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Souhrn

Cil prace: Na zakladé genetické variability hlavniho obalového glykoproteinu (gB) 1ze kmeny
cytomegaloviru (CMV) rozdélit do 4 hlavnich genotypu. Cilem prace bylo zjistit vyskyt
jednotlivych genotypa CMV v nasi populaci a porovnat jejich zastoupeni u t¥i skupin pacientu
s vysokym rizikem symptomatické infekce: u prijemct transplantatu kmenovych bunék
krvetvorby (HSCT), u HIV- pozitivnich pacientt a déti do 3 let.

Material a metody: Do studie bylo zahrnuto 134 archivovanych CMV-pozitivnich izolatid DNA od
pacientu, kteri byli vysetifeni v Narodni referené¢ni laboratori pro herpetické viry v letech 2004-
2007. Genotypizace byla provadéna pomoci amplifikace a analyzy produktu $tépeni restrikénimi
endonukleazami (RFLP) variabilniho useku genu pro gB.

Vysledky: V celém souboru byl nejéastéji nalezen genotyp gB1 (33 %), dale gB2 (29 %), gB3 (18 %)
a nejméné Casty byl gB4 (7 %). U jednotlivych rizikovych skupin se vSak zastoupeni jednotlivych
genotypu lisilo: U HIV- pozitivnich pacienta byl prokazan vysoky podil gB2 v porovnani se
zbytkem populace (55 %, p=0,004). U détskych pacientii byl relativné ¢astéji pritomen gB4 (20 %,
p=0,03).Ve skupiné prijemct HSCT byl zvysen vyskyt gB3 (26 %, p=0,03), a zachyt koinfekce vice
genotypy (17 %, p=0,016).

Zavéry: Distribuce jednotlivych genotypu CMYV v nasi populaci je podobna, jako v jinych regionech
stifedni a zapadni Evropy a ve Spojenych statech. OdliSné zastoupeni jednotlivych genotypu
u ruznych skupin rizikovych pacienti svédéi o rozdilech v biologickych vlastnostech, které mohou
ovlivnit virulenci, imunogenitu i epidemiologické charakteristiky cirkulujicich kmenii.

Klicova slova: lidsky cytomegalovirus - glykoprotein B — genotypy — molekularni epidemiologie.

Summary

Roubalova K., Zufanova S., Vitek A., Staiikova M.: Prevalence of Glycoprotein
B (gB) Genotypes in the Patients with High Risk of Symptomatic
Cytomegalovirus Infection

Objectives: Based on genetic variability of the dominant envelope glycoprotein (gB), human
cytomegalovirus is classified into four major genotypes. The aims were to determine the
prevalence of particular gB genotypes in Czech CMV-infected patients and to compare three
groups of the patients with high risk of symptomatic CMV infection, i.e. haematopoietic stem cell
transplant (HSCT) recipients, HIV-positive persons and infants.

Material and methods: The study was performed on 134 archived CMV-positive DNA isolates from
the patients tested in the National Reference Laboratory for Herpesviruses in 2004-2007. For
genotyping, the variable part of gB was amplified and analysed using the restriction fragment
length polymorphism (RFLP) method.

Results: The most frequently detected genotype was gB1 (33%), followed by gB2 (29%), gB3 (18%) and gB4
(7%). However, the distribution of gB genotypes varied between groups of high-risk patients: gB2
dominated in HIV-positives (55%, p= 0.004), while gB3 was most common in HSCT recipients (26%,
p=0.03) and gB4 was relatively more frequent in infants (20%, p=0.03). In HSCT recipients, we found
increased frequency of gB3 (26%, p=0.03) and co-infection with two or more gB genotypes (17%, p=0.016).
Conclusions: The distribution of CMV gB genotypes from Czech CMV-infected patients is similar
to that reported in other European countries or in the United States. Differences in the prevalence
of CMV gB genotypes between groups of high-risk patients indicate variation in biological
properties of particular gB genotypes, possibly resulting in distinct virulence, immunogenicity or
epidemiological characteristics of circulating strains.

