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Citomegalovirus (CMV) je uzro¢nik brojnih komplikacija nakon transplantacije mati¢nih
éelija hematopoeze (TMCH) kao §to su pneumonija, retinitis, gastroenteritis, hepatitis,
infekcije CNS. CMV je jedan od najznacajnijih faktora mortaliteta i morbiditeta nakon
transplantacije mati¢nih ¢elija. Za pracenje nasih pacijenata koristili smo CMV DNK
kvantitativni Real-time test lanCane reakcije polimeraze. Na$ cilj je bio utvrdivanje
viremije CMV kod pacijenata nakon TMCH.

UvoD

CMV pripada porodici Herpesviridae, potporodici
Betaherpesvirinae. Najveéi je medu herpes virusima,
veli¢ine 150-200 pm sa dvolanc¢anom linearnom DNK. Ovaj
virus moze inficirati razli¢ite ¢elije kao Sto su epitelne, éelije
hemotopoeze i vezivno tkivo.(1) Primarna infekcija se
uglavnom javlja u detinjstvu kao asimptomatska ili sli¢na
mononukloeozi. Nakon primarne infekcije virus uspostavlja
latenciju u mnogim ¢éelijama domacdina kao §to su leukociti,
limfociti, parenhim bubrega i jetre. Kasnije, u toku zivota
dolazi do reaktivacije virusa naroCito kod imuno-
kompromitovanih sa teSkom klinicCkom slikom. Infekcija
CMV je jedan od najznacdajnih faktora morbiditeta i mortal-
iteta nakon transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze
(TMCH) i solidnih organa. U periodu od 2 godine nakon
transplantacije naj¢es¢i uzrok mortaliteta su relaps bolesti,
bolest kalem protiv domacdina i oportunisticke infekcije.(2)
CMYV bolest pracena je zahvatanjem brojnih organa sa nas-
tankom pneumonije, retinitisa, gastroenteritisa, hepatitisa,
pancitopenije, infekcije CNS, odlozenog prihvatanja ili
odbacivanja grafta. Infekcija mozZe nastati reaktivacijom
latentnog virusa (najces¢i oblik nakon transplantacije), rein-
fekcijom ili kao primarna infekcija, najéesée od 30-og do
120-og dana nakon transplantacije. U riziku su seropozitivni
pacijenti pre transplantacije ili seronegativni recipijenti
seropozitivnog donora. Ostali faktori rizika su starost paci-
jenta, brzina oporavka imunog sistema, imunosupresija
nakon zrafenja, terapija antitimocitnim globulinom,
hemioterapijski protokol i drugi. Pacijenti koji primaju
alemtuzumab i antilimfocitni globulin uglavnom razvijaju
kasnu CMYV infekciju.(3) Restitucija imunog sistema nakon
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transplantacije zavisi od starosti pacijenta, HLA podudar-
nosti, izvora mati¢nih celija, sastava grafta, od rezima
kondicioniranja kao i upotrebe kortikosteroida.() Kod oko
50% transplantiranih dolazi do replikacije CMV, a kod 20-
25% do klinicki manifestne infekcije.(5) CMV je donedavno
bio glavni uzroénik infekcija nakon TMCH u oko 50%, ali
je stalni monitoring i upotreba hemioprofilakse doprinela
smanjenju komplikacija uzrokovanih ovim patogenom.(6:7)

CMYV bolest je i dalje veliki terapijski i dijagnosticki
problem kod pacijenata sa TMCH. Viremija je pokazatelj
aktivnog virusnog umnozavanja u ciljnim organima ili dis-
eminovane bolesti. Dokazivanje viremije pre pojave prvih
klini¢kih simptoma omogucéava rano leCenje i sprecavanje
nastanka teSkog oblika bolesti. U terapiji se najvise koriste
ganciklovir, foskarnet i imunoglobulini. Preemptivna
antivirusna terapija sprovodi se u skladu sa pra¢enjem CMV
viremije 1 dovela je do smanjenja incidence cito-
megalovirusne bolesti nakon transplantacije ali ne uti¢e na
procenat prezivljavanja kod razvijene bolesti.(3)

