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sledování vlivu genotypÛ na prÛbûh infekce
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Souhrn

Cíle práce: Genetická variabilita cytomegaloviru (CMV) mÛÏe ovlivÀovat jeho patogenní projevy
u imunodeficientních pacientÛ. Na základû genetické variability v genu UL55, kódujícím
dominantní virov˘ obalov˘ glykoprotein gB, lze CMV rozdûlit do ãtyfi hlavních genotypÛ. Cílem
práce byla anal˘za zastoupení genotypÛ gB u dospûl˘ch pfiíjemcÛ allogenního transplantátu
kmenov˘ch bunûk krvetvorby (HSCT) a jejich vztahu k prÛbûhu transplantace a infekce CMV.
Materiál a metody: gB byl typizován v archivovan˘ch vzorcích, získan˘ch z periferní krve 53
pfiíjemcÛ HSCT, transplantovan˘ch v letech 2004–2005. Pro genotypizaci byla pouÏita metoda
anal˘zy polymorfismu produktÛ ‰tûpení restrikãními endonukleázami (RFLP) a sekvenace
centrální variabilní ãásti genu. Vztah genotypÛ ke sledovan˘m klinick˘m parametrÛm byl
hodnocen multivariantní anal˘zou s vylouãením vlivu pfiíbuznosti donora, shody HLA a léãby
antithymocytárním imunoglobulinem (ATG). 
V̆ sledky: Genotyp gB1 byl prokázán u 30 %, gB2 u 17 %, gB3 u 26 %, a gB4 u 4 % pacientÛ. U jednoho
pacienta byl nalezen atypick˘ genotyp. 17 % pacientÛ mûlo smí‰enou infekci více genotypy.
Zastoupení jednotliv˘ch genotypÛ se nemûnilo v ãase, pfiestoÏe pacienti, transplantovaní v roce
2005, mûli v prÛmûru masivnûj‰í infekci s vy‰‰ími hladinami viru v krvi. gB1 byl provázen niÏ‰í
virovou náloÏí (p=0,046) a mírnûj‰ím prÛbûhem symptomatické infekce, ale vy‰‰ím v˘skytem akutní
reakce ‰tûpu proti hostiteli (OR 3,4; p = 0,067). Myelosupresivní projevy infekce byly ménû ãasté
u pacientÛ s gB3 (OR 0,09; p = 0,075). Naproti tomu pacienti s gB2 mûli hor‰í prÛbûh symptomatické
infekce s ãastûj‰ími projevy orgánového postiÏení (OR 6,65; p = 0,15) a hor‰í reakcí na antivirovou
terapii (OR 0,18; p = 0,12). Vliv smí‰ené infekce na prognózu onemocnûní nebyl prokázán.
Závûry: V˘sledky této studie naznaãují, Ïe jednotlivé genotypy gB mají vliv na prÛbûh infekce i na
pfiípadné komplikace u pfiíjemcÛ HSCT. Tato pozorování je v‰ak nutno ovûfiit na vût‰ím souboru
pacientÛ v kontextu se sledováním variability dal‰ích dÛleÏit˘ch virov˘ch genÛ. Charakterizace
virov˘ch genetick˘ch faktorÛ, ovlivÀujících patogenní projevy CMV, v˘znamnû ovlivní péãi
o pacienty s vysok˘m rizikem cytomegalovirové infekce.
Klíãová slova: lidsk˘ cytomegalovirus, patogeneze, transplantace kmenov˘ch bunûk krvetvorby,
genotypizace, gB. 

Summary

Roubalová K., Struneck˘ O., Îufanová S., Procházka B., Vítek A.: Genotyping of Viral Glycoprotein
B (gB) in Hematopoietic Stem Cell Transplant Recipients with Active Cytomegalovirus Infection:
Analysis of the Impact of gB Genotypes on the Patients’ Outcome

