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Forord

I regi av «Referansegruppe for ekstern kvalitetssikring 1 virologi og serologi» ble det holdt
strategimote om laboratoriediagnostikk ved CMV-infeksjoner den 31. oktober 2014 ved
Gjestehuset, Lovisenberg sykehus i Oslo.

Det forste strategimatet om CMV ble holdt 1 1998. Siden den gang har CMV inngétt som en
del av programmet ved flere av strategimetene, men Referansegruppen vurderte at det na var
behov for et eget mote om CMV.

Arets rapport er en videreforing og oppdatering av laboratoriediagnostikken og m4 sees i
sammenheng med rapporten fra strategimeotet 1 1998.

Bakgrunnen for at et nytt strategimete 1 2013 ble holdt, var at enkelte analysemetoder er
forlatt 1 praktisk bruk og at det 1 gkende grad har blitt behov for genteknologiske
undersokelser, samt at erfaringen med bruk av disse er storre.

Programmet er satt sammen av en programkomite bestdende av Svein Arne Nordbg,
Garth Tylden og Halvor Rollag (leder).

Moteledere var Svein Arne Nordbe (meteleder del 1) og Halvor Rollag (meteleder del I1).
Programkomiteens medlemmer og metelederne er ogsa redakterer av rapporten.

Rapporten inneholder oppsummering og anbefalinger slik det kom fram pa metet samt
sammendrag av foredragene (manuskriptene) som er gjengitt i sin helhet.

Oslo, mai 2014
Svein Arne Nordbg, Garth Tylden, Halvor Rollag.






”Referansegruppe for ekstern kvalitetssikring 1 virologi og serologi”
inviterer landets mikrobiologiske laboratorier til strategimete om

Laboratoriediagnostikk ved
Cytomegalovirus-infeksjoner

Maetedag 31.10.2013 Metested: Gjestehuset, Lovisenberg sykehus, Oslo
Maeteledere: Svein Arne Nordbe og Halvor Rollag

Program

Tidspunkt | Tid Tittel Foredragsholder

0945-1000 | 15 min Frukt og kaffe

1000-1005 | 5 min Velkommen. Helvi Holm
Innledning ved leder for referansegruppen Samdal

1005-1030 | 20 + 5 min | CMV-epidemiologi, biologi og patogenese Halvor Rollag

1030-1050 | 15+ 5 min | Antistofftester for pavisning av CMV-infeksjon Ellen Holter

1050-1055 | 5 min Erfaring med CMV-IgG aviditetstester Truls Leegaard

1055-11.20 | 20 + 5 min | Pavisning av CMV ved PCR Svein Arne Nordbg

1120-1130 | 10 min Pause

1030-1145 | 10+ 5 min | Genotypisk resistensbestemmelse Halvor Rollag

1145-1200 | 10+ 5 min | Maling av cellemediert immunitet CMV- Fredrik Miiller
infeksjoner

1200-1220 | 15+ 5 min | Patologens rolle ved viruspavisning og Borghild Roald
karakterisering av CMV-infeksjon

1220-1250 | 40 min Oppsummering, anbefalinger og diskusjon Svein Arne Nordbg

1250-1335 | 45 min Luns;j

1335-1405 | 15—-5min | Intrauterine og perinatale infeksjoner (inklusive Maria Aurora
horselsskade) Hernandez Roset

1405-1435 | 25+ 5 min | CMV-infeksjon ved normalt infeksjonsforsvar og | Ingvild Nordey
ved inflammasjonstilstander

1435-1505 | 25+ 5 min | CMV-infeksjon ved allogen organtransplantasjon | Anders Hartmann
og ved stamcelletransplantasjon

1505-1515 | 10 min Pause

1515-1535 | 15+ 5 min | CMV-infeksjon ved HIV-infeksjon Arne Brantsater

1535-1600 | 25 min Oppsummering, anbefalinger og diskusjon Halvor Rollag
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Diagnostikk ved cytomegalovirusinfeksjoner

A. Pavisning av infeksjon
1. Pavisning av spesifikke antistoffer

Indikasjoner for pavisning av antistoffer mot CMV vil veere sykdomsutredning og
immunstatusundersgkelse.

a. Aktuelle analyser
CMV-IgG og CMV-IgM
Det er flere ulike analyser som er i bruk. De er enten enzyme immunoassays (EIA)
eller “chemiluminiscent mikroparticle assays” (CMIA). CMV-IgA antistofftester synes
ikke @ ha noen betydning i diagnostikk av medfgdt CMV-infeksjon da CMV-PCR er et
bedre alternativ. Pa grunn av CMV-IgM-testenes noe lave spesifisitet bgr
referanselaboratoriet ha to forskjellige CMV-IgM-tester tilgjengelig.

CMV-lgG-aviditetstest.

Det finnes flere kommersielle tester pa markedet. Aviditetstestene maler
bindingsstyrke mellom CMV-IgG og CMV-antigen. | tidsrommet etter primarinfeksjon
vil de B-cellekloner som koder for antistoffer med lav aviditet gradvis bli eliminert slik
at de antistoffer som etterhvert blir produsert har hgy aviditet. Ved & male
bindingstyrken mellom CMV-IgG og antigen kan en gjgre et estimat av nar
infeksjonen har funnet sted innenfor de siste 6 maneder.

Immunoblot

Denne testen paviser IgG og IgM mot ulike strukturelle og non-strukturelle antigener
hos CMV. Mgnsteret endres i Igpet av ukene og manedene etter primaerinfeksjonen.
Testen har liten utbredelse her i Norge.

Alle som bruker disse antistofftestene bgr gjgre en egen validering eller verifisering,
og delta i internasjonale ringtester (SLPer). Testenes variasjonskoeffisienter ma
kontinuerlig overvakes slik at det kan opereres med egendefinerte grasoner.

b. Indikasjoner og tolking av resultater
CMV-IgG og CMV-IgM

Kombinasjonen 1gG og IgM anti-CMV brukes til & diagnostisere primaerinfeksjon hos
seronegative personer. Serokonversjon for IgM hos immunfriske personer kommer
etter 0-2 uker mens IgG antistoffene kan pavises ca en uke senere. Ved
immunsuppresjon vil antistoffene gjerne dukke opp noe senere. Hos de fleste
organtransplanterte pasienter er CMV-IgG pavisbar innen 50 dager, men i sjeldne
tilfelle kan det ta flere maneder fgr antistoffene er pavisbare.

CMV-IgM kan bli falskt positiv ved EBV-infeksjoner og ved autoimmune sykdommer.
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Ved immunstatusundersgkelse hos kandidater for allogen benmarg- eller
organtransplantasjon vil lave positive CMV-1gG verdier representere det stgrste
problemet da dette kan skyldes passivt tilfgrte antistoffer etter transfusjoner eller
substitusjonsterapi.

For @ minimalisere problemet med grasoneverdi ma en anvende en test med lav
variasjonskoeffisient. CMV-IgG grasoneverdier hos benmarg- og organgivere bgr
betraktes som CMV-IgG positive i donorsammenheng.

CMV aviditetsundersgkelse

CMV-IgG aviditetsundersekelse er forst og fremst indisert ved sykdomsutredning og
positiv IgM hos gravide. Hovedregel er at det er lav aviditet de forste ukene etter
primarinfeksjon, og at hoy aviditet kan pavises etter ca. 16-20 uker. Ved bruk av
aviditetstest vil hoy IgG-aviditet sammen med positiv IgM tilsi at infeksjonen har
funnet sted for 3 méaneder siden eller mer. Grasone- og lav aviditet kan vaere
vanskelige & tolke. Ved OUS og Folkehelseinstituttet er det startet et prosjekt som skal
vurdere nytteverdien av aviditetsundersokelsen.

Immunoblotanalyse

Immunoblotanalyse er lite utbredt i Norge, og dokumentasjonen er mangelfull.

Pavisning av cytomegalovirus.

Pavisning ved dyrkning i cellekultur.

Indikasjon:

For pavisning av spesielle egenskaper ved virus. Det kan f.eks. vaere fenotypisk
resistensbestemmelse av virus for a verifisere betydningen av mulige
resistensmutasjoner.

Prgvematerialer:

| prinsippet alle typer prgvematerialer, men vanligst er urin, spytt,
bronkialskylleveeske, EDTA-blod og biopsier.

Metode:

Dyrking av virus utfgres vansligvis pa primare humane fibroblaster eller
fibroblastcellelinjen MRC5. Dyrkingen bgr forega i 2-4 uker. CMV-replikasjon i
cellene verifiseres med PCR eller immuncytokjemi.

Tolking av resultat:

Dyrking i cellekultur er mindre sensitiv enn PCR og brukes derfor sjelden diagnostisk.
Referanselaboratoriet for CMV kan dyrke CMV i cellekultur.

Pavisning ved PCR

Indikasjon

Kvantitativ PCR brukes fgrst og fremst for a holde gye med infeksjonsforlgpet og for a
se effekt av antiviral terapi. Kvantitering av virus DNA i blod har vist seg sveert nyttig
for tidlig pavisning av systemisk infeksjon slik at en sa tidlig som mulig kan starte
terapi for & hindre sykdomsutvikling (preemptive therapy).
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Kvalitativ PCR kan vaere indisert ved mistanke om primeerinfeksjon eller reaktivering
der serologien er inkonklusiv. Kvalitativ PCR brukes ogsa nar prgvematerialet ikke er
flytende som for eksempel ved biopsier.

Prgvematerialer

Valg av prgvemateriale bestemmes av de kliniske symptomer.