METOD

Praceno je ukupno 50 pacijenta koji su transplantirani na
Klinici za hematologiju Vojnomedicinske akademije u peri-
odu 2015.12016. godine. Kod svih transplantiranih uradena
je alogena transplantacija kostane srzi. Od ukupnog broja,
24 su muskarci a 26 Zene. Praceni su sto dana nakon trans-
plantacije, testiranjem na prisustvo virusne DNK Real Time
PCR metodom. Sakupljeno je ukupno 488 uzoraka krvi od
50 pacijenta. Dva mililitra krvi je obradeno i ekstrahovana je
plazma koja je ¢uvana na temperaturi od -70°C. Svi uzroci
plazme testirani su na prisustvo CMV DNK testom
GeneProof detekcijom specifi¢ne sekvence gena koji kodira
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4IE antigen, na aparatu Roche LightCycler 2.0, sa limitom
detekcije od 250c/ml. Ektrakcija virusne DNK radena je
manuelnom metodom, kitom za ekstrakciju DNA Universal
Kit Zymo Research.

REZULTATI

Od 50 pacijenata kod kojih je uradena alogena trans-
plantacija kostane srzi na Klinici za hematologiju VMA
sakupljeno je 488 uzoraka krvi i testirani su na prisustvo
CMV. Indikacije za alogenu transplantaciju koStane srzi
najéeS¢e su bila akutna mijeloidna leukemija i akutna
limfati¢na leukemija. Prisustvo CMV u plazmi detektovano
je kod 27 pacijenta (54%) u prvih 100 dana nakon trans-
plantacije. Broj virusnih kopija kretao se od 3,36x102 C/ml
do 2,78x10*C/ml. Reaktivacija CMV najcesée je detekto-
vana u periodu od 20.-og do 30.-og dana nakon trans-
plantacije- kod 11 pacijenata (40,74%) - grafikon 1. Srednja
vrednost reaktivacije u danima nakon transplantacije iznosi
35,15 dana i kretala se u rasponu od 11-og do 87-og dana.

Zahvaljujuéi efikasnim antivirusnim tretmanima, naro-
¢ito ganciklovirom, citomegalovirusna bolest se razvija kod
malog broja pacijenata i obicno je udruzena sa komorbidite-
tima i drugim komplikacijama nakon transplantacije.
Uvodenje savremenih molekularnih metoda i kvantifikacije
virusa dovelo je i do smanjene smrtnosti nakon transplan-
tacije organa. Kontinuirani monitoring omogucava detekciju
viremije CMV, njeno praéenje i ukljuCivanje terapije.
Prisustvo viremije CMV ne znaci i posledi¢no razvoj
citomegalovirusne bolesti. Nece svaki pacijent sa viremijom
razviti citomegalovirusnu bolest koja se javlja kod 5%
transplantiranih.(13) Povecéanje broja kopija virusne DNK
omogucéava brzu detekciju i terapiju te sprecavanje daljeg
razmnozavanja virusa. Oc¢ekivano, u nasem istrazivanju kod
velikog broja pacijenata uocena je CMV viremija i to kod
54% S§to je 1 ocCekivano jer je prokuzenost CMV u opstoj
populaciji visoka.(14) Oko 60% seropozitivnih recipijenata
razvija CMV viremiju.(13) U razli¢itim studijama stopa reak-
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ranih. Ovaj visok procenat moze se objasniti da
su u grupu pozitivnih pacijenata svrstani i oni
koji su imali bar jednom u toku pracenja prisut-
nu CMV viremiju. Viremija se zahvaljujuéi
kontinuiranom pracenju otkriva vrlo rano §to
omogucéava promptno terapijsko reagovanje.
Na taj nacin viremija je pod kontrolom, a
samim tim smanjena je mogucénost nastanka
teske klini¢ke slike. Antivirusna terapija ima i
svoje toksicne efekte pa je stalno pracenje
molekularnim metodama omoguéilo i davanje
terapije samo onim pacijentima sa detekto-
vanom viremijom. CMV viremija prisutna je u
proseku nakon 35,15 dana S$to odgovara