Aim of the study: Genetic variation of CMV strains may correlate with their pathogenicity for
immunocompromised patients. On the basis of sequence variation in the UL55 gene encoding the
most abundant viral envelope glycoprotein gB, CMV can be classified into four major gB
genotypes. The aim of the study was the analysis of the distribution of gB genotypes in a cohort of
haematopoietic stem cell transplant (HSCT) recipients and of the correlation of genetic
polymorphisms with clinical outcomes and manifestation of CMV infection. 
Material and methods: Archived DNA isolates from consecutive blood samples of 53 adult
allogeneic HSCT recipients with active CMV infection, transplanted in 2004-2005, were used for
the genetic analysis. HCMV gB genotyping was performed by restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis and sequencing of the central variable region of UL55. The
association of gB genotypes with selected clinical parameters was assessed by multivariate
analysis after adjustment for graft donor type, HLA-matching and anti-thymocyte
immunoglobulin (ATG) therapy. 
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polymorfismus tûchto proteinÛ mÛÏe ovlivnit
patogenní vlastnosti pfiíslu‰n˘ch kmenÛ CMV.
Glykoprotein B (gB), kódovan˘ genem UL55, je
souãástí obalového glykoproteinového komplexu
gCI, kter˘ je hlavní komponentou virového obalu,
odpovídá za vazbu virionÛ na jeden z bunûãn˘ch
receptorÛ (heparan sulfát) a zahajuje fuzi virové-
ho obalu s bunûãnou membránou [6]. Jeho sou-
ãástí je imunodominantní antigen, kter˘ vyvolává
jak bunûãnou imunitní odpovûì, tak tvorbu neu-
tralizaãních protilátek [7,8]. Genetická variabili-
ta gB je soustfiedûna v centrální oblasti proteinu,
v místû, kde dochází ke ‰tûpení prekurzorového
polypeptidu na dvû funkãní subjednotky, a umoÏ-
Àuje rozli‰ení ãtyfi základních genotypÛ CMV
(gB1,gB2, gB3,gB4) a tfií vzácn˘ch neprototypo-
v˘ch variant [9]. Hlavní antigenní determinanta
i doména, která se úãastní vazby na receptor, jsou
souãástí variabilní oblasti [9]. Jednotlivé genoty-
py se tedy mohou li‰it sv˘mi imunogenními vlast-
nostmi i schopnostmi infikovat rÛzné typy bunûk.
Nejroz‰ífienûj‰ím zpÛsobem prevence cytomegalo-
virové nemoci u pfiíjemcÛ HSCT je preemptivní
terapie antivirotiky. Tento postup zahrnuje pravi-
delné laboratorní monitorování aktivity cytome-
galoviru pomocí pp65-antigenémie nebo kvantifi-
kace virové náloÏe v krvi pacienta a nasazení
léãby pfii prvních známkách rozvíjející se aktivní
infekce [10]. 

Cílem této studie byla genetická anal˘za kme-
nÛ CMV, identifikovan˘ch u allogenních pfiíjemcÛ
HSCT, a sledování vlivu genotypÛ gB na prÛbûh
infekce a její dopad na zdraví pacienta.

Materiál a metody

Pacienti:
Do studie bylo zahrnuto 53 dospûl˘ch pfiíjemcÛ allogenního

transplantátu HSC, léãen˘ch v letech 2004–2005 v Ústavu
hematologie a krevní transfuze v Praze. Klinické charakteris-

Úvod

Pfies ve‰keré úspûchy, které byly v posledních
letech uãinûny v oblasti terapie i prevence, patfií
cytomegalovirus (CMV) u pfiíjemcÛ transplantátu
allogenních hematopoetick˘ch krvetvorn˘ch bu-
nûk (HSCT) k nejzávaÏnûj‰ím Ïivot ohroÏujícím
patogenÛm. Aktivní infekci prodûlá aÏ 80 %
transplantovan˘ch pacientÛ a u 20–30 % je pro-
vázena klinick˘mi pfiíznaky, k nimÏ patfií horeã-
ka, pancytopenie a známky orgánového postiÏení
– intersticiální pneumonie, gastroenteritis ãi
hepatitis [1]. Sekundárnû se zvy‰uje riziko myko-
tick˘ch infekcí a akutní nebo chronické reakce
‰tûpu proti hostiteli (AGVHD,CGVHD) [2]. Nej-
v˘znamnûj‰ími rizikov˘mi faktory pro cytomega-
lovirovou nemoc u pfiíjemcÛ HSCT jsou trans-
plantace ‰tûpu od nepfiíbuzn˘ch, HLA-
neshodn˘ch dárcÛ, séropozitivita pfiíjemce, deple-
ce T-lymfocytÛ a agresivní imunosupresivní tera-
pie [2]. Jednou z moÏn˘ch pfiíãin variability kli-
nick˘ch projevÛ cytomegalovirové infekce mohou
b˘t i genetické rozdíly mezi jednotliv˘mi kmeny.
PfiestoÏe je, v porovnání s jin˘mi viry, CMV gene-
ticky velmi stabilní, jednotlivé kmeny nejsou zce-
la identické, ale vytváfií vût‰í, ãi men‰í mnoÏství
genetick˘ch variant (genotypÛ), které mohou sou-
bûÏnû nebo následnû infikovat stejného hostitele
[3, 4]. Geneticky variabilní úseky se nacházejí
v rÛzn˘ch ãástech virového genomu a zasahují
i do funkãnû v˘znamn˘ch genÛ, jako je napfi. gen
pro hlavní regulátor transkripce (IE1), geny
kódující imunomodulaãní proteiny nebo povrcho-
vé glykoproteiny na virovém obalu [5]. Poslední
z nich jsou pfiedmûtem intenzivního studia, neboÈ
zprostfiedkují vazbu virionÛ na bunûãné receptory
a prÛnik virÛ do hostitelsk˘ch bunûk. Jejich vari-
abilita mÛÏe ovlivnit infekãnost viru, bunûãn˘
tropismus i interakci s imunitním systémem hos-
titelského organismu. Lze tedy pfiedpokládat, Ïe

