
pomembno vlogo v vseh fazah virusnega Zivljenjskega cikla, vklju¢no z vstopom virusa v
gostiteljsko celico, izrazanjem genov, izmikanjem imunski obrambi, s sestavljanjem in z
izstopom virusa (Kalejta, 2008).
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Najpomembne;jsi protein matriksa je fosfoprotein 65 (pp65), ki predstavlja najvecji del
matriksa, drugi najpomembnejsi je virusni transaktivator pp71 sledita ppl150 in pp28
(Varnum in sod., 2004). Poleg omenjenih so v manj$ih koli¢inah prisotni tudi drugi proteini
in nekatere celi¢ne in virusne RNA (Mocarski in sod., 2007).

Virusna ovojnica CMV, ki ovija proteine matriksa, je izredno kompleksna in trenutno
nepopolno definirana (Feire in Compton, 2013). lzvira iz kompartmenta med
endoplazmatskim retikulumom in Golgijevim aparatom (ERGIC, angl. endoplasmic
reticulum-Golgi intermediate compartment) (Mocarski in sod., 2007). Virusni glikoproteini
so pomembni za vezavo in vstop virusa in so tare virusnih nevtralizirajoCih protiteles
(Ishibashi in sod., 2011). Med glikoproteini najdemo skupino homolognih z drugimi
herpesvirusi, zato se predvideva, da imajo funkcijo pri vstopu virusa v gostiteljsko celico. Ti
vkljucujejo glikoproteine B (gB), H (gH), L (gL), O (gO), M (gM) in N (gN). Drugi
glikoproteini (gpTRL10, gpTRL11, gpTRL12 in gpUL132) pa so za CMV specifi¢ni (Feire
in Compton, 2013).

2.3 ZIVLJENJSKI CIKEL

CMV lahko okuzi zelo Sirok spekter gostiteljskih celic — fibroblaste, endotelijske celice,
celice, nevtrofilce in hepatocite (Sinzger in sod., 2000). Za vstop virusa v celico mora biti ta
dovzetna za okuzbo — pomembni so tip celice, diferenciacija, faza celi¢nega cikla in
metabolna faza (Seckert in sod., 2012). Pri zdravih posameznikih se primarna okuzba s CMV
zacne S pomnoZevanjem virusa v epiteliju sluznice, pozneje se virus razsiri po telesu in
preide v monocite in CD34" celice mieloi¢ne vrste, kjer vzpostavi latentno okuzbo (Cheung
in sod., 2006).

2.3.1 Vstop virusa v gostiteljsko celico

Zaradi izjemno Sirokega celiCnega tropizma se vstopna pot, celicni receptorji in virusni
glikoproteini, ki so vklju€eni v zacetnih interakcijah povezave, razlikujejo glede na vrsto
celic (Isaacson in sod., 2008). CMV se z gM, gN ali gB veze na heparan-
sulfatne proteoglikane (angl. heparan sulfate proteoglycan) gostiteljske celice. Glikoprotein
B se nato veze na receptor epidermalnega rastnega faktorja (angl. epidermal growth factor
receptor), ki je prisoten na mnogih za CMV permisivnih celicah (Feire in Compton, 2013).
CMYV ima na svoji povrsini tudi glikoproteinske komplekse gH-gL-gO, gH-gL-pUL128-
pUL130 in gM-gN, ki so potrebni za vstop v epitelijske in endotelijske celice, levkocite in
monocite (Wang in Shenk, 2005). CMV virioni se lahko vezejo tudi na druge molekule —
B2-mikroglobulin (Grundy in sod., 1988), aneksin II in celi¢ne integrine, ki sluzijo kot
koreceptorji (Feire in sod., 2004).
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Ob interakciji glikoproteinov virusne ovojnice s celicnimi receptorji pride do fuzije viriona
s celicno membrano gostiteljske celice (Compton in sod., 1992). Ob tem se nukleokapsida
in proteini matriksa sprostijo v citoplazmo. V epitelijske in endotelijske celice pa CMV
vstopa z endocitozo (Ryckman in sod., 2006). Po fuziji nekateri proteini matriksa ostanejo
v citoplazmi, drugi (pUL47, pUL48 in pp150) so mo¢no vezani na kapsido in so odgovorni
za njen transport vzdolz mikrotubulov do kompleksa jedrnih por, skozi katere nato virusna
genomska DNA vstopi Vv jedro, tretji (npr. pp65 in pp71) pa neodvisno od kapside migrirajo
v jedro. Kapsida se nato odcepi iz mikrotubulov, ostane v jedrni pori in sprosti DNA v jedro
(Kalejta, 2008).

2.3.2 Izrazanje genov

Do izrazanja virusnih takojs$njih zgodnjih genov pride v roku dveh ur po okuzbi. Njihova
translacija ne zahteva de novo sinteze virusnih proteinov (Sissons in sod., 2002). Virusni
takoj$nji zgodnji proteini uravnavajo okolje v gostiteljski celici in kodirajo zapis za klju¢ne
regulatorje, ki omogocajo izrazanje virusnih zgodnjih genov. Virusni zgodnji proteini so
pomembni pri podvajanju virusne DNA, zacnejo se izrazati 4-24 ur po okuzbi. Po
podvajanju DNA pride do izrazanja poznih virusnih genov. Pozni proteini so ve¢inoma
strukturne komponente viriona in omogocajo sestavljanje in izstop novonastalih virusnih
delcev. V nekaterih vrstah celic pa po okuzbi pride do utiSanja takoj$njih zgodnjih genov,
kar vodi v latentno okuzbo (Sinclair in Sissons, 2006).

2.3.3 Sestavljanje vironov in izstop

Ko se virusna DNA podvoji in pride do izrazanja genov L, v jedru pride do sestavljanja
kapside in pakiranja virusne DNA (Mettenleiter in sod., 2006). Kapsida nato z brstenjem
preko notranje jedrne membrane v perinuklearni prostor pridobi primarno ovojnico, ki jo ob
prehodu preko zunanje jedrne membrane v citoplazmo, izgubi. Konéno ovojnico virus dobi
z brstenjem preko membrane veziklov Golgijevega aparata. Ko pride do zlitja veziklov in
zunanje celi¢ne membrane, se v okolje sprostijo zreli virusni delci (Kalejta, 2008).

Poleg infekcijskih vironov lahko tekom litiéne okuzbe pride do nastanka dveh razli¢nih
neinfektivnih oblik — neinfektivnih virusnih delcev (angl. noninfectious enveloped particles
- NIEPS) in gostih telesc (angl. dense bodies) (Irmiere in Gibson, 1983). NIEPS so zelo
podobni infektivnim virionom, saj so sestavljeni iz lipidne ovojnice, matriksa in proteinske
kapside, vendar znotraj kapside ne vsebujejo virusne DNA. Gosto telesce sestavljata lipidna
ovojnica in matriks, nukleokapsida pa ni prisotna. Pomen teh dveh oblik ni dobro razumljen
(Kalejta, 2008).
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Slika 2: Zivljenjski cikel CMV v &loveski celici (Crough in Khanna, 2009: 78). Ob interakciji glikoproteinov
virusne ovojnice s celiénimi receptorji virus vstopi v gostiteljsko celico s fuzijo ali z endocitozo. Ob tem se
nukleokapsida in proteini matriksa sprostijo v citoplazmo. Po fuziji nukleokapsida migrira do jedra, kjer se
sprosti virusna DNA. Pride do izrazanja in prepisovanja virusnih genov. V jedru pride do sestavljanja kapside
in pakiranja virusne DNA. Kapsida nato z brstenjem preko notranje jedrne membrane v perinuklearni prostor
pridobi primarno ovojnico, ki jo ob prehodu preko zunanje jedrne membrane v citoplazmo, zgubi. Kon¢no
ovojnico virus dobi z brstenjem preko membrane veziklov Golgijevega aparata. Ko pride do zlitja veziklov in
zunanje celiéne membrane, se v okolje sprostijo zreli virusni delci.

234 Latentna okuzba

V nekaterih celicah lahko pride do utiSanja CMV genov IE, kar kaZe na latentno okuzbo
(Sinclair in Sissons, 2006). Za latentno okuzbo Sta znacilna zmanjSevanje virusne genske
ekspresije ter inhibicija sestavljanja in izstopa novih virusnih delcev (Reeves in Sinclair,
2008). S tem se virus izogne prepoznavanju s strani imunskega sistema (Kalejta, 2008).
Mehanizmi, s katerimi CMV vzpostavi in vzdrzuje latenco, $e niso povsem poznani (Crough
in Khanna, 2009).

Predlagane so bile tri moZne poti, preko katerih CMV vzpostavi latenco: (1) po vezavi in
vstopu CMV neposredno vstopi v latenco brez de novo izrazanja virusnih genov, (ii) virus
po vstopu v celico zacne s produktivno okuzbo, ki se pred¢asno prekine, kar vodi v latenco,
in (iii) po vstopu virus zacne z izrazanjem skupine virusnih genov, ki niso povezani z liticno
okuzbo, vendar so potrebni za uspesno vzpostavitev latence (Cheung in sod., 2006). Celice,
v katerih pride do vzpostavitve latence CMV pri c¢loveku, Se niso popolnoma znane.
Predvideva se, da je latenten virus prisoten v CD34" mati¢nih celicah mieloi¢ne vrste


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khanna%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19136435
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(Sinclair, 2008), CD14" monocitih, dendriti¢nih celicah, megakariocitih (Taylor-Wiedeman
in sod., 1991; Mendelson in sod., 1996; Crapnell in sod., 2000) in v parenhimskih celicah,
saj lahko pri presaditvah ¢vrstih organov pride do prenosa virusa iz seropozitivnega donorja

na seronegativnega prejemnika in posledi¢no do premika iz latentne faze v presajenem
organu (Boeckh in Geballe, 2011).

Genom CMV je v celicah, kjer vzpostavi latentno okuzbo, epigenetsko utiSan zaradi
organizacije v kromatinu podobnih episomalnih strukturah (virusni kromatin). Vedno bolj
pa je jasno, da virusna latenca ne pomeni transkripcijskega utiSanja celotnega virusnega
genoma (Reeves in Sinclair, 2013).

Reaktivacija CMV iz latence je kljucni korak v patogenezi okuzbe s CMV. Reaktivacija
CMV je lahko posledica imunosupresije, vnetja, okuzbe ali stresa. Natan¢ni mehanizmi, ki
povzrocijo reaktivacijo, $e niso povsem pojasnjeni. Ugotovili so, da je v reaktivacijo vpleten
dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-a). Z vezavo TNF-a na TNF receptor latentno
okuzenih celic se aktivirata protein kinaza C in jedrni faktor kapa B (angl. nuclear factor
kappa B - NF-kB), kar privede do transkripcije CMV genov IE. Izrazanje genov IE lahko
spodbudijo tudi stresni kateholamini, adrenalin/noradrenalin, provnetni prostaglandini in
naras¢anje koncentracije ciklicnega adenozin-monofosfata (CAMP) (Crough in Khanna,
2009). Aktivacijo genov IE lahko inducirajo tudi vnetni citokini, kot sta granulocitno-
makrofagne kolonije stimulirajo¢i dejavnik (angl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor - GMC-SF) in TNF-a, ki povzro¢ijo diferenciacijo monocitov v
makrofage ali dendriti¢ne celice (Gerna in sod., 2005).

2.4 BOLEZNI, K1 JIH POVZROCA CMV

Primarna okuzba s CMV je pogosto, pri zdravih in imunsko kompetentnih posameznikih,
asimptomatska. Redkeje lahko povzro¢i mononukleozi podobno bolezen (poviSana telesna
temperatura, boleCine v miSicah, faringitis, otekanje vratnih bezgavk, blag hepatitis,
povecanje vranice) (Sissons in Carmichael, 2002) ali milo okuzbo zgornjih dihal (Sinclair in
Sissons, 2006). V dolo¢enih okolis¢inah pa lahko okuzba zaradi sistemskega razSirjanja
preko krvi in zelo Sirokega tkivnega tropizma preide v hudo, nevarno in smrtno bolezen s
Siroko paleto moznih klini¢nih manifestacij (Sinzger in sod., 2008). Znacilno je, da se huda
CMV-holezen pojavi zaradi nezrelega, zavrtega ali kompromitiranega imunskega sistema,
kar lahko privede do smrti ali trajnej$ih posledic (Grifti, 2012). CMV je glavni virusni vzrok
za nastanek prirojenih napak, saj okuzba novorojenckov lahko povzro¢i gluhost in dusevno
zaostalost, in je glavni vzrok retinitisa in slepote pri bolnikih z AIDS-om (Grosse in sod.,
2008). CMYV je prav tako lahko vzrok zavrnitvenih reakcij pri prejemnikih kostnega mozga
in ¢vrstih organov, povzroc¢a bolezni pri bolnikih z rakom, ki prejemajo kemoterapijo, in
verjetno prispeva k s starostjo povezani imunosenescenci (Streblow in sod., 2007). Okuzba
s CMV je povezana tudi z vnetnimi in s proliferativnimi boleznimi, kot so dolo¢ene bolezni
srca in ozilja in nekateri tipi raka (Soderberg-Nauclér, 2006). Problem reaktivacije virusa pa
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so opazili tudi pri skupini imunokompetentnih bolnikov, ki so sprejeti v enote intenzivne
nege zaradi miokardnega infarkta, opeklin ali septi¢nega Soka. Pri priblizno tretjini
seropozitivnih bolnikov se CMV reaktivira. Pri teh bolnikih se podalj$a hospitalizacija in
poveca umrljivost (Limaye in Boeckh, 2010).

24.1 Bolniki po presaditvah ¢vrstih organov

Kljub izboljsanemu zdravljenju in nadzoru, je CMV Se vedno najpomembnejsi infekcijski
patogen pri prejemnikih organa in lahko, preko Stevilnih posrednih in neposrednih uéinkov,
vpliva na delovanje presajenega organa ter povzroCi visoko obolevnost in umrljivost po
presaditvah. Bolniki lahko razvijejo asimptomatsko CMV viremijo, CMV-sindrom ali
tkivno invazivno bolezen. Pozna CMV-okuzba je Se vedno velik problem pri bolnikih z
visokim tveganjem po zakljucku protivirusne profilakse (Ramanan in Razonable, 2013).

2.4.1.1  Dejavniki tveganja

Incidenca okuzbe s CMV in CMV-bolezni je odvisna od: (i) serostatusa darovalca in
prejemnika organa, (ii) vrste presajenega organa, (iii) koinfekcije s cloveSskim herpesvirusom
tipov 6 in 7, (vi) virusne obremenitve v presajenem organu donorja (ve¢, kot je celic, v
katerih je latentna oblika virusa, ali ve¢, kot je celic, kjer prihaja do aktivnega pomnoZevanja
CMV, vegje je tveganje za nastanck CMV-bolezni) ter (v) vrste in intenzivnosti
imunosupresivne terapije (Crough in Khanna, 2009).

CMV-seronegativni prejemniki organa seropozitivnega darovalca (D+/P-) imajo najvecje
tveganje za nastanek primarne CMV-bolezni zaradi reaktivacije latentnega virusa v
presadku. Hkrati zaradi imunosupresije niso sposobni razviti u¢inkovitega imunskega odziva
(Ramanan in Razonable, 2013). Srednje tveganje za nastanek bolezni imajo seropozitivni
prejemniki organa seropozitivnega darovalca (D+/P+) in seropozitivni prejemniki organa
seronegativnega darovalca (D-/P+). Pri teh dveh skupinah lahko pride do reaktivacije virusa
v seropozitivnem prejemniku, pri D+/P+ skupini pa lahko pride tudi do okuzbe z drugim
sevom virusa seropozitivnega darovalca. NajniZje tveganje imajo seronegativni prejemniki
organa seronegativnega darovalca (D-/P-) (Pedersen in Seetharam, 2014). Incidenca CMV-
bolezni je po presaditvi ledvic najnizja, visja je pri presaditvi jeter in srca, nekoliko visja je
po presaditvi trebuSne slinavke ali kombinirani presaditvi ledvice in trebusne slinavke,
najvi§ja pa po presaditvi plju¢ ali kombinirani presaditvi srca in plju¢ (Rowshani in sod.,
2005).

Neto stanje imunosupresije je dinamicno in je odvisno od Stevilnih dejavnikov, kot so
odmerek zdravila, trajanje in vrsta imunosupresivnega zdravljenja, prirojene in pridobljene
imunske okvare gostitelja, starost in druga obolenja (Ramanan in Razonable, 2013). Uporaba
imunosupresivnih zdravil, ki delujejo na zmanjSanje Stevila limfocitov (npr. anti-limfocitni
globulin, anti-timocitni globulin, anti-CD3 monoklonska protitelesa, anti-CD52 protitelesa),
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zaviralci kalcinevrina in mofetilmikofenolat zavirajo vzpostavitev CMV-specificnega
imunskega odziva in povecajo tveganje za razvoj CMV-bolezni (Rowshani in sod., 2005;
Luan, 2013). Nekatera novejSa imunosupresivna zdravila so povezana z manjSim tveganjem
za nastanek CMV okuzbe. To so na primer inhibitorji tar¢e rapamicina pri sesalcih mTOR
(angl. mammalian target of rapamycin), kot je everolimus (Brennan in sod., 2011).

Napake v prirojenem imunskem odzivu so povezane s povecanim tveganjem za nastanek
okuzbe s CMV in CMV-bolezni pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov, saj je njihov
pridobljeni imunski odziv neu¢inkovit zaradi delovanja imunosupresivnih zdravil. Okvare
CMV-specificnega imunskega odziva so genski polimorfizem genov za receptorje podobne
Toll-u (angl. Toll-like receptors - TLR), okvara ali polimorfizem manan-vezavnega lektina
(Kwakkel-van Erp in sod., 2011), napake v kemokinskem in citokinskem izrazanju, vklju¢no
s pove€anim izrazanjem interlevkina-10 (IL-10) (Krishnan in sod., 2010), pomanjkljivosti v
CMV-specifiénih CD4" in CD8" celicah T (Weseslindtner in sod., 2012) in pri izraZanju
genov programirane celi¢ne smrti 1 (Krishnan in sod., 2010).

24.1.2 Klini¢ne znacilnosti

Neposredni ucinki okuzbe s CMV so klini¢ne manifestacije, ki se pojavijo kot posledica
razmnozevanja in razsirjanja CMV ter tkivne invazije v organih (Razonable in Humar,
2013). Klini¢no se akutna okuzba s CMV pri imunokompromitiranih prejemnikih organa
kaze kot CMV-sindrom, ki se kaze kot gripi podobna bolezen s povisano telesno
temperaturo, slabim poc¢utjem, z levkopenijo ali s trombocitopenijo (Ramanan in Razonable,
2013), z zvisano vrednostjo aminotransferaz (Rowshani in sod., 2005), bole¢inami v sklepih,
z makularnimi izpusc€aji ali kot tkivno invazivna bolezen, ki se kaZe kot hepatitis,
pnevmonitis, enterokolitis, encefalitis, horioretinitis, nefritis, cistitis, miokarditis ali
pankreatitis, gastritis, enterokolitis, ezofagitis (Humar in Michaels, 2006). Studije so
pokazale, da je okuzba s CMV sprva lokalizirana v presajenem organu, kasneje pa se
sistemsko razsiri (Tolkoff-Rubin in Rubin, 1994).