Grafikon 1 Reaktivacija CMV po danima nakon transplantacije maticnih

celija hematopoeze

DISKUSIJA

Herpes virusi su naj¢es¢i uzro¢nici morbiditeta i mortal-
iteta kod pacijenata nakon transplantacije koStane srzi i
solidnih organa. Ova grupa virusa uspostavlja latenciju u
razlictim ¢elijama domacina, virusni genom je prisutan ali
bez replikacije virusa. Najvazniju ulogu u kontroli latentnog
CMYV ima imunoloski sistem domacina. U slu€aju imuno-
supresije dolazi do reaktivacije 1 produktivne infekcije.
Nedavna studija pokazala je da su CD14" monociti koji
eksprimiraju povrsSinski marker B7-H14 pretezno mesto
latencije u perifernoj krvi zdravih davalaca.(9) Diferen-
cijacija u zrele mijeloidne dendriticne c¢elije i makrofage
pracena je hromatinskim remodeliranjem CMV i to pred-
stavlja neposredni rani promotor koji olakSava reaktivaciju i
produkciju virusa.(19) Alogena stimulacija i pro-inflamatorni
citokini- INFy, TNF i IL-6 pokrec¢u sazrevanje i reaktivaciju
mijeloidnih éelija i uti¢u na reaktivaciju virusa (11, Pored
pomenutog seroloskog statusa recipijenta i donora, faktori
rizika reaktivacije su starost recipijenta, HLA nekompati-
bilnost, iscrpljivanje T ¢elija, bolest kalem protiv domacina,
visoke doze kortikosteroida i drugi.(12) Medutim, klju¢ni
mehanizmi latencije i reaktivacije i dalje su nepoznati.

prethodnim rezultatima u nasoj ustanovi.(16) U
ovom radu prikazana je vaznost kontinuiranog
pracenja pacijenata nakon transplantacije na
prisustvo CMV. Ove pacijente treba pratiti i na ostale viruse
- EBV, HSVI, HSV2, VZV, HHV6, HHV7 i druge
oportunisti¢ke mikroorganizme.

ZAKLJUCAK

Razvoj virusoloske dijagnostike omogucio je pracenje
razli¢itih virusnih bolesti kao i efekta same terapije. Pojedini
testovi omogucavaju pracenje pacijenata multipleks PCR
testovima. Na ovaj naéin iz jednog uzorka moguca je detek-
cija velikog broja razli¢itih infektivnih uzro¢nika. Osim
toga, razvijaju se i testovi sa sve nizim pragom detekcije
kako bi ranije otkrili prisustvo virusa. Nova saznanja o
molekularnim mehanizmima ¢elijske latencije, kao i
utvrdivanje faktora koji dovode do reaktivacije i razvoja cit-
omegalovirusne bolesti su veoma znacajna. Sve ove metode
unapreduju prevenciju citomegalovirusne bolesti, koja je
mnogo laksa nego lecenje klinicki ispoljene forme.
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Abstract

Background/Aim. Cytomegalovirus (CMV) causes major complications after allogeneic
stem cell transplantation (SCT) such as pneumonia, retinitis, gastroenteritis, hepatitis,
CNS infections. CMYV is still a major cause of morbidity and mortality after hematopoiet-
ic cell transplantation. For CMV DNA monitoring in the samples of our patients we used
quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) assays. The aim was use to deter-
mine CMV loads in patients undergoing SCT. Methods: A total of 50 SCT patients were
studied during a 100 days period after transplantation for the presence of CMV DNA.
Polymerase chain reaction (PCR) CMV DNA was performed on 488 full blood samples
using Gene Proof CMV DNA tests. Results: CMV viremia was detected in 27/50 (54%)
of the patients. The median posttransplantation time for the first positive PCR result was
35,15 days after SCT. Detected viral CMV load was between 336 copies/ml and 27800
copies/ml. Conclusion. Early detection of CMV in blood is very important for preemptive
therapy. It is better to prevent than to treat CMV disease and its possible consequences.
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