Results: gB1, gB2, gB3, and gB4 genotypes were detected in 30%, 17%, 26% and 4% of the patients,
respectively. An atypical gB genotype was found in one patient. Co-infection with two or more gB
genotypes was revealed in 17% of the patients. The distribution of gB genotypes did not vary in
time, despite the fact that the patients transplanted in 2005 had more severe CMV infection with
higher viral loads in the blood than those transplanted in 2004. gB1 was associated with a lower
viral load (p = 0.046) and a milder course of symptomatic CMV infection, but with a higher rate of
acute graft versus host disease (OR 3.4; p = 0.067). Pancytopenia was less frequent in the patients
infected with gB3 (OR 0.09; p = 0.075). In contrast, gB2-infected patients had a worse outcome of
CMV infection with a higher rate of organ involvement and were less responsive to antiviral
therapy (OR 6.65 and 0.18; p = 0.15 and 0.12, respectively). The prognostic impact of co-infection
with two or more gB genotypes was not shown. 
Conclusions: gB genotype may have an impact on the course of CMV infection and its
complications in HSCT recipients. Nevertheless, these results need to be tested on a larger group
of patients in the context of genetic variability of other functionally important viral genes. The
characterization of viral genetic factors determining CMV pathogenesis will be of relevance to the
treatment of patients at high risk of CMV infection.
Key words: human cytomegalovirus, pathogenesis, hematopoietic stem cell transplantation,
genotype, gB.
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tiky pacientÛ jsou znázornûny v tabulce 1a. Cytomegalovirová
infekce byla u pacientÛ monitorována pomocí vy‰etfiení pp65-
antigenémie a kvantitativní PCR (viz dále). Do 100. dne po
transplantaci ãi u pacientÛ, léãen˘ch imunosupresivy pro
reakci ‰tûpu proti hostiteli (GVHD), bylo vy‰etfiení provádûno
jednou t˘dnû, pozdûji byli pacienti vy‰etfiováni v intervalech
14 dnÛ aÏ 1 mûsíc.

Vy‰etfiení pp65-antigenémie 
Bylo provádûno metodou nepfiímé imunofluorescence

pomocí monoklonální protilátky proti virovému tegumento-
vému antigenu pp65 ( pp65 CINA Pool, Argene). Jako
sekundární protilátka byl pouÏit praseãí anti-my‰í imuno-
globulin, znaãen˘ fluorescein-isothiokyanátem (SwAM-
FITC, Sevapharma, Praha). Z leukocytÛ pacienta, získa-
n˘ch z buffy coatu po sedimentaci nesráÏlivé krve 1 hod pfii
37 °C, byly pfiipraveny cytospinové nátûry, obsahující 2x105

leukocytÛ / preparát. Po obarvení v˘‰e zmínûn˘mi protilát-
kami byly na preparátu poãítány buÀky s jasnû zelenou
jadernou imunofluorescencí.

Za hranici pozitivity testu bylo povaÏováno 5 specificky sví-
tících bunûk / 2x105 leukocytÛ.

Kvantitativní PCR
Pro kvantifikaci virové DNA v periferní krvi byla pouÏita

amplifikace úseku genu UL83 metodou kvantitativní real-
-time PCR podle Pumannové et al. [11]. Celková DNA byla izo-
lována z 200 μL buffy coatu (viz v˘‰e) pomocí kolonek Qiagen
(QiaAmp Blood Mini Kit, Qiagen) nebo pomocí automatického

extraktoru MagnaPure (LC DNA Isolation Kit, Roche). V̆ sle-
dek vy‰etfiení byl udáván v poãtu genom-ekvivalentÛ CMV na
1 ml krve. 

