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SAZETAK

Epidemioloske znacajke infekcije uzrokovane citomegalovirusom na podrucju Hrvatske

Izabela Vrtar

Citomegalovirus (CMV) je virus rasprostranjen diljem svijeta. Prevalencija se
razlikuje u razlic¢itim podru¢jima i razli¢itim populacijskim skupinama.

Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati seroprevalenciju i epidemioloSke znacajke
CMV infekcije u Hrvatskoj. U istrazivanju je sudjelovalo 1446 ispitanika testiranih tijekom
dvogodis$njeg razdoblja (2013-2014. godine). Ispitivanu je skupinu sainjavalo 537 (37%)
muskaraca i 909 (63%) zena u dobi od 2 mjeseca do 84 godine. CMV IgM i IgG protutijela
dokazana su pomoc¢u komercijalnog imunoenzimnog testa. U svih IgM/IgG reaktivnih
uzoraka odreden je aviditet IgG protutijela za potvrdu akutne primarne CMV infekcije.

CMV IgG protutijela dokazana su u ukupno 74% ispitanika. Seroprevalencija se nije
znacajno razlikovala izmedu muSkaraca (72%) 1 Zena (75%). Uocen je znacajan porast
seropozitiviteta s dobi. U djece mlade od 6 mjeseci nadena je visoka seroprevalencija (79%),
Sto je ukazivalo na transplacentarno prenesena majcina protutijela. Nakon 6 mjeseci, CMV
seroprevalencija je postupno rasla s 48% u dobnoj skupini od 6 mjeseci do 9 godina do 93% u
ispitanika starijin od 60 godina (p <0,001). Seroprevalencija se nije razlikovala izmedu
stanovnika urbanih podrucja (74%) u odnosu na one iz prigradskih/ruralnih podrucja (72%).
Usporedujuci razli¢ite populacijske skupine, prevalencija CMV IgG protutijela je bila najniza
(54%) u djece 1 adolescenata, 77% u odrasloj op¢oj populaciji te vrlo visoka u bolesnika na
hemodijalizi (92 %; p < 0,001).

Akutna infekcija dokazana je u 4% bolesnika (u 52% dokazana je akutna primarna
CMV infekcija na temelju niskog IgG aviditeta, dok je u 48% visok aviditet ukazivao na
CMV reaktivaciju ili reinfekciju). Vecina primarnih infekcija (86%) je zabiljeZzena je kod
osoba mladih od 30 godina. Nasuprot tome, CMV reaktivacija/reinfekcija se javljala u svim
dobnim skupinama s ucestalos¢u od 5% do 25%, pocevsi s dobnom skupinom od 20 do 29
godina.

U trudnica nije bilo razlike u IgG ili IgM seropozitivnosti izmedu Zena s urednom i

zena s patoloskom trudno¢om.

Kljuéne rijeci: citomegalovirus, infekcija, seroprevalencija, antitijela, avidnost , IgM, 1gG



SUMMARY

Epidemiological characteristics of cytomegalovirus infection in Croatia

Izabela Vrtar

Cytomegalovirus (CMV) is a ubiquitous virus throughout the world. The prevalence of
antibodies varies in different regions and different population groups.

The aim of this study was to analyze the seroprevalence and epidemiological
characteristics of CMV infection in Croatia. The study included 1446 Croatian inhabitants
tested during a two-year period (2013-2014). There were 537 (37%) males and 909 (63%)
males and females aged 2 months to 84 years. CMV IgM and 1gG antibodies were detected
using a commercial ELISA test. All IgM/IgG reactive samples were further tested for IgM
avidity to confirm acute primary CMV infection.

The overall CMV IgG seroprevalence rate was 74%. There were no significant
differences in the seropositivity among males (72%) and females (75%). A significant
increase in the seroprevalence with age was observed. In children less than 6 months, a high
positivity was found (79%) which indicate transplacentally derived maternal antibodies. After
6 months, CMV seropositivity progressively increased from 48% in 6 months-9-years age
group to 93% in participants above 60 (p<0.001). Seroprevalence did not differ among
participants residing in urban areas (74%) compared to those residing in suburban/rural areas
(72%). Comparing different population groups, seropositivity was lowest (54%) in children
and adolescents, 77% in adult general population and very high in patients on hemodialysis
(92%; p<0,001).

Acute infection was detected in 4% patients (in 52% acute primary CMV infection
was documented by low IgG avidity while in 48% high Al indicates CMV reactivation or
reinfection). The majority of primary infections (86%) were detected in subjects less than 30
years. In contrast, CMV reactivation/reinfection was common in all age groups (5-25%)
starting with 20-29 age group.

In pregnant women there was no difference in the 1gG or IgM seropositivity among

women with normal pregnancy and women with bad obstetric history.

Key words: cytomegalovirus, infection, seroprevalence, antibodies, avidity, IgM, 1gG



1. UvOD

Citomegalovirus (CMV) ubikvitaran je DNK virus iz porodice Herpesviridae,
potporodice Betaherpesvirinae. Uocen je prvi put 1904. godine u epitelnim stanicama
bubrega mrtvorodene djece zbog karakteristi¢nog citopatskog ucinka - velikih intranuklearnih
inkluzija, a tek 1960. godine ga Weller naziva citomegalovirusom (1). Ovim je virusom danas
inficirano vise od polovice CovjeCanstva te seroprevalencija iznosi od 60% u razvijenim do
90-100% u zemljama u razvoju (2). Virus moze uzrokovati neopazene (latentne) infekcije, ali

i Siroki spektar bolesti kod imunosno zdravih te osobito imunokompromitiranih osoba (1).

CMV infekcija najucestalija je prirodena virusna infekcija u ljudi i glavni je uzrok
oSte¢enja mozga u perinatalnom razdoblju, ¢ija posljedica mogu biti trajne neuroloski
poremecaji zbog nastanka encefalitisa i razvojnih ostecenja. Prema istrazivanjima Ameri¢kog
instituta za medicinu, to je razlog zbog kojeg je razvoj cjepiva za sprjecavanje infekcije

citomegalovirusom medicinski prioritet 21. stoljeca (2).

1.1. GRAPA 1 UMNOZAVANJE CMV

CMV, poznat i kao humani herpesvirus 5 (HHV-5) je virus ikozaedralnog oblika

veli¢ine oko 230 nm.