Pred uvedbo protivirusnega profilakti¢nega zdravljenja pri prejemnikih organa se je CMV-
bolezen obi¢ajno pojavila v prvih treh mesecih po presaditvi. Epidemiologija se je z uvedbo
zdravljenja spremenila in se sedaj pri visokorizi¢ni skupini (D+/P-) pojavi po zakljucku
profilakti¢nega zdravljenja, zato ji re¢emo tudi pozna CMV-bolezen. Pozna CMV-bolezen
je povezana z odpovedjo organa in umrljivostjo (Ramanan in Razonable, 2013). Nedavne
raziskave so pokazale, da je incidenca CMV-bolezni v prvem letu po presaditvi pri
prejemnikih organov iz D+/P- skupine, ki so prejemali profilakti¢no zdravljenje, 19 % po
presaditvi ledvic, 31 % po presaditvi jeter (Harvala in sod., 2013), 47 % po presaditvi srca
(Mendez-Eirin in sod., 2012) in 27 % po presaditvi plju¢ (Hammond in sod., 2013). Zakaj
do nastopa pozne bolezni pride, ni popolnoma znano, vendar je najverjetneje pojav povezan
s stalno imunosupresijo, ki jo spremljajo pomanjkanje razvoja CMV-specifi¢ne T-celi¢ne
imunosti, D+/P- serostatus in kraj$e profilakti¢no zdravljenje (Humar in sod., 2010).
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Poleg CMV-sindroma in tkivno-invazivne bolezni lahko CMV zaradi svojih
imunomodulatornih lastnosti povzroca tudi posredne ucinke. Lahko poveca tveganje za
nastanek bakteriemije, invazivnih glivicnih okuzb, ponovitev okuzbe s hepatitisom C po
presaditvi jeter in za maligne bolezni, kot je z Epstein—Barr virusom povezana
limfoproliferativna motnja. CMV je povezan s povefano vaskularno trombozo, kar je
verjetno povezano z okuzbo endotelijskih celic ter z akutno in s kroni¢no zavrnitvijo
presadka, kar vodi v zmanjSano prezivetje presadka in prejemnika organa (Ramanan in
Razonable, 2013). CMV v presadku sprozi vnetje z uravnavanjem citokinov, molekul
poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (MHC) in adhezijskih molekul, spodbuja
izlo¢anje razli¢nih kemokinov in rastnih faktorjev in s tem poveca aktivacijo celic T (Roman
in sod., 2014). Posredni u¢inki CMV po presaditvi vkljucujejo tudi kroni¢no nefropatijo
(Ramanan in Razonable, 2013) in stenozo ledviéne arterije po presaditvi ledvic (Audard in
sod., 2006), arterijsko trombozo jeter (Ramanan in Razonable, 2013) in sindrom
izginjanja zol¢nih vodov (Hindupur in sod., 2007) po presaditvi jeter, koronarno
vaskulopatijo (Ramanan in Razonable, 2013) in pospeSeno stenozo koronarnih arterij po
presaditvi srca (Koskinen in sod., 1993), bronhiolitis obliterans po presaditvi pljuc
(Ramanan in Razonable, 2013), pospeseno aterosklerozo (Ljungman in sod., 2002) in pojav
rakavih obolenj (Freeman, 2009). V zadnjem casu CMV povezujejo tudi s pojavom
sladkorne bolezni po presaditvah (Ramanan in Razonable, 2013).

2.5 IMUNSKI ODZIV NA OKUZBO S CMV

Po zacetni okuzbi s CMV pri imunokompetentnih posameznikih virus izzove Sirok spekter
imunskega odziva. Obramba vkljuCuje sodelovanje med prirojenimi mehanizmi, ki
vkljuCujejo aktivacijo primarnega interferonskega odziva, profesionalnih antigen
predstavitvenih celic (APC) in naravnih celic ubijalk (celic NK), ki nato izzovejo mehanizme
pridobljene imunske obrambe, vklju¢no s tvorbo protiteles in z odzivom celic T CD4" in
CD8" (Jackson in sod., 2011). Prirojeni in pridobljeni imunski odziv sta pomembna pri
zaSCititi gostitelja pred okuzbo, vendar imunost na CMV ne zagotavlja zasCite pred
ponovnimi okuzbami, ampak le zameji raven viremije in resnost bolezni (Ohlin in
Soderberg-Nauclér, 2015).

2.5.1 Prirojeni imunski odziv

2.5.1.1  Receptorji za prepoznavo molekulskih vzorcev

Receptorji za prepoznavo molekulskih vzorcev (angl. pattern-recognition receptors - PRR)
tvorijo osnovo prirojenega imunskega odziva na patogenom pridruzene molekulske vzorce
(angl. pathogen associated molecular patterens - PAMP) (Janeway in Medzhitov, 2002).
CMV in vivo okuzi razli¢ne imunske in neimunske celice, od katerih vsaka izraza edinstveno
podmnozico TLR in drugih receptorjev, ki jim omogocajo, da se specificno odzivajo na
okuzbo s CMV in prispevajo k zgodnji protivirusni obrambi (Rossini in sod., 2012).
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Aktivacija TLR povzroci izlocanje vnetnih citokinov, izrazanje imunskih kostimulatornih
molekul, zorenje dendriti¢nih celic in sinteze IFN tipa | (Takeuchi in Akira, 2001). Vsi ti
dejavniki omejujejo virusno pomnozevanje, izzovejo migriranje imunskih celic na mesto
okuzbe in sprozijo pridobljeni imunski odziv s strani celic B in T (Feire in Compton, 2013).

TLR igrajo pomembno vlogo pri prepoznavanju patogenov (Compton in sod., 2003).
Virusne nukleinske kisline in virusni proteini so PAMP-i, ki jih prepoznajo nekateri TLR
(Vandevenne in sod., 2010). Mehanizmi zaznave CMV in zacetka interferonskega odziva
Se niso popolnoma znani, vendar pa je eden od nacinov, s katerim lahko celice aktivirajo
odziv IFN tipa 1, preko TLR (TLR2, 3, 4, 7, 8 in 9) (Feire in Compton, 2013).

TLR so vkljuCeni v prepoznavanje zunajceli¢nih ali endosomalnih CMV komponent,
medtem ko drugi razredi PRR-jev sodelujejo pri prepoznavanju virusa Vv citosolu
(Vandevenne in sod., 2010). DNA-odvisen aktivator IFN-regulatornega dejavnika (angl.
DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors - DAI) aktivira interferon regulatorni
faktor 3 (IRF3) in poveca izrazanje IFN tipa 1 (DeFilippis in sod., 2010) in provnetnih
citokinov, ki so pomembni za okrepitev in aktivacijo efektorskih imunskih celic, kot so
nevtrofilci, limfociti B in limfociti T (Vandevenne in sod., 2010). Prav tako lahko tudi drugi
CMV vezavni receptorji oz. receptorji za vstop posredujejo razvoj prirojenih odzivov.
Povrsinski integrini olajsajo interakcije med gB in gH s TLR2 (Boehme in sod., 2006).
Vezava gB na B1 integrin stimulira IFN signalizacijo, ki ni posredovana z NF-kB, kar kaze,
da ta interakcija inducira od TLR neodvisno protivirusno stanje pred vstopom virusa
(Juckem in sod., 2008).

2.5.1.2  Antigen predstavitvene celice (APC)

Za zacetek ucinkovitega imunskega odziva na CMV je potrebna predstavitev virusnih
proteinov s strani molekul MHC razreda I in II na povrsini okuzenih celic ali APC, uni¢enje
okuzenih celic in zacetek specificnega imunskega odziva (Lucin in sod., 2015). APC
zajamejo, predelajo in predstavijo antigen limfocitom, izlocajo citokine in se odzivajo na
drazljaje limfocitov (Gredmark-Russ in Soderberg-Nauclér, 2012). Izloc¢anje citokinov s
strani prirojene imunosti (npr. IFN-o/-B) poveca izrazanje molekul MHC na APC. To
predstavlja povezavo med prirojeno in pridobljeno imunostjo (Hoebe in sod., 2004).
Dendriti¢ne celice (DC) in makrofagi so specializirane APC in so pomembni mediatorji
imunosti (Gredmark-Russ in Soderberg-Nauclér, 2012).

MHC I so izraZzene na plazemski membrani celic in predstavljajo peptide znotrajceli¢nih
proteinov CD8" limfocitom T (Dugan in Hewitt, 2008). CD8" limfociti T spremljajo MHC
I, ¢e imajo vezane peptide, ki izhajajo iz virusnih proteinov ali liziranih okuZzenih celic
(Dugan in Hewitt, 2008).
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2.5.1.3  Naravne celice ubijalke

Med virusno okuzbo so naravne celice ubijalke (celice NK) prva obrambna linija, ki omejuje
Sirjenje virusa, ko specifi¢na imunost Se ni popolnoma razvita (Revilleza in sod., 2011).
Aktivacija celic NK je odvisna od ravnotezja signalov, ki se prenasajo preko aktivacijskih
in inhibitornih receptorjev na njihovi povrsini, ki nadzorujejo aktivacijo, proliferacijo in
efektorske funkcije celic NK (Dalod in sod., 2002).

Pri okuzbah s CMV je aktivacija celic NK inducirana tudi z vnetnimi citokini, ki jih izlo¢ajo
DC (Dalod in sod., 2002). Zaradi sposobnosti, da zagotovijo hiter citotoksi¢ni odziv,
podoben tistemu, ki ga sprozijo makrofagi in granulociti pri prirojeni imunosti, in zaradi
citotoksi¢ne funkcije, podobne tisti, ki jo zagotovijo limfociti T (izlocanje IFN-y, grancima
in perforina), so pomemben vezni ¢len med prirojenim in pridobljenim imunskim odzivom.
Celice NK izlo¢ajo citokine, ki vzpodbujajo naknadno zorenje pridobljenega imunskega
odziva, zlasti limfocitov T (npr. IFN) (La Rosa in Diamond, 2012). Medtem ko je funkcija
celic NK pri okuzbah z mi$jim citomegalovirusom (MCMV) dobro poznana in je zelo
pomembna pri obrambni vlogi proti MCMV, je manj znanega o vlogi celic NK pri imunski
obrambi pred humanim CMV (Crough in Khanna, 2009; La Rosa in Diamond, 2012).

Na misjem modelu so ugotovili, da igrajo celice NK pomembno vlogo pri ozdravitvi okuzbe
z MCMV (Poli¢ in sod., 1998). Misji mladi¢i postanejo dovzetni za okuzbo, ¢e se jim
odstranijo celice NK (Brown in sod., 2001). Rezultat odstranitve celic NK so vi§ji titri
MCMYV v tkivih in povecana smrtnost (Scalzo in Yokoyama, 2008). Ugotovili so, da se lahko
zascita pred okuzbo z MCMV obnovi s prenosom celic NK iz normalnih misi (Shellam in
sod., 1981).

Podobnih $tudij o vlogi celic NK pri okuzbah s CMV pri ¢loveku primanjkuje (Hanley in
Bollard, 2014). V studiji, kjer so po presaditvi mati¢nih celic spremljali reaktivacijo CMV,
so ugotovili, da je ozdravitev okuZzbe povezana s sposobnostjo bolnika, da razvije NK celi¢ni
citotoksi¢ni odziv (Quinnan in sod., 1982). Po presaditvi ledvic so pokazali, da se aktivnost
celic NK pove¢a med primarno okuzbo in reaktivacijo CMV, kar kaze, da so celice NK
pomembne pri ozdravitvi okuzbe s CMV (Venema in sod., 1994). Nedelovanje celic NK je
povezano s hudimi primarnimi herpesvirusnimi okuzbami, vklju¢no s CMV-boleznijo
(Biron in sod., 1989). Stopnja NK celi¢ne citotoksi¢nosti korelira z bolnikovo sposobnostjo,
da si opomore od okuzbe (Quinnan in sod., 1982).

2.5.2 Pridobljeni imunski odziv

Okuzba s CMV izzove enega najmoc¢nejsih pridobljenih imunskih odzivov pri ljudeh, kjer
sodelujeta celi€na in humoralna imunost. Razvoj pridobljene imunosti je potreben za nadzor
primarne okuzbe s CMV, ohranjanje latence CMV in prepreevanje njegove reaktivacije (La
Rosa in Diamond, 2012).
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2521 Celi¢na imunost

Koncentracija CMV-specifi¢nih celic T pri zdravih posameznikih je precej visja od opazenih
pri drugih virusih in je podobna HIV-specificnemu T-celi¢nemu odzivu v aktivni fazi okuzbe
(Sylwester in sod., 2005). Lastnosti CMV, ki dolocajo tako obseg in trajanje T-celicnega
odziva v odsotnosti zaznavne viremije, Se niso povsem jasne (La Rosa in Diamond, 2012).
Verjetno obstaja mesto, kjer prihaja do reaktivacije CMV ali kroni¢ne persistence, ki deluje
kot vir antigenov in spodbuja Siritev CMV-specifi¢nih celic T (Loewendorf in Benedict,
2010). Celice T so klju¢nega pomena za zaustavitev razmnozevanja CMV in preprecevanje
bolezni, vendar pa virusa ne odstranijo popolnoma in ne preprecijo virusnega prenosa (La
Rosa in Diamond, 2012).

Spominske celice T pri seropozitivnih zdravih posameznikih v povprecju predstavljajo
priblizno 10 % CD4" in CD8" spominskega celi¢nega bazena v periferni krvi (Sylwester in
sod., 2005). Stevilo CMV-specifi¢nih celic T se skozi vse Zivljenje poveéuje (La Rosa in
Diamond, 2012). Narava spominskega CMV-specificnega T-celi¢nega bazena je pozela
veliko pozornosti, saj okuzba s CMV sovpada z vsakim znanim primerom resne
imunosenescence pri starejSih posameznikih. Imunosenescenca se razvije pri osebah,
starej$ih od 80 let, kjer se razmerje CD4 : CD8 celic T obrne (tj. CD4 : CD8 < 1), za kar sta
znacilna zmanjSanje delovanja imunskega sistema in slabse prezivetje bolnikov (Pawelec in
sod., 2009). Postopno povecanje Stevila CMV-specificnih spominskih celic T tekom
desetletij persistentne okuzbe je znacilnost CMV, oznacena z izrazom »spominska inflacija«
(angl. »memory inflation«) (Karrer in sod., 2003). Domneva se, da igra vlogo pri
spodbujanju imunosenescence. CMV-specifi¢ne celice T pri starej$ih posameznikih lahko
dosezejo presenetljivo visoke koncentracije (tudi > 45 %) (Sylwester in sod., 2005). Zakaj
je tako moc¢en T-celi¢ni 0dziv pomemben za virusno kontrolo, $e ni jasno (Sylwester in sod.,
2005).

V najbolj celoviti Studiji, kjer so ugotavljali odziv IFN-y CD4" in CD8" celic T na 213
odprtih bralnih okvirjih (angl. open reading frame - ORF) z uporabo 13.687 peptidov na 33
seropozitivnih darovalcih z razli¢nimi tipi MHC 1, so pokazali, da pri CMV-seropozitivnih
zdravih posameznikih od 231 proteinov celice T prepoznajo vsaj 151 CMV proteinov. CD4*
celice T prepoznajo 125 proteinov, CD8" celice T prepoznajo 107 proteinov, 81 proteinov
pa prepoznata obe vrsti celic (Sylwester in sod., 2005). Celi¢no posredovan imunski odziv
je usmerjen na proteine vseh treh faz cikla virusnega pomnozevanja — IE, E in L. Z
delovanjem na proteine IE in E celice T s¢itijo pred reaktivacijo latentnega virusa (Sylwester
in sod., 2005; Hanleyin sod., 2011). Naceloma velja, da CD4" celice T prepoznajo predvsem
strukturne proteine (viriona), CD8" celice T pa nestrukturne proteine, ¢eprav obstajajo tudi
izjeme (Terrazzini in Kern, 2014). Celi¢ni odziv se med posamezniki precej razlikuje. Pri
nekaterih odziv izzove le en ORF, pri drugih tudi ve¢ kot 39. Kljub velikemu Stevilu tar¢
CMV-specificnega T-celicnega odziva, je najbolj raziskan specificni odziv na pp65 in
protein IE (Sylwester in sod., 2005).
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Casovni potek pojava CMV-specifiénega pridobljenega imunskega odziva je pri zdravih
osebah tezko sledljiv, saj bolezen poteka asimptomatsko, torej je primarna okuzba obicajno
neopazena. Tako se vecina raziskav o dinamiki CMV okuZzbe opira na seronegativne
prejemnike ledvic seropozitivnih donorjev (van de Berg in sod., 2008). Na splosno se 7-10
dni po vrhuncu pomnozevanja CMV pojavijo CMV-specificne CD4" celice T, ki izlo¢ajo
citokine Thl (npr. IFN-y, TNF-a) (van Leeuwen in sod., 2004; Rentenaar in sod., 2000).
Kasneje, priblizno 20 dni po viremiji, pride do pojava CMV-specifi¢nih CD8" celic T v
periferni krvi (Gamadia in sod., 2003). Vrhuncu T-celi¢nega odziva sledi padec virusnega
bremena v periferni krvi (Lilleri in sod., 2008).

25.2.2 CDS8" celice T

CD8" celice T so pomembne za oslabitev primarne okuzbe in vzdrZevanje virusne latence
(Mitrovi¢ in sod., 2012). Po prepoznavanju antigena, vezanega na MHC | s strani CD8" celic
T, se lahko diferencirajo v efektorske ali spominske celice, ki so sposobne izlocati IFN-y (La
Rosa in Diamond, 2012). Prve CD8" celice T, ki jih je mogoce zaznati, izrazajo perforin in
grancim B in imajo sposobnost liziranja tar¢nih celic, ki predstavijo CMV peptide in s tem
nadzorujejo virusno okuzbo. Pomembno je, da pri zgodnjih in poznih (tiste, ki se
akumulirajo tekom latence) CMV-specifi¢nih CD8" celicah T pride do izraZanja citokinov
(prevladujejo IFN-y, TNF-a in IL-2). Vztrajno povecevanje izraZanja $tevilnih genov IFN-y
se regulira s kombinacijo vec transkripcijskih faktorjev. Ti zagotavljajo, da je efektorski tip
CD8* celic T v skoraj vsakem trenutku sposoben izlo¢ati citokine po vezavi na T-celi¢ni
receptor (Hertoghs in sod., 2010).

Studije, pri katerih so preudevali specifiéne virusno kodirane tarée CDS8* celic T, so
pokazale, da obstaja $irok in raznolik repertoar odzivov na mnoge virusne peptide (Elkington
in sod., 2003; Sylwester in sod., 2005). Znaten del CMV-specifi¢nega citotoksi¢nega odziva
limfocitov T ima, v vecini zdravih nosilcev virusa, T-celi¢no reaktivnost proti pp65, pp50,
IE1, gB in IE2, manjsi del CMV-specificnega T-celi¢nega odziva pa je usmerjen proti gH,
pp28, ppl50, pp71 in US proteinom. Odziv na pp65 in IE1 predstavlja 40 % vseh odzivov
celic T, medtem ko je 60 % odziva CD8* celic T usmerjenega proti drugim antigenom. CD8*
T-celi¢na reaktivnost je omejena na omejen nabor HLA alelov razreda I, kot so HLA Al,
HLA A2, HLA A23 / A24, HLA B7, HLA B8, HLA B35, HLA B40 in HLA B57 / B58
(Gandhi in Khanna, 2004).

Z analizami CMV-specifi¢nega T-celi¢nega odziva tekom primarne okuzbe so ugotovili, da
imajo in vivo CMV-specificne CD8" celice T pomembno vlogo pri omejevanju z virusom
okuzenih celic (Sester in sod., 2002). Vlogo T-celi¢ne imunosti so najprej raziskovali na
miSjem modelu, kjer so ugotovili, da odsotnost limfocitov sovpada s pogostejSimi
reaktivacijami in Sirjenjem MCMV okuzbe. Po adoptivnem prenosu CMV-specifi¢nih
citotoksi¢nih CD8" limfocitov T pride do za$¢ite pred virusom (Mutter in sod., 1988;
Reddehase in sod., 1988). Selektivno iz¢rpavanje limfocitnih populacij je pokazalo, da so
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CD8" celice T najbolj pomembna komponenta pri imunskem nadzoru MCMV (Poli¢ in sod.,
1998).

Pri bolnikih po presaditvi kostnega mozga so pokazali, da obstaja moc¢na korelacija med
obnovitvijo CD8" T-celi¢ne populacije in zas¢ito ter ozdravitvijo CMV-bolezni (Barron in
sod., 2009; Tormo in sod., 2010a). V studijah, kjer so proucevali adoptivni prenos CMV-
specifi¢nih celic T, so ugotovili, da so bolniki, ki so prejeli ex vivo ekspandirane CMV-
specificne CD8" celice T, zas¢iteni pred primarno okuzbo in reaktivacijo virusa (Einsele in
sod., 2002; Peggs in sod., 2003). Prav tako je CD8" T-celi¢na imunost pomembna za bolnike
po presaditvi ¢vrstega organa. Analize CMV-specifi¢nega T-celi¢nega odziva pri bolnikih
po presaditvi ledvic so pokazale, da prisotnost mo¢nega CD8" T-celi¢nega odziva lahko
omeji viremijo in ima zas¢itno vlogo proti CMV-bolezni (Radha in sod., 2005). Pri
prejemnikih pljug je bil razvoj CMV-specificne CD8" T-celi¢ne imunosti povezan z zas¢ito
pred CMV-boleznijo in ohranitvijo funkcije presadka v primerjavi s tistimi, ki CMV-
specifi¢ne celiéne imunosti niso razvili (Shlobin in sod., 2006).