Ved mistanke om medfgdt infeksjon er urin, saliva og blod de viktigste
prgvematerialer, og prgver bgr tas innen to uker etter fgdsel. Penselprgve fra
omradet mellom kinn og gumme i overkjeven kan benyttes hvis den tas minst 1 time
etter siste amming. Pa grunn av fare for kontaminering med morsmelk ma positivt
funn konfirmeres ved pavisning fra urin eller blod. CMV kan utskilles i urin og spytt i
lang tid (flere ar) hos asymptomatiske barn som er blitt smittet perinatalt.

CMV replikerer i vaskulzert endotel. Derfra blir virus frigitt til blod eller tatt opp av
granulocytter direkte. Virus kan derfor pavises i EDTA-plasma og EDTA-fullblod.
Andre CMV-holdige vaesker som fostervann, spinalvaeske, bronkialskyllevaeske,
morsmelk og gyets kammervaeske eller corpus vitreum kan vaere egnede
prgvematerialer.

Ved fokale manifestasjoner vil biopsier, ikke minst fra gastrointestinaltrakten, fra
placenta, lunger, hjerne og hjerte vaere egnede prgvematerialer.

PCR-metoder

Real-time PCR er den mest brukte metode til bade kvantitative og kvalitative
analyser. Resultatet av den kvantitative PCR angis oftest i CMV-DNA-kopier/ml. Bade
valg av DNA-ekstraksjonsmetode og PCR-metode vil kunne pavirke resultatet. For a
standardisere de ulike kvantitative testmetoder anbefales det & angi virusmengde i
IU/ml kalibrert etter WHO-standard. Et minimumskrav til laboratorier som utfgrer
CMV-PCR er de deltar i internasjonale SLPer.

Tolking av resultater

Kvantitativ PCR

Ved ulike grunnsykdommer og allogen transplantasjon, vil “preemptive therapy”
igangsettes ved forskjellige mengder virus i blod. Innfgring av IU/ml vil gjgre det
lettere a3 sammenligne resultater mellom laboratorier.

Da variasjonskoeffisienten ved CMV-PCR kan vaere relativt hgy ma det vaere
betydelige endringer for at en skal kunne si at de er signifikante. Vanligvis vil %5 logy
endringer representere signifikante endringer i virusmengde. Dette tilsvarer ca. tre
gangers gkning eller reduksjon av virusmengden. En skal ogsa vaere klar over at ved
fokale CMV-infeksjoner (f.eks. ved colitt og ved virusutskillelse i urin og morsmelk) er
ikke alltid CMV-PCR i blod positiv.

Kvalitativ PCR

| noen slike sammenhenger vil en semikvantitering kunne vaere av klinisk nytte. En
kan da angi CT-verdi og angi at CT-verdi <28 medfgrer hgy virusmengde, CT-verdi 28-
35 medfgrer moderat mengde virus og CT-verdi >35 medfgrer liten mengde virus.
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3. Genotypisk resistenshestemmelse

Indikasjoner

Langvarig terapisvikt dvs. minst to uker pa terapeutisk dose av
ganciclovir/valganciclovir, cidofovir eller foscavir.

Ved genotypisk resistensbestemmelse pavises spesielle mutasjoner
(resistensmutasjoner) i UL97 for ganciclovir/valganciclovir og i UL54 for
ganciclovir/valganciclovir, cidofovir og foscarnet.

Prgvematerialer

Avhengig av infeksjonens lokalisasjon. Vanligst er EDTA-fullblod eller EDTA-
plasma (minst 1000 CMV-DNA-kopier/ml), men ogsa urin, bronkialskylleveske og
biopsier er egnede provematerialer. Biopsier inneholder ikke alltid nok virus-DNA.

Metode

PCR-amplifisering og sekvensering av UL97 og UL54.

Ved terapisvikt pa GCV-terapi starter en med analyse av UL97 genet. Sekvensen av
genene sammenlignes med standard basesekvens hos UL97 og UL54 genene hos
laboratoriestammen AD169.

Vurdering

Det er sjelden & finne resistensmutasjoner for terapien har vart i seks uker.

En referanse (Lurain and Chou) brukes for a identifisere resistensmutasjoner samt a
vurdere grad av resistens.

Svarrapporten ber angi aktuelle resistensmutasjoner og antatt grad av resistens. Man
kan eventuelt anbefale dosegkning eller bytte av medikament, se tabell i1 abstraktet.

4. T-celleimmunitet
Den cellulzere immunrespons er av avgjgrende betydning for & opprettholde CMV-

latens etter primaerinfeksjon og forhindre reaktivering av CMV. Den cytotoksiske,
CD8" T-cellemedierte responsen har vaert tillagt stgrst betydning, men ogsa CD4" T-
cellemediert immunitet bidrar til det samlede T-cellesvaret.

Indikasjoner

Maling av T-celleimmunitet kan vaere nyttig i overvakning av CMV-infeksjoner bade i
forbindelse med organtransplantasjoner og transplantasjon med hematopoietiske
stamceller. Den viktigste indikasjon vil vaere manglende terapirespons ved CMV-
infeksjon der en ikke finner resistensmutasjoner. Det viser seg vanskelig & supprimere
virusproduksjonen hvis det ikke er noen ”T-celle-hjelp”.

Prgvemateriale og metoder

Det finnes tre metoder for pavisning T-celler respons etter stimulering med CMV-
antigen. Som mal pa celluleer aktivering brukes oftest produksjon av interferon-y.
EDTA blod brukes for pavisning av av bade CD4+ og CD8+ -T-cellerespons ved flow
cytometri. Dette er en svaert arbeidskrevende metode som egner seg best til
forskning.
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QuantiFERON-CMV er den enkleste metoden som ogsa egner seg for rutinebruk. Ved
denne metoden tappes blod rett i tre spesialrgr. Ett rgr innholder ingen ligander, ett
inneholder phorbolmyristatacetat (PMA) som stimulerer T-celler uspesifikt og ett
inneholder en blanding av CMV-peptider som bare stimulerer CMV-spesifikke CD8-T-
celler. Frigjort interferon-y kvantiteres med samme ELISA protokoll som
QuantiFERON-TB Gold. Denne metoden er godt belagt med kliniske studier.

Vurdering
Ved lav eller manglende T-cellerespons (bade CD4+ og CD8+) ser en gkt tendens til
reaktivering og gkt viremi i begge pasientgrupper.

Histopatologisk undersgkelse
Patologens rolle ved mistenkt CMV infeksjon er histopatologisk pavisning av aktivt

replikerende virus i biopsier ved mistenkt organmanifestasjon. I tillegg til pavisning av
aktivt replikerende virus kan patologen se grad av betennelsereaksjon og vevsskade
knyttet til infeksjonen.

Nar det tas biopsi til virologisk CMV-undersgkelse er det viktig at det alltid ogsa
sendes en tilsvarende vevsbit til patolog for evt. pavisning av virus og vurdering av
grad av vevsskade.

Indikasjoner
Indikasjon vil veere pavisning/verifikasjon av CMV i celler i ulike vev.

Prgvematerialer og metoder

Pr@vematerialet vil vaere vevsbiopsi.

| hematoxylin-eosin farget snitt vil en kunne se karakteristiske forandringer i kjernen
til de infiserte cellene. Sent i virusreplikasjonen vil cellekjernen ha basofile
inklusjonslegemer skilt fra kjernens ordinaere DNA med en klar halo (uglegyne).
Verifikasjon av selve viruset gjgres ved hjelp av spesifikke antistoffer eller ved in situ
DNA-DNA-hybridisering.

Disseminert CMV-infeksjon forarsaker fokale nekroser, ofte med minimal
inflammatorisk celluler respons. Andre ganger fgrer infeksjon med CMYV til en
betydelig betennelsesreaksjon.

Vurdering

Morfologisk og immunhistokjemisk er det fa feilkilder. PCR kan bli positiv pga.
blodkontaminasjon.

Vanligste biopsiprgvemateriale er fra gastrointestinaltraktus, fra lunge (dpen

lungebiospi eller transbronkial biopsi) og vev fra placenta.

Spesielt utfordrende er biopsier fra GI-traktus ved ulike former for inflammatorisk
tarmsykdom da CMV ved disse tilstander kan reaktiveres uten a gi sykdom.

Ved intrauterin CMV-infeksjon kan CMV-pavises i placentavev, morfologisk og
immunhistokjemisk.
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B. CMV-diagnostikk ved ulike kliniske tilstander

1.

Intrauterin og perinatal infeksjon

Medfedt CMV-infeksjon er na den vanligste intrauterine infeksjon. Antagelig fgdes
det i Norge arlig 200-300 barn med medfgdt CMV-infeksjon. Det angis at fra 0.2 til
2,5% av alle nyfgdte er CMV-infisert. Infeksjon kan ogsa overfgres perinatalt fra mor
ved fgdsel eller via morsmelk, samt fra naerkontakter via spytt.

Ved primaerinfeksjon i svangerskapet infiseres 30-40% av fostrene mens ved
reaktivert infeksjon eller reinfeksjon blir omlag 1% av fostrene smittet. Likevel er
antall smittet etter reaktivering/reinfeksjon stgrst fordi det er langt vanligere med
reaktivering/reinfeksjon enn med primaer infeksjon i svangerskapet. Disse barna vil
ikke ngdvendigvis ha et mildere forlgp.

Omlag 10-20% av de smittede vil ha symptomer ved fgdsel. Av disse vil 20-30% dg og
opptil 90% av de overlevende vil ha varig skade oftest i form av nedsatt hgrsel eller
andre sentralnervgse skader.

Av de asymptomatisk infiserte nyfgdte vil 5-15% utvikle fglgetilstander i form av
nedsatt hgrsel eller andre CNS-skader senere.

Ved perinatal smitte representerer CMV-infeksjon st@rst problem ved fgdselsvekt
under 1200g.

