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SOUHRN

Lidsky cytomegalovirus (CMV) je nejéastéjsim etiologickym agens zpusobujicim kongenitalni
infekce. Primoinfekce CMV muze vést k téZkému onemocnéni a komplikacim také u pacientu,
u nichz probiha imunosupresivni terapie nebo onemocnéni charakterizované imunosupresi.
Zakladni moznosti rozlisit primoinfekci od reaktivace latentni infekce nebo reinfekce je stanoveni
avidity IgG protilatek. Cilem nasi prace bylo stanoveni indexu avidity CMV IgG metodikou ELISA
s denaturaci vazby IgG protilatek na antigen a metodou CMIA (chemiluminiscentni imunoesej na
mikropartikulich) na analyzatoru Architect, Abbott.

VsSechny testované metody prokazaly ve stanoveni avidity CMV IgG srovnatelnou shodu. Test
firmy Abbott vykazal v nékterych piripadech lepsi reflexi vyzravani IgG protilatek v prabéhu
primoinfekce nez metoda chemicka pouzivajici rozruSeni vazby antigenu a protilatky
denaturaénim ¢inidlem na mikrodestickach.
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SUMMARY

Stépanova V., Pliskova L., Kubisova M., Stépanova E., Bolehovska R., Bostikova V., Svobodova M.:
The Use of IgG Antibody Avidity Assays in the Diagnosis of Cytomegalovirus Infection

Human cytomegalovirus (CMV) is the most common cause of congenital infection. Primary CMV
infection can lead to severe disease and complications in patients immunocompromised as
a result of disease or therapy. IgG antibody avidity assays make it possible to differentiate
between primary infection and reactivation of latent infection or reinfection. The study objective
was to determine CMV IgG avidity by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with
denaturation of IgG antibody binding to the antigen and by chemiluminiscent microparticle
immunoassay (CMIA) on an Abbott Architect analyzer.

Both methods yielded comparable CMV IgG avidity results. In some cases, the Abbott test was
superior in reflecting IgG antibody maturation during primary infection to microplate ELISA
using antigen-antibody complex dissociation by a denaturing agent.

Key words: cytomegalovirus (CMV) - IgG antibodies - avidity — primary infection

Uvod

Lidsky CMYV je nejcastéjsim etiologickym agens
zpusobujicim kongenitalni infekce (0,2-2,5 %
v rozvinutych zemich). Nejéast&jsi formou je
asymptomaticka infekce (90 % pripada). Klinicka
manifestace zahrnuje tézké poskozeni plodu az

amrti plodu v nejtézsich pripadech, kdy k one-
mocnéni dochazi v prvnim trimestru téhotenstvi.

Typickymi symptomy jsou poSkozeni centralniho
nervového systému (CNS) plodu, hepatospleno-
megalie, hemolytickA anémie, hyperbilirubiné-
mie, trombocytopénie, pneumonie, poskozeni slu-
chu — vrozena hluchota. U 10-15 % déti, které
jsou po porodu asymptomatické, se mohou vyvi-
nout pozdni néasledky po nékolika mésicich
i letech, a to zvlasté poruchy sluchu, mentalni
retardace nebo poruchy chovani [1, 4, 6, 20, 21].
Incidence primarni infekce u té€hotnych Zen je
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udavana mezi 0,5-4 %. K sérokonverzi béhem
téhotenstvi dochazi u 0,4-2 % téhotnych, podle
séroprevalence v populaci (35-95 %) [22]. Riziko
kongenitalni infekce je mnohem vy$si béhem pri-
moinfekce téhotné Zeny, kdy je riziko pienosu
infekce z matky na plod 30-40%, oproti riziku
prenosu infekce béhem reaktivace nebo reinfekce
(0,15-2,2 %), kdy se vétsina kongenitalné infiko-
vanych déti rodi asymptomatickych [8]. U téhotné
Zeny je obtizné diagnostikovat primoinfekci CMYV,
zejména pokud nemaé vyrazné klinické piiznaky,
protoZe screeningové sérologické testovani téhot-
nych Zen se neprovadi. Lékai, indikujici toto
vySetieni, musi mit na cytomegalovirovy puvod
onemocnéni podezieni [8, 10, 16, 17].