2.5.2.3 CD4* celice T

Obstaja vedno ve¢ dokazov, da igrajo tudi CD4" celice T pomembno vlogo pri obvladovanju
CMV okuzb (Gandhi in Khanna, 2004). Cloveske CD4* celice T se pogosto odzivajo na
enake ORF kot CD8" celice T, prav tako se pp65 in IE-specificne CD4" celice T pojavljajo
v zelo visokem delezu testiranih posameznikov (Fuhrmann in sod., 2008; Kern in sod.,
2002). Analiza CD4" T celi¢nega odziva na celoten CMV proteom je pokazala, da je odziv
zelo Sirok. Na modelu bolnikov po presaditvi ledvic so ugotovili, da je med primarno okuzbo
CMV-specifiéne CD4" celice T mogoce zaznati 7 dni po zaznavi virusne DNA v periferni
krvi (Rentenaar in sod., 2000). Te celice izlo¢ajo citokine Thl (IFN-y in TNF-a ) (van
Leeuwen in sod., 2006).

Obstajajo dokazi, da lahko CMV-specificne CD4" celice T delujejo kot efektorske celice
neposredno na okuzZene celice (Gamadia in sod, 2004). Pri posameznikih z vi§jimi
koncentracijami CMV-specificnih CD4" celic T, ki izlo¢ajo IFN-y, pride do hitrejse
odstranitve virusa in imajo manj simptomov (Gamadia in sod, 2003). Medtem ko je T-
celiéno posredovana citotoksi¢nost obi¢ajno povezana s CD8" celicami T, $tevilni CMV
antigeni, vklju¢no s pp65, IE, gB in gH, inducirajo antigen-specificne CD4" celice T, ki so
in vitro sposobne spodbuditi z MHC II povezano citotoksi¢nost (Elkington in sod, 2004;
Weekes in sod, 2004). Vecina CD4" celic T, specifi¢nih za gB, ex vivo izraza grancim B, kar
korelira s sposobnostjo $tevilnih gB-specificnih CD4* celic T, da delujejo citotoksi¢no proti
tarénim celicam (Hegde in sod., 2005).

Vedno vet je tudi dokazov, da so CD4" celice T bistvene za nadzor okuzb s CMV (Sester in
sod., 2005). Dokazi za njihovo zas¢itno vlogo pri okuzbah s CMV so podprti s Studijami na
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misih, okuzenih z MCMV, ki kaZejo, da je dolgotrajno pomanjkanje CD4" celic T in vivo
povezano s persistentnim razmnozevanjem virusa (Poli¢ in sod., 1998).

Pri sicer zdravih otrocih, okuzenih s CMV, je dolgotrajna viremija povezana z dolgotrajno
in s selektivno pomanjkljivostjo CMV-specifiéne CD4" T celi¢ne imunosti (Tu in sod, 2004)
in ne s pomanjkljivostjo CMV-specifi¢nega CD8" T-celi¢nega odziva (Chen in sod., 2004).
Pri bolnikih po presaditvi ledvic so pokazali, da pred pojavom klini¢nih simptomov pride do
zmanj$anja ravni CMV-specifi¢nih CD4" celic T in povecanja virusnega bremena, kar kaze,
da lahko raven CMV-specifi¢nih CD4" celic T pomaga pri napovedi CMV-bolezni (Sester
in sod., 2001). Prav tako se je pri tovrstnih bolnikih pokazalo, da pri simptomatskih
posameznikih pride do poznega odziva CMV-specifi¢nih efektorskih spominskih CD4™ celic
T, zarazliko od asimptomatskih bolnikov, kar kaZe, da so efektorske spominske CD4" celice
T potrebne za nadzor virusnega pomnozevanja in omejitev okuzbe (Gamadia in sod., 2003).
Nizka stopnja CMV-specifi¢nih celic CD4" celic T korelira s povecanim tveganjem za
zaplete pri posameznikih, okuZenih s CMV po presaditvi plju¢ (Sester in sod., 2005). Studije
pri prejemnikih krvotvornih mati¢nih celic kazejo, da so CD4" celice T povezane z zaséito
pred boleznijo in so potrebne za obnovitev donorjevih CD8" celic T (Einsele in sod., 2002).
Zanimivo je, da je vztrajanje adoptivno prenesenih celic T odvisno od prisotnosti CD4" celic
T pomagalk. V $tudiji, kjer so adoptivno prenesli CMV-specifi¢ne celice T (pretezno CD8*
T), bolniki niso razvili CMV viremije, vendar pa so se le pri bolnikih z zaznavnim odzivom
CD4* celic T ohranile preneSene CD8" celice T (Walter in sod., 1995). Prav tako adoptivni
prenos CMV-specifi¢nih CD4" celic T povzro€i drasti¢no zmanj$anje virusnega bremena pri
teh bolnikih (Einsele in sod., 2002).

2524 Gama delta celice T

Podskupina gama delta (yd) celic T predstavlja manj kot 6 % celic T v krvi zdravih ljudi.
Bistven del limfati¢nih celic pa predstavljajo v predelih telesa, ki so izpostavljeni zunanjemu
okolju (npr. ¢revesna sluznica) (Crough in Khanna, 2009). Za aktivacijo yo celic T nista
potrebni obdelava in predstavitev antigena z molekulami MHC, zato je njihova aktivacija
zelo hitra (Schleiss, 2013). Trenutno $e ni znano, kaj prepoznajo na povrsini s CMV
okuzenih celic (Jackson in sod., 2011). yd celice T izkazujejo znacilnosti obeh — pridobljenih
in prirojenih — celic in so opredeljene kot "most” med prirojeno in pridobljeno imunostjo
(Schleiss, 2013). Od obicajnih off celic T se razlikujejo v strukturi T-celicnega receptorja
(TCR). vd celice T so nadalje razvrs¢ene v podskupine glede na strukturo & verig. Vecina
(priblizno 70 %) yd celic T izraza V62 verigo, preostale yd celice T pa izrazajo V31, Vo3,
Vd4 ali V&5 verigo (v V32"9) (Wistuba-Hamprecht in sod., 2013).

Med v8 celicami T je pri okuzbah s CMV posebnega pomena populacija V62™9, saj je
njihova dolgoro¢na ekspanzija znacilna za okuzbo s CMV (Pitard in sod., 2008). V52" y5
celice T v povprecju predstavljajo 0,5 % celic T pri CMV-seronegativnih posameznikih,
pri CMV-seropozitivnih pa v povprecju lahko predstavljajo 5-10 %, pri nekaterih
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bolnikih pa tudi do 50 % celic T. Ekspanzija V52"9 y6 celic T v periferni krvi po okuzbi
s CMV se pojavlja pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov, krvotvornih mati¢nih
celic, pri otrocih z imunodeficiti, pri novorojenckih, pri nosecnicah in zdravih
posameznikih. Ekspanzija V62™9 vd celic T Se dodatno okrepi obseg imunskega odziva
proti CMV (Couzi in sod., 2015). Medtem ko te celice niso strogo CMV-specifi¢ne, lahko
uc¢inkovito lizirajo s CMV okuzene fibroblaste in endotelijske celice (Halary in sod., 2005).

25.3 Humoralni odziv

Humoralni odziv je kljuénega pomena za vzpostavitev dolgotrajne imunosti, preprecevanje
nenadzorovanega pomnozevanja ob reaktivaciji in pojav resne CMV-bolezni. (Crough in
Khanna, 2009). Primarna okuzba s CMV vodi do sinteze protiteles, specifi¢ne za vrsto CMV
proteinov, vkljuéno s strukturnimi proteini matriksa (pp65 in ppl50), z glikoproteini
(predvsem gB in gH), glikoproteinskimi kompleksi (gH-gL-pUL128-pUL130 in gM-gN) in
nestrukturnimi proteini, kot je IE1 protein (Jackson in sod., 2011). Specifi¢na protitelesa za
virusne proteine, ki posredujejo okuzbo, so pomembna pri njenem omejevanju,
nevtralizacijska protitelesa, specifi¢na za virusne proteine, ki sodelujejo pri vstopu virusa v
celico, pa imajo vlogo pri prepreCevanju okuzb (Ohlin in Séderberg-Nauclér, 2015). Kljub
dokazom, da so protitelesa pomemben element imunskega odziva proti CMV, je zelo malo
znanega 0 odzivu limfocitov B na okuzbo s CMV pri ljudeh. Primarna okuzba s CMV je
povezana s hitrim pridobivanjem protiteles, usmerjenih proti proteinom matriksa, protitelesa
proti glikoproteinom ovojnice pa za¢nejo nastajati Sele po nekaj mesecih (Huygens in sod.,
2014).

Studije na misjem modelu kaZejo, da nevtralizacijska protitelesa §¢itijo pred primarno
okuzbo in reaktivacijo, saj omejijo virusno Sirjenje v tkivih in krvi (Wirtz in sod., 2008).
Protitelesa §citijo zival pred doseganjem letalne infektivne doze, vendar ne preprecujejo
okuzbe, kar kaze na vlogo humoralnega imunskega odziva pri omejevanju resnosti bolezni
z nadzorovanjem virusnega bremena (Bratcher in sod., 1995). Rezultati raziskav na Zivalih
kazejo, da imunizacija z gB izzove protitelesni odziv, ki zmanjs$a smrtnost zivali (Rapp in
sod., 1992), imunizacija brejih zivali z gB pa varuje pred prenosom virusa na zarodek
(Schleiss in sod., 2004).

Pri ljudeh se je pokazalo, da pasiven prenos protiteles iz CMV-seropozitivnih mater na
novorojencka varuje plod pred prirojeno okuzbo s CMV (Yeager in sod., 1981). Prav tako
pri materah, ki se okuzijo s CMV pred nose¢nostjo, pride do prenosa okuZzbe v veliko nizjem
odstotku kot pri materah s primarno okuzbo tekom nose¢nosti (Fowler in sod., 1992). Vloga
CMV-specificnih  protiteles za nadzor reaktivacije in virusnega Sirjenja Vv
imunokompromitiranih bolnikih je manj jasna (Jackson in sod, 2011). Pomembnost
humoralnega odziva bi lahko podprli tudi z dokazi, ki kaZejo, da so primarne okuzbe v
seronegativnih posameznikih bolj pogoste in imajo hujsi klini¢ni potek v primerjavi s
seropozitivnimi prejemniki organov (Gandhi in Khanna, 2004). Prav tako imunizacija z
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oslabljenim CMV sevom Towne ali pasiven prenos imunoglobulinov proti CMV
zmanjSujeta resnost bolezni pri pacientih po presaditvah (Plotkin in sod., 1994).

2.6 DIAGNOSTIKA CMV

Napovedovanje CMV-bolezni pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov je tezavno. Hitri in
natancni diagnosti¢ni testi so kljunega pomena za ustrezno diagnozo in zdravljenje CMV-
bolezni po presaditvi. Diagnoza CMV-bolezni temelji na prepoznavanju klini¢nih znakov in
simptomov v povezavi z laboratorijskim odkrivanjem CMV v krvi ali biopticnem vzorcu
(Humar in Michaels, 2006). Za odkrivanje okuzb s CMV so na voljo razli¢ne diagnosti¢ne
metode, ki jih lahko razdelimo na neposredne in posredne. Neposredne metode so: (i)
kultivacija virusa na celi¢ni kulturi, (ii) histopatologija, (iii) detekcija virusnih antigenov, in
(iv) zaznavanje virusnih nukleinskih kislin. Med posredne metode testiranja pa spadajo: (i)
dokazovanje CMV-specifi¢nih protiteles IgM in 1gG in (ii) dolocanje CMV-specifi¢nega T-
celiénega odziva (Schottstedt in sod., 2010). Trajanje in pogostost diagnosticnega
spremljanja je potrebno prilagoditi posameznemu bolniku. Potrebno je upostevati, kaksno je
tveganje za pojav bolezni, vrsto protivirusne terapije, ali obstaja moznost za pojav pozne
CMV-bolezni in vrsto imunosurpresivnega zdravljenja (Humar in Michaels, 2006).

2.6.1 Serolosko testiranje na protitelesa proti CMV

S presejalnim seroloskim testiranjem se doloci prisotnost protiteles proti CMV (CMV-
serostatus) prejemnikov in donorjev pred presaditvijo. Glede na serostatus obeh se
prejemnike razvrsti v skupine glede na tveganje za pojav CMV-bolezni po presaditvi. Za
doloc¢anje serostatusa je priporo¢eno, da se uporabljajo testi za dolo¢anje CMV-specifi¢nih
protiteles IgG, saj imajo ti testi boljSo specifi¢nost v primerjavi s testi za dolo¢anje protiteles
IgM, ali kombinirani testi za dolocanje protiteles 1gG in IgM. Slednja nista primerna za
presejalno testiranje, saj se lahko zaradi laZzno pozitivnih rezultatov tovrstnih testov bistveno
zmanjSa specifiCnost presejalnega testiranja. Ker je dolocitev serostatusa darovalca in
prejemnika klju¢na za napoved tveganja za pojav okuzbe po presaditvi, je nujno, da se za te
preiskave uporabi teste z visoko obcutljivostjo in specifi¢nostjo (Kotton in sod., 2013).

Interpretacija seroloskih rezultatov je pri posameznikih z nedavno transfuzijo krvi in otrocih,
mlajsih od 12 mesecev, tezka, saj lahko pasivni prenos protiteles privede do prehodnih lazno
pozitivnih rezultatov. V takih primerih so pri dolo€itvi pravega sesrostatusa v pomoc testi za
ugotavljanje celi¢no posredovane imunosti (Ritter in sod., 2013).

2.6.2 Kultivacija CMV

Kultivacija virusa je zelo specificen test za diagnozo okuzbe s CMV, vendar pa je njegova
uporaba omejena zaradi slabe obcutljivosti in dolgotrajnosti testa (Razonable in Humar,
2013). Pri tej metodi se klini¢ni vzorec nanese na ¢loveske fibroblaste in inkubira od 2 do
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21 dni. V kolikor je virus prisoten v vzorcu, se v celi¢ni kulturi kazejo tipicni citopatski
efekti (za CMV je znacilno, da povzroci nastanek velikih plosc¢atih celic). Metoda je zelo
zahtevna, poCasna in zahteva vsaj 2—3 tedne, da se lahko izda negativen rezultat (Ross in
sod., 2011). Kljub temu pa se virusna kultivacija Se vedno uporablja za detekcijo CMV iz
vzorcev tkiva (Razonable in Humar, 2013) in za diagnozo tkivno invazivne bolezni (Kotton,
2013).

2.6.3 Histopatologija

Histopatologija se uporablja za potrditev tkivno invazivne CMV-bolezni, vendar pa je zaradi
invazivnega posega njena uporaba omejena le na nekatera klinicna stanja. V nekaterih
primerih pa je uporaba biopsije in histopatoloskega pregleda smiselna: (i) kadar obstaja sum
na zavrnitev presadka, (ii) ko se sumi na so¢asno okuzbo z drugimi patogeni, in (iii) kadar
se sumi na tkivno invazivno CMV-bolezen z nezaznavno koncentracijo virusa v Krvi
(Ramanan in Razonable, 2013). Po pripravi histopatoloSskega preparata tkiva sledi
oznacevanje z monoklonskimi ali s poliklonskimi protitelesi, da se povec¢a obcutljivost testa.
Obarvane preparate se nato pogleda pod mikroskopom (Ross in sod., 2011).

2.6.4 Testiranje CMV virusnega bremena

Virusno breme je po definiciji koncentracija virusa v dolo¢enem vzorcu. Testiranje
virusnega bremena v vzorcu je temelj za diagnozo in spremljanje klini¢ne bolezni,
dolocevanje zacetka predbolezenskega zdravljenja in spremljanje odziva na zdravljenje. Za
te namene sta na voljo test antigenemije CMV pp65 in kvantitativna analiza nukleinskih
kislin (Kotton in sod., 2013).

2.6.41 CMV antigenemija

Pri testu antigenemije CMV pp65 s pomoc¢jo monoklonskih protiteles zaznamo virusni
antigen pp65 v levkocitih periferne krvi. Antigenemija se meri s kvantifikacijo okuZenih
levkocitov z imunofluorescen¢nim testom. Obarvana jedra levkocitov pomenijo pozitiven
rezultat, ki se poda kot $tevilo pozitivnih celic na 200.000 levkocitov periferne krvi (Ross
in sod., 2011). Glede na S$tevilo okuzenih celic je mogoce oceniti obseg virusnega
pomnozevanja (Razonable in Humar, 2013). Test antigenemije ima 89-odstotno obcutljivost
in 100-odstotno specifi¢nost (Rowshani in sod., 2005).

2.6.4.2 Kvantitativna doloc¢itev CMV nukleinskih kislin

Preferencni testi za diagnozo CMV pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov so molekularni
testi, ki zaznavajo CMV DNA ali RNA. Na splosno detekcija CMV RNA kaze na aktivno
pomnozevanje CMV, detekcija CMV DNA pa ne odraZza vedno virusnega pomnozevanja,
saj lahko z zelo obcutljivimi molekularnimi testi zaznamo latentno okuzbo (Razonable in
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Humar, 2013). Primerni vzorci za spremljanje okuzb s CMV za molekularne metode so kri,
plazma, urin, vzorci tkiva, bronhoalveolarni izpirek in cerebrospinalna tekocina (Kotton,
2013). Tar¢ni geni so dobro ohranjene regije glavnih proteinov IE ali L (Ross in sod., 2011).
Te metode so hitre (rezultate dobimo v roku 6-48 ur), avtomatizirane in imajo visoko
obcutljivost (95-100 %) (Rowshani in sod., 2005).

Vis§je virusno breme je obicajno povezano s tkivno invazivno boleznijo, medtem ko so nizje
vrednosti znacilne za asimptomatsko okuzbo s CMV, srednje vrednosti pa so znacilne za
CMV-sindrom (Humar in sod., 1999). Visje virusno breme se na splo$no opazi pri CMV
D+/P- skupini prejemnikov v primerjavi s D+/P+ in D-/P+ skupinama. Spremljanje kinetike
virusnega bremena v daljSem ¢asovnem obdobju je pri napovedovanju bolezni lahko bolj
pomembno kot katera koli absolutna vrednost virusnega bremena — hitrejSe je povisanje
virusnega bremena, vecje je tveganje za nastanek CMV-bolezni (Emery in sod., 2002).

2.6.5 Imunski monitoring

Z imunskim monitoringom (angl. immune monitoring) CMV-specifi¢nega T-celi¢nega
odziva lahko (i) identificiramo bolnike z visokim tveganjem za nastanek pozne CMV-
bolezni ali viremije po koncanem profilakticnem zdravljenju, (ii) razlikujemo med bolniki,
ki imajo povecano tveganje za napredovanje CMV-bolezni v primerjavi z bolniki, pri katerih
pride do spontane ozdravitve virusne okuzbe, in (iii) identificiramo bolnike, ki imajo vecje
tveganje za ponavljajoCe virusne reaktivacije in bolezni po koncani protivirusni terapiji
(Khanna in Smith, 2013), ter (vi) umestimo bolnike glede na stopnjo tveganja za CMV-
bolezen pred presaditvijo. Prav tako nam lahko pomaga pri usmerjanju profilakse in
predbolezenskega zdravljenja. Dolocitev CMV-specificnega T-celi¢nega odziva je lahko
alternativa za serolosko dolocanje CMV imunskega statusa pri odraslih po transfuziji in
otrocih, mlajsih od 12 mesecev (Ritter in sod., 2013).