CMV-screeningprogram av gravide er ikke iverksatt pga. manglende
behandlingsmuligheter ved intrauterin infeksjon. Bruk av spesifikt
hyperimmunglobulin og utvikling av anti-CMV-medikamenter uten teratogene
bivirkninger kan endre dette. Behandling av CMV-infeksjonen etter fadsel har vist a
kunne bremse hgrselstapet.

Indikasjoner

Siden CMV-infeksjoner i svangerskapet ikke overvakes, vil mistanke om CMV-
infeksjon som regel oppsta i to situasjoner. Ved utredning av infeksjonssykdom hos
den gravide og ved patologiske ultralydfunn.

Prgvemateriale og metoder

Mistanke om intrauterin infeksjon:

Serum, CMV-1gG og IgM, for pavisning av primeaer eller reaktivert infeksjon hos mor.
Ved positiv CMV-IgM kan det vurderes om det ogsa skal utfgres en CMV-IgG
aviditetsundersgkelse for a bestemme tidspunkt for infeksjon. Dette er mest nyttig
ved prgvetaking innenfor fgrste trimester da bare hgy aviditet gir palitelig
informasjon.

Pavisning av infeksjon hos fosteret skjer ved CMV-PCR i amnionvaeske. PCR i
amnionvaeske har best sensitivitet etter uke 20-21 og minst 6-8 uker etter antatt
smittetidspunkt.

Diagnostikk av intrauterin infeksjon ved prgvetagning etter fgdsel:

Navlestrengblod:
Pavisning av CMV-IgM og pavisning av virus ved PCR.
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Navlestrengsblod er ofte kontaminert med maternelt blod og kan derfor gi villedende
resultater.

Blod fra den nyfgdte:

Pavisning av CMV-IgM og pavisning av virus ved PCR.

Spytt og urin:

Standard metode har vaert PCR-pavisning av CMV i urinprgve tatt innen 2 (3) uker
etter fgdsel.

Spytt (saliva) er et prgvemateriale som er lettere a samle. En pensel legges mellom
kinn og overkjeve og settes deretter i virustransportmedium. Prgven ma tas minst en
time etter siste amming for a hindre kontaminasjon av CMV som skilles ut i
morsmelk. CMV-pavises ved PCR. Positiv prgve konfirmeres ved med PCR i urin.
Blodflekker pa Guthrie-cards samlet umiddelbart etter fgdsel:

DNA elueres fra filterpapiret og CMV pavises ved PCR.

Vurdering

Intrauterin infeksjon:

Diagnostikken vil fgrst og fremst vaere rettet mot a pavise primaerinfeksjon hos den
gravide da palitelige markgrer for reaktivering og reinfeksjon i svangerskapet ikke
finnes. Pavisning av CMV-IgG og IgM kan gi mistanke om primaerinfeksjon. Det er
bare en aviditetsundersgkelse som kanskje kan tidfeste infeksjonen.
Aviditetsundersgkelse utfgres bare nar bade CMV-IgG og IgM er positive. Som nevnt
under avsnittet om pavisning av CMV-antistoffer, er nytteverdien av denne
undersgkelsen usikker.

Gullstandard for diagnostikk av intrauterin infeksjon er pavisning av CMV i fostervann
ved PCR.

Ved diagnostikk etter fadsel foreligger mulighet for pavisning av CMV-IgM-antistoffer
bade i navlestrengsblod og i blod fra den nyfgdte. Men bare ca. 75% av de
intrauterint infiserte danner CMV-IgM-antistoffer. Navlestrengsblod bgr ikke vaere
eneste prgvemateriale.

CMV kan pavises ved PCR i navlestrengsblod, men ikke alle infiserte barn har
ngdvendigvis viremi slik at negativt resultat kan forekomme. CMV i navlestrengsblod
kan stamme fra mor.

Pavisning av CMV i urin er den mest palitelige metode, men prgven ma tas innen 2
uker etter fedsel for & kunne skille prenatal og postnatal infeksjon.

Pavisning av CMV i spyttprgve har 99% samsvar med pavisning i urin. Men ved positiv
spyttpreve bgr en konfirmere diagnosen ved pavisning ogsa i urin.

Pavisning av CMV i blodflekker pa Guthrie-cards brukes ved utredning av medfgdt

horselsskade. Spesifisiteten er hgy (99%), men sensitiviteten ligger pa mellom 30 og
40%.
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2. CMV infeksjon ved normalt immunforsvar og ved inflammasjonstilstander

Ved CMV-primaerinfeksjon hos immunfriske vil bare ca. 10% av infeksjonene veere
symptomgivende, som regel med et mononukleoselignende sykdomsbilde. Fokale
symptomer, hyppigst fra Gl-tractus og CNS, kan en sjelden gang sees.

Diagnostikk ved mononukleoselignende sykdomsbilde og annen primarinfeksjon:
Antistoffpavisning i serum:

CMV-IgG og IgM

Sammenligning av CMV-1gG og IgM-nivaene i to prgver tatt med 2-4 ukers mellomrom
kan bidra til & skille primaer og reaktivert infeksjon. CMV-IgG-aviditets-testing kan ogsa
veere til hjelp for tidfesting av infeksjonstidspunkt og a skille primaer og reaktivert
infeksjon.

Da EBV-infeksjon kan fgre til en uspesifikk CMV-IgM-produksjon, vil pavisning av CMV i
blod (EDTA-plasma eller EDTA-fullblod) ved PCR veere avgjgrende.

Pavisning av CMV med PCR:
Ved fokale symptomer kan CMV pavises i biopsier, vaesker eller sekreter ved PCR.

Ved systemisk infeksjon med replikasjon av virus i vaskulaert endotel kan virus pavises i
blod.

Diagnostikk ved reaktivert infeksjon:

Reaktivering av CMV vil forekomme ved ubalanse i immunsystemet med gkt produksjon
av cytokiner ikke minst TNF-a, IL6 og IL-8, som stimulerer CMV-replikasjonen.

| den senere tid har det veert mye oppmerksomhet rundt CMV-reaktivering ved
inflammatorisk tarmsykdom.

Antistoffpavisning i serum:
Relativt hgyt CMV-1gG-niva og lavt CMV- IgM-niva (ikke alle danner spesifikke IgM-
antistoffer ved reaktivering).

Pavisning av CMV med PCR:

Utfgres i biopsier, vaesker og sekreter ved symptomer. Pavisning av CMV i munn- eller
luftveissekret kan vaere vanskelig a tolke pga. langvarig utskillelse. Ved inflammatorisk
tarmsykdom vil mengde virus i biopsien indikere om CMV har betydning for
sykdomsforlgpet.

Ved systemisk infeksjon med replikasjon av virus i vaskulaert endotel kan virus pavises i
blod. Men pasientene kan ha alvorlig fokal infeksjon uten a ha systemisk infeksjon.

3. CMV-infeksjon ved organ- og stamcelletransplantasjon

CMV-infeksjon er en av de hyppigste infeksjoner etter organtransplantasjon og
hematopoietiske stamcelletransplantasjon. Derfor blir disse pasientene overvaket mhp
CMV-infeksjon og noen far ogsa valganciclovir som CMV-profylakse.
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Profylakse

Risiko for alvorlig CMV-sykdom avhenger av CMV-IgG serostatus til donor (D) og resipient
(R) pa transplantasjonsidspunktet. Stgrst risiko finner en der resipient av et organ er
CMV-1gG negativ og donor CMV-IgG-positiv. Disse far valganciclovir-profylakse i 3-12
maneder avhengig av hvilket organ som transplanteres (se tabell for indikasjon, doser og
tid). Ved stamcelletransplantasjon er det reaktivering som er det stgrste problemet.
Faren for reaktivering er stgrst nar resipienten er CMV-IgG positiv og donor er CMV-IgG
negativ. Disse far acyclovir-profylakse hvis de har behov for immunsuppresjon ved
behandling av "graft versus host”-reaksjon.

Overvakning:

Hos immunsupprimerte pasienter vil CMV-infeksjonen nesten alltid bli systemisk slik at
viruset kan pavises i blod ved PCR, enten i EDTA-fullblod eller i EDTA-plasma.

Alle pasientgrupper overvakes for CMV-infeksjon ukentlig i minst 3 maneder (kanskje
med unntak av serostatus D-/R-). En bgr veere spesielt oppmerksom pa mulighet for
CMV-infeksjon og sykdom de fgrste maneder etter avsluttet profylakse.

Preemptiv terapi

Denne terapiformen baserer seg pa at en kan pavise CMV ved PCR i blod ca en uke fgr
sykdom opptrer. Det ma derfor utfgres kvantitativ CMV-PCR i blod som
overvakningsprgve en gang hver uke. Sannsynligheten for & utvikle sykdom er til en viss
grad avhengig av mengde virus i blod. Ved de ulike transplantasjoner er det satt
empiriske grenser for den mengde virus i blod som skal utlgse preemptiv terapi (se
tabell). Inntil WHO standarden er innfgrt pa alle laboratorier vil grensene uttrykt som
DNA-kopier per ml variere mellom laboratoriene. Preemptiv terapi er fgrst og fremst
aktuell ved reaktivert infeksjon dvs. resipient CMV-I1gG positiv. Behandlingen fortsetter til
en har to negative CMV-PCR prgver i blod tatt med en ukes mellomrom.

Diagnostikk

CMV pavises ved PCR i ulike prgvematerialer. Serologiske undersgkelser kan i noen grad
stgtte opp om diagnostikken. Men PCR kan vaere positiv fgr antistoffresponsen er
malbar.