CMV zptisobuje tézké komplikace i u pacientt
s nadorovym onemocnénim, po transplantacich
organu a tkani, u HIV+ pacienti i nemocnych
s imunosupresivni terapii. CMV infekce u imuno-
suprimovanych pacientt probiha dlouhodobé&, méa
znaénou mortalitu. Zejména pii primoinfekei
dochéazi k tézkym klinickym projevim.

Pritomnost specifickych IgG protilatek s nizkou
aviditou je vyrazem probihajici primoinfekce nebo
infekce prodélané v nedavné dobé nékolika tydnt az
mésict. Piitomnost specifickych IgG protilatek
s vysokou aviditou primoinfekci vylucuje. Fyzikalni
vazba mezi jednotlivym vazebnym mistem na proti-
latce a specifickym antigennim epitopem je nazyva-
na vazebnou afinitou protilatky. Cim vyssi je afinita,
pravdépodobnéji ztstane antigen navizan na
vazebné misto protilatky. Afinita protilatky stoupa
s opakovanou expozici antigenu. B lymfocyty upra-
vuji vazebné misto BcR receptoru v pritomnosti
antigenu procesem tzv. ,somatické mutace®. Vznika-
ji tak klony B lymfocytt s vyssi afinitou k antigenu,
které se dale diferencuji na plazmatické buriky, kte-
ré produkuji specifické protilatky charakteristické
vysokou afinitou k danému antigenu. Avidita je
funkci afinity molekul multivalentni protilatky
vazané na multivalentni antigen a upeviiuje se opa-
kovanou vazbou na identické epitopy antigenu. Cim
vice ma molekula protilatky vazebnych mist pro
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antigen, tim vyssi je jeji avidita. Vazba dvou ruznych
molekul protilatky na tyz antigen, coz je bézné
u patogentt s mnoha stejnymi epitopy, umoznuje
aktivaci B lymfocytt i komplementu. Opakovanéa
infekce nebo reaktivace vede k rychlé produkci IgG
protilatek s vysokou afinitou k danému antigenu,
protoZe jsou tvoieny po expanzi pamétovych bunék
[9, 12].

Cilem nasi prace bylo stanoveni indexu avidity
mikrodesti¢kovou metodou ELISA pomoci denatu-
race vazby nizkoavidnich CMV IgG protilatek na
antigen roztokem mocoviny, a to 3 raznymi mikro-
destickovymi testy ELISA (Radim, Italie; Test
Line, CR; Vidia, CR). Vysledky byly porovnavany
se stanovenim avidity CMV IgG metodou CMIA
(chemiluminiscentni imunoesej na mikropartiku-
lich) na analyzatoru Architect, 12000, Abbott [7].

Material a metody

Stanoveni avidity CMV IgG je mozné klasickou nep¥imou
metodou, ktera je zaloZena na vazbé IgG protilatek na antigen
na pevné fazi. Denaturac¢ni ¢inidlo, roztok mocoviny, narusi
vazbu protilatek s nizkou aviditou na antigen, navazany na
pevnou fazi, tj. na povrch jamky mikrotitra¢ni desticky. Avidi-
ta je stanovena v procentech IgG, ktera ztstala navazana na
antigen po inkubaci s mocovinou proti procentu IgG, které
bylo prokazano p¥i normélni inkubaci, tzv. indexem avidity.
U vétsiny testt zaloZenych na tomto principu znamena index
avidity nizsi nez 40% primoinfekei pfed méné nez 18 tydny,
index avidity ve stfedni hladiné (40-60 %), znamena neurdci-
tou hrani¢ni aviditu, a vyssi nez 60 % znamena aviditu vyso-
kou, kdy k primoinfekci doslo pied dobou delsi nez 18 tydnt
[11, 14, 15]. V na$i studii jsme pouzili nasledujici soupravy
ELISA: I. Radim, Italie; II. Test Line, CR; III. Vidia, CR.