Obstajajo razlicni testi za ugotavljanje CMV-specifi¢nega T-celicnega odziva: (i) ELISpot,
(i1) test oznacevanja z MHC-tetrameri, (iii) znotrajceli¢no oznaéevanje citokinov (ICS), in
(iv) QuantiFERON-CMYV. Vecina testov meri odziv IFN-y po stimulaciji polne krvi ali
mononuklearnih celic periferne krvi (PBMC) s CMV-specifi¢nimi antigeni ali peptidi
(Crough in Khanna, 2009). Poleg IFN-y se lahko spremlja tudi druge citokine. Idealni test
mora zagotoviti kvantitativne in funkcionalne informacije 0 CMV-specifi¢énih CD4" in CD8*
celicah T. Za klini¢no uporabo je dobrodoslo, da je test enostaven za izvedbo, poceni, ima
Visoko ponovljivost in je Siroko dostopen (Kotton in sod., 2013).

2.6.5.1  Test ELISpot

ELISpot (angl. enzyme-linked immunosorbent spot assay) meri koncentracijo spros¢enega
IFN-y iz CMV-specificnih CD4" in CD8" celic T po stimulaciji PBMC. Za stimulacijo se
lahko uporabijo peptidi virusnih proteinov ali virusni lizat (Fernandez-Ruiz in sod., 2014).
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Sproscen IFN-y se lokalno ujeme na monoklonska protitelesa, naneSena na plos¢ico, barvno
reakcijo pa dobimo po dodatku sekundarnih protiteles oznacenih s hrenovo peroksidazo
(Crough in Khanna, 2009). Rezultat se izrazi kot »pegotvorne enote« (angl. spot forming
units) na Stevilo PBMC (Fernandez-Ruiz in sod., 2014). Pozitiven odziv se giblje med 5 in
50 »pegotvornih celic« (angl. spot forming cells) na 200.000 PBMC. Test ne omogoca
razlikovanja med CD4* in CD8" celicami T. Analize testa so pokazale, da ima test
napovedno vrednost za pojav bolezni in viremije (Abate in sod., 2012). Slabost te tehnike je
pomanjkanje standardiziranih mejnih vrednosti za ustrezen T-celi¢ni odziv, hkrati pa je tudi
zelo zamudna v primerjavi z nekaterimi drugimi testi (npr. QuantiFERON) (Manuel, 2013).

2.6.5.2  Test oznacevanja z MHC-tetrameri

Oznadevanje z MHC-tetrameri za ugotavljanje Stevila CMV-specifiénih CD8" celic T je
hitra in obcutljiva metoda za ugotavljanje vejega tveganja za razvoj CMV-bolezni pri
bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov. PBMC ali polno kri inkubiramo z MHC-peptidnimi
tetrameri, ki so oznaceni s florokromom. Po inkubaciji vezavo tetramerov na specificne T-
celiénine receptorje izmerimo s pretoénim citometrom. Visja koncentracija CMV-
specifiénih CD8" celic T od 10/uL pomeni zmanjSano tveganje za nastanck CMV-bolezni
(Gratama in sod., 2001). Omejitev te metode je, da sta tako HLA in epitop specifi¢na, zato
je potreben velik nabor razli¢nih tetramerov, da se tehnika lahko uporablja v diagnostic¢ne
namene in da lahko zajamemo veliko vec€ino prebivalstva. V nekaterih primerih primerni
tetrameri niso na voljo (Crough in Khanna, 2009).

2.6.5.3  Znotrajceli¢no oznacevanje citokinov

Metoda ICS (angl. intracellular cytokine staining - ICS) temelji na detekciji spro$¢anja
razli¢nih citokinov (obi¢ajno IFN-y ali TNF-a) po in vitro stimulaciji PBMC ali polne krvi
s pomocjo pretocne citometrije (Manuel, 2013). Metoda omogoca Stetje CMV-specificnih
celic T in njihovo fenotipsko karakterizacijo preko celi¢nih povrsSinskih oznaéevalcev, zato
je ta pristop »zlati standard« za ocenjevanje CMV-specifi¢ne celi¢no posredovane imunosti
(Gernain sod., 2011).

Ugotovili so, da koncentracija CMV-specificnih CD4* in CD8" celic T, vecja od 0,4
celic/uL, pri bolnikih po presaditvah pomeni zasc¢ito pred nastankom CMV-bolezni (Gerna
in sod., 2006), nizja stopnja specifi¢ne T-celicne imunosti pa pomeni ve¢je tveganje za
CMV-bolezen (Gerna in sod., 2011). Prav tako stabilna raven CMV-specifi¢nih CD4" T-
celic pomeni manjSe tveganje za pomnozevanje CMV (Egli in sod., 2008). Napovedna
vrednost za viremijo se lahko izboljSa, ¢e se analiza IFN-y kombinira z drugimi citokini (IL-
2) in markerji (npr. z receptorjem programirane celi¢ne smrti 1 (angl. programmed cell death
protein 1 - PD-1)) (Sester in sod., 2008).

Medtem ko je diagnosti¢ni potencial merjenja celicno posredovanega imunskega odziva
velik, je uporaba testov, kot so ELISpot, testi oznacevanja z MHC-tetrameri in ICS, omejena
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zaradi razli¢nih dejavnikov. Vsi ti testi so zelo kompleksni za uporabo, niso standardizirani
in avtomatizirani. Za uporabo v bolniSni¢nem okolju so manj primerni, saj zahtevajo
uporabo specializirane opreme in izurjeno osebje. Poleg tega virusni antigeni, ki se
uporabljajo za antigensko stimulacijo, neposredno vplivajo na ucinkovitost in obcutljivost
in vitro testov za odkrivanje odziva CMV-specifi¢nih T-celic (Lilleri in sod., 2007).

2.6.54  Test QuantiFERON-CMV

Test QuantiFERON-CMV® (Qiagen, Nem¢ija) je encimskoimunski test, ki omogoca
spremljanje specificnega CD8" T-celitnega odziva proti CMV. Temelji na merjenju
sproS¢enega IFN-y iz CMV-specifiénih CD8" T-celic po in vitro stimulaciji polne krvi z 22
imunogenimi virusnimi peptidi (iz pp65, pp50, pp28, IE1, IE2 in gB proteinov) in s tem
omogoca oceno celicne imunosti proti CMV (preglednica 1). Njihova predstavitev je
specifi¢na za Siroko paleto HLA razreda I, ki obsegajo najpogostejSe vrste HLA, prisotnih v
splo$ni populaciji (Giulieri in Manuel, 2011; Walker in sod., 2007). Test je enostaven za
izvedbo. Polno kri se odvzame v tri epruvete: epruveta z antigenom, ki vsebuje mesanico 22
peptidov iz razlicnih CMV proteinov, druga epruveta (pozitivna kontrola) vsebuje
fitohemaglutinin, tretja epruveta (negativha kontrola) pa ne vsebuje antigena. Sledi
inkubacija preko noci pri 37 °C. Supernatant nato uporabimo za dolocanje ravni spros¢enega
IFN-y z encimskoimunskim testom. Po navedbah proizvajalca se rezultati interpretirajo kot
nereaktiven, reaktiven in nedolo¢ljiv (Walker in sod., 2007). Interpretacija testa ni jasna, v
kolikor se bolnik po presaditvi ne odzove na mitogen (Manuel in sod., 2013). Ob¢utljivost
testa se pri bolnikih z limfopenijo zmanjsa, saj test zahteva zadostno Stevilo celic za sintezo
IFN-y (Kotton in sod., 2013). Test QuantiFERON-CMYV je dovoljen za komercialno uporabo
v Evropi in ima CE (angl. European Conformit) in IVD (angl. In vitro diagnostic) certifikat
(Fernandez-Ruiz in sod., 2014).

r g S -
APC fagocitirajo in predelajo ) APC predstavijo antigen . Celice T zatnejo sproséati
antigen 4 CMV-specifi¢nim celicam T TFN-y

- o : v -

CMV-specifitni antigen ]

- . O
Antigen predstavitvena celica Antigen-specifitna celica T

Slika 3: Princip testa QuantiFERON-CMV (CMV-specific immune monitoring ..., 2013: 4). APC fagocitirajo,
predelajo in predstavijo antigen CMV-specifi¢nim celicam T. Celice T nato za¢nejo sproscati IFN-y.

Klini¢na uporabnost testa:
i. Ocena tveganja za pojav CMV-bolezni pri seropozitivnih prejemnikih pred
presaditvijo — Trenutno sloni ocena tveganja za CMV okuzbo pred presaditvijo na
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dolo¢evanju serostatusa prejemnika ob predpostavki, da imajo CMV-seropozitivni
bolniki ze razvit imunski odziv proti CMV. Kljub temu tretjina seropozitivnih
prejemnikov nima ustreznega CMV-specifi¢nega T-celi¢nega odziva, kar so pokazali s
testom QuantiFERON-CMV. Taki bolniki imajo po presaditvi vecjo verjetnost za pojav
pomnozevanja CMV Kot tisti, ki imajo razvit CMV-specifi¢ni T-celi¢ni imunski odziv.
Test QuantiFERON-CMYV lahko pripomore k razvr§¢anju bolnikov v skupine z ve¢jim
tveganjem, kar se sicer izvaja samo na podlagi serostatusa, ki je trenutno merilo za
razvrs€anje v skupine z visokim tveganjem. Seropozitivne bolnike, ki nimajo ustreznega
T-celi¢nega odziva, bi bilo potrebno uvrstiti v visoko rizicno skupino (Cantisan in sod.,
2013).

Napoved pozne CMV-bolezni po prenehanju profilakticnega zdravljenja —
Ugotovili so, da je pozna CMV-bolezen manj pogosta pri bolnikih z zaznavnim odzivom
IFN-y (nad 0,2 IE/mL) ob koncu profilakse v primerjavi s tistimi z nereaktivnim odzivom
(Kumar in sod., 2009).

Spontana izzvenitev asimptomatske CMV-viremije — Ugotovili so, da pri bolnikih, ki
imajo reaktiven odziv pri testu QuantiFERON-CMV, pogosteje pride do spontane
izzvenitve viremije (Lisboa in sod., 2012).

Test QuantiFERON-CMV je koristen za spremljanje bolnikov s predbolezenskim

zdravljenjem in lahko pripomore k usmerjanju klini¢nih odloc¢itev (Weseslindtner in
sod., 2012; Manuel, 2013).
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Preglednica 1: MeSanica 22 peptidov iz razliénih CMV proteinov, uporabljenih pri testu QuantiFERON-
CMV (QuantiFERON®-CMV (QF-CMV) ..., 2013: 15)

Sekvenca epitopa | Antigen | Tip HLA
1 | VTEHDTLLY pp50 Al
2 | VLEETSVML IE1 A2
3 | NLVPMVATV pp65 A2
4 | IMREFNSYK gB A3
5 | AYAQKIFKIL IE1 A23 & A24
6 | QYDPVAALF pp65 A24
7 | DIYRIFAEL pp65 A26
8 | TPRVTGGGAM pp65 B7
9 | QIKVRVDMV IE1 B8
10 | ARVYEIKCR pp28 B27
11 | CPSQEPMSIYVY | pp65 B35
12 | ELRRKMMYM IE1 B8
13 | FEQPTETPP IE2 B41
14 | QEFFWDANDI pp65 B44
15 | QAIRETVEL pp65 B57 & B58
16 | QMVVQARLTV | pp65 B52
17 | PTFTSQYRIQGKL | pp65 A24
18 | GPISGHVLK pp65 All
19 | DALPGPCI pp65 B51
20 | KMQVIGDQY pp65 B40/B60
21 | CEDVPSGKL pp65 B40/B60
22 | TRATKMQVI PP65 A30/B13
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A Metoda B Test oznacevanja z MHC- C D
ICS tetrameri Test ELISpot Test QuantiFERON-CMV
MHC-peptidni
COOOO000C0 - tetrameri 820000
Sintetiéni
CMV peptldm CDS+/CD4+ \hkrontersh
epitopi celice T plostica NIL ANTIGEN MITOGEN
Inkubacijana 37°C 16 - 24 ur

T-celice = peptid ‘
Protitelo proti
IFN-y ‘ Speremo celice
S hrenovo

Sinteza citokinov s strani perolvaidazo
CMV-specificnih celic T oznaceno
protitelo
l V plazmi s testom ELISA
‘D T RS T doloé¢imo koncentracijo IFN-y
g 13.97% i 1.5: '
e 3 [Z] L |
TR
Anti-IFN-y PE Tetramer-PE

Stetje antigen-specificnih celic T s pretocnim citometrom fit::i eﬁ;:ll'.::l,e k]i}';?_-{ isnc;::fi:::nl::;ﬁ: S

Slika 4: Primerjava razli¢nih testov za ugotavljanje CMV-specifi¢nega T-celi¢nega odziva (Crough in Khanna,
2009: 87). (A in B) PBMC ali polno kri inkubiramo s sinteti¢énimi CMV peptidnimi epitopi ali z MHC-
peptidnimi tetrameri. Po inkubaciji te celice analiziramo s pomodjo preto¢ne citometrije za zaznavanje antigen-
specificnih celic T. (B) Pri testu ELISpot PBMC stimuliramo s sinteti¢nimi peptidi. Spros¢en IFN-y se lokalno
ujame na monoklonska protitelesa, nanesena na plos¢ico, barvno reakcijo pa dobimo po dodatku sekundarnih
protiteles, oznaenih s hrenovo peroksidazo, in substrata. S pomo¢jo programske opreme analiziramo spro$éeni
IFN-y. (D) Pri testu QuantiFERON-CMV se polno kri odvzame v tri epruvete: NIL, ANTIGEN in MITOGEN.
Po inkubaciji pri 37 °C v plazmi dolo¢imo raven spro$¢enega IFN-y z encimskoimunskim testom ELISA.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khanna%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19136435
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Preglednica 2: Primerjava razli¢nih testov za spremljanje CMV-specifi¢nega T-celi¢nega odziva (Kotton in
sod., 2013: 339)

Test Prednosti Omejitve Napoved Napoved
viremije bolezni
ICS - Za test se uporablja polna kri, | -  Uporaba preto¢nega | Da Da
potrebna je majhna koli¢ina citometra;
krvi (1 mL) ali PBMC; - nistandardiziran.
- kratek inkubacijski ¢as;
- rezultati so na voljo v roku 8
ur;
- identifikacija CD4* in CD8* T-
celic;
- ni potrebno poznati HLA tipa;
- kvantitativni in kvalitativni
test.
QuantiFERON- | -  Zatest se uporablja polna kri, - Meri le odziv CD8* | Da Da
CcmMv potrebna majhna koli¢ina krvi T-celic;
(Qiagen) (3 mL); - obcutljiv na
- enostavna izvedba; limfopenijo;
- rezultati navoljo v 3040 urah; | -  nekateri tipi HLA
- lahko se izvede v vsakem niso zajeti v testu.
diagnosti¢nem centru.
ELISpot - ldentifikacija CD4*/CD8* celic | -  Potrebna izolacija Da Da
T; PBMC iz velike
- ni nujno potrebno poznati HLA koli¢ine krvi (vsaj
tipa; 10 mL);
- rezultati so na voljo v 30-40 - ne moremo
urah. razlikovati med
CD4* in CD8* T-
celicami;
- ni standardiziran.
Test - Hiter test (1-2 uri); - Meri le odziv CD8* | Ne, lev Ne
oznalevanje z | -  zatestse uporablja polna kri, T-celic; kombinaciji s
MHC tetrameri potrebna je majhna koli¢ina - uporaba preto¢nega | funkcionalnimi
krvi (0.5-1 mL) ali PBMC. citometra; ali fenotipskimi
- jeHLA in epitop oznacevalci.
specificen;
- ni standardiziran.
2.7 ZDRAVLIJENJE CMV OKUZB PRI BOLNIKIH PO PRESADITVI CVRSTIH
ORGANOV
2.7.1 Preventivno zdravljenje

Z uvedbo strategij za prepreevanje okuzb in bolezni, ki jih povzro¢a CMV pri bolnikih po
presaditvah, so se bistveno zmanjSali tako posredni kot tudi neposredni ucinki okuzb. Za
prepreéevanje CMV-okuzb se obicajno uporabljata dve glavni strategiji: (i) univerzalna
profilaksa (angl. universal prophylaxis) in (ii) predbolezensko zdravljenje (angl. preemptive
therapy) (Kotton in sod., 2013). Preventivni naéin zdravljenja je treba prilagoditi glede na
obseg imunosupresije, tveganje za reaktivacijo latentnega CMV in primernost uporabljenega
protivirusnega zdravila (Schottstedt in sod., 2010).
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2.7.2 Univerzalna profilaksa

Pri presaditvah ¢vrstih organov je profilakti¢no zdravljenje vse bolj pogosto (Schottstedt in
sod., 2010). Pri tem nacinu zdravljenja se z aplikacijo protivirusnih zdravil obi¢ajno za¢ne
takoj oz. zelo zgodaj po presaditvi in traja od 3 do 6 mesecev. Za tak nacin zdravljenja se
najveckrat odloc¢ijo pri posameznikih, ki imajo najvecje tveganje za pojav CMV-okuzb
(Kotton in sod., 2013). Dolgotrajna profilaksa pa je povezana z razvojem rezistence na
protivirusna zdravila, s pojavom zakasnjenega CMV-specificnega T-celi¢nega imunskega
odziva in posledi¢no s pozno CMV-boleznijo (Motta in Martins, 2008).

2.7.3 Predbolezensko zdravljenje

Predbolezensko zdravljenje pomeni aplikacijo protivirusnega zdravila v ¢asu poveCanega
tveganja za nastanek bolezni, vendar pred simptomatsko boleznijo (Gandhi in Khanna,
2004). Pri tem tipu zdravljenja je potrebno redno laboratorijsko spremljanje CMV pp65
antigenemije ali CMV DNA v rednih ¢asovnih presledkih za odkrivanje zgodnjega virusnega
pomnozevanja (Tan, 2014). Ko virusno pomnozevanje doseze dolo¢eno mejo, se zacne s
protivirusnim zdravljenjem. S tem se prepre¢i napredovanje v klinicno bolezen. Zaradi
variabilnosti med diagnosti¢nimi testi, mejna vrednost, pri kateri se za¢ne s protivirusnim
zdravljenjem, ni dolo¢ena. Pri D+/P- skupini bolnikov se z zdravljenjem pri¢ne ze pri zelo
nizkih vrednostih, saj je pri vi§jih mejnih vrednostih tveganje za pojav hujsih oblik bolezni
in rezistence vecje (Kotton in sod., 2013).

Prednosti predbolezenskega zdravljenja so: (i) niZja pojavnost pozne CMV-bolezni, (ii)
ciljno delovanje zdravil, (iii) zmanjSanje toksi¢nih uc¢inkov zdravil in (iv) zmanjSanje
stroskov zdravljenja. Glavna slabost tovrstnega zdravljenja pa je, da z njim ne prepre¢imo
posrednih uéinkov okuzbe s CMV (Kotton in sod., 2013).

2.7.4 Hibridni pristop

Stevilni transplantacijski centri uporabljajo hibridni pristop, pri katerem se s
predbolezenskim nac¢inom spremljanja za¢ne po zakljucku profilaktiénega zdravljenja.
Pristop se uporablja pri bolnikih z visokim tveganjem za nastanek pozne CMV-bolezni
(Kotton in sod., 2013).

2.71.5 Zdravljenje CMV-bolezni

Protivirusna zdravila, ki so trenutno na voljo za preprecevanje okuzbe s CMV ali za
zdravljenje CMV-bolezni, so ganciklovir, valganciklovir, aciklovir, valaciklovir, cidofovir
in foskarnet. Vsi zavirajo delovanje CMV DNA polimeraze in posledicno pomnoZzevanje
CMV. Aplikacija je obi¢ajno intravenska (Schottstedt in sod., 2010), valganciklovir pa je
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mogoce aplicirati tudi peroralno, kar je preprosteje za bolnika in terapevta (Kotton in sod.,
2013).