CMV syndrom:

Ingen kliniske organmanifestasjoner, men feber, leukopeni og CMV pavist i blod ved PCR.

CMV-sykdom med organmanifestasjoner:

Pavisning av virus i biopsier eller aspirat fra de ulike organer. Der det ikke er mulig eller
forsvarlig, vil CMV i blod sammen med biokjemiske eller andre tegn pa organskade eller
nedsatt funksjon kunne gi en sannsynlighetsdiagnose. Ved organmanifestasjoner pavises
ikke alltid virus i blod.

Gastrointestinale ulcera: CMV kan vanligvis pavises i biopsi.

Pneumoni: Apen lungebiopsi eller transbronkial biopsi. Heye CMV-konsentrasjoner i
bronkialskyllevaeske er en indikasjon pa CMV-pneumoni.

Retinitt: Diagnostiseres oftalmologisk, men virus kan pavises i kammervaeske og corpus
vitreum.

Encefalitt: Spinalvaeske

Guillain-Barré syndrom: Spinalvaeske
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Hepatitt: Pavisning av CMV i leverbiopsi er optimalt, men diagnosen baseres vanligvis pa
CMV PCR i blod sammen med biokjemiske tegn pa hepatitt.

Behandling av CMV-sykdom

Valganciclovir eller ganciclovir dosert etter nyrefunksjon er fgrstevalgsmedikamenter.
Det er ingen rutinemetode tilgjengelig for pavisning av ganciclovirkonsentrasjonen i
serum. Det er vanlig & behandle til en har to negative CMV-prgver i blod med en ukes
mellomrom.

Resistensutvikling ser en fgrst og fremst hos pasienter med serostatus D+/R-.
Resistensutvikling sees nesten aldri de to fgrste uker etter terapistart. Vanligvis dukker
resistent virus opp etter mer enn 6 ukers behandling.

4. CMV ved HIV-infeksjon

Béde primarinfeksjon, reaktivering og reinfeksjon med CMV kan fore til alvorlig sykdom
og dad hos pasienter med HIV. Personer som er fodt i utviklingsland og menn som har
sex med menn, er nesten alltid seropositive for CMV. For pasienter som star pa effektiv
antiretroviral behandling er CMV sjelden arsak til sykdom og CMV pévist ved PCR har
liten klinisk nytteverdi.

Overvakning

Alle pasienter som far pavist HIV-infeksjon bgr testes for CMV IgG.

Rutinemessig overvaking av CMV viremi er ikke indisert, men kvantitering av CMV DNA i
plasma bgr utfgres hos pasienter med CD4+ T lymfocytt-tall <50-100 celler/mm?som
samtidig har kliniske funn forenlig med CMV sykdom. Pavisning av viremi i en slik
situasjon begr fgre til oftalmoskopi, endoskopi og histopatologisk undersgkelse av
aktuelle organer fgr man konkluderer med at pasienten har CMV sykdom og igangsetter
spesifikk terapi.

Sykdomsutredning

Oftalmoskopi og histopatologisk undersgkelse av biopsier fra affiserte organer er de
viktigste diagnostiske verktgy for pavisning av CMV-sykdom, og mikrobiologiske
undersgkelser kan stgtte diagnosen.

Spinalpunksjon og undersgkelse av cerebrospinalvaeske med CMV-PCR bgr utfgres hos
pasienter med symptomer og nevroradiologiske funn som gir mistanke om CMV-sykdom
i sentralnervesystemet.
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Halvor Rollag, Avdeling for mikrobiologi, OUS-Rikshospitalet, Oslo
CMV- Epidemiologi, biologi, patogenese

| det fglgende gis en oversikt over humant cytomegalovirus’ (CMV) epidemiologi,
sykdommer, biologi, immunrespons, primeerinfeksjon, latens, reaktivering og patogenese.

Epidemiologi

CMV overfgres fra person til person pa mange ulike mater. Det starter intrauterint med
overf@ring av virus fra mor til foster. | de Nordamerikanske og Vesteuropeiske land har 0,3 til
0,5% av de nyfgdte medfgdt CMV-infeksjon (1). Senere smittes spedbarn via morsmelk.
Cytomegalovirus skilles ut i spytt, tarevaeske, saed, cervixsekret og finnes ogsa latent i noen
hvite blodlegemer. Dette angir ogsa smitteveiene som er direkte og indirekte kontaktsmitte,
smitte via blodprodukter og allotransplanterte organer.

I Norge har Skar og Hoddevik utfert den mest omfattende prevalensstudien(2). Den viste at
ved 20 arsalder er 50% infisert ved 30 &rs alder 80% og hos dem over 60 ar er 90-100%
infisert (CMV-IgG-positive). Spesielle grupper som bladere og menn som har sex med menn

har en ventelig hayere prevalens (3). Arlig serokonversjonsrate hos voksne mennesker i var
del av verden er 1-2%.

Sykdommer:

Intrauterin infeksjon:

Ingen symptomer

Hepatosplenomegali, CNS affeksjon (hgrselstap)

Perinatalsmitte ved fgdselsvekt under 1200 g:
Hepatosplenomegali, CNS-affeksjon

Immunkompetente personer:
Asymptomatisk
Mononukleose syndrom
Hepatitt, fatigue
Colitt

Immunsupprimerte personer

AIDS-pasienter:
Retinitt/encefalitt
Interstitiell pneumoni
Anemi

Allotransplanterte (organ og stamceller)
CMV-syndrom (feber, leukopeni, fatigue)
Organmanifestasjoner (hepatitt, pneumoni)

Uavklarte tilstander

CMV- infeksjon ved inflammasjonstilstander som Mb Crohn, ulcergs colitt
CMV som medvirkende arsak til cancer mammae (4) og glioblastom (5)
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Virusstruktur

CMV-genome

230 kbp
200reading frames

UL us

Classificationaccording to UL/U S-locolization
*UL97: GCV sensitivity

*UL114 Uracil DNA-glycosylase

*UL54: DNA-polymerase

*UL44: Processivity factor

Classificationaccording to timepoint of transcription

siImmediate early (IE): IE1and IE2 (UL123/122)
*Early (E): DNA-polymerase (UL54)
sLate(L): UL83 (pp65)

HCMV Human Cytomegalovirus

(Ranneberg-Nilsen,T. Thesis 2012)

CMV har en struktur som de andre herpesvirus. Et 235 kb langt lineaert dsDNA. CMV er
inndelt i to hoveddeler: unique short (US) og unique long (UL) begge med “inverted terminal
repeats”. Genomet har minst 160 dpne leserammer og det produseres ogsa flere microRNA
transkripter (miRNA). Virusgener blir angitt etter lokalisasjon pd genomet, som f.eks. UL55
(gB) eller US11 (degradering av MHC-I molekyler). Virus DNA er omgitt av et icosahedralt
kapsid som igjen er omsluttet av en membran. Mellom nukleokapsidet og membranen
befinner tegumentet seg. Det bestar av mer enn 25 ulike virale proteiner, sma mengder viralt
RNA og cellulere proteiner. Et av de mest studerte proteiner er “lower matrix protein” pp65
som er et viktig antigen for celluleer immunitet og som ogsa blir brukt som antigen i den
kvantitative CMV-pp65 antigentesten.

Virusmembranen stammer antagelig fra membranen til endoplasmatisk retikulum og
inneholder en rekke forskjellige glykoproteiner som gB, gH, gl og gM/gN. Pa grunnlag av
genetiske variasjoner kan CMV inndeles genotyper. For eksempel finnes fem gB genotyper
og fire gN genotyper. Disse glykoproteinene spiller en stor rolle ved binding og opptak av
virus 1 cellen.

Virusreplikasjon

Binding og opptak

Binding av virus til en celle starter med at gB pa viruset binder seg uspesifikt til heparansulfat
pa overflaten av cellene. Dernest bindes andre virale glykoproteiner (gH/gL/gM/gN) til
spesifikke reseptorer som medierer fusjon mellom virusmembran og cellemembran.
Cellereseptorene er ikke klarlagt, men epidermal growth factor receptor og noen a- og B-
integriner er gode kandidater. Antagelig er det flere co-reseptorer pa cellene som deltar i
binding og opptak og reseptortype kan variere fra celletype til celletype.

Ved opptak blir nukleocapsid og tegumentinnhold temt i cytoplasma. Noen av
tegumentproteinene kan bidra til & stoppe cellesyklus 1 GO/G1 og blokkere apoptose.
Nukleokapsidet blir fraktet til kjernemembranen der det blir avkledd og virus-DNA blir
translokert til cellekjernen. Etter opptak i kjernen blir virus-DNA sirkularisert og helt eller
delvis pakket inn 1 histonproteiner. Det medferer at transkripsjon av gener og replikasjon av
DNA skjer pa samme mate som for cellulert DNA. Da CMV selv koder for mange av de
nedvendige enzymer skjer det et samarbeid mellom virale og cellulare faktorer om
transkripsjon og replikasjon.

Produksjon av komplett virus 1 en celle starter 2-3 deogn etter infeksjon og maksimal
virusproduksjon som oppnas etter ca. 4 dogn, varer 1 mange dager.
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Transkripsjon av CMV-DNA forleper 1 3 definerte faser: “immediate early” (IE), “early” (E)
og late” (L). IE starter umiddelbart etter infeksjon og blir stimulert av ulike
tegumentproteiner. I denne fasen dannes regulatoriske proteiner som orkestrerer den videre
transkripsjon av cellulare og virale gener. Det viktigste genet er IE1 (UL122)/IE2 (UL123)
som har sterk genregulatorisk aktivitet. Disse genene reguleres av major immediate early
promoter enhancer (MIEP) som er en av de sterkeste promoter/enhancere vi kjenner.
Aktivering av MIEP er helt sentral i1 virus replikasjonsaktivitet og 1 reaktivering av latent
virus. | E-fasen som starter ca. 6 timer etter infeksjonen dannes en rekke av de enzymer og
proteiner som er nadvendige for virus-DNA-replikasjon, dannelsen av kapsid, regulering av
cellesyklus og antiapoptose. L-fasen starter ca. 24 timer etter infeksjonen. Her dannes
proteiner som er viktige for nukleokapsiddannelsen og egress fra cellen. Nar virus DNA
pakkes inn 1 kapsidet fjernes kromatinet fra virus DNA.