Key words: Human cytomegalovirus - glycoprotein B - genotype — molecular epidemiology.
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Tab. 1. Charakteristika vySetfované skupiny pacientt

Table 1. Characteristics of study patients
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Tab. 2. Pouzité primery a amplifika¢ni podminky

Table 2. Primers and amplification conditions used in the study

Primer Oznacéeni Sekvence (5’-3’) Amplifikaéni podminky

Vnejsi 1 gb1319 TGGAACTGGAACGTTTGGC 04°C 10 min (95°C 15min.. 55°C 2
Vngjsi 2 b1676 TGACGCTGGTTTGGTTGATG min,72°C 1 min)x30, 72°C 7 min
Vnit¥ni 1 b1319 TGGAACRGGAACGTTTGGC 04°C 10 min.(94°C 30 sec., 65°C 1 min.
Vnitini 2 b1604 GAAACGCGCGGCAATCGG 72°C 1 min)x30, 72°C 7 min

Specifické biologické vlastnosti herpetickych
virt a jejich dlouhodoby vyvoj soubézné s hosti-
telskymi organismy jsou pii¢inou jejich vysoké
genetické stability v porovnani s jinymi skupina-
mi vira. Presto genetické analyzy lidskych
zastupct této skupiny ukéazaly, Ze jednotlivé dru-
hy jsou ve skutecnosti smési raznych genetickych
variant (genotypa), které mohou soubé&zné nebo
nasledné infikovat stejného jedince [1,22], lisi se
éasto svoji geografickou distribuci a v nékterych
pripadech i biologickymi vlastnostmi (pfehled —
viz 21). Geneticka variabilita je, spolu se schop-
nosti unikat hostitelskému imunitnimu systému,
pri¢inou toho, Ze u infikovaného jedince béhem
zivota bézné dochazi nejen k reaktivaci latentni
infekce, ale 1 k reinfekci dal§imi divokymi kmeny.
U cytomegaloviru je, v porovnani s ostatnimi lid-
skymi herpetickymi viry, genetickd variabilita
pomérné vysoka. Bodové mutace, nebo vzacnéji
i rozsahlejsi prestavby nukleotidovych sekvenci
postihuji jak strukturalni, tak nestrukturalni
geny. V prvnim piipadé se jedna hlavné o geny
pro virové obalové glykoproteiny, prikladem dru-
hé skupiny gent je napi. gen pro bezprostiedné

¢asny transaktivaéni protein (IE), nebo gen
UL144, koédujici membranovy receptor typu
rTNFa. V nékterych genech jsou mutace soustie-
dény do urcitych klastrd a umoznuji rozliSeni
nékolika genotypt (napt. v genu pro glykoprotein
B, glykoprotein H ¢i IE), v jinych genech (napi-
glykoprotein O, N) jsou mutace lokalizovany
nahodné a lisi se u jednotlivych kmena CMV [21].
Glykoprotein B (gB) je hlavni komponentou viro-
vého obalu, odpovid4 za vazbu virionu na jeden
z bunéénych receptort (heparan sulfat) a pied-
stavuje imunodominantni antigen, ktery vyvola-
va jak bunécénou imunitni odpovéd, tak tvorbu
neutraliza¢nich protilatek. V infikované burice je
gB syntetizovan ve formé prekursoru 150 kDal
ktery je v prubéhu maturace $tépen na subjedno-
tky 116 a 55 kDal. Maturovany gB (oznacovany
téz jako virovy glykoproteinovy komplex I) je
homodimerem, slozenym ze dvou kovalentné spo-
jenych komplexti transmembranové subjednotky
(55 kDal) a povrchové subjednotky1(116 kDal)
[7]. Geneticka variabilita gB je soustifedéna
v centralni oblasti genu v okoli §tépného mista,
a umoznuje rozliSeni ¢ty zakladnich genotypa
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CMV (gB1,gB2, gB3,gB4 [9]) a t¥{ vzacnych
neprototypovych variant (5,6,7, [22,25,28]). Proto-
Ze variabilni oblast gB zahrnuje i doménu, ktera
se ucastni vazby na receptor [7], nelze vylouéit, Ze
jednotlivé genotypy se budou liSit ve schopnosti
infikovat nékteré typy bunék. Soucasti variabilni
oblasti je i hlavni antigenni [19,23]. Tyto rozdily
mohou mit dopad na hodnoceni laboratornich tes-
t, na d¢innost imunoterapie nebo na protektivni
uc¢inek budouci vakciny proti CMV. Cilem této
studie proto bylo zmapovat zastoupeni jednotli-
vych genotypt CMV v nasi populaci a zjistit jejich
vyskyt u nékterych skupin rizikovych pacientt.