2.7.6 Cepljenje

Razvoj cepiva proti CMV ima visoko prioriteto (Schottstedt in sod., 2010). Trenutno se
razvija ve¢ tipov cepiv, nobeno pa trenutno ni na voljo za rutinsko klini¢no uporabo
(Griffiths in sod., 2013). Cepiva v raziskavah so: (i) zivo oslabljeno (sev Towne) (Gandhi in
Khanna, 2004), (ii) himerno Zivo cepivo, sestavljeno iz Towne seva (ovojnica), ki vsebuje
segmente manj oslabljenega Toledo seva CMV (Heineman in sod., 2006), (iii) podenotno
(CMV gB) (Schleiss, 2009), (iv) vektorsko cepivo (kot vektor se uporablja kanarckov
poxvirus ali alfavirus s CMV gB (Bernstein in sod., 2002) in/ali pp65 (Bernstein in sod.,
2009)), in (v) pp65/ gB DNA cepivo (plazmidna DNA) (Kharfan-Dabaja in sod., 2012).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL
3.1.1 Bolniki

V raziskavo smo vkljuéili devet bolnikov iz Centra za transplantacijo ledvic Univerzitetnega
klini¢nega centra Ljubljana, ki so prestali presaditev ledvice. Trije od devetih bolnikov so
bili pred presaditvijo CMV-seronegativni, zato smo jih iz $tudije izklju¢ili. Sest bolnikov
(pet moskih in ena Zenska, stari med 30 in 64 let, v povprecju 48 let) smo spremljali v
obdobju od januarja do maja 2016 pred presaditvijo in nato enkrat mese¢no do tri mesece po
presaditvi. Skupaj smo v laboratorij prejeli 16 vzorcev krvi za spremljanje CMV-
specifi¢nega odziva CD8" celic T s testom QuantiFERON-CMYV. Vsi bolniki so v ¢asu
spremljanja prejemali imunosupresivno terapijo (takrolimus, mofetilmikofenolat) in
protivirusno zdravljenje (valganciklovir). Vsi bolniki so prejeli organ CMV-seropozitivnega
darovalca (D+/P+). Za primerjavo med preiskavama QuantiFERON-CMYV in koncentracijo
CMV DNA smo uporabili ostanke rutinskih diagnosti¢nih vzorcev devetih naklju¢no
izbranih bolnikov.

V raziskavo smo vkljucili tudi deset zdravih posameznikov, od tega dva moska in osem
zensk, starih med 24 in 59 let (v povprecju 37 let), ki smo jim odvzeli vensko kri za dolo¢anje
CMV-specificnega T-celiénega odziva s testom QuantiFERON-CMV ter za dolocitev
CMV-serostatusa.

Raziskava je bila iz eti¢nega vidika neoporecna, zato nam je Komisija Republike Slovenije
za medicinsko etiko dne 14. 4. 2015 zanjo izdala soglasje §t. 101/04/14. Za sodelovanje v
raziskavi so preiskovanci privolili s podpisom.

3.1.2 Test QuantiFERON-CMV

Za dolocanje CMV-specific¢ne celi¢no posredovane imunosti pri bolnikih smo uporabili test
QuantiFERON-CMV v skladu z navodili proizvajalca.

Primeren vzorec za dolocanje IFN-y z encimskoimunskim testom (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA) je polna kri pacienta, odvzeta v tri epruvete — NIL, CMV
ANTIGEN in MITOGEN.

Za izvedbo testa smo potrebovali:

e QuantiFERON-CMYV testni komplet za odvzem krvi (Qiagen, Nemcija), ki vsebuje
tri epruvete:
- NIL ali negativna kontrola (siv zamasek) vsebuje heparin in sterilen fosfatni
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3.1.3

3131

pufer,

- CMV ANTIGEN (moder zamasek) vsebuje mesanico 22 CMV peptidov iz
razli¢cnih CMV proteinov,
MITOGEN ali pozitivna kontrola (vijoli¢ast zamasek) vsebuje
fitohemaglutinin.

Za izvedbo testa ELISA smo uporabili testni komplet QuantiFERON-TB Gold
ELISA ali QuantiFERON-CMV ELISA (Qiagen, Nemcija), Ki je vseboval:
- 24 stripov z 8 vdolbinicami,
- standardni humani IFN-y (liofiliziran),
- redCitveni pufer (zelena raztopina),
- koncentrat konjugata (100-krat koncentriran, liofiliziran),
- spiralni pufer (20-krat koncentriran),
- raztopino encimskega substrata,
- raztopino za blokiranje encimov.
centrifugo,
spiralec mikrotitrskih ploscic,
inkubator s temperaturo 37 °C,
hladilnik s temperaturo 2—8 °C ali zamrzovalnik s temperaturo -30 °C,
vrti¢ni meSalnik,
¢italnik mikrotitrskih plos¢ s filtrom 450 nm in z referencnim filtrom od 620 do 650
nm,
racunalnik z nalozeno ustrezno programsko opremo QuantiFERON-CMV Analysis
Software (Ver. 3.03).

Serologija

Dolocanje protiteles 1gG proti CMV

Za dolo¢anje CMV-specifi¢nih protiteles 1gG pri zdravih kontrolah in prejemnikih ¢vrstih
organov smo uporabili test DiaSorin Liaison CMV IgG (Dia-Sorin, ltalija) v skladu z
navodili proizvajalca. Primeren vzorec za dolo¢anje CMV-specifi¢nih protiteles 1gG je krvni
serum ali krvna plazma.

Za izvedbo testa smo potrebovali:

analizator LIAISON (Dia-Sorin, ltalija),
vrtiéni mesSalnik,
hladilnik s temperaturo 2—8 °C ali zamrzovalnik s temperaturo -30 °C
integral, ki za 100 reakcij vsebuje:
- magnetne delce — magnetni delci so obdani z inaktiviranim CMV antigenom
(sev AD 169), dodani so tudi goveji serumski albumin (angl. bovine serum
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albumin — BSA), fosfatni pufer in natrijev azid,

kalibrator 1 — vsebuje humani serum/plazmo z nizko koncentracijo CMV
protiteles 1gG, BSA, fosfatni pufer, biocid ProClin® 300 in inertno rumeno
barvilo,

kalibrator 2 — vsebuje humani serum/plazmo z visoko koncentracijo CMV
protiteles 1gG, BSA, fosfatni pufer, biocid ProClin® 300 in inertno modro
barvilo,

redcitveni pufer — vsebuje BSA, kazein, fosfatni pufer, biocid ProClin® 300
in inertno modro barvilo,

konjugat — vsebuje miSja monoklonska protitelesa proti humanim
protitelesom 1gG, ki so konjugirana z derivatom izoliuminola, BSA, fosfatni
pufer, biocid ProClin® 300 in konzervanse,

LIAISON® CMV IgG Il kontrole (negativna in pozitivna kontrola),

reagente za spiranje,

vzbujevalne reagente.

3.1.3.2  Dolocanje protiteles IgM proti CMV

Za dolocanje CMV-specifi¢nih protiteles IgM pri zdravih kontrolah in prejemnikih ¢vrstih
organov smo uporabili test DiaSorin Liaison CMV IgM (Dia-Sorin, Italija) v skladu z
navodili proizvajalca. Primeren vzorec za dolo¢anje CMV-specifi¢nih protiteles IgM je
krvni serum ali krvna plazma.

Za izvedbo testa smo potrebovali:
e analizator LIAISON (Dia-Sorin, ltalija),
e vrti¢ni meSalnik,
e hladilnik s temperaturo 2—8 °C ali zamrzovalnik s temperaturo -30 °C,
e integral, ki za 100 reakcij vsebuje:

magnetne delce — magnetni delci so obdani z inaktiviranim CMV antigenom
(sev AD 169), dodani so tudi BSA, fosfatni pufer in natrijev azid,

kalibrator 1 — vsebuje humani serum/plazmo z nizko koncentracijo CMV
protiteles IgM, BSA, fosfatni pufer, biocid ProClin® 300 in inertno rumeno
barvilo,

kalibrator 2 — vsebuje humani serum/plazmo z visoko koncentracijo CMV
protiteles IgM, BSA, fosfatni pufer, biocid ProClin® 300 in inertno modro
barvilo,

pufer A — vsebuje kozja protitelesa IgG proti humanim protitelesom IgG,
kozji serum, BSA, fosfatni pufer, biocid ProClin® 300 in inertno modro
barvilo,

konjugat — vsebuje miSja monoklonska protitelesa proti humanim
protitelesom 1gM, ki so konjugirana z derivatom izoliuminola, nespecifi¢na
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protitelesa 1gG (misja poliklonska protitelesa), BSA, fosfatni pufer, biocid
ProClin® 300 in konzervanse,

- LIAISON® CMV IgM II kontrole (negativna in pozitivna kontrola),

- reagente za spiranje,
vzbujevalne reagente.

3.2 METODE
3.2.1 Test QuantiFERON-CMV

3.211 Odvzem krvi

V vsako epruveto (NIL, ANTIGEN in MITOGEN) smo zbrali 0,8-1,2 mL venozne krvi —
do ¢rne indikatorske Crte na stranskem robu etikete. Takoj po odvzemu krvi sSmo epruvete
10-krat stresli tako, da se je celotna notranja povrsSina epruvete prekrila s krvjo. To omogoca
raztapljanje antigenov, ki so naneseni na steno epruvet. Epruvete je potrebno v najkrajsem
moznem casu, obvezno pa v 16 urah po odvzemu krvi, prenesti v inkubator (37 °C). Vzorcev
se ne sme shranjevati v hladilniku ali zamrzovalniku.

Ko smo v laboratorij sprejeli komplet treh epruvet, smo jih Se enkrat dobro premesali.
Epruvete smo inkubirali v stoje¢em polozaju preko no¢i oz. od 16 do 24 ur pri 37 °C. Po
inkubaciji smo vzorce centrifugirali 15 minut pri 2500 RCF (angl. relative centrifugal force)
(priporoc¢eno s strani proizvajalca pri 2000-3000 RCF), s pomocjo pipete smo odvzeli krvno
plazmo in izvedli test ELISA. V kolikor vzorcev nismo analizirali takoj, smo jih shranili v
hladilniku pri temperaturi od 2 do 8 °C do najvec 28 dni, za daljSe shranjevanje pa Smo jih
shranili pri temperaturi, nizji od -20 °C.

3.21.2 Izvedba testa ELISA

e Vsivzorci plazme in reagentov z izjemo 100-kratnega koncentrata konjugata morajo
pred uporabo doseci sobno temperaturo (od 17 do 27 °C).

e Ob odprtju novega kompleta smo standard in 100-kratni koncentrat konjugata
rekonstruirali z ustrezno koli¢ino deionizirane ali destilirane vode, kar je navedeno
na etiketi steklenick. Steklenicke smo previdno premesali (minimalno penjenje) in
preverili, da se je vsebina popolnoma raztopila.

e Pred izvedbo testa smo vse reagente in vzorce krvne plazme dobro premesali.

eV stirih epruvetah smo pripravili standarde S1, S2, S3 in S4. V vse $tiri epruvete SM0
dodali 150 uL redc¢itvenega pufra (zelena raztopina). Nato Smo v epruveto S1 dodali
150 pL standarda in dobro premesali. 50 uL raztopine smo prenesli iz S1 v S2 in
dobro premesali. 50 pL raztopine smo prenesli iz S2 v S3 in dobro premesali. S4 je
standard, ki vsebuje le redc¢itveni pufer (nicelni standard).
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V red¢itvenem pufru smo pripravili ustrezno koli¢ino konjugata v razmerju 1 : 100.
Plazmo smo dobro premesali, da se IFN-y dobro in enakomerno porazdeli v vzorcu.
V red¢itvenem pufru smo razred¢ili plazmo CMV-ANTIGENA in MITOGENA v
razmerju 1 : 10 (10 puL plazme CMV-ANTIGENA / MITOGENA v 90 uL
red¢itvenega pufra), nicelne plazme ne red¢imo.

V vse vdolbinice smo dodali 50 puL konjugata.

V vdolbinice v 1. in 2. stolpcu v vrsticah A-D smo dodali 50 pL standardov (v dveh
ponovitvah).

V ostale vdolbinice smo dodali 50 pL vzorcev v vrstnem redu: NIL, CMV-
ANTIGEN, MITOGEN, CMV-ANTIGEN red¢itev 1/10 in MITOGEN redcitev
1/10.

Plos¢ice smo dobro premesali, jih prekrili in inkubirali na sobni temperaturi 120
minut.

Po inkubaciji smo vdolbinice 6-krat sprali s 400 puL spiralnega pufra.

Vdolbinice smo dobro osusili in nato smo v vsako vdolbinico dodali 100 pL substrata
in dobro premesali.

Plos¢ico smo pokrili in jo v temi pri sobni temperaturi inkubirali 30 minut.

Po inkubaciji smo v vsako vdolbinico dodali 50 puL raztopine za blokiranje encimov
in dobro premesali.

S ¢italnikom za mikrotitrske plos¢ice smo izmerili opticno gostoto (OD) vsake
vdolbinice v roku 5 minut po dodajanju raztopine za blokiranje encimov. Pri tem smo
uporabili filter 450 nm in referen¢ni filter 635 nm (priporoceno s strani proizvajalca
med 620 in 650 nm).

Vrednosti OD smo vnesli v racunalniski program QuantiFERON-CMV Analysis
Software (Ver. 3.03). Program ovrednoti uspesnost izvedbe testa in poda rezultat kot
pozitiven, negativen ali nedolo€ljiv.

Preglednica 3: Interpretacija rezultatov testa QuantiFERON-CMV

ANTIGEN- MITOGEN- Rezultat QuantiFERON- | Interpretacija rezultatov

NIL [IE/mL] | NIL [IE/mL] CMV

<0,2 >0,5 Nereaktiven Imunost proti CMV ni zaznana.

>0,2 Poljubno Reaktiven Imunost proti CMV zaznana.

<0,2 <05 Nedolo¢ljiv Nedolo¢ljiv rezultat za odzivnost na
CMV (priporo¢amo ponovni odvzem).

1 IE/mL je ekvivalentna 40 pg/mL ¢loveskega IFN-y (Desem in Jones, 1998).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Desem%20N%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20SL%5Bauth%5D
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INKUBACIJA KRVI IN ODVZEM PLAZME
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Takoj po odvzemu krvi epruvete lﬂ-lkral Epruvete je potrebno v najkrajiem Vzarce centrifugiramo 15 minut pri2000 ~ Odvzamemo krvno plazmo in vzorce
stresemo tako, da se celotna notranja moZnem ¢asu, obvezno pa v 16 urah po _ 3000 RCF, ustrezno shranimo.
povriina epruvete prekrije s krvjo. odvzemu krvi, prenesti v inkubator (37 * '

C).

DOLOCANJE KONCENTRACLJE IFN-y § TESTOM ELISA

T

4]
Q\
:

"V vse vdolbinice dodamo 50 = Plostice dobro premesamo in P:;ﬁkrl_bm'ji \'rlnlbinia;rﬁ-hat :{enmn V vsako vdolbinico dod S0pL [praci Mate s
N . 1 . - 3 .!pualngga puira, v viako . s . . v L
pL konjugata in 50 pL inkubiramo na sobni +dolbinico dodamo 100 L. substraa in | F3Zt0pine za blokiranje encimov. | (uandFFRON-CMY Analysis
standardov ali vzorce. temperaturi 120 minut. jo v temi na sobmi temperaturi Izmerimo OD pri 450 nm (620 - ' gofrwrare,
inkubiramo 30 minut. 650 nm referenéni filter)

Slika 5: Postopek izvedbe testa QuantiFERON-CMV (QuantiFERON®-CMV (QF-CMYV) ..., 2013: 19)

3.2.2 Serologija

3.22.1  Dolocanje protiteles 1gG proti CMV

Za dolocanje CMV-specifi¢nih protiteles 1gG pri zdravih kontrolah in prejemnikih ¢vrstih
organov smo uporabili test DiaSorin Liaison CMV IgG (Dia-Sorin, Italija) v skladu z
navodili proizvajalca.

Pred uporabo integrala smo resuspendirali magnetne delce z obra¢anjem kolesca na dnu
posode z magnetnimi delci, dokler se barva suspenzije ni spremenila v rjavo. Prav tako
moramo prepreciti penjenje reagentov, zato smo pred uporabo vse reagente v integralu dobro
pregledali. Po odstranitvi peCatov smo obrisali vrat vsake posodice, da smo s tem odstranili
ostanke tekocine. Nato smo integral vstavili v analizator.

Vzorce smo pred analizo premesali na vrtiénem mesalniku, pregledali in po potrebi odstranili
zra¢ne mehurcke. V kolikor vzorcev nismo analizirali takoj, smo jih shranili v hladilnik pri
temperaturi od 2 do 8 °C do najve¢ 7 dni, za daljSe shranjevanje pa smo vzorce shranili pri
temperaturi, nizji od -20 °C.

Vzorce, oznacene s ¢rtnimi kodami, Smo postavili v stojala. V rac¢unalniskem programu Smo
nato odtipkali kodo vzorcev ter zeleno analizo.

3.2.2.1.1 Princip metode

LIAISON® CMV IgG Il je posredna kvantitativna metoda za dolo¢anje CMV-specifi¢nih
protiteles IgG na podlagi kemiluminiscence (CLIA). CMV antigen je vezan na magnetne
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delce (trdna faza), mi§ja monoklonska protitelesa pa so vezana z derivatom izoluminola
(konjugat). Med prvo inkubacijo se protitelesa v kalibratorju, vzorcu ali kontroli vezejo na
trdno fazo. Med drugo inkubacijo konjugat reagira s CMV-specifi¢nimi protitelesi 1gG, Ki
so se predhodno vezala na trdno fazo. Po vsaki inkubaciji se nevezan material spere med
spiralnim ciklom. Nato se v reakcijsko meSanico doda vzbujevalne reagente, ki inducirajo
kemiluminiscentno reakcijo. Svetlobni signal in posledicno koncentracijo konjugata
protitelo-izoluminol se meri s fotopomnozevalnikom kot relativne svetlobne enote (angl.
relative light units - RLU). Kolic¢ina signala je sorazmerna s koncentracijo prisotnih CMV-
specifi¢nih protiteles 1gG v kalibratorju, vzorcu ali kontroli.

3.2.2.1.2 Interpretacija rezultatov

Analizator avtomatsko izra¢una koncentracijo CMV-specifi¢nih protiteles 1gG, ki jih izrazi
v U/mL.

Obmoc¢je merjenja je od 5,0 do 180 U/mL CMV-specifi¢nih protiteles 1gG. V kolikor
koncentracija CMV-specificnih protiteles 1gG presega obmocje merjenja, lahko vzorec
red¢imo (priporoceno v razmerju 1 : 10) in ga ponovno testiramo. Analizator pri izraunu
uposteva redcitveni faktor.

e Vzorci s koncentracijo CMV-specifi¢nih protiteles 1gG pod 12,0 U/mL se ocenijo
kot negativni.

e Vzorci s koncentracijo CMV-specifi¢nih protiteles IgG med 12,0 in 14,0 U/mL se
ocenijo kot mejni.

e Vzorci s koncentracijo CMV-specifi¢nih protiteles 1gG, ki je enaka ali ve¢ja od
14,0 U/mL, se ocenijo kot pozitivni.

3.2.2.2  Dolocanje protiteles IgM proti CMV

Za dolocanje CMV-specificnih protiteles IgM pri zdravih kontrolah in prejemnikih ¢vrstih
organov smo uporabili test DiaSorin Liaison CMV IgM (Dia-Sorin, Italija) v skladu z
navodili proizvajalca.

Pred uporabo integrala smo resuspendirali magnetne delce z obra¢anjem kolesca na dnu
posode z magnetnimi delci, dokler se barva suspenzije ni spremenila v rjavo. Prav tako
moramo prepreciti penjenje reagentov, zato smo pred uporabo vse reagente v integralu dobro
pregledali. Po odstranitvi pe¢atov smo obrisali vrat vsake posodice, da smo s tem odstranili
ostanke tekocine. Nato smo integral vstavili v analizator.

Vzorce smo pred analizo premesali na vrti¢cnem mesalniku, pregledali in po potrebi odstranili
zra¢ne mehurcke. V kolikor vzorcev nismo analizirali takoj, smo jih shranili v hladilnik pri
temperaturi od 2 do 8 °C do najve¢ 7 dni, za daljSe shranjevanje pa sSmo vzorce shranili pri
temperaturi, nizji od -20 °C.
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Vzorce, oznacene s ¢rtnimi kodami, Smo postavili v stojala. V racunalniskem programu Smo
nato odtipkali kodo vzorcev ter zeleno analizo.

