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U pacjentow w stanie immunosupresji, leczonych przeszczepieniem
komorek hemopoetycznych oceniono czestos¢ wystepowania zakazen
limfotropowymi herpeswirusami: CMV, EBV, HHV6 i HHV7. Badania
prowadzono w roznym czasie od transplantacji, a uzyskane wyniki ana-
lizowano w powiqzaniu ze stanem klinicznym pacjentow. Probowano
takze odpowiedzie¢ na pytanie, czy zakazenie jednym wirusem wplywa
na przebieg zakazenia innymi herpeswirusami.
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WSTEP

Chorzy leczeni allogenicznym przeszczepieniem komoérek hemopoetycznych (allo-
HSCT) sa w sposob szczegdlny narazeni na zakazenia wirusami z rodziny Herpesviridae.
Wynika to z szerokiego rozpowszechnienia tych wirusow w populacji oraz ich zdolnosci
do latencji. Zakazenie w okresie potransplantacyjnym moze by¢ zardwno nastgpstwem
przeniesienia wirusa z przeszczepem lub krwia, jak rowniez wynikiem reaktywacji wirusa
ze stanu latencji. Mozliwe jest takze zakazenie droga kropelkowa. Pomimo profilaktycznego
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podawania lekow przeciwwirusowych, herpeswirusy sa nadal glowna przyczyna zachorowan
i zgondéw biorcoOw przeszczepow (1, 2, 3). Cigzkos¢ zakazenia uzalezniona jest m.in. od
stopnia immunosupresji oraz od swoistej odpornosci biorcy. Zazwyczaj zakazenia pierwotne
przebiegaja z pelnymi objawami klinicznymi, zakazenia wtdrne czgsto maja charakter poron-
ny lub bezobjawowy. Symptomy zakazenia danym gatunkiem wirusa czgsto nie sa na tyle
charakterystyczne, aby mogly stanowi¢ podstaweg rozpoznania klinicznego. Niejednokrotnie
trudno je odr6zni¢ od reakcji ,,przeszczep przeciw biorcy” (GvH). Niezaleznie od postaci
zakazenia - objawowej czy bezobjawowej, aktywacja danego wirusa moze zapoczatkowywac
lub zaostrza¢ reakcje odrzucania przeszczepu, opdzniaé przyjecie przeszczepu, sprzyjac
rozwojowi innych zakazen, a w przypadku zakazenia EBV - doprowadza¢ do stymulacji
procesdéw rozrostowych.

Celem pracy byto okreslenie czgstosci zakazen wirusami CMV, EBV, HHV-6 i HHV-7
w roznym okresie po allo-HSCT. Chociaz wirusy te naleza do dwoch odrgbnych podrodzin
— Beta 1 Gammaherpesvirinae, ich wspolna cecha jest limfotropizm. Badania mialy na celu
pokazanie ewentualnych wzajemnych oddzialywan pomigdzy poszczegdlnymi gatunkami
tych herpeswirusow i oceng tego stanu na przebieg kliniczny zakazenia.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w grupie 35 chorych (16 kobiet i 19 mgzczyzn), $r. wieku
31 £ 8 lat, poddanych allo-HSCT od zgodnego dawcy rodzinnego. Trzynastu biorcow
otrzymato komorki progenitorowe szpiku kostnego, 22 osoby - komorki izolowane z kra-
zenia obwodowego. Wskazaniem do transplantacji byla: ostra lub przewlekta biataczka
limfatyczna Iub mieloblastyczna (30 0sob), cigzka anemia aplastyczna (2 chorych) oraz
inne choroby nowotworowe uktadu krwiotworczego (3 osoby). Dla oceny ryzyka rozwoju
zakazenia CMV i EBV, w okresie kwalifikacji do przeszczepu okreslono status serologiczny
w uktadzie dawca-biorca.

Po transplantacji zakazenie rozpoznawano na podstawie badan molekularnych. Pacjenci
byli badani wielokrotnie, poczatkowo co tydzien, w okresie pdzniejszym 1-2 razy/mies. lub
w trakcie wizyt kontrolnych.

Materiatem do badan molekularnych byta zawiesina leukocytow (1x10°) uzyskana
poprzez rozdziat w 6% dekstranie wg metody opisanej przez The i wsp. (4). Genomowe
DNA izolowano przy uzyciu zestawu kolumienkowego Genomic DNA Prep Plus (A&A
Biotechnology). Stopien oczyszczenia i stgzenie DNA oznaczano spektrofotometrycznie
przy A =260 1 280 nm.