Genotypizace gB metodou polymorfismu produktÛ
restrikãního ‰tûpení (RFLP)

Pro toto vy‰etfiení byly pouÏity izoláty DNA nebo vzorky
buffy coatÛ, archivované pfii -20 °C . Pfied pouÏitím byly zahfiá-
ty 3 min. na 95 °C, promíchány a krátce centrifugovány
(8000 ot/min. 1 min.). Variabilní úsek gB, zahrnující centrální
variabilní oblast genu pro glykoprotein B (UL55, kodon
439-535, 293-6 párÛ bází) byl amplifikován pomocí nested PCR
[12]. Reakce byla provádûna v 50 μl reakãní smûsi, obsahující
0,25 U Fast-Start Taq DNA polymerázy (Roche), reakãní pufr
pro amplifikaci DNA fragmentÛ bohat˘ch na GC (Roche)
a 25 pmol primerÛ. (Primery a amplifikaãní podmínky – viz
Roubalová a spol. [40]. Produkt reakce byl následnû ‰tûpen
restrikãními endonukleázami Hinf I a Rsa I (Promega). Reakã-
ní smûs obsahovala 15 μl produktu PCR, 2 μl pufru (Promega),
2 μl Acyl- BSA (1 μg/ml, Promega) a 10U enzymu. Produkty
‰tûpení byly analyzovány pomocí elektroforézy v 12 % akryla-
midovém gelu po obarvení ethidium bromidem [9]. Od kaÏdé-
ho pacienta byly analyzovány minimálnû dva nezávisle ode-
brané vzorky.

Sekvenace
V̆ sledky RFLP byly ovûfieny pomocí sekvenace v˘‰e zmí-

nûného úseku virové DNA. Sekvenaãní reakce, obsahující
10 pmol kaÏdého primeru a 0,1–1 μg  templátu v 16 μL reakã-

Tab. 1a. Klinické charakteristiky vy‰etfien˘ch pacientÛ

Table 1a. Clinical characteristics of the patients

1ALL – akutní lymfoblastická leukémie,AML – akutní myeloblastická leukemie,CLL – chromická lymfoblastická leukemie, CML
– chronická myeloblastická leukemie,MDS – myelodisplastick˘ syndrom, HD – Hodgkinova choroba, NHL – nehodgkinÛv lym-
fom; 2statisticky nesignifikantní; 3hematopoietické kmenové buÀky z periferní krve; 4hematopoietické kmenové buÀky z kostní
dfienû; 5Do studie byly zahrnuti pouze pacienti s aktivní infekcí CMV; 6P – dosaÏená hladina statistické v˘znamnosti pfii univa-
riantní anal˘ze

1ALL – acute lymphoblastic leukemia, AML – acute myeloblastic leukemia, CLL – chronic lymphoblastic leukemia, CML – chro-
nic myeloblastic leukemia, MDS – myelodisplastic syndrome, HD – Hodgkin’s disease, NHL – non-Hodgkin’s lymphoma; 2non
-significant; 3haematopoietic stem cells from the peripheral blood; 4bone marrow stem cells ; 5Only the patients with active CMV
infection were enrolled in the study.; 6achieved level of statistical significance in the univariate analysis

Charakteristika

Rok transplantace Celkem5

P6
2004 poã.

pacientÛ (%) 
(n = 27)

2005
poã.pacientÛ (%)

(n = 26)

poã. pacientÛ 
(%) (n = 53)

Základní onemocnûní1 ALL 1 (4) 1 (4) 2 (4) NS2

AML 12 (44) 8 (31) 20 (38) NS

CLL 3 (11) 2 (8) 5 (9) NS

CML 2 (7) 2 (8) 4(8) NS

MDS 6 (22) 10 (38) 16 (30) NS

HD 2 (7) 0 2 (4) NS

NHL 0 2 (8) 2 (4) NS

jiné 1 (4) 1 (4) 2 (4) NS

Typ transplantátu 
PB-HSC3 25 (93) 24 (92) 49 (92)

NS
BMC4 2 (7) 2 (8) 4 (8)

Dárce
pfiíbuzn˘ 6 (22) 7 (27) 13 (25)

NS
nepfiíbuzn˘ 21 (78) 19 (73) 40 (75)

HLA-shoda
dárce HLA-shodn˘ 13 (48) 12 (46) 25 (47)

NS
dárce HLA-neshodn˘ 14 (52) 14 (54) 28 (53)

Antithymocytární 
globulin (ATG)

podán 9 (33) 18 (69) 27(51)
0,04

nepodán 18 (67) 8 (31) 26 (49)
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ní smûsi (Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit BD
3.1), byla provedena v automatickém sekvenátoru (Applied
Biosystems 3100). Sekvence byly analyzovány pomocí softwa-
re SeqScape 2.0 and Mega 4.

Statistické vyhodnocení
Statistické vyhodnocení rozdílÛ mezi pacienty transplanto-

van˘mi v letech 2004 a 2005 bylo provedeno pomocí univari-
antní anal˘zy s vyuÏitím Fischerova χ2 a Man-Whitney-Wilco-
xonova testu (EpiInfo 6.04). Vliv genotypu na klinické
ukazatele a kvantitativní znaky CMV infekce byl hodnocen
pomocí multivariantní anal˘zy metodou logistické regrese
s vylouãením vlivu pfiíbuznosti donora graftu, shody HLA
a léãby ATG. Vzájemná interakce zohlednûn˘ch promûnn˘ch
nebyla hodnocena. Stfiední doba pfieÏití byla hodnocena pomo-
cí Kaplan-Meyerovy anal˘zy a Log rank testu s vyuÏitím soft-
ware SPSS v. 17.