3.2.2.2.1 Princip metode

LIAISON® CMV IgM Il je posredna semikvantitativna metoda za doloanje CMV-
specifi¢nih protiteles IgM na podlagi kemiluminiscence (CLIA). CMV antigen je vezan na
magnetne delce (trdna faza), miS§ja monoklonska protitelesa pa so vezana z derivatom
izoluminola (konjugat). Med prvo inkubacijo se protitelesa v kalibratorju, vzorcu ali kontroli
vezejo na trdno fazo. Med drugo inkubacijo konjugat reagira s CMV-specifi¢nimi protitelesi
IgM, ki so se predhodno vezala na trdno fazo. Po vsaki inkubaciji se nevezan material spere
med spiralnim ciklom. Nato se v reakcijsko meSanico doda vzbujevalne reagente, ki
inducirajo kemiluminiscentno reakcijo. Svetlobni signal in posledi¢no koncentracijo
konjugata protitelo-izoluminol se meri s fotopomnozevalnikom kot RLU. Koli¢ina signala
je sorazmerna s koncentracijo prisotnin CMV-specifi¢nih protiteles IgM v kalibratorju,
vzorcu ali kontroli. Pufer A vsebuje kozja protitelesa 1gG proti ¢loveskim protitelesom IgG,
ki sluzijo kot absorbent za zmanj$anje motnje humanih CMV-specifi¢nih protiteles 1gG ali
revmatoidnih faktorjev.

3.2.2.2.2 Interpretacija rezultatov

Analizator avtomatsko izracuna koncentracijo CMV-specifi¢nih protiteles IgM, ki jih izrazi
v U/mL.
Obmocje merjenja je od 5,0 do 140 U/mL CMV protiteles IgM.
e Vzorci s koncentracijo CMV-specifi¢nih protiteles 1gG pod 18,0 U/mL se ocenijo
kot negativni.
e Vzorci s koncentracijo CMV-specifi¢nih protiteles IgG med 18,0 in 22,0 U/mL se
ocenijo kot mejni.
e Vzorci s koncentracijo CMV-specifi¢nih protiteles 1gG, ki je enaka ali ve¢ja od
22,0 U/mL, se ocenijo kot pozitivni.

3.2.3 Test za dolo¢anje koncentracije CMV DNA

V vzorcih plazme, ki so bili vkljuceni v naso raziskavo, so virusno breme (koncentracijo
CMV DNA) dolo¢ili v Laboratoriju za molekularno mikrobiologijo in diagnostiko
hepatitisov in aidsa (HIV) Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete
Univerze v Ljubljani s testom PCR v realnem ¢asu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan
(Roch, New Jersey).
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3.24 Statisti¢na analiza rezultatov

Za statisti¢no obdelavo podatkov smo uporabili racunalniski program SPSS (angl. Statistical
Package for the Social Sciences) Statistics for Windows (Ver. 22.0, IBM, New York) in
Microsoft Excel 2013 (Microsoft, Washington). Preglednice smo oblikovali s programom
Microsoft Word 2013 (Microsoft, Washington), grafe pa smo oblikovali s programom
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, California).

Ker sta bili spremenljivki koncentracija CMV DNA v plazmi in koncentracija spros¢enega
IFN-y nenormalno porazdeljeni, smo jih analizirali z neparametri¢énim testom Spearmanov
korelacijski koeficient korelacije. Prav tako smo pri nekaterih analizah, kjer je prislo do
velikih razlik med podatki, namesto aritmeti¢ne sredine uporabili mediano.


https://sl.wikipedia.org/wiki/Washington
https://sl.wikipedia.org/wiki/Washington
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4 REZULTATI

4.1 VALIDACUA TESTA

Test QuantiFERON-CMYV ima oznako CE, kar pomeni, da mora proizvajalec zagotoviti
podatke 0 obcutljivosti, specificnosti, natan¢nosti, ponovljivosti in obnovljivosti testa ter
meje zaznavanja (Directive 98/79/EC, 1998). Test ima tudi oznako IVD, kar pomeni, da je
namenjen za uporabo pri diagnostiki bolezni in zdravljenju. Tovrstni testi so namenjeni za
zbiranje, pripravo in pregled vzorcev, ki izhajajo iz ¢loveskega telesa (Pravilnik ..., 2002).

4.1.1 Temeljno testiranje

V sklopu temeljnega testiranja so proizvajalci mejno vrednost za zaznavanje predhodne
izpostavljenosti CMV s testom QuantiFERON-CMV dolocili na podlagi analize rezultatov
v skupini zdravih oseb, pri ¢emer so rezultate testa primerjali s seroloskim testiranjem CMV-
specifi¢nih protiteles 1gG. Na podlagi analize ROC (angl. Receiver Operating Characteristic)
so ugotovili, da se je mejna vrednost 0,04 IE/mL (po odstetju koncentracije nic¢elne epruvete)
izkazala za najbolj u¢inkovito pri uporabi na zdravi populaciji. Primerjava u¢inkovitosti testa
QuantiFERON-CMV s seroloskim testiranjem CMV-specifi¢nih protiteles IgG je pokazala,
da se je test QuantiFERON-CMV pri zdravih osebah v 95 % ujemal s seroloskim testiranjem,
pri ¢emer nih¢e izmed seronegativnih zdravih posameznikov ni kazal reaktivnosti s testom
QuantiFERON-CMV, 90 % seropozitivnih darovalcev pa je imelo reaktiven odziv testa
QuantiFERON-CMV. Splosno pozitivno ujemanje je bilo 90-odstotno, negativno pa 100-
odstotno (QuantiFERON-CMYV Package Insert, 2012).

4.1.2 Prag testa

Priporo¢ena mejna vrednost, ki jo navajajo proizvajalci, je 0,2 IE/mL (po odStetju
koncentracije nicelne epruvete), ¢eprav se lahko pri imunokompromitiranih bolnikih postavi
tudi drugacna mejna vrednost. Razlogi za spreminjanje mejne vrednosti izhajajo iz
temeljenjih imunoloskih razlik med zdravo populacijo in populacijo, za katero ima test
kliniéno uporabnost. To je predvsem pri imunokompromitiranih bolnikih, ki imajo zaradi
imunosupresije povecano tveganje za nastanek simptomatske CMV okuzbe ali bolezni
(QuantiFERON-CMV Package Insert, 2012).

4.1.3 Specifi¢nost in obcutljivost testa

Specificnost testa QuantiFERON-CMV so proizvajalci izracunali z oceno stopnje lazno
pozitivnih rezultatov pri zdravih osebah brez dokazov o predhodni izpostavljenosti CMV
(CMV-seronegativni posamezniki), obcutljivost pa so izracunali z oceno odzivnosti testa
QuantiFERON-CMV pri zdravih osebah z dokazom o predhodni izpostavljenosti CMV
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(CMV-seropozitivni posamezniki). Ker podoben standardni test za diagnozo celi¢no
posredovane imunosti na CMV ne obstaja, analiza obcutljivosti in specifi¢nosti testa
QuantiFERON-CMV prakti¢no ni mogoca (QuantiFERON-CMV Package Insert, 2012).

Pri seronegativnih posameznikih niso zaznali lazno pozitivnih rezultatov testa
QuantiFERON-CMV. Pri seropozitivnih zdravih posameznikih je bila stopnja ujemanja testa
QuantiFERON-CMV s seroloskim testiranjem 80,5-odstotna (QuantiFERON-CMV
Package Insert, 2012).

4.1.4 Podani znotrajtestna in medtestna ponovljivost

Znotrajtestno in medtestno ponovljivost so proizvajalci ocenili s testiranjem vzorcev plazme
z razli¢nimi koncentracijami IFN-y v ve¢ ponovitvah, v razli¢nih laboratorijih, ob razli¢nih
dneh in z razlicnimi operaterji. Ponovljivost so podali s povpre¢jem odstotka koeficienta
variacije (v nadaljevanju % CV) (QuantiFERON-CMYV Package Insert, 2012).

Pri znotrajtestni ponovljivosti se je % CV za vse testirane plazme nahajal na intervalu med
4,1 % in 9,1 %, povpreéna vrednost pa je znasala 6,6 %. Povpreéna vrednost % CV v nicelni
plazmi je znaSala 14,1 %. % CV pri medtestni ponovljivosti se je nahajal na intervalu med
6,6 % in 12,3 %. Povprec¢je % CV je znasalo 8,7 %, povpre¢na vrednost % CV nicelne
plazme pa je znasala 26,1 %. Pri nizkih ocenjenih vrednostih je visja stopnja odklona
pri¢akovana, saj je koncentracija IFN-y nizka, odklon okoli nizke ocenjene koncentracije pa
vedji kot pri vi§jih koncentracijah. Proizvajalci navajajo, da % CV pod 10 % velja za
odli¢nega (QuantiFERON-CMYV Package Insert, 2012).

Prav tako so proizvajalci preverili ponovljivost diagnostiénega statusa testa (tj. reaktiven,
nereaktiven in nedolocljiv) pri posameznikih, kjer so kri odvzeli v tri epruvete (NIL,
ANTIGEN in MITOGEN). Plazme so testirali v razli¢nih laboratorijih. Ugotovili so, da je
ponovljivost testa 100-odstotna (QuantiFERON-CMYV Package Insert, 2012).

4.15 Testirana znotrajtestna ponovljivost

V nasi raziskavi Smo preverili znotrajtestno ponovljivost rezultatov testa QuantiFERON-
CMV. Med vzorci smo naklju¢no izbrali tri, ki smo jih znotraj testa ponovili v treh
paralelkah. Prav tako smo v preverjanje znotrajtestne ponovljivosti v test vkljucili tudi
komercialno dostopno kontrolo Za izracun znotrajtestne ponovljivosti pri vzorcih in
kontrolah smo uporabili koncentracije spros¢enega IFN-y iz antigenske epruvete po odstetju
koncentracije nic¢elne epruvete. % CV rezultatov se je nahajal v intervalu med 2,2 % in 5,0
%, povprecni % CV rezultatov pa je znasal 3,8 % (preglednica 4).



42
Pohar K. Dolo¢anje T-celi¢nega imunskega odziva proti citomegalovirusu pri bolnikih po presaditvi organov.

Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

Preglednica 4: Znotrajtestna ponovljivost rezultatov testa QuantiFERON-CMV pri treh nakljuéno izbranih
vzorcih in komercialno dostopni kontroli

Vzorec Povprecje sproscenega IFN-y | % CV
[1IE/mL]
A 6,06 3,8
B 0,45 2,2
c 2,15 50
Komercialno dostopna kontrola | 0,85 4,2
Povprecje % CV 3,8
4.1.6 Testirana medtestna ponovljivost

Zeleli smo dologiti tudi medtestno ponovljivost rezultatov testa QuantiFERON-CMYV. Med
vzorci smo nakljuéno izbrali tri, ki smo jih med razli¢nimi testi Stirikrat ponovili. Za
dolo¢anje medtestne ponovljivosti smo v test vkljuéili tudi komercialno dostopne kontrole.
Primerjali smo, ali se variabilnost med vzorci in kontrolami razlikuje. Vzorce se namre¢ —
za razliko od kontrol — veckrat odmrzne in zamrzne. Za izracun medtestne ponovljivosti pri
vzorcih in kontrolah smo uporabili izracun spros¢enega IFN-y iz antigenske epruvete po
odstetju koncentracije ni¢elne epruvete. Variabilnost rezultatov je za vzorce znasala med 5,6
% in 15,3 %, skupna variabilnost je bila 11,9 % (podatki v preglednici 5). % CV rezultatov
kontrol se je nahajal na intervalu med 2,2 % in 7,5 %, povprecni % CV pa je znasal 5,4 %
(podatki v preglednici 6).

Preglednica 5: Medtestna ponovljivost rezultatov testa QuantiFERON-CMYV pri treh nakljuéno izbranih
vzorcih

Vzorec Povprecje sproscenega IFN-y % CV
[IE/mL]

D 3,20 14,8

E 1,53 5,6

F 6,29 15,3

Povprecje % CV 11,9

Preglednica 6: Medtestna ponovljivost rezultatov testa QuantiFERON-CMV pri komercialno dostopnih
kontrolah

Komercialno Povpredje sproscenega IFN-y % CV
dostopne kontrole | [IE/mL]

K1 1,03 75
K2 0,60 6,7
K3 0,96 2,2
Povpredje % CV 54
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4.1.7 Dolo¢anje T-celi€énega imunskega odziva proti CMV pri seronegativnih in
seropozitivnih zdravih osebah

Za dolo¢anje CMV-specifi¢cnega T-celicnega imunskega odziva pri CMV-seronegativnih in
CMV-seropozitivnih zdravih osebah smo rezultate testa QuantiFERON-CMV primerjali z
rezultati seroloskega testiranja pri desetih zdravih posameznikih. Izmed teh so bili Stirje
seronegativni, Sest pa je bilo seropozitivnih. Nih¢e od posameznikov ni imel pozitivhega
rezultata seroloskega testiranja CMV-specificnih protiteles IgM (>18 U/mL), prav tako
nih¢e ni imel nedolocljivega rezultata testa QuantiFERON-CMV (ANTIGEN-NIL < 0,2
IE/mL; MITOGEN-NIL <0,5).

Vsi CMV-seronegativni zdravi posamezniki (4/4; 100 %) so imeli nereaktiven rezultat testa
QuantiFERON-CMV (ANTIGEN-NIL < 0,2 IE/mL). Raven spros¢enega IFN-y se je pri teh
bolnikih gibala med 0,00 IE/mL in 0,01 IE/mL (mediana 0,00 IE/mL).

Izmed Sestih CMV-seropozitivnih zdravih posameznikov sta imela dva (33 %) nezaznaven
0dziv IFN-y s testom QuantiFERON-CMV (ANTIGEN-NIL < 0,2 IE/mL). Pri obeh je bila
raven sproS¢enega IFN-y 0,03 IE/mL. Preostali seropozitivni posamezniki (4/6; 67 %) pa so
imeli zaznaven odziv IFN-y s testom QuantiFERON-CMV (ANTIGEN-NIL > 0,2 IE/mL).
Raven sproscenega IFN-y se je pri teh posameznikih gibala med 0,57 IE/mL in 3,06 IE/mL
(mediana 1,73 IE/mL), mediana za vse seropozitivne posameznike pa je znasala 0,59 IE/mL.

Preglednica 7: Primerjava seroloskega testiranja proti CMV in koncentracije spros¢enega IFN-y, merjene s
testom QuantiFERON-CMV pri seronegativnih zdravih posameznikih

Vzorec Emc[?/trﬁ_c]ija :Slt\(/alrpretacija :(gtglc[gr}tmral_c]ija :Sgrpretacija IFN-y [IE/mL] | Interpretacija

1 <18 NEGATIVNO <12 NEGATIVNO 0,01 NEREAKTIVEN

2 <18 NEGATIVNO <12 NEGATIVNO 0,00 NEREAKTIVEN

3 <18 NEGATIVNO <12 NEGATIVNO 0,00 NEREAKTIVEN

4 <18 NEGATIVNO <12 NEGATIVNO 0,00 NEREAKTIVEN
Mediana 0,00

Preglednica 8: Primerjava seroloskega testiranja proti CMV in koncentracije spro$¢enega IFN-y, merjene s
testom QuantiFERON-CMV pri seropozitivnih zdravih posameznikih

Vzorec Emc[?/trl"]al_c]ija :Slt\cjlrpretacija Ec()}nt{ar};:aljija :Sgerpretacija IFN-y [IE/mL] Interpretacija
5 <18 NEGATIVNO 39,90 POZITIVNO 0,03 NEREAKTIVEN
6 <18 NEGATIVNO 39,00 POZITIVNO 0,60 REAKTIVEN
7 <18 NEGATIVNO 64,70 POZITIVNO 3,06 REAKTIVEN
8 <18 NEGATIVNO 126,00 POZITIVNO 0,57 REAKTIVEN
9 <18 NEGATIVNO 111,00 POZITIVNO 2,85 REAKTIVEN
10 <18 NEGATIVNO 155,00 POZITIVNO 0,03 NEREAKTIVEN
Mediana 0,59
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Slika 6: Primerjava CMV-specifi¢nega T-celi¢nega imunskega odziva med CMV-seropozitivhimi in CMV-
seronegativnimi zdravimi posamezniki. Pri §tirih CMV -seronegativnih in §estih CMV-seropozitivnih zdravih
posameznikih smo dolo¢ili CMV-specifi¢ni T-celi¢ni imunski odziv s testom QuantiFERON-CMV. Rezultati
prikazujejo primerjavo vrednosti spro$¢enega IFN-y [IE/mL] med CMV-seropozitivhimi zdravimi
posamezniki in CMV-seronegativnimi zdravimi posamezniki. Crta predstavlja mediano.

4.1.8 T-celi¢ni imunski odziv pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov

Z namenom ugotoviti, ali se pri CMV-seropozitivnih bolnikih ohrani mo¢an T-celi¢ni
imunski odziv tudi po presaditvi ¢vrstih organov, smo v raziskavo vkljucili 9 bolnikov iz
Centra za transplantacijo ledvic Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana. Odziv IFN-y
smo s testom QuantiFERON-CMV spremljali pred presaditvijo ter enkrat mese¢no od enega
do tri mesece po presaditvi na povpre¢no 35 dni (od 16 do 56 dni).

Trije od devetih bolnikov so bili pred presaditvijo seronegativni in niso imeli zaznavnega T-
celi¢énega imunskega odziva (ANTIGEN-NIL < 0,2 IE/mL), zato smo jih iz §tudije izkljucili.
Noben od bolnikov pred presaditvijo ni imel nedolo¢ljivega rezultata testa QuantiFERON-
CMV. Ostali bolniki so bili seropozitivni in so imeli pred presaditvijo reaktiven rezultat testa
QuantiFERON-CMV. Mediana spros¢enega IFN-y pred presaditvijo je pri teh bolnikih
zna$ala 7,28 IE/mL. Vrednosti sprosé¢enega IFN-y so se gibale med 5,41 in 54,86 IE/mL.

V prvem mesecu po presaditvi so vsi seropozitivni bolniki ohranili T-celi¢ni imunski odziv,
saj se je pri vseh bolnikih ohranila vrednost spros¢enega IFN-y po stimulaciji s CMV peptidi
nad 0,2 IE/mL. Mediana sproscenega IFN-y je bila 24,50 IE/mL, vrednosti sprosc¢enega IFN-
v so se gibale med 0,76 in 42,27 |IE/mL. Pri tirih bolnikih smo v prvem mesecu po presaditvi
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opazili povecanje koncentracije spros¢enega IFN-y (20 %, 28 %, 206 % in 380 %), pri dveh
pa je prislo do zmanjSanja le-te (86 % in 23 %).

Dva bolnika smo lahko spremljali dlje ¢asa — tri mesece po presaditvi. Oba bolnika sta tudi
v drugem mesecu ohranila T-celi¢ni imunski odziv, mediana spros¢enega IFN-y je znaSala
4,98 IE/mL (vrednosti med 2,32 in 7,72 IE/mL). Odziv se je ohranil tudi v tretjem mesecu
po presaditvi. Mediana spro$¢enega IFN-y pa je znaSala 11,37 (vrednosti med 2,99 in 19,75
IE/mL).

Preglednica 9: Spremljanje T-celi¢nega imunskega odziva proti CMV pri CMV-seropozitivnih bolnikih pred
in po presaditvi ¢vrstih organov s testom QuantiFERON-CMV

Odvzem | Pred presaditvijo 1 mesec po | 2 meseca po | 3 mesece po

Bolnik presaditvi presaditvi presaditvi
1 (IFN-=y [IE/mL]) 7,63 9,19 7,72 19,75

2 (IFN-y [IE/mL]) 5,41 0,76 2,23 2,99

3 (IFN-y [IE/mL]) 54,86 42,27 ni podatka ni podatka

4 (IFN-y [IE/mL]) 29,79 38,17 ni podatka ni podatka

5 (IFN-y [IE/mL]) 6,92 21,19 ni podatka ni podatka

6 (IFN-y [IE/mL]) 5,79 27,81 ni podatka ni podatka
Mediana 7,28 24,50 4,98 11,37
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Slika 7: CMV-specificni T-celiéni imunski odziv, merjen s testom QuantiFERON-CMV pri CMV-
seropozitivnih bolnikih pred in po presaditvi ledvic. Pri $estih seropozitivnih bolnikih smo dolo¢ili T-celi¢ni
imunski odziv pred in po presaditvi s testom QuantiFERON-CMV. Pri vseh bolnikih se je tekom spremljanja
T-celi¢ni odziv ohranil (> 0,2 IE/mL). Pri §tirih bolnikih se je T-celini odziv v prvem mesecu spremljanja
povecal, pri dveh pa je prislo do njegovega zmanjsanja.