Nér nukleokapsidet er ferdig, frigjores det fra cellekjernen til cytosol ved knoppskyting fra
indre kjernemembran. Deretter blir denne midlertidige membran fjernet, Den nye og endelige
membranen far viruset i endoplasmatisk retikulum. Viruset frigjores ved eksocytose.
(Oversikt (6))

DNA

Ot 24h  48h  72h  96h

Permissive celler

In vitro kan det veere vanskelig & fa CMV til a replikere 1 annet enn fibroblaster og
endotelceller, men in vivo kan en padvise CMV-replikasjon 1 sveert mange celletyper. Virus
replikasjon er pavist i1 fibroblaster 1 de fleste organer, 1 epitelceller 1 de fleste kjertler og 1
epitel 1 Gl-tractus, glatt-muskelceller, vaskulert endotel og neuroner i retina og i CNS. Hos
pasienter med nedsatt T-celleimmunitet vil den betydeligste CMV-replikasjonen ofte finne
sted 1 vaskulert endotel.

I noen celler som lymfocytter og granulocytter er virusreplikasjonen semipermissiv. Det vil si
at replikasjonen stopper opp et sted for det dannes viruspartikler, ofte 1 IE-fasen.
Semipermissiv infeksjon kan ha betydelige effekt pa cellefunksjon.
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Latens og reaktivering
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Som de andre virus 1 herpesgruppen blir CMV etter primerinfeksjon verende latent i kroppen
og kan senere reaktiveres.

De eneste celler som man med sikkerhet vet kan inneholde latent CMV er hematopoietiske,
CD34+, stamceller. Disse celler har antagelig et overskudd av faktorer som blokker apning av
kromatininnpakkingen av promoter/enhancer til IE1/2 genene (MIEP). Derved blir ikke IE1/2
proteinene produsert og videre aktivering av gener er blokkert. Noen fé latensassosierte
transkripter blir dannet (7).

CMV-DNA innpakket i kromatin blir veerende i den myeloide cellerekke under
differensiering og er & finne 1 dendritiske celler og monocytter. Nar disse cellene er endelig
differensiert blir en rekke histonaktiverende enzymer produsert, bl. a. histonacetylase. Disse
modifiserer kromatinet pa MIEP slik at det blir tilgjengelig for transkripsjonsfaktorer og IE1/2
proteiner dannet. Noen inflammasjonscytokiner som IL6, IL8 og TNF-a og kan aktivere
signalveier 1 makrofager og dendritiske celler som forer til aktivering av MIEP. Siden
makrofager og dendritiske celler finnes i alle organer betyr det et hvert organ kan far en
reaktivert CMV-infeksjon (8).

Immunitet mot CMV

Béde det medfedte og det ervervede infeksjonsforsvar deltar 1 kontrollen av CMV-
replikasjon.

Interferon-o/p og NK-celler deltar i den tidlige bekjempelse, men spesifikk cellemediert
immunrespons overtar etterhvert. Bade antallet og aktiviteten til bAde CD4+ og CD8+ T-
celler er viktige for a supprimere infeksjonen(9). Antistoffer mot virusmembranens
glykoproteiner gir en viss, men ufullstendig immunitet. Virus kan stadig bli reaktivert, men
sykdom er vanligvis mildere enn ved primarinfeksjon. Det gjelder ogsa for
immunsupprimerte. Antistoffer mot glykoproteinene gir antagelig en stammespesifikk
immunitet. Bade hos gravide og hos organtransplanterte har en funnet at sveert mange
personer er infisert med flere forskjellige CMV-genotyper (10).

Unnvikelse avimmunrespons

CMV har en rekke forskjellige strategier for a unnvike bade den medfgdte og ervervede
immunrespons. CMV er vist & kunne blokkere signalveier som induseres nar interferon
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binder seg til sin reseptor pa celleoverflaten. Derved reduseres produksjon av de antivirale
proteiner.

CMV har ogsa en strategi for & hindre NK-celle-mediert drap av den infiserte celle.
NK-celler dreper celler som mangler eller har nedregulert MHC-I molekyler pa
celleoverflaten. CMV hemmer transporten av MHC molekyler til celleoverflaten og skulle
derfor veere mottagelig for NK-celledrap. Men CMV koder for og produserer noen proteiner
(UL18-UL40) som i denne sammenheng fungerer som MHC-I molekyler og hindrer NK-
celledrap (9).

CMV kan pévirke antigen presentasjon bade via MHC-I og —II.

US3 kan redusere presentasjon av peptider i MHC-II hos antigenpresenterende celler. Videre
koder CMV for en rekke proteiner som hindrer dannelsen av MHC-I molekyler, eventuelt
lading av peptider 1 gropa eller transport av MCH-I til membranoverflaten. I sum forer det til
at de infiserte cellene til en viss grad er beskyttet mot cytotoksiske CD8+ T-lymfocytter (9).
I tillegg produserer CMV en rekke cytokinhomologer og cytokinreseptorer som bidrar til &
modulere immunresponsen slik at immununvikelsesmekanismene forsterkes (11).

Patogenese

CMV-indusert sykdom er forarsaket av at celler som replikerer virus etterhvert der, av
betennelsesreaksjon og av immunrespons. I den akutte fasen med organmanifestasjoner er
virusreplikasjon med celleded som folge, den viktigste patogenetiske faktor. Den umiddelbare
respons pa antiviral terapi med ganciclovir og korrelasjon mellom mengde virus 1 blod og
sykdom indikerer dette. Videre er det holdepunkter for at mange av de organskader en ser ved
intrauterin infeksjon skyldes virusreplikasjon og celledrap.

Infeksjon med CMYV forer til en betydelig betennelsesreaksjon. Mange typer celler er infisert
og omfatter parenchymeceller, fibroblaster og vaskulart endotel. Ved histologisk undersakelse
av infisert vev kan en se edem, infiltrasjon, betennelsesceller og intravaskulaer vaskulitt. Dette
kan fore til trombose av sma kar som bidrar til nekrose som ved CMV-betingede
gastrointestinale ulcerasjoner.

CMV-molekyler reagerer med en rekke reseptorer 1 det medfedte infeksjonsforsvaret. Blant
disse er Toll-like receptors (TLR). Dette forer til produksjon av interferon-o/f og en rekke
inflammatoriske chemokiner og cytokiner som inkluderer TNF-a, IL1, IL6, IL8, IL12 og IL18
Disse orkestrerer betennelsesreaksjonen. Det er en korrelasjon mellom en betennelsesmarkor
som CRP og grad av CMV-aktivitet. Serumniva av pentraxin 3, en slektning av CRP, som
produseres lokalt 1 inflammert vev er signifikant gkt ved organmanifestasjoner sammenlignet
med CMV-syndrom (12).

CMV-infeksjoner er alltid ledsaget av leukopeni og etterhvert en anemi. Dette kan skyldes to
mekanismer. 1. CMV-infiserer hematopoietiske stamceller og forer til at disse far en lavere
delingshastighet 2. CMV infiserer og forer til cytolyse av fibroblastlignende stotteceller 1
benmargen. Dermed faller en viktig produsent av hematopoietiske vekstfaktorer bort.
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(Sindre, H. Thesis 2000)

Den langsiktige effekten av CMV er mer uforklarlig. Primarinfeksjon hos immunfriske
pasienter kan fore til langvarig fatigue. Hos nyretransplanterte pasienter kan konsekvensene
av en CMV-infeksjon (primar eller reaktivert) vedvare i mange ar. I lang tid etter Tx har slike
pasienter gkt risiko for tap av nyre, okt risiko for diabetes og okt mortalitet (13).

Et spesielt problem utgjor CMV hos svert gamle personer. Det har vist seg at CMV-IgG
positive personer over 65 ar har signifikant kortere levetid enn CMV-IgG negative. Okt
forekomst av kardiovaskulaer sykdom hos CMV-IgG positive kan vare en av faktorene.
CMV-betinget lavgradig inflammasjon kan vere en mekanisme. Hos eldre mennesker kan
mer enn 10% av hukommelses-T-cellene vare rettet mot et CMV-antigen (14).