V˘sledky

Pacienti, transplantovaní v letech 2004 a 2005,
byli srovnatelní co do zastoupení rÛzn˘ch typÛ
základního onemocnûní, typu transplantátu,
podílu nepfiíbuzensk˘ch i HLA-neshodn˘ch trans-
plantací a li‰ili se pouze v ãetnosti aplikace ATG
v prÛbûhu pfiípravného reÏimu. 

PfiestoÏe celková ãetnost cytomegalovirové
infekce i v˘skyt cytomegalovirové nemoci byly
u obou skupin pacientÛ podobné, laboratorní
parametry CMV (hladina virové DNA v periferní
krvi na poãátku infekce nebo pp65-antigenémie,

Tab. 1b. Charakteristiky cytomegalovirové infekce

Table 1b. Characteristics of CMV infection

1vyjádfiená v ln poãtu GE/ml krve na zaãátku aktivní infekce CMV
2Poãet pp65-pozitivních bunûk/ 2x105 periferních leukocytÛ u pacientÛ s pozitivní pp65-antigenémií

1ln GE/ml blood at the beginning of active CMV infection
2No. of pp65-positive cells/ 2x105 peripheral leukocytes in the patients with positive pp65-antigenemia

Charakteristiky
cytomegalovirové
infekce

Rok transplantace Celkem
p

2004 poã.pacientÛ (%) 
(n = 27)

2005 poã.pacientÛ (%) 
(n = 26)

poã. pacientÛ (%) 
(n = 53)

PrÛmûrná virová
náloÏ1 3,0 3,454 3,223 0,04

Pozitivita pp65 
antigenémie 16 (59 %) 11 (42 %) 17 (51 %) NS

PrÛmûrná hladina
pp65 antigenémie2 26,7 123,9 79,4 0,06

Symptomatická infekce
CMV 15 (56 %) 15 (58 %) 30 (53 %) NS

Orgánové postiÏení 10 (37 %) 7 (30 %) 17 (32 %) NS

Tab. 2. Zastoupení jednotliv˘ch genotypÛ glykoproteinu gB u pfiíjemcÛ HSCT transplantovan˘ch v r.2004 a 2005

Table 2. Distribution of gB genotypes in HSCT recipients transplanted in 2004 and 2005.

1P – dosÏená hladina statické v˘znamnosti pfii univariantní anal˘ze

1P – achieved level of statistical significance in univariant analysis

Genotyp gB Rok transplantace
Celkem p

2004 /poãet (%)/ 2005/poãet (%)/

gB1 6 (22 %) 10 (38 %) 16 (30 %) 0,2

gB2 5 (19 %) 4 (15 %) 9 (17 %) NS

gB3 7 (26 %) 7 (27 %) 14 (26 %) NS

gB4 1 (4 %) 2 (8 %) 3 (6 %) NS

Smûs 7 (26 %) 2 (8 %) 9 (17 %) 0,14

Atypick˘ genotyp 1 (4 %) 1 (4 %) 2 (4 %) NS

Poãet vy‰etfien˘ch 27 (100 %) 26 (100 %) 53 (100 %) NS
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tj. poãet leukocytÛ, pozitivních na virov˘ antigen
pp65), byly u pacientÛ transplantovan˘ch v roce
2005 podstatnû zv˘‰eny (tabulka 1b). V zastoupe-
ní jednotliv˘ch genotypÛ gB v obou skupinách
pacientÛ nebyly pozorovány v˘znamné rozdíly
(tabulka 2). 

Pfii první epizodû aktivní infekce CMV byl nej-
ãastûji nalezen gB1 a gB3. Smí‰ená infekce více
genotypy gB byla prokázána u 17 % pacientÛ
a v roce 2004 byla vy‰‰í neÏ v roce 2005; rozdíl
v‰ak nebyl statisticky v˘znamn˘. Atypick˘ geno-
typ byl opakovanû zachycen u jednoho pacienta.