Prawidtowos¢ izolacji DNA sprawdzano wykrywajac sekwencje dla beta-aktyny, zgod-
nie z metodyka opisang w pracy Guzika 1 wsp. (5). Obecnos¢ CMV potwierdzano metoda
nested PCR stosujac startery komplementarne do genu kodujacego glikoproteing gB, opisane
przez Cranage i wsp. (wg. 6). Do wykrywania DNA EBYV postuzono si¢ metoda opisana
przez Venarda i wsp. (7). Uzywano starterow zewngtrznych swoistych dla genu kodujacego
bialko EBNA?2 i starterowy wewngetrznych charakterystycznych dla EBV-1 i EBV-2. Reakcje
nested PCR zastosowano takze do wykrywania DNA wirusow HHV-6A, HHV-6B i HHV-7
korzystajac z sekwencji nukleotydowych i warunkow reakcji opisanych przez Chan i wsp.
(8). Amplifikacje prowadzono w aparacie firmy Biometria. Do kazdego badania dotaczano
kontrole dodatnie (DNA pozyskane z hodowli komorkowych zakazonych odpowiednimi
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wirusami lub od 0s6b z potwierdzonym zakazeniem) i ujemne (woda i DNA izolowane z
leukocytow osob serologicznie ujemnych). Produkty reakcji wykrywano elektroforetycznie.
W ocenie stanu klinicznego pacjentdw uwzgledniano badanie fizykalne, wyniki badan la-
boratoryjnych (w tym morfologi¢ krwi, aminotransferazy watrobowe, bilirubing) i badania
w kierunku zakazen wirusami zapalenia watroby typu B i C.

W profilaktyce zakazen herpeswirusowych, juz w okresie przed przeszczepieniem ko-
morek stosowano doustnie acyklowir w dawce 1600 mg/dobg, a nastgpnie od ok. 5 do 72
dnia po przeszczepieniu w dawce 1000 mg/dobe, poczatkowo dozylnie a nast¢pnie doustnie.
U pacjentow z laboratoryjnym potwierdzeniem zakazenia CMV lub ze wskazan klinicznych
stosowano dozylnie gancyklowir (5 mg/kg co 12h przez 14 dni w terapii wyprzedzajacej lub
w dawce 10 mg/kg/dobe w leczeniu choroby wywotanej zakazeniem CMV). W przypadku
podejrzenia mielosupresji wywotanej gancyklowirem podawano foscarnet (zapobiegawczo
— 60 mg/kg co 12 h, leczniczo — 120 mg/kg/dobg). Dawki modyfikowano w zalezno$ci od
klirensu kreatyniny, zgodnie z ogdlnie przyjetymi zaleceniami.

WYNIKI

Badania serologiczne dawcy i biorcy pozwolity wyloni¢ 8 biorcow allo-HSCT po-
tencjalnie narazonych na rozwoj pierwotnego zakazenia CMV i/lub EBV. W okresie po
transplantacji badania molekularne byty prowadzone przez 3 do 31 miesigcy, $rednio 11,7
+ 7 miesigcy. W tym czasie od kazdego pacjenta pobrano $rednio 23 + 12 razy probki krwi
obwodowe;j. Tylko u 2 0sob (tj. 7%), w okresie 7 miesigczne]j obserwacji nie stwierdzono
zakazenia zadnym z badanych herpeswiruséw. Zakazenie pierwotne CMV lub EBV-1 roz-
winglo si¢ u 6 chorych. U zadnej z 35 badanych oséb nie wykryto obecnosci EBV-2 1 HHV-
6A. Uzyskane wyniki w odniesieniu do poszczegdlnych wiruséw, a takze analizowanych

Tabela I.  Wystepowanie limfotropowych herpeswirusow u 35 badanych wielokrotnie biorcéw allo-