Konklusjon

CMV tilherer herpesvirusfamilien og vil som de andre herpesvirus bli latent 1 kroppen etter
primarinfeksjon. Stedet for latens er de hematopoietiske stamceller. Genomet er pa ca 235 kb
og bestér av en lang unik del (UL) og en kort unik del (US). Genene far betegnelse etter hvor
pa genomet de sitter (eks UL82, US3) Immuniteten mot CMV er déarlig slik at det ikke er
uvanlig at personer er barere av flere stammer. Patogenesen er knyttet til virusmediert
celledrap, betennelsesreaksjon og sannsynligvis immunbetinget celleskade. CMV gir alvorlig
sykdom forst og fremst ved infeksjon 1 forsterlivet og ved infeksjon hos immunsupprimerte
pasienter.
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Ellen Holter, Avdeling for mikrobiologi, OUS-Rikshospitalet

CMV-diagnostikk. Antistofftester

Nar er antistoffpavisning indisert?
Immunstatus
Sykdomsdiagnostikk

Aktuelle analyser
IgG, 1gG aviditetsmaling, 1gG immunoblot, IgM

IgG- og IgM-tester :

Fglgende brukes i Norge:

Architect CMV IgG, CMV IgM

VIDAS CMV IgG, CMV IgM

AXSYM CMV IgG, CMV IgM

Enzygnost Anti-CMV/IgG, Anti-CMV/IgM

CMV IgM, ELA Test (Medac)

CMV IgG (Novatech)

CMV IgG (Immulite 2000), CMV IgM (Immulite 2000) (1)

Andre tilgjengelige 1gG- og IgM-tester:

Biotest recomb CMV IgG

CMV IgG Roche Elecsys, CMV IgM Roche Elecsys
ETI-CYTOK-M, ETI-CYTOK-G

Liaison CMV IgG, CMV IgM

Hvilke antigener brukes i IeG/IgM-testene?
Virus lysat, renset antigen, rekombinant antigen, blanding av disse. Mest brukt er stamme AD
169 for lysat og renset antigen

To studier vedrerende sammenligning av tester: En studie sammenlignet Abbott Architect
chemiluminescent mikropartikkel immunoassay (CMIA) med Biotest enzymimmunoassay
(EIA), og fant at CMIA hadde heyere sensitivitet, spesifisitet, negativ og positiv prediktiv
verdi enn EIA (2). En annen studie sammenlignet Roche Elecsys CMV IgG og IgM med en
rekke andre CMIA- og EIA-tester, og fant god overensstemmelse, og at Elecsys hadde heyere
spesifisitet 1 sin [gM-test 1 prover med kryssreagerende faktorer og praver med persisterende
IgM (3)

Aviditet = IgG-antistoffenes bindingsstyrke/”modenhet”. Brukes til tidfesting av infeksjonen.
Hovedregel er at gamle antistoffer er modne antistoffer. Gamle, modne antistoffer har hoy
bindingsstyrke, dvs. hoy aviditet. Nye, umodne antistoffer har lav aviditet. Vanligst brukt er
ureabehandling for a teste bindingsstyrken i antigen-antistoff komplekset. Prinsipp: Hver
serumprove tilsettes 1 to parallelle brenner. Etter binding av antistoff til antigen pa
brennveggen vaskes den ene bronnen med urea, den andre med buffer. Urea vil lose opp de
lav-avide antistoffbindingene. Mengden gjenvarende bundet antistoft i de to brennene
sammenlignes. Ved lav aviditet er det lite bundet antistoff igjen 1 den ureabehandlede
brennen. Aviditetsindeks er forholdet mellom gjenverende antistoffmengde i1 de to brennene.
Angis 1 prosent eller som index-verdi. De ulike testene kan angi ulike verdier for hva som er
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lav og hoy aviditet. Det finnes ogsa tester som benytter CMV-antigen i lesning for &
neytralisere de hoy-avide antistoffene (4)

Tilgjengelige tester:

Vidas BioMérieux

Radim Pomezia

Euroimmun

Platelia BioRad

Architect

Liaison

Lagrou et al har sammenlignet den nye aviditetstesten fra Architect med VIDAS og
Enzygnost, og fant Architect-testen meget tilfredsstillende, og de fant ingen prover med falskt
hey aviditet forste tre maneder etter infeksjon (4) Lav aviditet = ”’positiv prave”. | sin
vurdering av testen vektlegger de: ingen prover med falskt hay aviditet, dvs. heoy positiv
prediktiv verdi (PPV).

Vauloup-Fellous et al har sammenlignet VIDAS, Liaison og Architect, og konkluderer med at
VIDAS er den best egnede testen uten noen falskt hoy aviditet (1 motsetning til Liaison og
Architect 1 deres studie), og som mest ngyaktig speiler [gG modningsmensteret. De anbefaler
ogsa bruk av andre cut off-verdier med mindre grasone enn hva produsenten angir, for a
redusere antall prover 1 grasonen (5) Lav aviditet = positiv preve”. Hoy aviditet = ’negativ
prave”. De vektlegger: ingen prover (i VIDAS) har falskt hoy aviditet, altsd hoy PPV. De
vektlegger ogsd IgG modningsmenster, og at Architect her har flere falskt “negative prover”,
dvs. lav negativ prediktiv verdi (NPV).

Leruez-Ville et al sammenligner Liaison og VIDAS i en retrospektiv studie med endepunkt
smitte til fosteret, og finner at Liaison er den beste testen for & utelukke infeksjon siste tre
maneder ved positiv IgM hos gravide (6). Hos gravide med lav eller grenseverdi aviditet
synes begge tester likeverdige (6). Her vektlegges hoy NPV

Jeg synes sarlig et av V-F’s materialer er tillitvekkende: 135 prover fra 31 voksne personer,
hvorav 12 menn, 10 gravide kvinner, og 9 ikke-gravide kvinner. Provene var primer- og
oppfelgingsprever ved sikker CMV-infeksjon med IgG serokonversjon. Men laboratorier som
onsker 4 utfore aviditetstesting, anbefales & evaluere testen selv (8).

Immunoblot differensierer IgG mot ulike strukturelle og non-strukturelle antigener. Mensteret
endres 1 lopet av ukene/manedene etter primarinfeksjon, og brukes til tidfesting av
infeksjonen

Tilgjengelige tester:

RecomBlot Microgen

Péviser antistoffer mot IE1, p150, CM2, p65, gB1, gB2

Grasoner: Verdier som rapporteres til rekvirent som grasoneverdi angir at resultatet befinner
seg 1 usikkerhetsomradet pa hver side av cut off-verdi, og ikke kan tolkes som verken positivt
eller negativt analysesvar. Storrelsen pa dette omradet gjenspeiles av analysens
variasjonskoeffisient (VK %). Det benyttes enten sertifisert referansemateriale eller annet kit-
uavhengig kontrollmateriale som gir et mal pa sterrelsen av usikkerhetsomridet.
Referansematerialet analyseres vanligvis 30 ganger 1 ulike oppsett, og VK % regnes ut ved
hjelp av en formel. Det anbefales & bruke en test med hoy presisjon, dvs lav VK %.
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Indikasjoner for analysene

IgG/M ved sykdomsutredning hos seronegative immunkompetente personer. Pga. sen
serokonversjon uegnet som eneste diagnostikk hos immunkompromitterte. Tilleggsanalyse
PCR hos immunkompromitterte nedvendig.

IgG immunstatus hos givere og mottakere av organer og benmarg, og for
immunsupprimerende behandling.

Aviditet for a skille mellom tidligere eller ny infeksjon.

IgG immunoblot for a skille mellom tidligere eller ny infeksjon.

Aviditet og immunoblot anses indisert serlig ved sykdomsutredning i graviditet. (7), (8)
Screening av gravide uten symptomer er forelepig ikke anbefalt hverken i Europa eller USA.
Det pdgar studier for & underseke om tilfersel av spesifikt immunglobulin til mor kan hindre
intrauterin smitte (8).

Tolkning av resultatene
Tabell med kombinasjoner av IgG og IgM og tolkning. Alle resultater ma tolkes 1
sammenheng med kliniske opplysninger

I1gG IgM Tolkning

+ + Sannsynlig aktuell eller nylig
gjennomgatt primerinfeksjon
eller reaktivering

Mulig uspesifikk IgM-reaksjon

+ - Tidligere gjennomgatt infeksjon

- + Mulig primarinfeksjon i tidlig
fase

Mulig uspesifikk reaksjon
Innhent ny prove

- - Ikke tidligere infisert
Mottagelig for infeksjon
Utelukker ikke infeksjon i
inkubasjonsfase eller infeksjon
for serokonversjon kan pavises

Nér kan serokonversjon pavises? Hos immunkompetente sees [gM-respons alene etter 0-2
uker, IgM og IgG-respons etter 1-3 uker (8). Etter transplantasjon (tx) og pafelgende
primerinfeksjon kan det gd mange uker for serokonversjon kan pavises, beskrevet opptil 131
dager for IgG. De fleste tx-pasienter serokonverterer innen 50 dager etter infeksjonen (9).

Tolkning av aviditetsresultater: Hovedregel er at det er lav aviditet de forste ukene etter
primerinfeksjon, og at hay aviditet kan pavises etter ca. 112-140 dager (16-20 uker). (10).
Ved bruk av aviditetstest vil hoy IgG-aviditet sammen med positiv IgM tilsi at infeksjonen
har funnet sted for 3 maneder siden eller mer. Grasone- og lav aviditet kan vare vanskelige a
tolke.

Enders et al undersokte gravide, og angir PPV 98.2 % for at aviditet <20 % betyr infeksjon
siste 12 uker, og intermedier aviditet (40-55 %) utelukket primerinfeksjon siste 12 uker med
NPV 88.2 %. Mulig at gravide oftere enn andre viser forsinket modning av antistoffene: de
fant at 20-40 uker etter primarinfeksjon hadde (kun) 57.1 % av seraene hoy aviditet. Andelen
sera med hoy aviditet okte til 91 % ved testing etter mer enn 40 uker. Sensitivitet og
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spesifisitet varierer mellom de ulike testene, og hver lab som anvender aviditetstesting
anbefales & evaluere testen selv (8).

Betydelig forsinket utvikling av hey aviditet sees ogsa ofte etter tx. Etter lunge-tx hadde 7 av
14 pasienter fremdeles lav aviditet pd dag 1000, og det ble beskrevet lav aviditet hos noen i 5
ar (9)

Og ikke bare hos immunkompromitterte: persisterende lav aviditet 1 flere ar kan forekomme
ogsa hos immunkompetente (7), (11).

Det frarades aviditetsmaling ved negativ IgM (7).