Virusna kapsida

Glikoprotein

Tegument
dsDNA

Ovojnica

Slika 1. Shematski prikaz grade humanog citomegalovirusa

Izvor: http://cytomegalovirusproject.wikispaces.com/



Genetski materijal virusa predstavlja linearna, dvostruko zavijena DNK, ukupne
veli¢ine 229 kilobaza. To je ujedno najveca dvolanéana DNK od svih herpesvirusa, koja
kodira priblizno osamdesetak proteina (1). Kapsida je kubi¢ne simetrije, sastavljena od 162
kapsomera. Oko kapside je ovojnica gradena od lipida 1 glikoproteina iz koje strSe kratki
izdanci. Prostor izmedu kapside i ovojnice naziva se tegumentum, a sadrzi virusne proteine i

enzime (slika 1) (3).

Ciljne stanice CMV-a su leukociti, neutrofili i monociti te endotelne i razli¢ite epitelne
stanice. Virus se umnozava u jezgri zarazene stanice, nakon ¢ega novoformirane virusne
Cestice putuju duz endoplazmatskog retikuluma do stani¢ne membrane gdje dobivaju ovojnicu

te napustaju inficiranu stanicu pupanjem. Potom novi virioni inficiraju novu osjetljivu stanicu
(D).

Umnozavanje CMV je slozen proces koji se zbiva u nekoliko faza u jezgri stanice
domacina uz ekspresiju razliCitih gena. Tako razlikujemo neposredno rane gene koji
reguliraju sam proces prepisivanja, zatim rane gene, koji reguliraju sintezu DNK kao DNK
polimeraza te kasne gene Ciji su produkti strukturni proteini virusa. (infekti-promijenjen
redoslijed rije¢i) U replikaciji CMV-a kljuénu ulogu igra virusna DNK polimeraza, ciljna
molekula na koju djeluju svi aktualno dostupni uéinkoviti antivirusni lijekovi koji se

upotrebljavaju u lije¢enju CMV infekcije.

U ekstracelularnom se prostoru virusi zadrzavaju vrlo kratko, tako da ih je u krvi

(plazmi) moguce detektirati samo u slu¢aju vrlo aktivne virusne replikacije (4).

1.2. EPIDEMIOLOGIJA CMV INFEKCIJE

CMV je rasprostranjen diljem svijeta. Infekcije se pojavljuju tijekom cijele godine, a
¢ovjek je jedini domacin ovom virusu. Oko 50-80% osoba stvori protutijela do 40. godine
zivota. Prevalencija seropozitivnih osoba razlikuje se ovisno o zivotnim uvjetima i
higijenskim navikama te zemljopisnom podruéju i iznosi do ¢ak 100% na podrucju Afrike (5).
Virus se prenosi oralnim i spolnim putem, transplacentarno, transfuzijom krvi i krvnih

pripravaka te transplantacijom tkiva (6).



U inficiranih se osoba tijekom akutne infekcije virus moze izolirati iz krvi, sline, urina,

sjemenske tekucine, vaginalnog sekreta i maj¢inog mlijeka te je za prijenos virusa potreban
bliski kontakt (2).

Primoinfekcija najée$ée nastaje u ranom djetinjstvu ili s po¢etkom spolne aktivnosti u
mladoj odrasloj dobi. Novorodencad se moze zaraziti intrauterino, perinatalno prolaskom kroz
porodajni kanal ili postnatalno maj¢inim mlijekom (1). Nakon akutne faze infekcije koja u
imunokompetentnih osoba Cesto prolazi klinicki neprimjetno, slijedi dozivotan period
latencije ¢iji toCan mehanizam nastanka nije jasan, a latentni se virus moze naci u brojnim
stanicama kao $to su polimorfonuklearni leukociti, T- limfociti, stanice endotela, bubrezne
epitelne stanice i stanice zljezdanog epitela slinovnica (4). Kao i u drugih herpesvirusa,
moguca povremena reaktivacija virusa, uz ponovnu sintezu infektivnih viriona, uglavnom bez

klini¢kih manifestacija (1).

U osoba s oslabljenom ili nedostatnom imunos¢u, kao Sto su oboljeli od AIDS-a,
zlo¢udnih ili hematoloskih bolesti te kod primaoca transplantata, primarna infekcija CMV-
om, kao i reaktivacija virusa, mogu uzrokovati teske oblike upale pluca, oka ili mozga, koji u

vise od 50% oboljelih zavrSavaju smrtno (2).

Rizik za prijenos CMV-a transfuzijom krvi procjenjuje se na 1-5% po jedinici pune
krvi. Putem seropozitivnih presadaka organa zarazi se 60-80% CMV-seronegativnih
primatelja (7).

1.3. PATOGENEZA CMV INFEKCIJE

Patogeneza CMV nalik je patogenezi drugih herpesvirusa. Infekcija nastaje nakon
ulaska virusa kroz sluznicu orofarinksa ili genitalnog trakta. Nakon inkubacije od 4 do 8
tiedana dolazi do viremije koja u napadnutom domacinu uzrokuje kratkotrajnu
imunosupresiju, a tako potisnuta stani¢na imunost pridonosi nastanku latentnih infekcija.
CMV se umnozava i Siri veéinom neopazeno, uglavnom zaraZzenim stanicama, npr.
limfocitima 1 leukocitima te moze dospjeti u sve organe. Nakon primarne infekcije virus
prelazi u latentnu fazu, a infekcija perzistira, tj. traje dozivotno. Virono$e mogu povremeno,
mjesecima i godinama izlucivati virus mokra¢om i tjelesnim sekretima zahvaljujuci aktivaciji

i umnoZavanju virusa u bubrezima i sekretornim zlijezdama (3).



U kontrolu infekcije CMV-om ukljuéeni su ¢imbenici prirodene i stani¢ne imunosti.
Dok CD8+ limfociti T imaju glavnu ulogu u kontroli akutne infekcije, protutijela su bitna za
zaStitu tijekom virusnog razmnoZzavanja i Sirenja infekcije nakon reaktivacije latentnog virusa

koje su Ceste u imunokompromitiranih bolesnika.