Tabulka 3 dokumentuje vliv jednotliv˘ch geno-
typÛ gB na klinick˘ prÛbûh transplantace. Proto-
Ïe v˘skyt gB4 byl vzácn˘, hodnotili jsme pouze
pfiítomnost gB1, 2 a 3, pokud byl dan˘ genotyp
zachycen aspoÀ v jednom z vy‰etfien˘ch vzorkÛ
pacienta. (V této tabulce jsou tedy, narozdíl od
tabulky 2, hodnoceny i nálezy z dal‰ích rekurent-
ních epizod infekce. Rekurence byla dokumento-
vána u 49 % pacientÛ a pfiesmyk z jednoho geno-
typu na jin˘ byl zaznamenán u 9 %.) Pacienti
s gB1 mûli zv˘‰en˘ v˘skyt AGVHD (OR 3,4;

p = 0,07) a naopak niÏ‰í v˘skyt chronické GVHD
(OR 0,37; p = 0,16). V̆ skyt symptomatické infek-
ce byl relativnû sníÏen u gB2 (OR 0,32; p = 0,15),
u gB3 bylo zv˘‰eno riziko rekurencí (OR 2,8;
p = 0,18). Stfiední doba pfieÏívání byla nejvy‰‰í
u pacientÛ s gB3 a nejniÏ‰í u pacientÛ s gB2, roz-
díl v‰ak nebyl statistick˘ signifikantní. Porovná-
ní charakteristik infekce CMV u jednotliv˘ch
genotypÛ gB ukazuje tabulka 4.

Pacienti, infikovaní gB1, mûli signifikantnû niÏ-
‰í virovou náloÏ na poãátku infekce (p = 0,046).

Pacienti s gB3 mûli virovou náloÏ naopak mírnû
zv˘‰enou, rozdíl v‰ak nebyl statisticky v˘znamn˘.
Vliv sledovan˘ch genotypÛ na ãetnost a hladiny
pp65-antigenemie nebyl prokázán. PrÛbûh symp-
tomatické cytomegalovirové infekce (tabulka 5) byl
hor‰í u pacientÛ s gB2, u nichÏ ãastûji docházelo
k orgánovému postiÏení (OR6,7; p = 0,15) a hÛfie
reagovali na antivirovou terapii (OR 0,18;
p = 0,12). Pacienti s gB3 mûli naopak mírnûj‰í prÛ-
bûh s men‰ími projevy myelosuprese (OR 0,09;
p = 0,075). Vliv soubûÏné infekce více genotypy na
prÛbûh cytomegalovirové infekce nebyl prokázán
(tabulka 4, 5).

Diskuse

Vliv genotypu gB na patogenní vlastnosti CMV
byl v minulosti sledován u rÛzn˘ch skupin riziko-
v˘ch pacientÛ. U kongenitálnû ãi perinatálnû infi-
kovan˘ch dûtí byla opakovanû nalézána souvis-
lost gB1 s postiÏením jater [13,14,15]. Yan et. al.

[16] nalezli souvislost mezi gB3 a vrozenou hlu-
chotou u kongenitálnû infikovan˘ch dûtí, kdeÏto
Bale et. al. [17] naopak nacházeli tento genotyp
ãastûji u asymptomaticky infikovan˘ch novoro-
zencÛ. U HIV-pozitivních pacientÛ byly nalézány
rozdíly v tkáÀové distribuci a zpÛsobu pfienosu
jednotliv˘ch genotypÛ [18, 19]. Nûkteré studie
popisují souvislost gB2 s postiÏením CNS [20, 21,
22], jiné ji v‰ak nepotvrdily [23, 24, 25]. U pfií-
jemcÛ transplantátÛ solidních orgánÛ vût‰ina
studií neprokázala jednoznaãn˘ vliv genotypu gB

Tab. 3. PrÛbûh transplantace u pacientÛ s rÛzn˘mi genotypy gB

Table 3 Clinical course of the transplantation in the patients with various gB genotypes

1Poãet pacientÛ s minimálnû jedním záchytem daného genotypu (pacienti s gB4 a pacienti, u nichÏ byla prokázána pouze smûs
genotypÛ nebyli hodnoceni); 2akutní reakce ‰tûpu proti hostiteli; 3chronická reakce ‰tûpu proti hostiteli; 4dosaÏená hladina
statistické v˘znamnosti pfii multivariantní anal˘ze s vylouãením vlivu typu dárce, shody HLA a terapie ATG.; 5statisticky
nesignifikantní

1No of the patients at least once positive for a genotype (patients with gB4 or with co-infection with two or more gB genotypes
were not evaluated); 2Acute graft versus host disease; 3Chronic graft versus host disease; 4achieved level of statistical signifi-
cance in multivariate analysis adjusted to donor type, HLA matching and ATG therapy.; 5nonsignificant; 5 not significant

Genytyp

Klinick˘ parametr

AGVHD2 /poã.
pacientÛ (%)/

CGVHD3/poã. 
pacientÛ (%)/

Symptomatická
infekce CMV/poã.

pacientÛ (%)/

Rekurentní 
infekce CMV/poã.