Material a metody

Pacienti: Pro studii byly pouzity archivované izolaty DNA
od pacienti, kte¥i byli vySetfovani v Narodni referenéni labo-
ratoii pro herpetické viry. Jednalo se o 54 dospélych ptijem-
ci transplantatu kmenovych bunék krvetvorby, lééenych
v letech 2004-5 v Ustavu hematologie a krevni transfuze
v Praze, u nichz byla cytomegalovirova infekce prokazana p¥i
pravidelném monitorovani hladin virové DNA v periferni krvi,
dale o 20 HIV-pozitivnich pacientii, u nichz byla v ramci pra-
videlného monitoringu zachycena DNA CMV v mo¢i, 20 déti
ve véku do 3 let se symptomatickou infekci CMV (diagnézy —
viz tabulka 1) a pozitivitou CMV DNA v mo¢i, nebo v krvi.
Dale bylo do studie zahrnuto 11 dospélych netransplantova-
nych jedinca s aktivni cytomegalovirovou infekei, rovnéz pro-
kazanou na zakladé p¥itomnosti CMV DNA v periferni krvi
nebo u jednoho pacienta s konjunktivitidou ve stéru ze spojiv-
kového vaku.

Izolace DNA: DNA byla izolovana pro ucely rutinniho
vySetfeni z 200 ul moce nebo nesrazlivé periferni krve, ode-
brané do odbérovych zkumavek s EDTA. Izolace byla provede-
na bud manualné na kolonkéch (QiaAmp Blood Mini Kit, Qia-
gen, Parsley, UK) nebo pomoci LC DNA Isolation Kitu na
automatu MagnaPure (Roche). Stér ze spojivkového vaku byl
vytiepan do 0,5 ml sterilniho PBS a 200 ul takto piipravené-
ho vzorku pak bylo pouzito pro izolaci DNA na kolonkéach (viz
vySe). Vycisténa DNA byla eluovana do 50 ul eluéniho pufru
(Qiagen nebo Roche) a skladovana pii -70 °C. Pied vySetienim

Tab. 3. Vyskyt jednotlivych genotypt gB

Table 3. Distribution of gB genotypes

-

byly vzorky zahtaty 3 min. na 95°C a kratce zcentrifugovany
(1 min., 8000 rpm).

Genotypizace gB: Pro ucely genotypizace byl amplifikovan
293-6 pb dlouhy usek, zahrnujici centralni variabilni oblast
genu pro glykoprotein B (UL55, kodon 439-535) pomoci
nested PCR [9,27]. Reakce byla provadéna v 50 ul reakéni
smési, obsahujici 0,25 U Fast-Start Taq DNA polymerazy
(Roche), reakéni pufr pro amplifikaci GC- rich DNA fragmen-
tt (Roche) a 25 pmol primert. Primery a amplifikaéni pod-
minky jsou popsany v tabulce 2. Produkt reakce byl nasledné
Stépen restrikénimi endonukleazami Hinf I a Rsa I (Promega).
Reakéni smés obsahovala 15 ul produktu PCR, 2 ul pufru (Pro-
mega), 2 ul Acyl- BSA (1 ug/ml, Promega) a 10U enzymu. Pro-
dukty Stépeni byly analyzovany pomoci elektroforezy v 12%
akrylamidovém gelu po obarveni ethidium bromidem.

Statistické vyhodnoceni: Pro vyhodnoceni statistické
vyznamnosti rozdilt v zachytu jednotlivych genotypt byl pou-
7it Mantel- Haenszeltv %2 test (Epilnfo 6.04).