U seropozitivnih majki, prisutnost protutijela u mlijeku ne sprje¢ava prijenos infekcije s
majke na dijete tijekom dojenja, ve¢ sprjecava razvoj teSke bolesti. CMV inducira tvorbu
atipi¢cnih limfocita, ali ne i tvorbu heterofilnih protutijela, Sto je razlika prema infekciji

uzrokovanoj Epstein-Barrovim virusom (7).

1.4. KLINICKA SLIKA CMV INFEKCIJE

CMV moze uzrokovati kongenitalne (urodene) i konatalne (stecene) infekcije. Obje
infekcije mogu biti latentne ili manifestne i mogu se prezentirati nizom klini¢kih oblika.

Infekcija se moZe pojaviti u svim dobnim skupinama.

1.4.1. Kongenitalna CMV infekcija

CMYV je najceséi virusni uzroénik kongenitalnih infekcija (slika 2).
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Slika 2. Seroprevalencija CMV infekcije u Zena generativne dobi i ucestalost

kongenitalnih infekcija

Izvor: Manicklal S, et al. Clin Microbiol Rev 2013; 26:86-102.



Kod vecine osoba s normalnom funkcijom imunoloskog sustava, CMV ne izaziva
klinicki manifesnu bolest, a samo kod 5% inficiranih osoba javljaju se simptomi
karakteristi¢ni za infektivnhu mononukleozu. Zbog toga je infekcija CMV-om u trudno¢i ¢esto

neprepoznata, Sto predstavlja dodatni rizik za razvoj kongenitalne infekcije (2).

Transplacentarna infekcija virusom moze se dogoditi za vrijeme primoinfekcije majke
(¢esce) ili prilikom reaktivacije virusa. Primarna infekcija majke dovodi do infekcije ploda u
30% slucajeva, od kojih ¢e 10% imati izrazenu kliniku sliku. Rekurentna infekcija rezultirat
¢e infekcijom ploda u 2-10% slucajeva, a manje od 1% novorodencadi ¢e pokazivati

simptome bolesti (1).

Iako intrauterina infekcija ploda naj¢eSce ne izaziva nikakve promjene, u malom broju
sluc¢ajeva posljedice mogu biti pobacaj, smrt fetusa, rodenje djeteta s razli¢itim kongenitalnim
malformacijama ili pak u 10-15% inficirane djece razvija se klasi¢na klinicka slika bolesti
citomegali¢nih inkluzija (engl. cytomegalic inclusion disease), obiljeZena simptomima brojnih
organa, posebice retikuloendotelnog i srediSnjeg zivéanog sustava. Kod takve djece prisutna
je hepatosplenomegalija, limfadenopatija, korioretinitis, mikrocefalija, meningoencefalitis,
intracerebralne klacifikacije, pareze ili paralize pojedinih Zivaca te zaostajanje u rastu. U
krvnoj slici nalaze se anemija ili trombocitopenija, a nerijetko 1 pancitopenija. Neuroloski
simptomi ukljucuju konvulzije, hipotoniju i letargiju. Uz ove simptome, u prerano rodene
djece moze se javiti i stanje slicno sepsi. LoSu prognozu imaju oni slucajevi kod kojih su uz
mikrocefaliju dokazane lezije duboke bijele tvari, ventrikulomegalija, intrakranijalni

kalcifikati i atrofija mozga (2).

Katkad se simptomi CMV-infekcije uocavaju tek kasnije poput smetnji vida ili
gluhoce. Godisnje se u 6000 do 7000 novorodencadi otkriva jednostrani ili obostrani gubitak
sluha koji nastaje kao posljedica virusnoga labirintitisa te poremecaji u mentalnom razvoju, a
gotovo sve majke djece s tim znakovima bolesti imale su primarnu CMV infekciju tijekom
trudnoce (3). Gluhoca se razvija u 50 do 75% djece sa simptomatskom konatalnom bolesc¢u te
u 7 do 15% onih ¢ija je infekcija kod poroda asimptomatska. Ostecenje sluha u pravilu pravilu
je teze u simptomatske novorodencadi i naj¢eS¢e pogada oba sluSna puta, dok je kod

asimptomatske novorodencadi blaze i najée$c¢e unilateralno (4).



1.4.2. Perinatalna CMV infekcija

Do perinatalne infekcije dolazi tijekom porodaja, prolaskom kroz inficirani porodajni
kanal. To se dogada u trudnica koje su zarazene CMV-om prije trudnoce, a virus se izluCuje iz
grlica maternice tijekom posljednjeg tromjesecja trudnoce. Tijekom porodaja novorodencad
se inficira, iako imaju visoke razine majcinih protutijela. Takoder se mogu zaraziti kasnije
kontaktom s maj€inim mlijekom 1 slinom. Kod zdrave i na vrijeme rodene novorodencadi
klinicki znakovi bolesti ne moraju biti vidljivi, no takva djeca mogu mjesecima i godinama
izluc€ivati virus slinom 1 mokracom. Nerijetko se prezentiraju kliniCkom slikom hepatitisa ili
infektivne mononukleoze. Kod prijevremeno rodene novorodencéadi infekcija CMV-om moze

se ocitovati i tezim oblikom pneumonije (6).

1.4.3. Infekcija u odraslih i u starije djece

Infekcije u odraslih najcesce prolaze neopazeno ili katkad sa znakovima sindroma
infektivne mononukleoze. Procjenjuje se da je oko 10% slucajeva sindroma infektivne
mononukleoze uzrokovano CMV-om. Tijek bolesti je blag, a oCituje se kao akutna febrilna
bolest, a moZe biti prisutan i hepatitis s porastom aminotransferaza i pojavom atipi¢nih
limfocita kao u infektivnoj mononukleozi te splenomegalija. Smatra se da CMV pridonosi

proliferaciji glatkog misi¢ja koja dovodi do restenoze nakon koronarne angioplastike (7).