Firma Abbott vyvinula pro analyzator Architect 12000 avi-
ditni test postaveny na principu kompetice, kdy jsou z vyset-
fovaného séra specifické protilatky proti CMV ve tiidé IgG
s nizkou aviditou prokazovany p¥imo pomoci vychytavani pro-
tilatek s vysokou aviditou vazbou na antigen, kterym je viro-
vy lyzat CMV AD 169, piitomny v tzv. blokovacim roztoku
(1. krok). Zbylé CMV IgG protilatky s nizkou aviditou jsou pro-
kazovany po vazbé na antigen navazany na paramagnetic-
kych partikulich (2. krok). Vypocet indexu avidity je stanoven
porovnanim avidity IgG v obou reakcich. U tohoto testu index

Tabulka 1. Ptiklad interpretace néalezi sérologickych markeri CMV infekce a avidity CMV IgG ve vztahu ke kongenitalni

infekei [19]

Table 1. Model interpretation of results: serological markers of CMV infection and CMV IgG avidity in relation to congenital

infection [19]

Anti-CMV IgG Anti-CMV IgM Avidita anti-CMV IgG | Interpretace
Nereaktivni nereaktivni - dosud bez infekce
Reaktivni nereaktivni vysoka diive probéhla infekce, nizké riziko prenosu CMV
¥y z matky na plod
Reaktivni reaktivni nizka primoinfekce, vysoké riziko pfenosu CMV
z matky na plod
. . . reaktivovana infekce, nizké riziko prenosu
Reaktivni reaktivni vysoké CMV z matky
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avidity mens$i nez 50% znaci nizkou aviditu, k primoinfekci
CMYV doslo pired méné nez 18 tydny. Index avidity 50-60% je
hranicni, prikaz protilatek s indexem avidity vice nez 60%
znamena latentni infekei a primoinfekei prodélanou pted vice
nez 18 tydny [2, 13, 18].

VysSetiili jsme dvé skupiny sér. Prvni ¢itala 25 sér od 25 pa-
cientt. Jednalo se o jednorazové odbéry od 10 déti a 15 imuno-
kompetentnich dospélych, 12 muza, 13 Zen, vék 0-87 let. Mezi
vySetfenymi bylo 5 novorozenct, 5 déti do 15 let véku, 7 téhot-
nych nebo matek novorozenct (vék 25-40 let) a 8 dospélych
(20-87 let). Nejcastéjsimi diagnzami déti i dospélych byly mono-
nukledza, trombocytopénie, lymfadenopatie, angina, dyspepsie.

Druha skupina ¢itala 38 sér od 12 pacientt (10 z nich mélo
imunosupresivni terapii po transplantaci ledviny, 2 byli imu-
nokompetentni). V této skupiné vySetienych (7 muza, 5 Zen;
vék 1 rok az 60 let) jsme porovnavali index avidity v jednomé-
si¢nich ¢asovych intervalech, ve kterych byla séra od jednotli-
vych pacientti odebrana.

Vysledky

Prvni skupina vySetfenych sér z jednorazovych
odbért vykazala nasledujici vysledky, které jsou
prezentovany v tabulce 2.
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U vs8ech 5 novorozenct jsme obéma typy metod
stanovili vysokou aviditu, u nékterych testa byly
vysledky v Sedé zoné, jednalo se tedy o prenesené
mateiské protilatky. Primoinfekce CMV u novoro-
zencu ani kongenitalni infekce prokizana nebyla.
Ve skupiné 5 déti do 15 let jsme u 4 déti, shodné
ve vSech testech, prokazali vysokou aviditu,
a tedy infekci CMV star§iho data. U 2letého
chlapce s diagnézou angina jsme neshodné proka-
zali primoinfekci CMV, index avidity 39% meto-
dou CMIA, zatimco vSemi 3 mikrodesti¢kovymi
metodami ELISA vysokou aviditu CMV IgG
78-79%. U 7 téhotnych Zen nebo matek novoro-
zenct jsme v 6 pripadech prokazali IgG s vysokou
aviditou 72-94%. U 1 matky novorozence jsme
v mikrodestickovych metodach ELISA s denatu-
raénim ¢inidlem prokazali v jednom testu vyso-
kou aviditu, ve zbylych 2 aviditu ve stiedni hladi-
né. Kompetitivni metodou CMIA na analyzatoru
Architect jsme stanovili aviditu nizkou, 21%, kte-
ra by svédcila pro primoinfekci matky. Klinicka
diagnéza byla B258, cytomegalovirova nemoc.
Bohuzel jsme neméli dostatek séra od novorozen-
ce, abychom jej mohli vySet#it stejnym zptasobem