Vysledky

Cty#i prototypové genotypy gB CMV byly rozli-
Sovany na zakladné charakteristického vzorce
produktt Stépeni restrikénimi endonukledzami
Hinf I a Rsa I (obr. 1). Cetnost zachytu jednotli-

gB1 gB2 gB3 gB4

Hinfl Rsal Hinfl Rsal Hinfl Rsal Hinfl Rsal
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Obr. 1. Vzorec produktt RFLP u jednotlivych genotypt gB

Fig. 1. RFLP patterns of different gB genotypes

Genotyp Piijemci HSCT | HIV-pozitivni Déti Ostatni dospéli Celkem
pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %
gB1 17 31,5 6 30 6 30 6 54,5 35 33,3
gB2 9 16,6 11 55 7 35 3 27,3 30 28,6
gB3 14 25,9 2 10 3 15 0 0 19 18,1
gB4 2 3,7 0 0 4 20 2 18,2 8 7,4
Koinfekce vice genotypy 9 16,6 1 5 0 0 0 0 10 9,5
atypicky genotyp 3 5,6 0 0 0 0 0 0 3 29
celkem 54 100 20 100 20 100 11 100 105 100
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vych genotypu u vySetfovaného souboru pacientu
a jednotlivych podskupin znazornuje tabulka 3.
Celkové nejcastéji identifikovanym genotypem
byl gB1 (33,3 %), nasledoval gB2 (28,6 %), gB3 byl
pritomen u 18,1 % a nejméné Casty gB4 u 7,4 %
vSech pacientd. Smés vice genotypu byla zachyce-
na u 9,5 % pacientt a jednalo se vyhradné o imu-
nodeficientni jedince. Mezi vySetfovanymi skupi-
nami byly nalezeny rozdily v zastoupeni
nékterych genotypi CMV: Pro skupinu HIV-
pozitivnich pacienttt byl charakteristicky vysoky
podil gB2 v porovnani se zbytkem populace (55 %,
p=0,004). U détskych pacienta byl relativné cas-
téji pritomen gB4 (p=0,03). Ve skupiné ptijemct
HSCT byl zvySen vyskyt gB3 (26 % p=0,03). Vyz-
namné vyssi zde byl zachyt smiSené infekce vice
genotypy (16,6 %, p= 0,016). U ti#i transplanto-
vanych pacientd neodpovidal vzorec fragmentu
restrikéniho $tépeni zadnému ze ¢tyr zakladnich
genotypd.

Diskuse

Zastoupeni jednotlivych genotypu CMV
v nasem regionu dosud nebylo dostateéné zkou-
mano. Studie omezeného rozsahu byly provadény
v Madarsku a Polsku, Rakousku a Némecku
[3,6,14,16], byly vsak zaméfeny pouze na uréitou
skupinu pacientt. Stanoveni prevalence jednotli-
vych genotypi CMYV v bézné populaci je proble-
matické, nebot ziskani dostateéného mnozZstvi
materialu od bezptiznakové infikovanych zdra-
vych jedinct je velmi obtiZzné. Proto jsme v nasi
studii pouzili material ze screeningovych nebo
diagnostickych vySetieni od pacienti s vysokym
rizikem nebo klinickymi ptiznaky infekce CMV.
Do studie jsme zahrnuli hlavni skupiny pacient,
u nichz je cytomegalovirova infekce nejéastéji dia-
gnostikovana: transplantované pacienty, HIV-
pozitivni a malé déti ve véku do 3 let, zahrnujici
i piipady kongenitalni infekce. Celkové zastoupe-
ni jednotlivych genotypia gB v naSem souboru
bylo velmi podobné tudajam, publikovanym ve
vySe zminénych studiich. Nejvice byly zastoupeny
genotypy gB1 a gB2, naopak nejméné cetny byl
genotyp gB4. Nicméné, mezi jednotlivymi skupi-
nami pacient byly nalezeny pozoruhodné rozdi-
ly. Statisticky nejvyznamnéjsi byla prevaha gB2
u HIV- pozitivnich pacientd, ktera nebyla spoje-
na s typem vySetfovaného vzorku, nebot v moéich
détskych pacienttt gB2 neprevladal. Vysledky
genotypizace gB u publikovanych studii, zamére-
nych na HIV- pozitivni pacienty, jsou znacéné
nekonzistentni: nékteré studie souhlasné s nasi-
mi vysledky dokumentuji prevahu gB2,a to jak
v mo¢i pacientu [22], tak v krvi [11,13,24], o¢éni