1.4.4. Infekcija kao posljedica transplantacije

Studije su pokazale da se u 38-96% transplantiranih bolesnika javlja aktivna CMV
infekcija, a pritom se moze raditi o primoinfekciji, reaktivaciji ili reinfekciji. Primarne
infekcije kod transplantacije obi¢no su teZe od reaktivacija koje su pak mnogo ¢esce, no obje
vrste infekcije ocituju se visokim pobolom i smrtnos¢u. Javlja se Sirok spektar simptoma
poput febriliteta, leukopenije, trombocitopenije, povisenih vrijednosti transaminaza, mialgija
te artralgija, a infekcija moze zahvatiti bilo koji organski sustav. Najcesce se ipak javljaju
hepatitis, ezofagitis, kolitis, penumonija, retinitis i encefalitis. Promjene se najcesce javljaju
unutar mjesec dana od transplantacije, no postoje i kasne komplikacije poput kroni¢nih
vaskularnih promjena koje, ubrzavajucéi aterosklerozu na transplantiranom srcu i bubregu,
dovode do odbacivanja organa. Sama infekcija CMV-om ima imunosupresivni u¢inak ¢ime
dodatno pogoduje razvoju drugih infekcija, ponajprije bakterijskih i gljivicnih, te tako

komplicira oporavak pacijenta nakon transplantacije. Najopasnija komplikacija je



intersticijska pneumonija koja se javlja u 15% transplantiranih, pra¢ena loSom prognozom i

visokim letalitetom usprkos terapiji (1).

1.4.5. Infekcija u imunokompromitiranih osoba

U imunokompromitiranih domacina (primatelji presatka organa 1 koStane srzi, oboljeli
od maligne bolesti koji se lijeCe kemoterapijom, 0sobe oboljele od AIDS-a), CMV je
karakteristi¢ni oportunisticki infektivni agens. Kod pacijenata oboljelih od malignih bolesti,
imunosupresivni lijekovi su ti koji samostalno ili u kombinaciji poti¢u reaktivaciju CMV-a.
Kod oboljelih od HIV-a, infekcija CMV-om obi¢no zahvaca gastrointestinalni trakt, pluca i
srediSnji ziv€ani sustav, no najceS¢a klinicka manifestacija je retinitis s karakteristicnim
promjenama na o¢noj pozadini Koji se javlja u cetvrtine bolesnika, a nelijeCen dovodi do
sljepoce. Bolesnici s CMV kolitisom obi¢no imaju proljev, anoreksiju, febrilni su i gube na
tjelesnoj tezini. Egzofagitis uzrokovan CMV-om moze biti nalik gljivicnom (kandidoza)
ezofagitisu. Virus moze biti i uzrok intersticijalne pneumonije i encefalitisa koje je teSko

razlikovati od drugih mogu¢ih oportunistickih agensa (3).

1.5. LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA CMV INFEKCIJE
1.5.1. Izravna dijagnostika
a) HistoloSke metode

CMV infekcija histoloski se oc€ituje tvorbom citomegali¢nih stanica s bazofilnim
inkluzijskim tjeleScima u jezgri stanice. Te se stanice mogu otkriti u uzorcima tkiva i mokrace
zarazene osobe. Inkluzijska tjeleSca otkrivaju se bojenjem pripravka stanica postupkom po

Papanicolaou ili hematoksilinom i eozinom.

b) Molekularna dijagnostika

Metodom lancane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR)
moguce je dokazati virusnu DNK u razli¢itim klinickim uzorcima. Ta je dijagnostika posebno
znacajna kod imunokompromitiranih bolesnika te u slu€aju kongenitalnih infekcija. PCR
metodom moguce je pratiti terapiju, posebice u imunokompromitiranih bolesnika nakon

presadbe organa.



c¢) Test antigenemije

Ovim se testom pomoc¢u monoklonskih protutijela usmjerenih protiv virusnih antigena

(npr. pp65) mogu detektirati leukociti inficirani CMV-om (slika 3) (7).

Slika 3. CMV pp65 antigen u perifernim leukocitima

Izvor: http://www.pascv.org/hpphoto4.html

d) Izolacija virusa

CMV se moze izolirati iz sline, ispirka zdrijela, krvi, urina, maj¢inog mlijeka, sjemene
tekucine, cervikalnog sekreta i amnionske teku¢ine. CMV se umnozava isklju¢ivo u stani¢noj

kulturi ljudskih fibroblasta, a tijekom umnoZavanja stvara osobit citopatski uc¢inak (slika 4).
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Slika 4. Citopatski u¢inak CMV na stani¢noj kulturi ("sovine o¢i"

Izvor: www.cram.com/flashcards/microbiology-virology-2-3615556


http://www.cram.com/flashcards/microbiology-virology-2-3615556

I munofluorescentnim se testom stani¢ne kulture mogu pretrazivati ve¢ 1 do 2 dana
nakon inokulacije na prisutnost neposrednih ranih i ranih virusnih antigena. Ova je metoda
osobito pouzdana za otkrivanje infekcije u imunokompromitiranih bolesnika koji sekretima

1zlucuju velike koli¢ine virusa (6).

1.5.2. Neizravna dijagnostika

U serumu bolesnika, specificna protutijela mogu se dokazati metodom reakcije
vezanja  komplementa (RVK), imunoenzimnim testom (ELISA), neizravnim

imunofluorescentnim testom (IFA), testom 1gG aviditeta te Western blot testom (WB) (3).

RVK odreduje ukupne CMV specificne imunoglobuline te je za potvrdu akutne
infekcije potrebno dokazati dinamiku titra protutijela (Cetverostruki ili ve¢i porast titra). Ovaj

se test, zbog slabije osjetljivosti u odnosu na druge seroloske testove, danas rjede koristi.

Pomoc¢u EIA i IFA moguce je odrediti pojedine klase specifi¢nih imunoglobulina
(IgM, 1gG). Serokonverzija je obi¢no pouzdani znak primarne infekcije CMV-om. Specifi¢na

IgM protutijela mogu biti prisutna u serumu nakon primoinfekcije, ali i reaktivacije infekcije.

Odredivanje aviditeta IgG protutijela moze pomoci u razlikovanju primarne infekcije
od reaktivacije te reinfekcije. U pocetku primarne CMV infekcije nastaju IgG protutijela
niskog aviditeta (niskog afiniteta za antigen). Trajanjem infekcije dolazi do sazrijevanja

imunoloskog odgovora te IgG protutijela poprimaju visok aviditet koji takav ostaje trajno (8).

WB testom mogu se dokazati protutijela za svaki pojedini antigen CMV te se koristi

kao potvrdni test detekcije specifiénih IgM i IgG protutijela (3).