HSCT
Table I.  Occurrence of lymphotropic herpesviruses in 35 allo-HSCT recipients examined repeat-
edly
. . ., CMV EBV-1 HHV-6B HHV-7
liczba zakazonych pacjentow
29 (83%) | 23 (66%) | 11 (31%) | 12 (34%)
- z pojedynczymi wynikami (+)* 8 5 4 S5
- z powtarzajacymi si¢ wynikami (+)** 21(7,3+6) | 18 (4,9+2) | 7 (3,7£3) | 7(3,2+2)
w tym z: 1-krotnymi epizodami zakazenia 15 11 9 8
powtarzajacymi si¢ epizodami
2-krotnie 10 8 2 4
3-krotnie 3 1
4-krotnie i wigcej 1 3
liczba dodatnich prébek w ogélnej liczbie | 168/805 91/430 29/206 28/200
badanych (21%) (21%) (14%) (14%)

*  obecno$¢ wirusowego DNA stwierdzano w 1 lub 2 probkach krwi
**  obecno$¢ wirusowego DNA stwierdzano w wigeej niz 2 probkach, w nawiasach
podano $rednia liczbg pozytywnych wynikow
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probek materiatu klinicznego, zestawiono w tabeli 1. U niektorych pacjentow obserwowano
jednorazowe epizody zakazenia (chociaz utrzymujace sig przez rozny okres czasu), natomiast
u innych, po otrzymaniu ujemnych wynikow, pojawialy si¢ kolejne zakazenia tym samym
wirusem. Najczg$ciej identyfikowano zakazenia dwoma lub trzema wirusami (odpowiednio
u 161 10 0séb), u 2 badanych — czterema, natomiast pojedyncze zakazenie (i to tylko CMV)
wystapito u 5 osob. Na ryc. 1 przedstawiono mozliwe kombinacje wystgpujacych herpes-
wirusow wykrywanych u pacjentdw z zakazeniami mieszanymi oraz czas po transplantacji,
w ktorym ujawnialy si¢ te zakazenia. Najczgsciej obserwowano je w pierwszych 4 miesia-
cach, chociaz pojawialy si¢ one takze w okresie odleglym, nawet po 23 czy 30 miesiacach.
U 6 0s6b zaobserwowano chroniczng wiremig: dwie osoby z zakazeniem CMV (dodatnie
wyniki rejestrowano przez 5 i 8 miesigcy), dwie osoby z zakazeniem HHV-6 (wirus obecny
przez 5 i 10 mies.) oraz po jednej osobie zakazonej EBV (przez 9 mies.) i HHV-7 (przez 27
mies.). Znamienne dla tych przypadkow byto to, ze zakazenia ujawnity si¢ juz w 1-2 mies.
po przeszczepieniu i towarzyszyty im okresowo inne wirusy. W 47 probkach DNA pocho-

A. Liczba przypadkow i rodzaj wirusa u pacjentéw z zakazeniami mieszanymi
A. Number of cases and type of virus in patients with mixed infections
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B. Ujawnianie si¢ poszczegdlnych wirusow w réznym czasie po transplantacji
B. Appearance of particular herpesviruses in different periods after transplantation
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Ryc. 1.  Zakazenia limfotropowymi herpeswirusami u pacjentéw leczonych allo-HSCT

Fig. 1. Infections with lymphotropic herpesviruses in patients that underwent allo-HSCT
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dzacych od 19 pacjentow, jednocze$nie wykrywano obecno$é kilku wiruséw. Najczesciej, bo
w 70% wystgpowat CMV, EBV w 60%, HHV-6 w 45%, a HHV-7 w 38% takich materiatow.
Wspotzakazenie u 6 0sob miato miejsce juz w pierwszych dwoch miesiacach po transplantacji
i w 2 przypadkach mozna to bylo taczy¢ z pierwotnym zakazeniem CMV lub EBV. Z kolei
u 6 pacjentdéw, u ktorych zakazenie mieszane potwierdzono w okresie odlegtym (> 7 mies.
od allo-HSCT), w sytuacjach gdy dotyczyto ono wirusow CMV i EBV (3 chorych) wiazato
si¢ ono z cigzkim przebiegiem klinicznym, a nawet zgonem (zapalenie ptuc o etiologii CMV,
cigzka uogolniona reakcja GvHD, zapalenie jelit wywotane zakazeniem CMV potwierdzo-
ne badaniem sekcyjnym). W przypadku zakazen mieszanych wirusami EBV z HHV-6 lub
HHV-7 nie stwierdzono pogorszenia stanu klinicznego oséb badanych.