Tolkning av immunoblot: Immunoblotanalyse angis & ha PPV pa 100 % for primarinfeksjon
siste 6-8 uker, 0og 96.9 % siste 14 uker. Men analysen kan veare upélitelig og mangle
“karakteristisk menster” selv om prove er tatt mer enn 24 uker etter primarinfeksjon (8)
Antistoffer mot gB er ngytraliserende antistoffer (12), (11) Antistoffer mot gB2 kan vanligvis
pavises fra 42-56 dager etter primarinfeksjonen, men kan hos sakalte gB non respondere vare
fraveerende 1 lang tid (8)

Eksempler pa antistoffmenstre hos fjorten friske blodgivere med primerinfeksjon, intervall
mellom seronegativ og forste seropositive prove 46 dager — 273 dager:

Hvor lenge er IgM positiv? Fremdeles 84 — 356 dager etter forste seropositive prove

Hvor lenge er det lav aviditet? I det samme materialet 70 — 212 dager etter forste seropositive
prove

IgG mot pp65 og p52 ble pavist hos alle 1 forste seropositive blodprove

IgG mot membran glykoprotein gB2 ble pavist sent 1 forlopet, gjennomsnittlig 67.2 dager
etter forste seropositive prove

IgG kan veare positiv for [gM

DNA-niva i blod avtok signifikant til lave nivaer samtidig med at 1gG mot gB kunne pavises
DNA 1 hvite blodlegemer (WBC) ikke pavisbart nir I[gM ble negativ og aviditeten ble hoy
Hos ett individ med heay aviditet og negativ IgM pévist meget lavt nivd DNA 1 plasma

Bor blodgivere ha karantene ca ett ar etter primar CMV-infeksjon?

Alle disse: (11)

Falskt positiv IeM:

IgM ved EBV primarinfeksjon — skyldes IgM reaktivering eller polyklonal B-
cellestimulering Miendje et al mener bade og (13)

IgM falskt positiv hos pasienter med autoimmune tilstander: mulige forklaringer er uspesifikk
polyklonal B-cellestimulering pga. dysregulering av immunsystemet, og/eller tilstedeverelse
av autoantistoffer som interfererer i testene (14)

IgM falskt positiv hos gravide med autoimmune tilstander korrelerer med utfall av graviditet,
som prematur fodsel, intrauterin vekstretardasjon og lavere fodselsvekt. Positiv IgM ble
vurdert som falskt positiv ndr CMV dyrkning og PCR 1 urin, vaginalprever, halsprover og
amnionvaske samtidig var negativ (14)

Reaktivering:
Reaktivering kan skje 1 kjelvannet av annen sykdom.

Reaktivering kan skje med eller uten IgM (15).

Tolkning av IgG-resultater i donor- og resipientsammenheng — hvordan tolkes svakt positive
og grasone IgG? Aktuell merknad til donorpreve: Som donor ber vedkommende betraktes
som IgG positiv. Aktuelle merknader til resipientpreve: Kan dette vere passivt tilfort? Som
resipient ber vedkommende betraktes som IgG negativ.
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Anbefalinger:

CMV IgG for immunstatus. Grasoneverdier og svakt positive tolkes forskjellig hos donor og
resipient.

CMV IgG og IgM for sykdomsdiagnostikk hos immunkompetente med mistenkt eller antatt
primarinfeksjon.

CMYV IgG aviditetsmédling anbefales forst og fremst for tidfesting av infeksjon ved
sykdomsutredning og positiv IgM hos gravide.

Laboratorier som utferer aviditetsmaling anbefales & evaluere testen de vil bruke, og a delta 1
sammenlignende laboratorieproving (SLP, ringtester).

Screening av gravide mhp. CMV serostatus anbefales ikke.

Referanselaboratorium ber ha to CMV IgM-tester.
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Erfaring med CMV-IgG aviditetstester

Indikasjoner

CMV aviditetsanalyse er en tilleggsanalyse ved positiv anti-CMV-IgM og anti-CMV IgG.
Hensikten med analysen er & skille infeksjoner forarsaket av nysmitte fra reaktiveringer. Dette
kan vare av betydning rent diagnostisk hos immunsvekkede og i svangerskap.

Bakgrunn

60-85% av 18-aringer har gjennomgétt en CMV-infeksjon, de fleste 1 forskolealder. Mange
gjennomgéar en asymptomatisk infeksjon. Etter primarinfeksjonen ligger viruset latent i
kroppen. Ny CMV-sykdom kan oppstd enten ved ny smitte med en ny CMV-stamme eller ved
ny aktivitet av "eget", latent virus. CMV-infeksjon kjennetegnes av langtrukken feber,
tretthet, sdr hals og egkte leverenzymer.

Ved CMV-infeksjon hos gravide kan infeksjonen overfores til foster med risiko for
fosterskade (kongenitt CMV-infeksjon). Fosterskade kan oppsté selv ved symptomfti
infeksjon hos mor. Fosterskaden er storst ved en primar CMV-infeksjon tidlig 1
svangerskapet. De fleste fostrene (80%) far ingen skader. De ovrige kan {4 psykisk eller
fysisk funksjonshemning, nedsatt hersel, kronisk leversykdom eller der av alvorlige defekter.
Dersom CMV IgM er positiv under graviditet, skal kvinnen henvises til sykehus. CMV er
folsom for enkelte antivirale midler.

CMV kan gi alvorlig infeksjon ved svekket immunforsvar (som ved HIV-infeksjon,
cellegiftbehandling eller organtransplantasjon). En rekke organer kan rammes: lunger, oyne,
mage, tarm og lever. CMV-diagnostikk ved denne problemstillingen utferes ved
spesiallaboratorium. Alvorlig CMV-infeksjon behandles med antivirale midler.

Tolkning
CMV- CMV- CMV-IgG o . ‘
[gM  IgG  aviditet Klinisk situasjon

Ikke tidligere CMV-infeksjon. Ikke beskyttet mot
primarinfeksjon.

Tidlig primaer CMV-infeksjon eller uspesifikk reaktiv CMV-
IgM. Evt. kontrollpreve.

Aktuell/nylig sekunder CMV-infeksjon er mulig. Funnet ma
samholdes med annen klinisk informasjon.

Positiv  Positiv Positiv Aktuell/nylig primaer CMV-infeksjon.
Negativ Positiv Tidligere gjennomgatt CMV-infeksjon.

Negativ Negativ
Positiv  Negativ

Positiv  Positiv Negativ

CMV-IgM:

Positiv CMV-IgM ses ved:

1. Aktuell eller nylig primar CMV-infeksjon.

2. Reaktivering av latent CMV-virus. Gir ikke alltid sykdom.

3. Aktuell eller nylig CMV-infeksjon med en annen CMV-stamme.

4. Falskt positiv test. F.eks. er Epstein-Barr virus (EBV) en potent B-cellestimulator. EBV-
infeksjoner kan derfor gi falskt positiv CMV-IgM.
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CMV-IgG:
Positiv CMV-IgG forteller at pasienten tidligere har vaert infisert med CMV men tidspunktet
kan ikke fastsettes.

CMV-IgG aviditet:

Analysen méiler [gG-antistoffenes modenhet. Nar en person blir infisert med CMV for forste
gang, produserer kroppen IgG med lav aviditet (bindingsevne). Etter 2-4 méneder lages IgG
med hoy aviditet. Lav CMV-IgG aviditet (positiv test) ses derfor ved en primaer CMV-
infeksjon. Positive funn er usikre hos personer som har fatt blod- eller blodprodukter siste
maneder.

Erfaringer fra AHUS

CMYV aviditetsanalyser har vaert utfert pA AHUS siden tidlig 1990-tallet. Det utfores nd i 2013
4-5 CMV-aviditetsanalyser pr. uke pd vart laboratorium. Prever mottas fra hele landet. Vidas
CMV-IgG aviditetstest ble brukt.
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Pavisning av cytomegalovirus ved PCR

Cytomegalovirus (CMV) infeksjoner hos immunkompetente personer medforer sjelden
alvorlig sykdom, men kan gi livstruende infeksjoner hos pasienter som er immunsupprimert
eller har nedsatt immunforsvar av annen arsak.

Provemateriale

Valg av pravemateriale vil 1 stor grad vaere bestemt ut fra kliniske symptomer. Hos nyfedte med
mistanke om medfedt infeksjon er det forst og fremst blod og urin som er de viktigste
provematerialene. Det er utviklet tester for pavisning av CMV-DNA p4 filterpapir, men EDTA-blod
og urin fra samlepose er a foretrekke pa grunn av varierende sensitivitet med ekstraksjon av DNA
fra filterpapir (1). Halsprever fra nyfedte er upalitelige da de ofte er kontaminert med CMV fra
morens brystmelk.

For & pavise en viremi er EDTA-blod & foretrekke. Man kan enten ekstrahere fra helblod, plasma
eller fra hvite blodlegemer. Det siste alternativet er ressurskrevende hvis man skal gjere kvantitative
malinger og er lite brukt i rutinediagnostikken. De fleste benytter helblod eller plasma for
kvantitative malinger. Ekstraksjon fra helblod gir litt heyere sensitivitet enn plasma uten at det er
vist & gi signifikante kliniske gevinster (2).

Annet pravemateriale som kan vere aktuelt er fostervann, placenta, syekammerveske,
nasofarynkspraver, bronkialaspirat, spinalvaske og biopsier fra forskjellige organer. Noen forfattere
hevder at kvantitative undersekelser av CMV-DNA 1 facesprover kan vere et godt non-invasivt
alternativ til colonbiopsier ved mistenkt CMV-kolitt, men mangel pa standardisering og varierende
erfaringer taler mot bruk av denne metoden 1 rutinediagnostikken (3).