1.6. LIDECENJE I PREVENCIJA CMV INFEKCIJE

Infekcije kod imunokompetentnih osoba ne zahtijevaju specifi¢no lijecenje.
Ganciklovir, foskarnet i cidofovir pokazali su se uspjeSnima u lije¢enju teSkih infekcija u
imunosuprimiranih bolesnika (AIDS) ili za profilaksu u seropozitivnih primatelja presatka

koStane srZi, za prevenciju reaktivacije.

.....

ganciklovira je putem inhibicije DNK polimeraze. In vitro pokazuje aktivnost protiv svih

herpesvirusa, a in vivo se rabi u lijeenju infekcija CMV-om u imunokompromitiranih



bolesnika. Foskarnet se rabi kao alternativa gancikloviru, a djeluje putem inhibicije DNK

polimeraze.

.....

Sirenja, te Sirenju transfuzijom i transplantacijom tkiva. SeroloSkim testiranjem davatelja i
primatelja prije presadbe moguce je sprijeciti prijenos CMV-a i razvoj primarne infekcije u
seronegativnog primatelja. Primjena CMV imunoglobulina ima ograni¢enu vaznost u
sprjecavanju i lijeCenju takvih infekcija u imunokompromitiranih bolesnika. Testiranje
davatelja krvi smanjuje moguénost Sirenja virusa, posebno kod transfuzije krvi
novorodencadi. Novoroden¢e s CMV inkluzijskom boles¢u potrebno je izolirati od ostale
djece. Mjere zastite od infekcije CMV-om obuhvaéaju i upotrebu kondoma te apstinenciju od
analnog odnosa budu¢i da je sjemena tekucina glavni vektor spolnog Sirenja virusa i za

heteroseksualne i za homoseksualne odnose (1).
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2. HIPOTEZA

Prevalencija CMV infekcije u Hrvatskoj ne razlikuje se od prevalencije u drugim europskim

drzavama.

Infekcije se podjednakom ucestalos¢u javljaju u muskaraca i1 zena.

3. CILJ RADA
CMV je ubikvitaran virus. Infekcije se razlic¢itom ucestaloséu pojavljuju diljem svijeta.

Cilj ovog rada je analizirati epidemioloSke znacajke CMV infekcije na podrucju Republike
Hrvatske:

- ucestalost akutnih CMV infekcija

- CMV IgG seroprevalenciju.

Prevalencija ¢e se analizirati u razli¢itim populacijskim skupinama (djeca i adolescenti,
odrasla op¢a populacija, bolesnici na lije¢enju hemodijalizom, trudnice) obzirom na dob, spol,

mjesto prebivaliSta, a u trudnica 1 s obzirom na ginekoloSku anamnezu.

11



4. ISPITANICI | METODE
4.1. ISPITANICI

Tijekom dvogodisnjeg razdoblja (2013-2014. godine) testirano je ukupno 1446
uzastopnih uzoraka seruma na prisustvo CMV IgM i 1gG protutijela. Ispitivanu skupinu
sacinjavalo je 537 (37%) muskaraca i 909 (63%) Zena u dobi od 2 mjeseca do 84 godine
(slika 5).

SPOL
Zenski Muski
100 100
80 80
60 60
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201 20
0 a
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100 80 60 40 20 0O 20 40 60 80 100

Slika 5. Raspodjela ispitanika prema dobi i spolu

Ispitanici su najve¢em dijelom bili iz Zagreba (779) i Zagrebacke zupanije (145) (slika
6), a u manjem broju i ostalih hrvatskih zupanija (ukupno 522 ispitanika).
NajceS¢e uputne dijagnoze bile su: sindrom infektivne mononukleoze,

limfadenopatija, nejasno febrilno stanje, lezija jetre, miokarditis, obrada steriliteta, sumnja na

intrauterinu infekciju te obrada za medicinski potpomognutu oplodnju.
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Grad Zagreb
Zagrebacka

Istarska
Krapinsko-zagorska
Li¢ko-senjska
Varazdinska
Sisacko-moslavacka
Osjecko-baranjska
Bjelovarsko-bilogorska
Splitsko-dalmatinska
Karlovacka
Brodsko-posavska
Dubrovacko-neretvanska
Primorsko-goranska
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Pozesko-slavonska
Zadarska
Vukovarsko-srijemska
Sibensko-kninska
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Slika 6 . Raspodjela ispitanika po Zupanijama

4.2. METODE

CMV IgM 1 IgG protutijela odredena su pomoc¢u komercijalnih dijagnostickih ELISA
testova (Sekisui Virotech, Riisselsheim, Njemacka). Uzorcima seruma s dokazanim IgM i 1gG
protutijelima dodatno je odreden aviditet IgG protutijela (Euroimmun, Liibeck, Njemacka)

kako bi se potvrdila odnosno iskljucila akutna/nedavna primarna CMV infekcija.
Protokol za izvodenje ELISA testa:

Sadrzaj testa:
1. Mikrotitar plo¢ica presvucena antigenom
PBS pufer za razrijedivanje
PBS-otopina za ispiranje + Tween 20
1gG negativna, cut-off i pozitivna kontrola
IgM negativna kontrola, cut-off i pozitivna kontrola
IgG-konjugat i IgM konjugat (anti-humani), obiljeZen peroksidazom

Otopina tetrametilbenzidin supstrata

© N o g B~ w DN

Citratna stop otopina
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Razrijedivanje seruma:

Za odredivanje IgM: apsorpcija - 5 ul seruma + 1 kap aposrbensa (anti-humani 1gG) + 450 pl

pufera za razrijedivanje. Ostaviti na sobnoj temperaturi 15 min.

Za odredivanje IgG: ispitivani serum se razrjeduje 1:101 (10 pl seruma + 1 ml pufera za
razrijedivanje).

Izvodenje testa:

1. Staviti 100 pul pufera za razrijedivanje (slijepa proba), kontrola i razrijedenih uzoraka
seruma u odgovaraju¢e udubine (prema protokolu). Zalijepiti plocicu folijjom i

inkubirati 30 min na 37°C.