Sledzac kolejno$é pojawiania si¢ poszczegodlnych epizodéw zakazen u pacjentow
z zakazeniami mieszanymi zaobserwowano pewna kolejnos¢ zdarzen. W pierwszym rzucie
najczesciej pojawial si¢ CMV, rzadziej EBV i HHV-6. W kolejnych incydentach zakazen
(w II rzucie) CMV byt takze wirusem dominujacym obok EBV i HHV-6. Przy nastepnych
epizodach rolg wirusa dominujacego przejmowaty EBV i HHV-7.

Analiza kliniczna przeprowadzona u pacjentéw z zakazeniami mieszanymi wykazata,
ze u 14 oséb nastapito znamienne podwyzszenie enzymdw watrobowych. Jedenascie osoéb
cierpiato z powodu ostrych i/lub chronicznych reakcji odrzucania przeszczepu, wymagaja-
cych intensywnego leczenia supresyjnego. U 10 chorych obserwowano znaczne obnizenie
poziomu ptytek krwi, w pojedynczych przypadkach — zapalenie phuc, zapalenie jelit oraz
anemi¢ i goraczke. Zakazenia dotyczace wylacznie CMV przebiegaly w sposob tagodny;
u 1 osoby obserwowano mierne podwyzszenie aminotransferaz, u innej trombocytopenig.
Zakazenia mieszane wirusami CMV i EBV charakteryzowaly sig najci¢zszym przebiegiem
klinicznym. Nadkazenia wirusami HHV-6 lub HHV-7 nie pogarszaty stanu zdrowia pacjen-
tow. Sposrad 2 0sob, u ktorych potwierdzono zakazenie 4 wirusami, jedna zmarta z powodu
uogodlnionej choroby wywotanej zakazeniem CMV. W okresie obserwacji nie stwierdzono
zespotow limfoproliferacyjych zwiazanych z infekcja wirusowa.

DYSKUSJA

W naszych badaniach zastosowano jakosciowa metode PCR do wykrywania limfotro-
powych herpeswirusow. Jako matrycg stosowano genomowe DNA izolowane z leukocytow
krwi obwodowe;j.

I tu rodzi si¢ pytanie, czy istotnie wykrywano wirusa aktywnie replikujacego si¢ czy
tez jego postac latentna. Rozwiazanie tego problemu bytoby mozliwe przy zastosowaniu
testow ilosciowych np. real-time PCR (9), lub przez oznaczenie swoistych transkryptow,
charakterystycznych dla produktywnego zakazenia, co jest celem dalszych badan. Niektorzy
autorzy (10, 11) dla uniknigcia btedow zwiazanych z mozliwos$cia amplifikacji latentnego
wirusa stosowali do badan DNA, izolowane z surowicy lub osocza. Probe taka wykonywano
takze w materiale wlasnym, ale wyniki dodatnie uzyskano tylko w nielicznych probkach
(dane nie publikowane), prawdopodobnie w przypadkach z wysokimi wartosciami DNA-
emii. Poniewaz wszyscy pacjenci, u ktérych badania laboratoryjne wskazywaly na zakazenie
herpeswirusami otrzymywali leki przeciwwirusowe, sytuacje takie zdarzaty si¢ niezmiernie
rzadko. Inna metoda umozliwiajaca ograniczenie wynikow fatszywie dodatnich jest od-
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powiednie ustawienie progu wykrywalnosci reakcji PCR. W do$wiadczeniach wlasnych,
przeprowadzonych na prébkach uzyskanych od zdrowych, seropozytywnych os6b ustalono,
ze 20 ng genomowego DNA to ilo$¢ w ktorej zazwyczaj nie wykrywa sig latentnego wirusa
CMYV metoda nested PCR. U badanych biorcéw allo-HSCT wyniki pozytywne uzyskano
w 21% materiatow testowanych w kierunku CMV i EBV oraz 14% probek badanych pod
katem zakazenia HHV-6 i HHV-7. U wszystkich pacjentow z wynikami pozytywnymi,
w kolejnych badaniach nie wykrywano wirusowego DNA, co §wiadczyloby o eliminacji
wirusa z krwi. Niestety u niektorych oséb, badanych w p6zniejszym okresie, dochodzito
do kolejnych aktywizacji zakazenia, dwu, trzy a nawet 4-krotnych (tabela 1), najcz¢sciej
CMYV i EBV. Poglebione badania w oparciu o genotypowanie wykrywanych w izolatach
fragmentow DNA moglyby dopiero odpowiedzie¢ na pytanie, czy byto to zakazenie tym
samym wirusem czy tez wirusem innego pochodzenia.