Tabulka 2. Porovnani vysledkt vySetieni avidity CMV IgG ziskanych metodou denaturaéni na mikrodestickach a kompetitiv-

ni na analyzatoru Architect, Abbott

Table 2. Comparison of CMV IgG avidity results obtained by microplate ELISA with denaturation and CMIA on an Abbott

Architect analyzer

Skupina Cislo y Rok Diagnéza Avidita %
pacientu materialu | narozeni CMIA Architect | EIA TestLine | EIA Radim | EIA Vidia
S1 2007 A09 77,50 73,10 98,30 44,60
S5 2007 D509 85,00 43,70 40,90 63,20
Novorozenci S6 2008 P599 70,00 77,60 99,60 75,90
S7 2007 1040 85,20 68,80 80,00 60,30
S8 2007 P599 97,70 76,70 94,20 66,20
S9 2001 L040 86,10 69,60 95,60 65,80
S10 2002 G510 90,50 73,90 92,60 72,80
Déti 5-15 let | S12 2003 B009 84,20 68,50 88,90 75,10
S14 2003 7008 94,10 58,40 93,30 51,60
S15 2006 J039 39,30 79,00 78,70 78,30
Téhotné Zeny | S17 1974 7363 91,10 79,10 100,00 78,50
S19 1983 7359 96,70 77,90 96,70 74,60
S21 1978 0268 81,50 79,20 93,70 73,70
Matky S22 1979 0031 72,20 66,70 89,60 66,70
novorozenci | §23 1981 0268 92,50 78,00 98,80 83,50
S24 1968 0244 94,80 67,50 88,30 67,40
S4 1981 B258 21,49 56,10 79,90 50,80
S31 1970 K769 32,40 29,90 38,80 35,70
S33 1982 A879 0,50 26,60 20,30 23,50
S34 1970 B279 11,40 22,50 16,00 25,30
Dospéli S36 1973 R500 3,50 30,20 27,20 36,20
pacienti S43 1922 R060 94,40 92,00 28,60 89,40
528 1988 7018 24,50 46,90 71,50 49,70
S52 1916 B258 86,70 80,00 98,80 68,30
S58 1965 D649 90,60 74,10 82,80 64,20
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Tabulka 3. Vyvoj avidity CMV IgG a porovnani vysledkt u jednotlivych pacientti pomoci metody denaturaéni na mikrodestic-
kach a kompetitivni na analyzatoru Architect, Abbott

Table 3. Development of CMV IgG avidity and comparison of results obtained for different patients by microplate ELISA with
denaturation and CMIA on an Abbott Architect analyzer