Protokol:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Slpr.| S4
B PK S5
C| NK | s6
D | co S7
E co S8
F S1 S9
G S2 S10
H S3 S11

Sl. pr.=slijepa proba; PK=pozitivna kontrola; NK=negativna kontrola; CO=cut-off kontrola

2. Aspirirati sadrzaj iz udubina i isprati 4x s 300 ul pufera za ispiranje.

3. Staviti 100 pl konjugata u sve udubine. Zalijepiti plocicu folijom i inkubirati 30 min
na 37°C.

4. Aspirirati sadrzaj iz udubina i isprati 4x s 300 pul pufera za ispiranje.

5. Staviti 100 ul kromogen-supstrata u sve udubine. Inkubirati 30 min na 37°C, zasti¢eno
od danjeg svjetla.

6. Staviti 50 ul stop otopine u sve udubine. Pazljivo protresti plo¢icu da se tekucina

ravnomjerno pomijesa.

Ocitavanje apsorpcione vrijednosti se vrsi spektrofotometrijski pri 450/620 nm unutar 60 min

od dodavanja stop otopine.
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Izra¢unavanje Virotech jedinica (VE):
Opticka gustoca (engl. optical density; OD) = OD slijepe probe - OD uzorka

VE (uzorka seruma) = OD (uzorka seruma) / OD (CO kontrole) x 10

Interpretacija rezultata:

<9,0VE Negativan
9,0-11,0 VE Granican
>11,0VE Pozitivan

Statisticka obrada rezultata

Razlike izmedu grupa nominalnih varijabli testirane su Hi-kvadrat ili Fischerovim
egzaktnim testom. Razlike izmedu grupa ordinalnih varijabli testirane su Mann-Whitney U
testom. Jakost povezanosti zavisne i nezavisnih varijabli procijenjena je univarijatnom
logistickom regresijom. Razina statisticke znacajnosti odredena je na alfa=0,05. Obrada

podatka ucinjena je pomocu paketa STATA/IC ver.11.2 (StataCorp LP, USA).
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5. REZULTATI

Ucestalost CMV IgG protutijela prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Ucestalost CMV IgG protutijela

Znacajka Testirani (%) CMV IgG (%) 95%CI p
Svi ispitanici 1446 (100) 1068 (74) 72-76
Spol 0,155
Muski 537 (37) 385 (72) 68-76
Zenski 909 (63) 683 (75) 72-78
Dob <0,001*
<6 mjeseci 14 (1) 11 (79) 56-100
6 mjeseci - 9 godina 127 (9) 61 (48) 39-57
10 -19 godina 177 (12) 104 (59) 51-66
20 - 29 godina 283 (20) 200 (71) 65-76
30 -39 godina 398 (27) 288 (72) 68-77
40 - 49 godina 148 (10) 128 (87) 81-92
50 - 59 godina 156 (11) 143 (92) 87-96
60+ godina 143 (10) 133 (93) 89-97
Podrucje prebivalista 0,435
Gradsko 1187 (82) 882 (74) 12-77
Prigradsko/seosko 259 (18) 186 (72) 66-77
Populacijska skupina <0,001*
Djeca i adolescenti (<18 godina) 284 (20) 154 (54) 48-60
Odrasla op¢a populacija 1033 (71) 795 (77) 74-79
Bolesnici na hemodijalizi 129 (9) 119 (92) 87-97
Trudnice 0,861
Uredna trudnoca 187 (75) 146 (78) 72-84
Patoloska trudnoca 61 (25) 47 (77) 66-88
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CMV IgG protutijela dokazana su u ukupno 1068/1446 (74%) ispitanika.
Seroprevalencija se nije znacajno razlikovala u muskaraca (385/537; 72%) i zena (683/909;
75%, p=0,155). Obzirom na dob, dokazana je znaCajna razlika u seroprevalenciji izmedu
pojedinih dobnih skupina (p<0,001). IgG protutijela nadena su u 79% djece mlade od 6
mjeseci (transplacentarno prenesena majcina protutijela). Nakon 6 mjeseci, prevalencija je
rasla s dobi ispitanika. U dobi 6 mjeseci-9 godina, iznosila je 48% nakon Cega je je opazen
kontinuirani porast na 59% u dobi 10-19 godina te 71% u dobi 20-29 godina. Ponovni porast
seropozitiviteta zabiljezen je u dobi 40-49 godina (87%) nakon koje prevalencija ostaje
stabilna (92-93%).

Znacajne razlike u prevalenciji CMV IgG protutijela opazene su izmedu pojedinih
populacijskih skupina. Najvisi je seropozitivitet zabiljeZen u bolesnika na hemodijalizi (92%),
U odrasloj opcoj populaciji iznosio je 77%, a najnizi (54%) je bio u djece i adolescenata
(p<0,001). U skupini trudnica nije nadena razlika u seroprevalenciji u trudnica s urednom

trudno¢om (78%) te trudnica s patoloskom trudnoc¢om (77%, p=0,861).

Ovisno o mjestu prebivaliSta, seroprevalencija se nije znac¢ajno razlikovala u gradskog

stanovni$tva (74%) u odnosu na stanovnistvo prigradskih i1 seoskih podrucja (72%, p=0,435).

Tablica 2. Analiza rizika za CMV IgG seropozitivitet logistiCkom regresijom

Znacajka CMV OR IgG 95%ClI
Spol

Muski (ref.) vs. zenski 0,84 0,66-1,01
Dob (porast za 1 godinu) 1,04* 1,03-1,05
Mjesto prebivalista

Gradsko (ref.) vs. prigradsko/seosko 1,13 0,84-1,53
Populacijska skupina

jeca i i i 1 (ref.) -

Djeca i adolescenti (<18 godina)

Odrasla op¢a populacija 2,82* 2,14-3,71

Bolesnici na hemodijalizi 10,05* 5,06-19,95
Trudnice

0,94 0,47-1,88

Uredna trudnoca (ref.) vs. patoloska trudnoca
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Rezultati logisticke regresije pokazali su da su starija zZivotna dob (OR=1,04;
95%Cl1=1,03-1,05) te boravak na hemodijalizi (OR=10,05; 95%CI=5,06-19,95) znacajni

rizi¢ni ¢imbenici za CMV IgG seropozitivitet (tablica 2).

Akutna je CMV infekcija dokazana u ukupno 4% testiranih osoba. Obzirom na
vrijednosti indeksa aviditeta, akutna/postakutna primarna CMV infekcija (nizak/granican Al)
dokazana je u ukupno 52% ispitanika dok je u preostalih 48% visok Al ukazivao na

reaktivaciju ili reinfekciju CMV (slika 7).