4.1.9 Dolocanje T-celicnega imunskega odziva proti CMV pri bolnikih z visokim
CMV virusnim bremenom

Zanimalo nas je, ali imajo bolniki z ve¢jim CMV virusnim bremenom prisoten mo¢ne;jsi T-
celi¢ni imunski odziv. Za testiranje te hipoteze smo v raziskavo vkljucili ostanke rutinskih
diagnosti¢nih vzorcev devetih naklju¢no izbranih bolnikov po presaditvi ledvic, pri katerih
smo vzporedno dolo¢ili koncentracijo CMV DNA v plazmi in T-celi¢ni imunski odziv s
testom QuantiFERON-CMV. Vklju¢ili smo tri testirane bolnike, ki so imeli nizko
koncentracijo CMV DNA v plazmi (<137), tri testirane bolnike, ki so imeli koncentracijo
CMV DNA v plazmi med 137 in 1000 kopij/mL, in tri testirane bolnike, ki so imeli
koncentracijo CMV DNA v plazmi nad 1000 kopij/mL. Med izbranimi bolniki je bilo 6
moskih in 3 Zenske s povprecno starostjo 51 let.
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Preglednica 10: T-celi¢ni imunski odziv proti CMV, merjen s testom QuantiFERON-CMV pri bolnikih z nizko
koncentracijo CMV DNA v plazmi

Vzorec IFN-y [IE/mL] | Rezultat CMV DNA
[kopij/mL]

1 3,04 REAKTIVEN | 0

2 25,16 REAKTIVEN | <137

3 3,90 REAKTIVEN | 0

Mediana | 3,90 0

Vsi bolniki, ki so imeli nizko koncentracijo CMV DNA, so imeli reaktiven rezultat testa
QuantiFERON-CMV, vrednosti sproscenega IFN-y so se nahajale v intervalu med 3,9 in
25,16 IE/mL (mediana je znasala 3,90 IE/mL). Vrednosti koncentracij CMV DNA so bile
med 0 in 137 kopij/mL (srednja vrednost je znasala 0 kopij/mL).

Preglednica 11: T-celi¢ni imunski odziv proti CMV, merjen s testom QuantiFERON-CMV pri bolnikih s
koncentracijo CMV DNA v plazmi med 137 in 1000 kopij/mL

Vzorec IFN-y Rezultat CMV DNA
[IE/mL] [kopij/mL]

4 0,01 NEDOLOCLIJIVO | 220

5 7,73 REAKTIVEN 380

6 2,02 REAKTIVEN 377

Mediana | 2,02 377

Pri bolnikih, ki so imeli koncentracijo CMV DNA med 137 in 1000 kopij/mL, je imel eden
izmed bolnikov nedoloc¢ljiv rezultat testa QuantiFERON-CMV, ostala dva pa reaktiven
rezultat. Mediana izlo¢enega IFN-y v antigenski epruveti je znasala 2,02 IE/mL, vrednosti
so se gibale med 0,01 in 7,73 IE/mL. Vrednosti koncentracij CMV DNA so bile med 220 in
380 kopij/mL (srednja vrednost je znasala 377 kopij/mL).

Preglednica 12: T-celi¢ni imunski odziv proti CMV, merjen s testom QuantiFERON-CMV pri bolnikih s
koncentracijo CMV DNA v plazmi nad 1000 kopij/mL

Vzorec IFN-y Rezultat CMV DNA
[1E/mL] [kopij/mL]

7 0,00 NEDOLOCLJIVO | 35.700

8 0,08 NEDOLOCLIJIVO | 1.310.000

9 0,00 NEDOLOCLJIVO | 1.010

Mediana | 0,00 35.700

Pri bolnikih z visoko koncentracijo CMV DNA (>1000 kopij/mL) so imeli vsi bolniki
nedolocljiv rezultat testa QuantiFERON-CMV, vrednosti izlo¢enega IFN-y so se gibale med
0,00 in 0,08 IE/mL (mediana 0,00 IE/mL). Vrednosti koncentracij CMV DNA so bile med
1.010 in 1.310.000 kopij/mL (mediana 35.700 kopij/mL).
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Slika 8: Koncentracija CMV DNA v plazmi [kopij/mL] in spros¢en IFN-y, merjen s testom QuantiFERON-
CMV [IE/mL]. Na ostankih rutinskih diagnosti¢nih vzorcev devetih bolnikov po presaditvi ledvic smo
vzporedno dolocili koncentracijo CMV DNA in T-celi¢ni imunski odziv s testom QuantiFERON-CMV.
Vkljuéili smo tri bolnike, ki so imeli nizko koncentracijo CMV DNA (<137), tri testirane bolnike, ki so imeli
koncentracijo CMV DNA med 137 in 1000 kopij/mL, in tri testirane bolnike, ki so imeli koncentracijo CMV

DNA nad 1000 kopij/mL.

Preglednica 13: Spearmanov korelacijski koeficient povezave med spremenljivkama QuantiFERON-CMV in
CMV DNA v plazmi

Koncentracija Koncentracija
sproscenega CMV DNA
IFN-y
Spearmanov | Koncentracija Koeficient korelacije | 1,000 -0,588
koeficient spros¢enega IFN-y | Statisticna zna&ilnost 0,096
korelacije (dvostranska)
St. enot 9 9
Koncentracija Koeficient korelacije | -0,588 1,000
CMV DNA Statistiéna znaCilnost | 0,096
(dvostranska)
St. enot 9 9

Na podlagi vrednosti Spearmanovega korelacijskega koeficienta ugotovimo, da med
spremenljivkama (koncentracija spros¢enega IFN-y, merjena s testom QuantiFERON-CMV
in koncentracija CMV DNA v plazmi) ni statisticno znacilne povezanosti (p = -0,588, P =
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0,1). Opazili pa smo negativno vrednost Spearmanovega korelacijskega koeficienta, kar
pomeni, da imajo bolniki z vi§jo koncentracijo CMV DNA v povprecju prisoten Sibkejsi
CMV-specifi¢ni T-celi¢ni imunski odziv.
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5 RAZPRAVA

Namen nasSe raziskave je bila uvedba komercialnega testa QuantiFERON-CMYV in dolocitev
T-celi¢nega imunskega odziva proti CMV pri bolnikih pred in po presaditvi ¢vrstih organov,
in sicer s pomoc¢jo komercialnega testa QuantiFERON-CMV. Rezultati so pokazali
primerljive vrednosti % CV naSih rezultatov medtestne in znotrajtestne ponovljivosti s
podatki proizvajalca. Ugotovili smo, da nih¢e od CMV-seronegativnih posameznikov ni
imel zaznavnega CMV-specifi¢nega odziva IFN-y, v skupini CMV-seropozitivnih pa je
imelo 67 % preiskovancev zaznaven odziv IFN-y. Pri CMV-seropozitivnih bolnikih, pri
katerih smo s testom QuantiFERON-CMV spremljali odziv IFN-y pred in po presaditvi, se
je CMV-specifi¢ni T-celi¢ni imunski odziv tekom spremljanja pri vseh bolnikih ohranil. Ob
so¢asnem merjenju koncentracije CMV DNA in CMV-specificnega T-celicnega imunskega
odziva pri bolnikih po presaditvi s testom QuantiFERON-CMV med spremenljivkama ni
bilo statisti¢no znacilne povezanosti.

5.1 VALIDACUA TESTA

V sklopu validacije testa za vpeljavo v rutinsko diagnostiko smo dolo¢ili znotrajtestno in
medtestno ponovljivost rezultatov testa QuantiFERON-CMV med naklju¢no izbranimi
vzorci in komercialno dostopnimi kontrolami. Za izraun znotrajtestne in medtestne
ponovljivosti pri vzorcih in kontrolah smo uporabili koncentracije sprosc¢enega IFN-y iz
antigenske epruvete po odstetju koncentracije nicelne epruvete. Povpre¢ni % CV pri
znotrajtestni ponovljivosti je znasal 3,8 %, povprecni % CV pri medtestni ponovljivosti je
znasal 11,9 %, % CV rezultatov komercialno dostopnih kontrol pa je znasal 5,4 %.

Studij, kjer bi preverjali znotrajtestno in medtestno ponovljivost, nismo zasledili, podatke o
tem pa so zagotovili proizvajalci. Pri znotrajtestni ponovljivosti je v njihovem primeru
povprecni % CV za testirane plazme znasal 6,6 %, pri medtestni ponovljivosti pa 8,7 %.
Proizvajalci navajajo, da % CV za medtestno in znotrajtestno ponovljivost pod 10 % velja
za odli¢nega (QuantiFERON-CMV Package Insert, 2012).

Primerjava nas$ih rezultatov s podatki proizvajalca kaze, da so nase vrednosti pri medtestni
ponovljivosti primerljive z vrednostmi, ki jih navajajo proizvajalci testa. Malo visje
vrednosti pri naSih rezultatih so najverjetneje posledica veckratnega odmrzovanja in
zamrzovanja vzorcev plazme. Za primerjavo smo dolo€ili tudi medtestno ponovljivost
komercialno dostopnih kontrol, ki jih odmrznemo le tik pred uporabo. Opazimo lahko, da
smo pri medtestni ponovljivosti kontrol dobili zazelene vrednosti % CV po navodilih
proizvajalca. Prav tako proizvajalci % CV niso doloCevali pri antigenski epruveti z
odstevanjem koncentracije nicelne epruvete, vendar so za izra¢un % CV uporabili neodsteti
rezultat. Variacija v pozitivno smer je lahko posledica seStevanja napak pri odStevanju
koncentracij sprosc¢enega IFN-y nicelne epruvete in antigenske epruvete.
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Ugotavljamo, da je test QuantiFERON-CMV enostaven za izvedbo, zanesljiv in ima dobro
ponovljivost. Je pa vredno omeniti, da je za kakovost rezultatov zelo pomembna
predanalitska faza testa. Pomembno je, da se v epruvete odvzame zadostna koli¢ina krvi,
kljuénega pomena pa je tudi ustrezno mesanje krvi po odvzemu, da pride do raztapljanja
antigenov, ki so naneseni na steno epruvet. Pomembna sta tudi ¢as in nacin transporta, saj je
vzorce potrebno v najkrajSem moznem ¢asu, obvezno pa v 16 urah po odvzemu krvi, prenesti
v inkubator, vzorci pa morajo biti pred inkubacijo na sobni temperaturi (QuantiFERON-
CMV Package Insert, 2012).

5.2 DOLOCANJE T-CELICNEGA IMUNSKEGA ODZIVA PROTI CMV PRI
SERONEGATIVNIH IN SEROPOZITIVNIH ZDRAVIH OSEBAH

Za dolocanje CMV-specificnega T-celi¢nega imunskega odziva pri CMV-seronegativnih in
CMV-seropozitivnih zdravih osebah smo rezultate testa QuantiFERON-CMV primerjali z
rezultati seroloSkega testiranja pri desetih zdravih posameznikih. Izmed teh so bili stirje
CMV-seronegativni, Sest pa je bilo CMV-seropozitivnih. Ugotovili smo, da nih¢e od
seronegativnih posameznikov ni imel zaznavnega CMV-specifi¢énega odziva IFN-y (vsi so
imeli nereaktiven rezultat testa), v skupini seropozitivnih pa je 67 % imelo zaznaven odziv
IFN-y, pri 33 % preiskovancev pa s testom QuantiFERON-CMV tega nismo zaznali.

Tudi proizvajalci testa so primerjali ujemanje rezultatov testa QuantiFERON-CMV s
seroloskim testiranjem pri 250 CMV-seronegativnih in 341 CMV-seropozitivnih zdravih
posameznikih. Ugotovili so, da pri seronegativnih zdravih posameznikih pride do 100-
odstotnega ujemanja testa QuantiFERON-CMV in seroloskega testiranja, pri seropozitivnih
posameznikih pa do 80,8-odstotnega ujemanja s testom QuantiFERON-CMV
(QuantiFERON-CMV Package Insert, 2012).

Ujemanje rezultatov testa QuantiFERON-CMYV in seroloskega testiranja so preverjali tudi v
razli¢nih Studijah. Walker in sod. (2007) so v skupini 37 zdravih posameznikov ugotovili
97-odstotno ujemanje rezultatov testa QuantiFERON-CMV s serologijo. Podobno kot pri
naSih rezultatih nih¢e izmed seronegativnih zdravih posameznikov ni imel reaktivnega
rezultata testa QuantiFERON-CMV. Med seropozitivnimi je imelo 94 % zdravih
posameznikov reaktiven rezultat, 8 % pa je imelo nereaktiven rezultat testa QuantiFERON-
CMV. Enako primerjavo so naredili tudi Abate in sod. (2013) pri 39 zdravih posameznikih
(33 seropozitivnih; 6 seronegativnih). Vsi seronegativni so imeli nereaktiven rezultat testa
QuantiFERON-CMV, 75,8 % seropozitivnih je imelo reaktiven rezultat testa
QuantiFERON-CMV, 24,2 % pa je kljub seropozitivnosti imelo nereaktiven rezultat testa
QuantiFERON-CMV. Prav tako so tudi Kumar in sod. (2009) preverjali ujemanje rezultatov
testa QuantiFERON-CMV in seroloskega testiranja na 32 zdravih posameznikih (21
seronegativnih; 11 seropozitivnih). Tudi tu so imeli vsi seronegativni posamezniki
nereaktiven rezultat testa QuantiFERON-CMYV, od 11 seropozitivnih je 81,8 % imelo
reaktiven rezultat, 18,2 % pa je imelo nereaktiven rezultat testa QuantiFERON-CMV.
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Enako kot pri podatkih, ki jih je navedel proizvajalec testa, in pri zgoraj omenjenih Studijah,
tudi pri nasih rezultatih testiranja seronegativnih zdravih posameznikov pride do 100 %
ujemanja med rezultati testa QuantiFERON-CMV in seroloskega testiranja. Pri
seropozitivnih zdravih posameznikih pa je v naSem primeru v 33 % priSlo do neskladja s
seroloskim testiranjem. Odstotek neujemanja je v naSem primeru visji, kot ga navajajo
proizvajalci testa oz. ga navajajo v ¢lankih.

Vzrok za odstopanje je najverjetneje majhno stevilo kontrolnih oseb, ki smo jih vkljucili v
Studijo. Prav tako so proizvajalci v sklopu temeljnega testiranja ugotovili, da je mejna
vrednost 0,04 IE/mL (po odstetju koncentracije nicelne epruvete) najbolj ucinkovita pri
uporabi na zdravi populaciji (QuantiFERON-CMV Package Insert, 2012). V kolikor bi
uporabili mejno vrednost 0,04 IE/mL, se obcutljivost testa pri nasem vzorcu zdravih
posameznikov kljub vsemu ne bi spremenila, saj sta oba seropozitivna zdrava posameznika
imela vrednost spro$¢enega IFN-y manjSo od 0,04 IE/mL. OpaZena odstopanja so lahko
posledica neodzivnosti seropozitivnih posameznikov na peptide, uporabljene v testu
(podatkov o HLA-I tipizaciji nimamo), ali pa lazno pozitivnih rezultatov seroloskega
testiranja. Proizvajalci poudarjajo, da test QuantiFERON-CMV ni neposreden test za
ugotavljanje predhodne okuzbe s CMV, zato ni nadomestilo za serolosko testiranje, vendar
pa zdravniku lahko omogoc¢i bolj podroben vpogled v stanje bolnika pred ali po presaditvi
(CMV-specific immune monitoring ..., 2013).

5.3 T-CELICNI IMUNSKI ODZIV PRI BOLNIKIH PO PRESADITVI CVRSTIH
ORGANOV

Pri Sestih CMV-seropozitivnih bolnikih smo s testom QuantiFERON-CMV spremljali odziv
IFN-y pred presaditvijo ter enkrat meseéno od enega do tri mesece po presaditvi. Vsi
seropozitivni bolniki so imeli pred presaditvijo reaktiven rezultat testa QuantiFERON-CMV.
Tekom spremljanja po presaditvi se je pri vseh bolnikih CMV-specifi¢ni odziv IFN-y
ohranil.

V raziskavah ugotavljajo, da ima lahko spremljanje T-celi¢nega imunskega odziva po
presaditvi boljSo napovedno vrednost za nastanek viremije kot le magnituda odziva IFN-y
enkratnega odvzema (Westall in sod., 2008; Weseslindtner in sod., 2012; Crough in sod.,
2007). Westall in sod. (2008) so pri CMV-seropozitivnih prejemnikih plju¢, ki niso imeli ali
so imeli blago reaktivacijo CMV, spremljali kinetiko T-celi¢nega imunskega odziva. Pri teh
bolnikih so v daljsem ¢asovnem obdobju opazili dva vzorca imunosti proti CMV. Pri enih
se odziv IFN-y (merjen s testom QuantiFERON-CMV) po presaditvi ni spreminjal s ¢asom,
pri drugi skupini seropozitivnih prejemnikov pljuc pa je prislo do postopnega povecanja
odziva IFN-y. Za razliko od slednjih bolnikov, se je pri seropozitivnih bolnikih, pri katerih
je prislo do mocne reaktivacije virusa, T-celi¢ni imunski odziv izrazito zmanjSal pred
pojavim viremije. Ugotovili so tudi, da absolutna raven sproséenega IFN-y v kateri koli
casovni tocki ni napovedala reaktivacije CMV. Prav tako so tudi Weseslindtner in sod.
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(2012) s testom QuantiFERON-CMV spremljali 67 prejemnikov plju¢ enkrat mese¢no do
enega leta po presaditvi. Ugotovili so, da je incidenca visoke ravni CMV DNA pri
seropozitivnih prejemnikih plju¢ povezana z dinamiko T-celicnega odziva. Pri
seropozitivnih prejemnikih plju¢, pri katerih je priSlo do nihanja odziva IFN-y tekom
spremljanja in pri katerih se je pred pojavom visoke viremije (>1000 kopij/mL) raven
spros¢enega IFN-y zmanjSala in se je pojavila $ele po nastopu viremije, se je CMV viremija
razvila pri 53 % bolnikov. V nasprotju s tem so virusno DNA v plazmi zaznali le pri 18 %
bolnikov, ki so imeli stabilnejSo dinamiko odziva in pri katerih so CMV-specifi¢ni T-celi¢ni
odziv zaznali ze med profilakticnim zdravljenjem ali pred detekcijo CMV DNA. Do
podobnih rezultatov so prisli tudi Crough in sod. (2007), ki so s testom ELISpot spremljali
bolnike po presaditvi ¢vrstih organov. Longitudinalna analiza imunskega odziva je pokazala,
da se je pri prejemnikih ¢vrstih organov, pri katerih ni prislo do pojava viremije ali pa je
prislo do asimptomatske viremije, ohranilo stabilno izrazanje IFN-y s strani CD8" celic T v
celotnem obdobju spremljanja. V nasprotju s tem so pri prejemnikih ¢vrstih organov, pri
katerih je priSlo do simptomatske viremije, opazili precej$nje nihanje CD8" celic T, ki
izrazajo IFN-y. Pri ve¢ kot 70 % vzorcev bolnikov s simptomatsko viremijo so opazili
zmanjSano izrazanje IFN-y s strani CMV-specificnih CD8" celic T, medtem ko je pri
bolnikih, pri katerih ni priSlo do pojava viremije ali je priSlo do asimptomatske viremije, pri
manj kot 10 % vzorcev prislo do zmanjsanja izrazanja [FN-y.

Test QuantiFERON-CMV je prav tako uporaben za spremljanje T-celiénega imunskega
odziva tudi po konfanem protivirusnem zdravljenju. Kumar in sod. (2009) so pri 108
bolnikih s testom QuantiFERON-CMV spremljali T-celi¢ni odziv pred in tri mesece po
presaditvi ¢vrstih organov. Ugotovili so, da imajo bolniki, ki imajo ob koncu protivirusnega
zdravljenja zaznaven CMV-specifi¢ni T-celiéni imunski odziv, bistveno nizje tveganje za
nastanek CMV-bolezni (3,3 %) kot bolniki z nezaznavnim odzivom (21,8 %). Le v D+/P-
podskupini bolnikov so po prenehanju protivirusnega zdravljenja, pri bolnikih z reaktivnim
rezultatom testa QuantiFERON-CMV, ugotovili 14,3-odstotno stopnjo kasnejse CMV-
bolezni in 35,7-odstotno pri bolnikih z nereaktivnim rezultatom testa. Podobno so Lisboa in
sod. (2012) pri 37 bolnikih po presaditvi organov spremljali T-celi¢ni odziv ob pojavu
viremije in nato en in dva tedna kasneje. Ugotovili so, da je bila pri bolnikih z reaktivnim
rezultatom testa QuantiFERON-CMYV incidenca poznej$e spontane odstranitve virusna 92,3
% Vv primerjavi s 45,5 % pri bolnikih z nereaktivnim rezultatom testa pri prvem testiranju.