. .. Avidita %
Cislo Cislo Rok Diagnéza Datum
pacienta | materialu | narozeni gn odbéru CMIA EIA EIA EIA
Architect TestLine Radim Vidia
P1 D1 1951 7940 26.1.2009 ND 70,80 95,80 57,20
D2 7940 2.2.2009 67,80 70,40 95,20 57,80
P2 D3 1975 0020 24.1.2009 62,50 23,80 29,50 42,80
D4 B259 4.2.2009 76,00 39,10 29,50 41,90
D5 G509 13.11.2008 51,20 20,20 25,20 31,10
P3 D6 2007 E343 12.12.2008 79,10 42,20 60,90 43,20
D7 R620 5.2.2009 51,10 58,60 95,30 56,00
P4 D8 1951 7940 24.10.2008 ND 72,10 100,00 73,10
D9 7940 4.11.2008 60,90 74,00 98,40 60,90
D10 7940 24.1.2009 IgG neg IgG neg 58,70 67,70
P5 Di1 1966 7940 2.2.2009 35,40 IgG neg 37,60 35,40
D12 7940 11.2.2009 41,40 29,40 29,20 31,10
D13 7940 19.11.2008 9,70 59,30 67,40 43,00
P6 D14 1949 7940 26.11.2008 11,00 61,20 60,20 49,20
D15 7940 15.12.2008 10,50 66,50 51,80 44,90
D16 7008 24.11.2008 | nestanovena 89,50 95,50 95,30
P7 D17 1956 7940 15.12.2008 | nestanovena 85,90 95,50 91,20
D18 7940 1.1.2009 | nestanovena 89,10 95,40 89,50
D19 7940 9.2.2009 | nestanovena 90,60 97,80 88,80
D20 7940 4.11.2008 81,80 82,90 97,30 81,70
P8 D21 1979 7940 15.12.2008 86,50 87,20 100,00 84,10
D22 7940 12.1.2009 87,50 90,50 100,00 84,70
D23 7940 10.2.2009 82,30 88,10 95,80 84,80
P9 D24 1958 N188 3.11.2008 65,60 88,00 100,00 68,10
D25 N188 2.2.2009 69,10 84,20 96,40 65,70
D26 7940 13.10.2008 37,60 55,20 68,90 48,90
P10 D27 1974 7940 11.11.2008 58,80 55,90 74,40 48,50
D28 7940 8.12.2008 49,80 58,20 75,50 55,10
D29 7940 12.1.2009 43,80 60,10 74,30 53,60
D30 7940 11.11.2008 3,00 21,70 21,70 20,40
P11 D31 1973 7940 9.12.2008 8,00 24,90 25,10 23,50
D32 7940 13.1.2009 23,00 29,80 26,60 26,70
D33 7940 10.2.2009 50,00 28,60 43,40 33,30
D34 7940 21.10.2008 26,90 24,00 33,20 23,50
D35 7940 18.11.2008 36,60 23,00 28,20 19,80
P12 D36 1977 7940 19.12.2008 49,00 23,10 27,50 19,00
D37 7940 19.1.2009 72,40 19,60 32,30 18,2
D38 7940 9.2.2009 73,20 21,60 38,00 22,60

ND - nevySetieno pro nedostatek séra, nestanoveno — hladina CMV IgG > 2500 AU/ml
ND = not determined because of the lack of serum, Not determined — CMV IgG level of > 2500 AU/ml
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vSemi metodami. Z 8 vySetienych dospélych jsme
prokazali ve 4 piipadech shodné nizkou aviditu,
ktera znacila primoinfekci CMV. Jednalo se
o néasledujici klinické obrazy: mononukleéza,
nemoci slinnych zlaz, horecka, infekce CNS. Ze
zbyvajicich 4 pacientd jsme ve 2 piipadech uréili
vysokou aviditu vSemi testy. V jednom piipadé
jsme prokézali vysokou aviditu metodou CMIA
(94%) 1 2 mikrodestickovymi metodami (89
a 92%), zatimco v jednom mikrodestickovém tes-
tu byla stanovena avidita nizka, 28%. Protoze se
jednalo o pacientku ve véku 86 let, je latentni
infekce pravdépodobnéjsi. U 20leté Zeny metoda
CMIA zjistila nizkou aviditu 24%, 2 mikrodestic-
kové testy aviditu ve stfedni hladiné 46% a 49%
a 1 mikrodesti¢kovy test stanovil vysokou aviditu
71%.

Druhéa skupina 12 pacientt, ktera zahrnovala
38 sér odebranych od jednotlivych pacientt v ¢aso-
vych intervalech piiblizné jednomési¢nich, nam
dovolila sledovat dynamiku vyzravani avidity
CMV IgG protilatek — tabulka 3.

Priukaz primoinfekce se potvrdil u 5 pacienti,
u nichz byly v prvnich odbérech prokazany IgG
protilatky s nizkou aviditou. U 1 pacienta jsme
prokazali kompetitivnim testem avidity firmy
Abbott sérokonverzi v IgG protilatkach, kdyz prv-
ni odbér byl negativni, a diagnostikovali tak zaéa-
tek primoinfekce CMV. V tomto piipadé ve shodé
s jednim mikrodestickovym testem. U dalsiho
pacienta byla hladina CMV IgG velmi vysoka,
vy$si nez 2500 AU/ml, analyzator Architect v tom-
to pripadé aviditu nestanovi. V mikrodesticko-
vych testech pouZivajicich denaturaéni metodu
byly u tohoto pacienta shodné prokazany IgG pro-
tilatky s vysokou aviditou, coz potvrdilo, i vzhle-
dem k vysi jejich hladiny, booster pii aktivaci
latentni infekce. U 4 vySetienych pacientti jsme
shodné vSemi testy prokazali vysokou aviditu
CMV IgG ve vsech vzorcich.