W Nizak Al Granican Al | Visok Al

22; 42%
25; 48%

5; 10%

Slika 7. Raspodjela IgM/IgG pozitivnih uzoraka seruma prema vrijednostima IgG aviditeta

Primarne su CMV infekcije bile najéesée u dobi do 29 godina (ukupno 26/30; 86%),
12% je zabiljezeno u dobnoj skupini 30-39 godina te 2% u dobnoj skupini 40-49 godina.
Nasuprot tome, reaktivacija CMV infekcije/reinfekcija je dokazana u samo 5% ispitanika u

dobi 10-19 godina, dok je u ostalim dobnim skupinama iznosila od 5-25% (slika 8).
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Slika 8. Ucestalost primarnih CMV infekcija/CMV reaktivacija s obzirom na dob

Akutne su CMV infekcije tijekom ispitivanog razdoblja bile ucestalije u muskaraca
(5%) u odnosu na Zene (3%; p=0,008). Iako su se akutne infekcije javljale u svim dobnim

skupinama (osim u dobi < 6 mjeseci), viSa je uCestalost zabiljeZzena u dobi 6 mjeseci-9 godina

(7%) te 20-29 godina (6%) u odnosu na ostale dobne skupine (2-4%, p=0,027).

Ucestalost akutnih CMV infekcija nije se razlikovala izmedu pojedinih populacijskih
skupina (3-5%, p=0,402) kao niti u trudnica s urednom i patoloskom trudnocom (akutna je

infekcija dokazana u samo jedne trudnice , p=0,567).

Razlika u prevalenciji u ispitanika s gradskih 1 prigradskih/seoskih podrucja takoder
nije bila znacajna (4% odnosno3%; p=0,713) (tablica 3).

Rezultati logisticke regresije pokazali su korelaciju izmedu ucestalosti akutnih CMV
infekcija tijekom ispitivanog razdoblja sa spolom ispitanika tj. ucestaliju pojavnost u
muskaraca (OR=2,2; 95%CI=1,26-3,84).

19



Tablica 3. Ucestalost CMV IgM protutijela

Znacajka Testirani (%) CMV IgM (%) 95%CI p
Svi ispitanici 1446 (100) 52 (4) 3-5
Spol 0,008*
Muski 537 (37) 29 (5) 4-8
Zenski 909 (63) 23 (3) 2-4
Dob 0,027*
<6 mjeseci 14 (1) 0 (0) -
6 mjeseci - 9 godina 127 (9) 9(7) 3-13
10 -19 godina 177 (12) 6(3) 1-7
20 - 29 godina 283 (20) 17 (6) 4-9
30 -39 godina 398 (27) 6(2) 1-3
40 - 49 godina 148 (10) 3(2) 0-6
50 - 59 godina 156 (11) 6 (4) 1-8
60+ godina 143 (10) 5 (4) 1-8
Podrugéje prebivalista 0,713
Gradsko 1187 (82) 44 (4) 2-5
Prigradsko/seosko 259 (18) 8(3) 1-6
Populacijska skupina 0,402
Djeca i adolescenti (<18 godina) 284 (20) 14.(5) 3-8
Odrasla opéa populacija 1033 (71) 34 (3) 2-5
Bolesnici na hemodijalizi 129 (9) 4(3) 1-8
Trudnice 0,567
Uredna trudno¢a 187 (75) 1(1) 0-3
Patoloska trudnoéa 61 (25) 0(0) -
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Tablica 4. Analiza rizika za CMV IgM seropozitivitet logistickom regresijom

Znadajka CMV OR IgM 95%ClI
Spol

Muski (ref.) vs. zenski 2,2% 1,26-3,84
Dob (porast za 1 godinu) 0,98 0,97-1,01
Mjesto prebivaliSta

Gradsko (ref.) vs. prigradsko/seosko 1,21 0,56-2,60
Populacijska skupina

Djeca i adolescenti (<18 godina) 1 (ref.) -

Odrasla opéa populacija 0,66 0,35-1,24

Bolesnici na hemodijalizi 0,62 0,20-1,91

Trudnice

Uredna trudnoca (ref.) vs. patoloska trudnoca

- Nije primjenjivo
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6. RASPRAVA

Prevalencija CMV infekcije razlikuje se ovisno o zemljopisnoj rasprostranjenosti i
dobi ispitivane populacije (5). Na podrucju Hrvatske je do sada objavljeno nekoliko
istrazivanja o prevalenciji CMV infekcije u pojedinim populacijskim skupinama kao §to su
zene generativne dobi, bolesnici na hemodijalizi te transplantirane osobe (9-11), dok nema

objavljenih istraZivanja seroprevalencije u op¢oj populaciji.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je velik broj hrvatskog stanovnistva (74%)
prokuzen ovim virusom. Rezultati slicnih istraZivanja provedenim u drugim europskim
drzavama pokazali su seroprevalenciju od 45,6% u Nizozemskoj (12); 62,8% u Spanjolskoj

(13); 77% u Portugalu (14); 86% u Madarskoj (15) te visokih 90,3-94,8% u Rusiji (16).

Iako su neka istrazivanja (Madarska i Spanjolska) (13, 15) dokazala znac¢ajno visu IgG
seroprevalenciju u zena, u nasem istrazivanju nije nadena razlika u prevalenciji izmedu zena
(75%) 1 muskaraca (72%). Nasuprot tome, u musSkaraca je tijekom ispitivanog razdoblja

opazena visa ucestalost akutnih CMV infekcija (5%) u odnosu na Zene (3%; p=0,008).