Manuel in sod. (2013) so 124 D+/P- bolnikov spremljali tri mesece po koncanem
profilakticnem zdravljenju. Ko so analizirali incidenco CMV-bolezni v enem letu po
presaditvi v razliénih €asovnih tockah, so imeli bolniki z reaktivnim rezultatom testa
QuantiFERON-CMV nizjo incidenco CMV-bolezni (6,4 %) kot bolniki z nereaktivnim (22,2
%) ali nedolocljivim (58,3 %) rezultatom. Ce so nedolo¢ljiv rezultat interpretirali kot
nereaktiven, je bila incidenca CMV-bolezni 6,4 % v primerjavi s 26,8 %. Incidenca CMV
viremije (bodisi asimptomatske ali pri bolnikih s CMV-boleznijo) se ni razlikovala pri
bolnikih z reaktivnim (36 %) ali nereaktivnim rezultatom (31,7 %) testa QuantiFERON-
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CMV, vendar pa je bila vec¢ja pri bolnikih z nedolo¢ljivim rezultatom (72,7 %). V raziskavi
so doloc¢ili tudi obcutljivost in specificnost ter negativno in pozitivno napovedno vrednost
testa za pojav CMV-bolezni. Obcutljivost in specifi¢nost za zas¢ito pred CMV-boleznijo sta
bili na podlagi prvega testa 14 % in 96 %, pozitivna napovedna vrednost (zasc¢ita pred CMV-
boleznijo pri bolnikih s pozitivnim rezultatom testa) je bila na podlagi prvega testa 93 %,
negativna pa 24 %. Obcutljivost in specifi¢nost testa sta bili, na podlagi katere koli tocke
spremljanja, 30 % in 93 %, pozitivna in negativna napovedna vrednost pa 93 % in 27 %.

Prav tako ugotavljajo, da ima testiranje T-celicnega imunskega odziva pred presaditvijo
napovedno vrednost za pomnozevanje CMV po presaditvi. Cantisan in sod. (2013) so pri 55
prejemnikih plju¢ ugotavljali, ali rezultati testa QuantiFERON-CMV pred presaditvijo
napovejo pojav viremije po presaditvi. Pri seropozitivnih bolnikih, ki pred presaditvijo niso
imeli zaznavnega odziva IFN-y s testom QuantiFERON-CMYV, so opazili vi§jo incidenco
pomnozevanja CMV po presaditvi. Pri 50 % takih bolnikov je pri§lo do pomnozZevanja CMV
po presaditvi, medtem ko je do virusnega pomnozevanja pri seropozitivnih bolnikih z
zaznavnim odzivom IFN-y prislo pri 13,3 %. Prav tako je pri seropozitivnih prejemnikih, Ki
so imeli pred presaditvijo nereaktiven rezultat testa QuantiFERON-CMV, prislo do
virusnega pomnozevanja prej kot pri seropozitivnih bolnikih z reaktivnim rezultatom testa,
imeli so vi§je virusno breme, pomnozevanje CMV je trajalo dlje Casa, imeli so vi§jo
frekvenco pojava CMV-bolezni.

Na podlagi nasih rezultatov spremljanja seropozitivnih bolnikov pred in do tri mesece po
presaditvi ledvic lahko zaklju¢imo, da se je CMV-specifi¢ni CD8* T-celi¢ni odziv pri
preiskovanih bolnikih ohranil tudi po presaditvi. Glede na to, da smo vse bolnike spremljali
kraj$i €as in so vsi bolniki v ¢asu spremljanja Se vedno prejemali profilakti¢no zdravljenje,
napovedne vrednosti za kasnejsi pojav viremije in CMV-bolezni $e ne moremo dolociti. Te
bolnike bi bilo smiselno spremljati tudi po kon¢anem profilakti¢cnem zdravljenju. Menimo,
da bi bilo potrebno bolnike, pri katerih se je v prvem mesecu po presaditvi pokazal trend
zmanjSevanja odziva, potrebno bolj podrobno spremljati, saj se lahko trend zmanjSevanja
odziva IFN-y nadaljuje in pade pod mejo za reaktiven rezultat, kar bi pomenilo visje tveganje
za nastanek CMV-bolezni. Prav tako bi bilo za boljsi vpogled v stanje bolnika smiselno,
poleg Kinetike T-celi¢nega imunskega odziva, spremljati tudi kinetiko virusnega bremena.
Na podlagi zgoraj opisanih raziskav, ki so bolj celostno zajeli stanje bolnikov po presaditvi
¢vrstih organov, pa lahko zakljuéimo, da je incidenca viremije pri seropozitivnih
prejemnikih organov povezana z dinamiko T-celi¢nega odziva. Incidenca je bila bistveno
vi§ja pri posameznikih, kjer je prislo do nihanja, zakasnjene detekcije ali popolne odsotnosti
odziva IFN-y (Westall in sod., 2008; Weseslindtner in sod., 2012; Crough in sod., 2007).
Test QuantiFERON-CMV je lahko uporaben tudi za ugotavljanje tveganja za CMV-bolezen
po prenchanju profilakticnega zdravljenja, saj imajo bolniki z reaktivnim testom
QuantiFERON-CMV nizjo incidenco kasnejse CMV-bolezni, bolniki z nereaktivnim testom
imajo srednje, tisti z nedolocljivim pa visoko tveganje za CMV-bolezen (Manuel in sod.,
2013). Spremljanje CMV-specificnega T-celicnega imunskega odziva s testom
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QuantiFERON-CMV pred presaditvijo napoveduje nevarnost pomnoZzevanja virusa pri
bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov. Tako imajo seropozitivni bolniki z nereaktivnim
rezultatom povecano tveganje za pomnozevanje CMV po presaditvi v primerjavi s
seropozitivnimi z reaktivnim rezultatom testa (Cantisan in sod., 2013). Prav tako lahko
spremljanje pred presaditvijo pomaga zdravnikom razlikovati med bolniki, pri katerih
uvedba profilakti¢nega zdravljenja ni potrebna, od tistih, pri katerih bi bila uvedba
profilakticnega zdravljenja potrebna (Bestard in sod., 2013).

5.4 DOLOCANJE T-CELICNEGA IMUNSKEGA ODZIVA PROTI CMV PRI
BOLNIKIH Z VISOKIM CMV VIRUSNIM BREMENOM

Ob so¢asnem merjenju koncentracije CMV DNA in CMV-specificnega CD8" T-celi¢nega
imunskega odziva s testom QuantiFERON-CMV smo ugotavljali, ali imajo bolniki z visoko
koncentracijo CMV DNA prisoten moc¢nejsi T-celiéni odziv. Na podlagi vrednosti
Spearmanovega korelacijskega koeficienta smo ugotovili, da med spremenljivkama
(koncentracija spros¢enega IFN-y, merjena s testom QuantiFERON-CMYV in koncentracija
CMV DNA v plazmi) ni bilo statisti¢no znacilne povezanosti (p = -0,588, P = 0,1), opazili
pa smo nakazano negativno povezanost.

Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Lisboa in sod. (2012), ki so ugotovili, da je CMV-
specifi¢ni odziv IFN-y, merjen s testom QuantiFERON-CMV, obratno sorazmerno povezan
s koncentracijo CMV DNA ob soc¢asnem merjenju (p = - 0.318, P = 0.007). Mediana
koncentracije CMV DNA je bila ob vsakem reaktivnem testu 225 kopij/mL, medtem ko je
bila mediana koncentracije CMV DNA, ob nereaktivnem rezultatu testa QuantiFERON-
CMV, 2.345 kopij/mL. Tudi Tormo in sod. (2010b) so z metodo znotrajceli¢nega
oznacevanja citokinov prisli do podobnih rezultatov. Ugotovili so, da je stevilo perifernih
CD8" in CD4" celic T, ki izlo¢ajo IFN-y, obratno sorazmerno povezano z nivojem virusnega
bremena (p = -0,806; P = < 0,001). Ugotovili so tudi, da je koncentracija CMV-specifi¢nih
CD8" in CD4" celic T v prisotnosti CMV DNA znatno niZja kot koncentracija celic ob
negativnem rezultatu PCR.

Na podlagi nasih rezultatov smo priSli do podobnih ugotovitev kot v zgoraj omenjenih
raziskavah. Smiselno bi bilo povezavo med koncentracijo spros¢enega IFN-y, merjeno s
testom QuantiFERON-CMV in koncentracijo CMV DNA v plazmi dolociti na ve¢jem
Stevilu vzorcev, saj bi s tem najverjetneje dobili bolj zanesljive rezultate. Prav tako bi bilo
namesto ostankov rutinskih diagnosti¢nih vzorcev bolje uporabiti vzorce bolnikov, ki smo
jih spremljali pred in po presaditvi, saj o bolnikih, ki jih dobimo za rutinsko diagnostiko,
nimamo pomembnih podatkov, ki lahko vplivajo na povezavo (npr. ali bolnik prejema
protivirusno zdravljenje, ali je pri bolniku prislo do reaktivacije virusa ali je viremija
posledica primarne okuzbe, ali bolnik prejema imunosupresivno zdravljenje). Veliko vec
informacij o napovedi tveganja za pojav CMV-viremije ali CMV-bolezni dobimo s
spremljanjem kinetike T-celicnega odziva in virusnega bremena. S podatkom o korelaciji
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med prisotnostjo T-celicnega imunskega odziva in virusnega bremena pri enkratnem
odvzemu ne moremo napovedati kasnejSega pojava CMV-viremije ali CMV-bolezni, pove
nam le to, da ima bolnik z mocnejSim T- celi¢nim imunskim odzivom na isti ¢asovni tocki
nizje virusno breme.

Z na$o raziskavo smo ugotovili, da ima test QuantiFERON-CMYV dobro ponovljivost, je
zanesljiv in enostaven za izvedbo. Test se je 100-odstotno ujemal z rezultati seroloSkega
testiranja pri CMV-seronegativnih zdravih posameznikih, pri tretjini CMV-seropozitivnih
zdravih posameznikih pa je prislo do neujemanja z rezultati seroloskega testiranja, pri dveh
tretjinah pa do ujemanja. Potrebno je poudariti, da test QuantiFERON-CMYV ni neposreden
test za ugotavljanje predhodne okuzbe s CMV, zato ni nadomestilo za serolosko testiranje
(CMV-specific immune monitoring ..., 2013). Spremljanje T-celi¢énega imunskega odziva
pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov lahko pomaga pri napovedovanju tveganja za
okuzbo s CMV ali za pojav CMV-bolezni ter pomaga pri odlo€itvah o zdravljenju bolnikov,
saj je incidenca viremije in CMV-bolezni odvisna od dinamike odziva IFN-y. Pomembno je
tudi testiranje CMV-specificnega T-celicnega imunskega odziva pred presaditvijo, saj
napoveduje nevarnost pomnoZzevanja virusa pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov.
Ugotovili smo, da med koncentracijo spros¢enega IFN-y, merjeno s testom QuantiFERON-
CMV in koncentracijo DNA v plazmi ni bilo znadilne povezanosti. Menimo, da je
spremljanje T-celi¢nega imunskega odziva proti CMV pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih
organov pomembno, saj lahko pomaga pri napovedovanju tveganja za okuzbo s CMV ali za
pojav CMV-bolezni ter pomaga pri odlo¢itvah o zdravljenju bolnikov.
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6

SKLEPI

V sklopu validacijskega testiranja testa QuantiFERON-CMV za vpeljavo v rutinsko
diagnostiko smo ugotovili, da % CV pri znotrajtestni ponovljivosti znasa 3,8 %, pri
medtestni pa 11,9 % oz. pri komercialno dostopnih kontrolah 5,4 %, kar so zazelene
vrednosti % CV po navodilih proizvajalca (% CV pod 10 %). Test QuantiFERON-
CMYV smo uspesno uvedli v rutinsko diagnostiko.

Pri CMV-seronegativnih zdravih posameznikih smo ugotovili 100-odstotno (4/4)
ujemanje med rezultati testa QuantiFERON-CMYV in rezultati seroloskega testiranja
(vsi seronegativni posamezniki so imeli odsoten CMV-specifi¢ni odziv IFN-y).

Pri seropozitivnih zdravih posameznikih je pri 33 % (2/6) preiskovancev prislo do
neskladja med rezultati testa QuantiFERON-CMYV in rezultati seroloSkega testiranja
(kljub seropozitivnosti nismo zaznali CMV-specifi¢nega odziva IFN-y), 67 % (4/6)
seropozitivnih zdravih posameznikov pa je imelo mo¢an CMV-specifi¢ni odziv IFN-

Y.

Na podlagi spremljanja seropozitivnih bolnikov pred in do tri mesece po presaditvi
ledvic lahko zaklju¢imo, da se je CMV-specifiéni T-celi¢ni imunski odziv pri
preiskovanih bolnikih ohranil tudi po presaditvi.

Na podlagi vrednosti Spearmanovega korelacijskega koeficienta smo ugotovili, da
med spremenljivkama (koncentracija spro$¢enega IFN-y, merjena s testom
QuantiFERON-CMV in koncentracija CMV DNA v plazmi) ni statisti¢éno znacilne
povezanosti (p=-0,588, P =0,1). Opazili pa smo negativno vrednost Spearmanovega
korelacijskega koeficienta, kar pomeni, da imajo bolniki z ve¢jim CMV virusnim
bremenom v povprecju prisoten $ibkejsi CMV-specifi¢ni T-celi¢ni imunski odziv.
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7 POVZETEK

Humani citomegalovirus (CMV) spada v druzino herpesvirusov. Prekuzenost s CMV variira
glede na socialno-ekonomski status prebivalcev od 30 pa tudi do 90 %. Pri zdravih
posameznikih je primarna okuzba s CMV pogosto asimptomatska. Redkeje lahko povzroci
mononukleozi podobno bolezen. CMV pa je Se vedno najpomembne;jsi infekcijski patogen
pri prejemnikih ¢vrstih organov in lahko, preko Stevilnih posrednih in neposrednih uc¢inkov,
vpliva na delovanje presajenega organa ter povzroci visoko obolevnost in umrljivost po
presaditvah. Bolniki lahko razvijejo asimptomatsko CMV viremijo, CMV-sindrom ali
tkivno invazivno bolezen. Pozna CMV-okuzba je Se vedno velik problem pri bolnikih z
visokim tveganjem po zakljucku protivirusne profilakse, ki je povezana z odpovedjo organa
in umrljivostjo.

Napovedovanje CMV-bolezni pri bolnikih po presaditvi ¢vrstih organov je tezavno. Hitri in
natanéni diagnosti¢ni testi so kljuénega pomena za ustrezno diagnozo in zdravljenje CMV-
bolezni po presaditvi. Novejsi pristop v diagnostiki je imunski monitoring CMV-
specifi¢nega T-celi¢nega odziva. Za ugotavljanje omenjenega odziva obstajajo razli¢ni testi,
eden izmed teh je test QuantiFERON-CMYV. Je encimskoimunski test, ki omogoca
spremljanje specificnega CD8" T-celitnega odziva proti CMV. Temelji na merjenju
sproS¢enega IFN-y iz CMV-specificnih CD8" T-celic po in vitro stimulaciji polne krvi z
imunogenimi virusnimi peptidi in s tem omogoca oceno celicne imunosti proti CMV.

Namen magistrske naloge je bila uvedba komercialnega testa QuantiFERON-CMV v
rutinsko diagnostiko in dolocitev T-celi¢nega imunskega odziva proti CMV pri bolnikih pred
in po presaditvi ¢vrstih organov.

V sklopu validacijskega testiranja testa QuantiFERON-CMV za vpeljavo v rutinsko
diagnostiko smo preverjali znotrajtestno in medtestno ponovljivost. Dobili smo zazelene
vrednosti % CV, ki jo priporoc¢a proizvajalec (pod 10 %). Ugotavljamo, da je test
QuantiFERON-CMYV enostaven za izvedbo, zanesljiv in ima dobro ponovljivost, zato smo
test QuantiFERON-CMYV uspesno uvedli v rutinsko diagnostiko.

Pri doloCanju CMV-specificnega T-celicnega imunskega odziva pri desetih zdravih
posameznikih smo ugotovili, da pride pri CMV-seronegativnih zdravih posameznikih do
100-odstotnega ujemanja rezultatov testa QuantiFERON-CMYV in seroloskega testiranja ter
do 67-odstotnega ujemanja pri CMV-seropozitivnih zdravih posameznikih. Odstotek
ujemanja je v nasem primeru nizji, kot ga navajajo proizvajalci testa oz. so ga dolocile druge
raziskovalne skupine. Najverjetneje do odstopanja pride zaradi manjSega Stevila kontrolnih
oseb, ki smo jih vkljucili v $tudijo. Odstopanja so lahko tudi posledica neodzivnosti
seropozitivnih posameznikov na peptide, uporabljene v testu, ali lazno pozitivnih rezultatov
seroloskega testiranja. Proizvajalci poudarjajo, da test QuantiFERON-CMYV ni neposreden
test za ugotavljanje predhodne okuzbe s CMV, zato ni nadomestilo za seroloSko testiranje,
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vendar pa lahko zdravniku omogoc¢i bolj podroben vpogled v stanje bolnika pred ali po
presaditvi (CMV-specific immune monitoring ..., 2013).

Pri Sestih seropozitivnih bolnikih, ki so prestali presaditev ledvic, smo s testom
QuantiFERON-CMV spremljali odziv IFN-y pred presaditvijo ter enkrat mese¢no od enega
do tri mesece po presaditvi. Vsi seropozitivni bolniki so imeli pred presaditvijo reaktiven
rezultat testa QuantiFERON-CMV. Ta odziv se je pri vseh bolnikih ohranil tudi ves ¢as
spremljanja po presaditvi. Bolnike bi bilo smiselno spremljati tudi po koncanem
profilakticnem zdravljenju. S tem bi lahko dolocili napovedno vrednost za kasnej$i pojav
viremije in CMV-bolezni, ki ju na podlagi nasih rezultatov ne moremo dolo¢iti. Prav tako bi
bilo za boljsi vpogled v stanje bolnika smiselno poleg kinetike T-celi¢nega imunskega
odziva spremljati tudi kinetiko virusnega bremena. Menimo, da bi bilo potrebno bolnike, pri
katerih se je v prvem mesecu po presaditvi pokazal trend zmanjSevanja odziva, potrebno bolj
podrobno spremljati, saj se lahko trend zmanjSevanja odziva IFN-y nadaljuje in pade pod
mejo za reaktiven rezultat, kar bi pomenilo visje tveganje za nastaneck CMV-bolezni.

Ob socasnem merjenju virusnega bremena in CMV-specificnega CD8" T-celi¢nega
imunskega odziva s testom QuantiFERON-CMYV smo ugotovili, da med spremenljivkama
(koncentracija spros¢enega IFN-y, merjena s testom QuantiFERON-CMYV in koncentracija
CMV DNA v plazmi) ni statistino znacilne povezanosti, bila pa je nakazana negativna
povezanost. Povezavo med koncentracijo sproséenega IFN-y in koncentracijo CMV DNA v
plazmi bi bilo smiselno doloc¢iti na vecjem Stevilu vzorcev, saj bi s tem dobili bolj zanesljive
rezultate. Prav tako bi bilo namesto ostankov rutinskih diagnosti¢nih vzorcev bolje uporabiti
vzorce bolnikov, ki smo jih spremljali pred in po presaditvi, saj o bolnikih, katerih kri smo
dobili za rutinsko diagnostiko, nimamo pomembnih podatkov, ki lahko vplivajo na povezavo
(npr. ali bolnik prejema protivirusno zdravljenje, imunosupresivno zdravljenje, serostatus
donorja in prejemnika).
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