Kompetitivni metoda stanoveni avidity CMV
IgG vyvinuta firmou Abbott ve 3 z 5 prokazanych
piipadt primoinfekce CMV nazorné ukazala
vyzravani IgG protilatek postupnym zvySovanim
jejich avidity, coz je dokumentovano v tabulce 3.
U pacienta ¢. 3 bylo naopak vyzravani avidity
CMV IgG lépe prezentovano u mikrodestickovych
testt.

Rozdilné vysledky jsme v této skupiné pacien-
th zjistili ve 2 pripadech. Jednalo se o pacientku
¢. 2, matku po porodu, ktera shodné ve 2 mikro-
desti¢kovych testech vykéazala nizkou aviditu
svédéici pro primoinfekci CMV, zatimco tieti
test ELISA stanovil aviditu ve stfedni hladiné
a test CMIA na analyzatoru Architect vykazal
aviditu vysokou. V tomto piipadé je nutné k roz-
hodnuti pouzit dalsi testy. Naopak u pacienta
¢. 6 byla metodou CMIA urdena avidita nizk4,
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zatimco 2 mikrodesti¢kovymi testy vysoka a tie-
tim ve stiedni hladiné. Také v tomto pripadé
bude nutné nalez dale konfirmovat.

Diskuse

Vsechny testované metody prokazaly ve stano-
veni avidity CMV IgG srovnatelné vysledky. Ne-
shody ve vysledcich mezi mikrodesti¢kovymi
metodami a metodou CMIA na analyzatoru
Architect, Abbott by mély byt doieseny konfir-
macnim vySetfenim metodou western blot, dal-
$im kontrolnim odbérem v priméifeném casovém
intervalu a vySetfenim dal$ich markert infekce.
Pri podezieni na primoinfekci CMV u téhotné
Zeny musi nasledovat dalsi vySetteni, a to virémie
a prukaz CMV DNA v plodové vodé [3, 17]. V pii-
padé primoinfekce u imunosuprimovaného
nemocného je to rovnéz vysetieni virémie a piimy
prukaz CMV DNA z materialu odpovidajiciho kli-
nickému obrazu pacienta.

Vyhodou testi Abbott je jejich plné automati-
zované provedeni. Je rovnéz mozné nainstalovat
program algoritmu vySetfeni CMV IgG, CMV
IgM i avidity CMV IgG. [19]. Vyhodou je prove-
deni vSech uvedenych vySetieni stejnym typem
testu v jednom béhu, coZ je umozZnéno jak meto-
dikou CMIA na analyzatoru Architect, tak
u vySe uvedenych mikrodestickovych testa
ELISA. Test firmy Abbott vykazal v nékterych
piipadech lepsi reflexi v postupném vyzravani
IgG protilatek v pribéhu primoinfekce CMYV, ale
v dal§im prezentovaném pripadu bylo postupné
zvySovani avidity dokumentovano i metodami
chemickymi pouzivajicimi rozruseni vazby anti-
genu a protilatky denaturaénim ¢inidlem na
mikrodesti¢kach. Nevyhodou metodiky prukazu
avidity na analyzatoru Architect oproti mikrode-
stickovym je pomérné vyssi spotieba vySetiova-
ného séra.

Zavér

Uvedenim nové metodiky CMIA na analyzato-
ru Architect, Abbott pro stanoveni avidity CMV
IgG se roz§ifila moznost testovani avidity CMV
IgG. Po klasické chemické metodé, vyuzivajici pro
stanoveni avidity IgG protilatek na mikrodestic-
kach rozruseni vazby antigenu a protilatky dena-
turaénim ¢inidlem a naslednou detekci metodou
ELISA, je k dispozici automatizovany test vyvi-
nuty na principu kompetice vysoko a nizkoavid-
nich IgG protilatek. Prakaz nizké avidity IgG pro-
tilatek mé& zasadni vyznam pro diagnostiku
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primoinfekce CMV a v nékterych zemich je toto
vySetfeni jiz soucasti diagnostickych postupu
CMV infekce u téhotnych Zen i u ostatnich
nemocnych [15, 17].
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