Ovisno o dobi, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je u dobi do 6 mjeseci 79%
djece imalo je transplacentarno prenesena majcina protutijela. Do dobi od 9 godina, CMV-om
je bilo prokuzeno 48% djece nakon Cega prevalencija kontinuirano raste u sljedece dvije
dobne skupine (59% odnosno 71%). Uoceni porast prevalencije u mladoj odrasloj dobi (20-29
godina) ¢eS¢eg kontakta s malom djecom (roditeljstvo) koja pocinju pohadati vrti¢. Nakon
Cetrdesete godine Zivota, seropozitivitet kontinuirano raste od 87% do 93% u osoba starijih od
60 godina. Porast seroprevalencije s dobi pokazuju 1 istrazivanja iz drugih europskih drzava
(12, 14). U Portugalu je npr. u dobi do 14 godina, seropozitivno 64,5% djece i zatim
prevalencija kontinuirano raste do 96,5% u osoba starijih od 65 godina (14). Nasuprot tome, u
zemljama s niZim socioekonomskim statusom stanovnistva u kojima je vrlo visoka ukupna
seroprevalencija, navedene razlike nisu izraZene jer se velik broj stanovnistva prokuzi CMV-

om u vrlo ranoj djecjoj dobi (5).

Primarne se CMV infekcije ve¢inom javljaju u djetinjstvu i adolescenciji, no oboljeti
mogu i odrasle osobe (17). Akutna je CMV infekcija nadena u ukupno 4% ispitanika
obuhvacéenih ovim istrazivanjem. Najveci je broj akutnih primarnih infekcija (ukupno 86%)
dokazan u dobnim skupinama do 29 godina §to odgovora opazenim porastima IgG

seropozitiviteta.
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U imunokompromitiranih osoba Cesto se opisuje i reaktivacija latentne CMV infekcije
kao i reinfekcija (18, 19). Za razliku od dobne raspodjele primarnih infekcija,
reaktivacija/reinfekcija CMV (pozitivna IgM protutijela uz visok 1gG aviditet) dokazana je u

svim dobnim skupinama pocevsi od 20-29 godina (ucestalost 5-25%).

Ovisno o populacijskoj skupini, ovim su istrazivanjem nadene znacajne razlike u

prevalenciji izmedu djece i adolescenata, odrasle populacije te bolesnika na hemodijalizi.

Bolesnici na hemodijalizi predstavljaju riziénu skupinu za CMV infekciju (20). U
skupini bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi testiranih tijekom prijetransplantacijske obrade
dokazan je statisti¢ki znacajno visi CMV IgG seropozitivitet (92%) u odnosu na odraslu opéu
populaciju (77%). Slicnu je prevalenciju (88%) pokazalo i ranije istrazivanje u istoj
populacijskoj skupini (2010-2012. godine) (9), kao i istrazivanja u Njemackoj (83%) (21) i
Ceskoj (80%) (22). Niza je prevalencija opisana u hemodijaliziranih bolesnika u Nizozemskoj
(68,7%) (23) dok je vrlo visoka prevalencija na CMV dokazana u Srbiji (99,3%) (20).U
spomenutim je istrazivanjima CMV prevalencija bila znacajno viSa u hemodijaliziranih
bolesnika (20-22) sto moze biti posljedica opetovanih transfuzija krvi, ali i prijenosa CMV
krvlju tijekom postupka hemodijalize (18).

Trudnice takoder predstavljaju rizinu skupinu za CMV infekciju zbog moguce
infekcije tijekom trudnoée s posljedicnim oStecenjem ploda. Rezultati seroepidemioloskog
istrazivanja provedeni u Hrvatskoj na skupini od 502 Zene generativne dobi tijekom 2005. do
2009. godine pokazali su da je 75,3% Zena generativne dobi seropozitivno na CMV (10). U
ovoj je skupini ispitanica, na podru¢ju Europe zabiljeZena prevalencija od 30% u Belgiji (24),
30,3% u Irskoj (25), 49% u Velikoj Britaniji (26), 57% u Francuskoj (27) do 81,1% u Rusiji
(16, 28). U ovom je istrazivanju, CMV IgG prevalencija iznosila 78% u trudnica s urednom
trudno¢om te 77% u trudnica upucenih na testiranje zbog sumnje na infekciju u trudno¢i ili
ranijim patoloskim trudnocama. Isto tako, nije nadena razlika u ucestalosti akutnih CMV
infekcija izmedu te dvije skupine ispitanica. Manju, ali ne znaCajnu razliku u CMV
prevalenciji izmedu trudnica s urednom trudno¢om (78%) i trudnica s opetovanim pobacajima
u anamnezi (81,1%) dokazali su ruski autori (28). Nasuprot tome, istrazivanje provedeno u

Iraku pokazalo je znac¢ajno visSu CMV IgG prevalenciju u Zena s opetovanim pobacajima (29).
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U zakljucku, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je 74% naSe populacije
prokuzeno CMV-om §to odgovara podacima drugih europskih drzava. Seroprevalencija je

podjednaka u muskaraca i zena.

Seroprevalencija raste s dobi, a gotovo polovica seropozitivnih osoba (48%) inficirana
je u dobi do 10 godina. Rezultati logisticke regresije pokazali su da su starija zivotna dob i

lijecenje hemodijalizom najznacajniji su rizicni ¢cimbenici za CMV seropozitivitet.
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7. ZAKLJUCCI
1. CMV IgG protutijela dokazana su u ukupno 74% ispitanika (72% muskaraca i 75% zena)

2. CMV IgG seroprevalencija se zna¢ajno razlikovala u pojedinim populacijskim skupinama:

djeca 1 adolescenti 54%, odrasla op¢a populacija 77%, bolesnici na hemodijalizi 92%

(p<0,001)

3. Dokazan je znacajan porast IgG seropozitiviteta s dobi ispitanika od 48% u dobnoj skupini

6 mjeseci - 9 godina do 93% u starijih od 60 godina (p<0,001)

4. Akutna CMV infekcija dokazana je u ukupno 4% ispitanika (u 58% je dokazana akutna
primarna CMV infekcija, a u 48% CMV reaktivacija odnosno reinfekcija)

5. Tijekom ispitivanog su razdoblja akutne CMV infekcije bile ¢es¢e u muskaraca (5%) u

odnosu na zene (3%; p=0,008)

6. S obzirom na dob, primarne su CMV infekcije bile naj¢es¢e dokazane u dobi do 29 godina
(ukupno 86%), dok su reaktivacije/reinfekcije zabiljezene u svim dobnim skupinama poc¢evsi
od 20-29 godina (ucestalost 5-25%)

7. Logistic¢ka regresija pokazala je da su starija zivotna dob i boravak na hemodijalizi

najznacajniji rizicni ¢imbenici za CMV seropozitivitet.
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