pacientÛ (%)/

Stfiední doba 
pfieÏívání/roky
(95% interval 
spolehlivosti)/

gB1 (n = 26, 100%)1 19 (73 %,p4 = 0,067) 5 (19 %, p = 0,16) 16 (62 %, p = 0,23) 13 (50 %, NS) 3,55 (2,59–4,52)

gB2 (n = 12, 100%)1 7 (58 %, NS5) 5 (41 %, NS) 5 (41 %, p = 0,15) 6 (50 %, NS) 3,33 (1,89–4,78)

gB3 (n = 15,100%)1 9 (60 %, NS) 6 (40 %, NS) 8 (53 %, NS) 6 (40 %, p = 0,18) 3,9 (2,84–5,0) 

celkem 34 (64) 15 (28) 30 (57) 26 (49) 3,6 (2,93–4,29)
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na klinick˘ prÛbûh transplantace ãi infekce CMV
[12, 26, 27, 28]. Nûkteré práce v‰ak dokumento-
valy zhor‰enou prognózu u pacientÛ, souãasnû
infikovan˘ch více kmeny CMV [29, 30, 31]. V na‰í
studii byl u pacientÛ s gB1 pozorován mírnûj‰í
prÛbûh infekce, spojen˘ s niÏ‰í virovou náloÏí
a men‰ím rizikem generalizace a orgánového
postiÏení. ZároveÀ v‰ak tito pacienti mûli vy‰‰í
v˘skyt AGVHD. Pacienti s gB2 mûli naopak hor-
‰í prÛbûh infekce s vy‰‰ím rizikem orgánového
postiÏení a hor‰í odpovûdí na antivirovou terapii.
Spojitost gB1 s lep‰í prognózou infekce u pfiíjem-
cÛ HSCT potvrzují i jiné studie [33, 34]. Meyer-
-Königová et. al. [35] zjistili, Ïe gB1 není schopen
infikovat lymfocyty. SníÏená patogenita tohoto
genotypu u pfiíjemcÛ HSCT by tedy mohla souvi-
set s jeho zhor‰enou schopností ‰ífiit se krví.
S rozdíln˘m bunûãn˘m tropismem gB1 mÛÏe sou-
viset i jeho vztah k AGVHD [34] nebo k akutní
rejekci ‰tûpu u pacientÛ s transplantací solidních
orgánÛ [36]. Hor‰í prognóza infekce u pacientÛ
s gB2 byla popsána i ve studiích Hebarta et. al.
[37] nebo Woo et. al. [38]. Na rozdíl od tûchto

autorÛ jsme v‰ak nenalezli u gB2-infikovan˘ch
pacientÛ vy‰‰í riziko symptomatické infekce, ale
pouze její hor‰í prÛbûh. Retiére et. al. [39] proká-
zal asociaci gB2 s genotypy HLAA11,A32 a DR11,
které jsou u pfiíjemcÛ transplantátu ledviny spo-
jeny s vysok˘m rizikem symptomatické infekce
CMV. DÛsledkem této kombinace mÛÏe b˘t nedo-
konalá prezentace antigenních peptidÛ, odvoze-
n˘ch z gB, imunitnímu systému hostitele a osla-
bená imunitní odpovûì na virovou infekci.
U genotypu gB3 byly na‰e v˘sledky v porovnání
se studií Torok-Storba et. al. [33] protichÛdné:
zatímco v uvedené práci autofii prokázali u paci-
entÛ s gB3 zv˘‰ené riziko úmrtí v dÛsledku mye-
losuprese, v na‰em souboru byl tento genotyp
asociován s niÏ‰ím rizikem pancytopenie u paci-
entÛ se symptomatickou infekcí a s lep‰í stfiední
dobou pfieÏívání. V̆ sledky, které jsme získali,
mohou b˘t ovlivnûny men‰í velikostí na‰eho sou-
boru pacientÛ: vût‰ina rozdílÛ, které jsme pozoro-
vali, nedosáhla 95% hranice statistické v˘znam-
nosti, a bude je tedy nutno potvrdit studiem
vût‰ího souboru pacientÛ. Pfiíãinou rozdíln˘ch

Tab. 4. Charakteristiky cytomegalovirové infekce u pacientÛ s rÛzn˘mi genotypy gB

Table 4. Characteristics of CMV infection in the patients with various gB genotypes

1Poãet pp65-pozitivních bunûk/ 2x105 periferních leukocytÛ i u pacientÛ s pozitivní pp65-antigenemií; 2PrÛmûr ln GE/ml krve;
3P - dosaÏená hladina statistické v˘znamnosti pfii multivariantní anal˘ze

1No. of pp65-positive cells / 2x105 peripheral leukocytes in the patients with positive pp65-antigenemia; 2Mean ln GE/ml
blood; 3achieved level of statistical significance in multivariate analysis