-

tekutiné [8] mozkomiSnim moku [26], nebo sli-
nach [12], jiné ji nepotvrdily [6,20,29]. Nékteré
z téchto studii nalezly rozdilné zastoupeni jedno-
tlivych genotypt v rtznych vzorcich od téhoz
pacienta [22,26], jiné nikoliv [6,20]. Zipeto et
al.[33], porovnaval zastoupeni jednotlivych geno-
typa gB u tfi soubord HIV- pozitivnich pacientt
s odlisnymi epidemiologickymi charakteristikami
a naznacil moznou souvislost prevahy gB2
s homosexualnim pfenosem infekce: gB2 domino-
val u italskych muzu, kteii méli sex s muzi, kdez-
to u intravendznich narkomanu a africkych hete-
rosexualnich pacientd nikoliv. Homosexualni
pfenos infekce pfevazoval i v naSem souboru
pacientd.

Studie, které se zabyvaly genotypizaci CMV
u kojenct véetné kongenitalné infikovanych sou-
hlasné s nasimi vysledky prokazaly nejvyssi Cet-
nost gB1 a nasledné pak gB3 [4,5,15,28]. ZvySeny
vyskyt gB4 u této skupiny pacienttt v8ak pozoro-
vali pouze italsti autori [2] a v nékterych geogra-
fickych lokalitach nebyl tento genotyp zastoupen
vitbec (Brazilie —[30];Cina - [31]). Lze jen speku-
lovat, pro¢ je vyskyt gB4 v této skupiné pacientt
naseho souboru vys$s$i, nez v ostatnich skupinach.
Jednim z moznych vysvétleni by mohl byt vyssi
podil primarnich infekeci.

U prijemca HSCT je zdrojem aktivni cytome-
galovirové infekce nejcastéji virus, preneseny S$té-
pem [18]. V nasi skupiné prevazovali pacienti,
kteti ziskali kmenové bunky od neptibuzného
darce, pochéazejici ¢asto ze zahrani¢niho registru .
Bylo proto dulezité zjistit, zda se zastoupeni jed-
notlivych genotyptt CMV v této skupiné bude lisit
od rozloZeni v bézné populaci. Nejcastéji zastou-
penym genotypem byl u transplantovanych paci-
entd, stejné jako u déti a onkologickych pacient,
gB1, gB 3 vSak byl u této skupiny 3krat céastéjsi
nez u ostatnich pacientid. Tento genotyp je obec-
né ¢astéji nachazen u pacientt s virémii a zd4 se,
Ze ma v porovnani s ostatnimi genotypy lepsi
schopnost §itit se krvi [17,22,26] . Spolu s gB2 je
Castéji nachazen u pacientiu s téz$im prubéhem
infekce [5,27,32]. Vyznamné zvySen byl zachyt
koinfekce vice genotypy. Tento fenomén je pro sil-
né imunosuprimované pacienty typicky a je spo-
jen se Spatnou prognézou infekce [10]. V naSem
pripadé se nejednalo o kontrolovanou studii,
a proto nebylo mozné zhodnotit vliv jednotlivych
genotyptd na klinicky prabéh infekce, éi prognézu
onemocnéni.

Pouzité zkratky:

BSA — bovinni sérumalbumin

CMV — lidsky cytomegalovirus

gB — glykoprotein B

HLA — hlavni histokompatibilitni komplex
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HSCT — transplantace kmenovych bunék
krvetvorby

IE — bezprostiedné ¢asny protein CMV
(UL123)

PBS — izotonicky fosfatovy pufr pH 7,2

PCR — polymerazova fFetézova reakce

RFLP — polymorfismus restrikénich fragmenta

rTNFo - receptor pro tumor-nekrosis faktor o

Podékovani: Tato prdce byla sponzorovina

grantem IGA MZ CR NR 9418-3
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