W prowadzonej do$¢ dlugo obserwacji, bo $rednio przez ok. 1 rok, mieszane zakazenia
herpeswirusowe wykryto u wigkszosci osob (80%). Najczgsciej wystgpowaly one w pierw-
szych 6 miesiacach po transplantacji, chociaz zdarzaly sig takze w okresie duzo pozniej-
szym. Obok CMV dominujacym wirusem byt EBV-1. Zakazenia wirusami Herpes typu 6
17 wystepowaly rzadziej. Inna tendencj¢ obserwowali w podobnej grupie pacjentow Wang
i wsp. z osrodka w Sztokholmie (1). Wprawdzie odsetek osob z zakazeniami mieszanymi
byt podobny (87%), ale przewazaly zakazenia HHV-6 i HHV-7 (odpowiednio 70% i 76%),
pomimo ze zapobiegawczo stosowano acyklowir w duzo wyzszych dawkach (800 mg 4
razy dziennie). Autorzy ci obserwowali takze po 6 miesigcach od transplantacji wyrazny
wzrost liczby pacjentow zakazonych EBYV, czego nie wykazali$my w naszych badaniach.
U badanych przez nas biorcéw allo-HSCT znamienne natomiast bylo to, ze mieszane zaka-
zenia CMV 1 EBV charakteryzowaty si¢ najcigzszym przebiegiem klinicznym.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Stwierdzono, ze zakazenia mieszane wystapity u 80% badanych (28/35) i byty najczgs-
ciej wynikiem ujawniania si¢ poszczego6lnych herpeswirusdéw w réznym okresie po
transplantacji.

2. Dominowaly zakazenia dwoma lub trzema wirusami, w tym glownie CMV i1 EBV
(65%).

3. W tak opisanych zakazeniach mieszanych obserwowano okre$lona tendencj¢ pojawiania
si¢ poszczegdlnych wirusow w kolejnych epizodach zakazen — w pierwszym i drugim
dominowaty zakazenia CMV, rzadziej EBV i HHV-6, natomiast w kolejnych rolg wiru-
sow dominujacych przejmowaty EBV i HHV-7.

4. W korelacji z objawami klinicznymi zakazenia mieszane CMV z EBV charakteryzowaty
si¢ najcigzszym przebiegiem. Dodatkowe nadkazenia wirusami HHV-6 lub HHV-7 nie
wplywaly w sposob zasadniczy na pogorszenie stanu zdrowia pacjentow, chociaz wykry-
cie zakazenia 4 badanymi wirusami u jednego pacjenta zakonczylo si¢ niepomyslnie.

5. Przeprowadzone badania nasuwaja przypuszczenie, ze stwierdzane cigzkie zakazenia
CMV u pacjentdéw poddanych transplantacji moga by¢ wynikiem nie tyle patogennego
dziatania wytacznie wirusa CMV co addytywnego efektu replikacji innych herpeswi-
rusow.
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HERPESVIRUSES MIXED INFECTIONS IN ALLOGENEIC STEAM CELL RECIPIENTS
(ALLO-HSCT)

SUMMARY

Aim. Assessment of frequency and clinical course of infections with herpesviruses: CMV, EBV,
HHV-6 and HHV-7 in patients that underwent non-manipulated allo-HSCT from matched-related
donors.

Methods: 35 recipients of age 31 £ 8 years. Serological status of donor and recipient against CMV
and EBV assessed before transplantation. After transplantation, herpesviruses infection was confirmed
based on the presence of viral DNA isolated from peripheral leukocytes, using nested PCR method.
Patients were examined repeatedly, during 11.7 £ 7 months of observation.

Results and conclusions: mixed infections appeared in 80% of allo-HSCT recipients. Infections
with two or three viruses dominated, especially CMV and EBV (65%). We observed specific tendency
of appearance of particular herpesviruses in each episode — in the first and the second episodes CMV
dominated, EBV or HHV-6 infections were rare, whereas in the successive episodes EBV and HHV-7
were the leading viruses. In correlation with clinical symptoms mixed CMV and EBV infections were
characterised by the most severe course. Superinfections with HHV-6 or HHV-7 had no significant
influence on the progression of illness. Our observations may suggest that the serious CMV infections
in allo-HSCT recipients are the result of not only the pathogenic properties of CMV but of the additive
effect of replication of other herpesviruses.
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