Znak infekce

Genotyp 

gB1 gB2 gB3 Smí‰ená infekce
více genotypy

+ - P3 + - P + - P + - P

Pp65-antige-
némie 

Pozitivní /poãet pacientÛ/ 11 12 0,57 6 17 0,5 8 15 0,66 5 19 0,72

Negativní /poãet pacientÛ/ 15 11 6 20 7 19 9 20

prÛmûrn˘ poãet 
pp65-pozitivních bunûk1 77 88 0,81 96 78 0,77 68 91 0,85 109 71 0,99

Virová náloÏ PrÛmûrná hladina2

na zaãátku infekce
3,02 3,5 0,046 3,1931 3,19 0,9 3,42 3,14 0,21 2,98 3,3 0,21

Tab. 5. Klinická manifestace cytomegalovirové infekce u pacientÛ s rozdíln˘mi gB genotypy

Table 5. Clinical manifestation of CMV infection in the patients with various gB genotypes

1pneumonie u 11 pacientÛ, gastroenteritis nebo hepatitis u 4 pacientÛ; 2dosaÏená hladina statistické v˘znamnosti pfii multiva-
riantní anal˘ze s vylouãením vlivu typu dárce, shody HLA a terapie ATG. 3statisticky nesignifikantní

1pneumonia in 11 patients, gastroenteritis or hepatitis in 4 patients; 2achieved level of statistical significance in multivariate
analysis adjusted to donor type, HLA matching and ATG therapy. 3nonsignificant

Genotyp Klinické projevy symptomatické infekce /poãet pacientÛ (%)/

Pancytopenie Orgánové postiÏení1 Úspû‰nost antivirové terapie

gB1 (n = 16) 14 (88 %, NS3) 7 (44 %, p2 = 0,15) 16 (69 %, NS)

gB2 (n = 5) 4 (80 %, NS) 4 (80 %, p = 0,15) 2 (40%, p = 0,12)

gB3 (n = 8) 5 (63 %, p = 0,075) 5 (63 %,NS) 5 (63 %, NS) 

Smí‰ená infekce (n = 8) 7 (86 %, NS) 4 (50 %,NS) 5 (63 %, NS)

celkem (n = 28) 22 (79 %) 15 (54 %) 18 (64 %)
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v˘sledkÛ u jednotliv˘ch studií mohou b˘t i rozdí-
ly v metodice: rÛzné v˘chozí soubory pacientÛ,
rÛzné typy vzorkÛ (klinické vzorky vs virové izo-
láty, získané na tkáÀov˘ch kulturách), odli‰nosti
ve sledovan˘ch parametrech i ve zpÛsobu statis-
tického zpracování dat. Nepochybnû zde hraje
svoji roli i celková variabilita CMV, která posti-
huje nejen gB, ale i fiadu dal‰ích funkãnû v˘znam-
n˘ch genÛ. Na základû souãasn˘ch vûdomostí
nedokáÏeme pfiedpovûdût, kter˘ z nich bude mít
za dan˘ch podmínek infekce dominantní
roli. Toto hledisko je nutno mít na zfieteli pfii
interpretaci v˘sledkÛ, získan˘ch sledováním
variability pouze jednoho z mnoha zúãastnûn˘ch
genÛ. 

Závûry

Patogenita CMV je komplexním jevem, na kte-
rém se podílí fiada faktorÛ jak virového, tak hos-
titelského pÛvodu. V̆ sledky této studie naznaãu-
jí, Ïe jednotlivé genotypy gB mají vliv na prÛbûh
infekce i na pfiípadné komplikace u pfiíjemcÛ
HSCT. Tato pozorování je v‰ak nutno ovûfiit na
vût‰ím souboru pacientÛ v kontextu se sledová-
ním variability dal‰ích dÛleÏit˘ch virov˘ch genÛ.
Charakterizace virov˘ch genetick˘ch faktorÛ,
ovlivÀujících patogenní projevy CMV, v˘znamnû
ovlivní péãi o pacienty s vysok˘m rizikem cyto-
megalovirové infekce.

Seznam zkratek:
AGVHD – akutní reakce ‰tûpu proti hostiteli
ATG – anti-thymocytární imunoglobulin
CGVHD – chronická reakce ‰tûpu proti hostiteli
CMV – lidsk˘ cytomegalovirus
CNS – centrální nervov˘ systém
gB – cytomegalovirov˘ glykoprotein gB
GE – genom-ekvivalent
HLA – hlavní histokompatibilitní komplex
HSCT – transplantace kmenov˘ch bunûk 

krvetvorby
OR – odds ratio
PCR – polymerázová fietûzová reakce
Pp65 – virov˘ fosfoprotein o mol. váze 65 KDal
RFLP – anal˘za polymorfismu produktÛ ‰tûpení

restrikãními endonukleázami
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