DNA-ekstraksjon

De fleste rutinelaboratoriene bruker automatisert DNA-ekstraksjon av prevene som skal til
CMV-PCR. Det finnes flere kommersielle systemer til denne type ekstraksjoner, og
effektiviteten kan variere noe mellom ulike systemer (1). Det er ogsé ulike protokoller for
forbehandlingen av noen av prevematerialene (f.eks. biopsier) som kan ha innflytelse pa
effektiviteten. I tillegg vil ekstraksjonsvolum og elueringsvolum ha innvirkning pa
sensitiviteten. Ogsé valg av oligonukleotider, polymerase og PCR-miks kan ha innvirkning
pa sensitiviteten.

PCR-metoder

Real-time PCR er den mest brukte metoden til bade kvalitative og kvantitative analyser. De
fleste kommersielle og egenproduserte testene benytter TagMan prober, men FRET-prober
og andre deteksjonsmetoder er ogsa 1 bruk. Real-time PCR er meget velegnet til kvantitative
analyser da den er rask, enkel & utfore, krever bare en fortynning og har et meget stort
dynamisk maleomrade (4). Virusmengden angis oftest i kopier eller genekvivalenter/ml
eller 1 internasjonale enheter (IU)/ ml. For a standardisere ulike kvantitative testmetoder
anbefales det & angi virusmengden i IU/ml kalibrert etter WHO-standarden (5).

Indikasjoner og tolkning av resultater

Kvalitativ PCR kan vere indisert ved mistanke om primarinfeksjoner der serologien er
inkonklusiv. Dette gjelder ogsé for diagnostikk av reaktiverte infeksjoner hvor
antistofftestene ofte kommer til kort.
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Kvantitative analyser er forst og fremst indisert for & folge forlapet av systemiske
infeksjoner hos immunsupprimerte pasienter, og eventuell behandlingseffekt (6).
Resultatene ma imidlertid vurderes over tid og med forsiktighet da presisjonen og den
biologiske variasjonen i virusmengde kan medfere tolkningsproblemer. Det anbefales a
bruke samme test og prevemateriale til oppfelging av kvantitative analyser hos pasienten
over tid.

Sekvensering av PCR-produkter fra egnede genomrader brukes ogsa til pavisning av kjente
mutasjoner som gir nedsatt felsomhet for antivirale midler (6).

Aktuelle problemstillinger

Man kan ha en aktiv CMV-produksjon i ulike organer (f.eks. nyrer og lunger) uten at CMV-
DNA er pavisbart i blod. Ved mistanke om intrauterin infeksjon er fostervann a foretrekke
for pavisning av CMV (7). Barn med medfodt CMV-infeksjon kan vere asymptomatiske og
skille ut CMV 1 urinen i flere ar uten a veere behandlingstrengende. De fleste seropositive
medre skiller ut CMV i morsmelken etter fedselen uten at CMV kan pavises 1 verken blod
eller urin. Premature barn er spesielt utsatt for alvorlige CMV-infeksjoner. Enkelte forskere
anbefaler derfor varmebehandling av morsmelk fra seropositive meadre som har fedt lenge
for termin for & forhindre smitteoverforing (8). Organer fra seropositive donorer kan gi
alvorlige CMV-infeksjoner hos mottakere, spesielt hvis de 1 utgangspunktet er seronegative

(6).
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Resistesbestemmelse av cytomegalovirus.
Aktuelle midler

Ganciclovir (GCV) er det mest brukte antivirale middel ved behandling av CMV-infeksjoner
og -sykdom. GCV ma gis som infusjon. Det finnes ogsa som en valinester, ’prodrug”,
valganciclovir”, som kan gis peroralt. Like etter opptak fra tarmen blir valinsyren spaltet fra
og GCV blir frigjort slik at biotilgjengeligheten er 60-70 %. GCV er en guaninanalog og
fungerer som en DNA-kjedeterminator. GCV blir aktivert i CMV-infiserte celler ved at CM V-
UL97-proteinet monofosforylerer GCV. Deretter skjer di- og tri-fosforylering ved hjelp av
celluleere enzymer. CMV har en egen DNA-polymerase (UL54) som aksepterer GCV-
trifosfat og setter det inn i den voksende virus-DNA-kjeden. Resistens kan oppsta ved
mutasjoner i CMV-UL97 og 1 CMV-ULS54. Hyppigst sees mutasjoner 1 UL97 (90%).
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Foscavir (FOS) er et relativt bredspekteret, antiviralt middel som ogsd hemmer replikasjonen
av CMV. Middelet mé gis som infusjon. Den antivirale aktiviteten er knyttet til stoffets
binding til og hemming av CMV-DNA-polymerase (UL54). Det er liten grad av
kryssresistens mellom FOS og GCV/CDV.

Cidefovir (CDV) er en cytidinanalog som har en fosforsyregruppe (nukleotidanalog). CDV
skal derfor ikke fosforyleres av UL97. CDV er indisert ved behandling av GCV-resistens som
skyldes mutasjoner i UL97. Nar det gjelder resistensmutasjoner i UL54 (DNA-polymerasen),
er det komplett kryssresisstens mellom GCV og CDV (For oversikt se referanse (1)).
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Genotypisk resistenshestemmelse

Resistensbestemmelse utfores nd genotypisk, dvs. ved PCR-amplifisering og sekvensering av
UL97 og UL54 genene direkte fra provemateriale. Det kan ogsé gjeres en fenotypisk (plaque
reduksjons assay) resistensbetemmelse. Men dette er en svaert arbeidskrevende metode som
bare brukes for & verfisere om en nyoppdaget multasjon forer til resistensutvikling eventuelt
ogsa grad av resistens.

Det forekommer ogsa at en finner blandede populasjoner av folsomme og resistent virus eller
to stammer med ulike resistensmutasjoner. Ved blandingsinfeksjoner kreves det at en stamme
utgjor minst 20-30 % av samlet CMV-DNA 1 preven. Videre er det vist at CMV isolert fra to
ulike lokalisasjoner som f. eks blod og tarmbiopsi, ikke behaver & ha likt resistensmenster.

Faktorer som disponerer for resistensutvikling er hay grad av immunsuppresjon slik som
tidlig etter organ-Tx, behandling av graft versus-host-reaksjon etter stamcelle-Tx og AIDS.
Lav dosering av medikamentet er en viktig risikofaktor for resistensutvikling (2).

Ikke alle resistensmutasjoner forer til samme grad av resistens (Se figurer) (1). Ved
mutasjoner som forer til <5x gkning 1 hemmende konsentrasjont kan en ke GCV-dosen til
det dobbelte. Ved UL97 mutasjoner som gir >5 gkning i hemmende konsentrasjon for GCV
ber en skifte til FOS eller CDV.

UL97-resistensmutasjoner

TABLE 8. Ganciclovir resistance levels associated with UL97 genotypes by Fold change in ganciclovir EC50°

Genotype frequency 5-15% 2-5% <2x
Most common MA460V/T, H320Q), A594V, C592G
15958, C603W
Less common at codons MA460T, A594G, 595del,” ASY4E[T, E3960, Ca03S, AS91V, N397D, KS99E/R, LA00I,
460, 5390607 596del, L595F/W, K599T, 600del2,” CoO7F 600del,” TEOIM, D60SE?

Co03R, Ca07Y, del(=3)°

“ Moderate resistance (5-15x ), low-grade resistance (2-5x ), or insignificant resistance (<2x).

? del=in-frame deletion of single codon; del2=deletion of two codons.

“In-frame deletion of 3 codons in the 590-607 range can be assumed to confer moderate ganciclovir resistance, although only a few examples have been
phenotyped. Deletion of less than 3 codons may confer varying degrees of ganciclovir resistance.

¢ D6OSE is a baseline sequence polymorphism common in east Asia, unrelated to drug resistance.
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UL54 resistensmutasjoner
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FIGURE 1. CMV UL54 DNA polymerase gene mutation map. Structure domains and regions of amino acid sequence

conservation in herpes virus polymerases, where resistance mutations are clustered. Adapted and updated from prior
rinhliratinne ¢ 187

Tabell 8 og Fig 1 (Kotton CN, Transplantation 96:1,2013)(3)

Anbefalinger

Indikasjon for resistensbestemmelse
Langvarig terapisvikt dvs. minst to uker pa terapeutisk dose av GCV, FOS eller CDV.

Provemateriale

Avhengig av infeksjonens lokalisasjon. Vanligst er EDTA-fullblod eller -EDTA-plasma
(minst 1000 CMV-DNA-kopier/ml), men urin, bronkialskyllevaske og biopsier er ogsa
egnede provematerialer. Biopsier inneholder imidlertid ikke alltid nok virus-DNA.

Metode

Det utfores PCR-amplifisering og sekvensering av CMV-UL97 og -UL54. Ved terapisvikt pa
GCV-terapi starter en med analyse av UL97 genet. Sekvensen av genene sammenlignes med
standard basesekvens hos UL97 og UL54 genene hos laboratoriestammen CMV-AD169.

Vurdering
Referanse (Lurain and Chou) (1) brukes for & identifisere resistensmutasjoner samt & vurdere

grad av resistens.
Rapportering

Resistensmutasjon og antatt grad av resistens angis. Kan eventuelt anbefale dosegkning eller
bytte av medikament.
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Mailing av cellemediert immunitet ved CMV-infeksjoner

Betydningen av cellemediert immunitet ved CMV-infeksjoner

Den celluleere immunrespons er av avgjerende betydning for & opprettholde CMV-latens etter
primarinfeksjon og forhindre reaktivering av CMV (1). Den cytotoksiske, CD8" T-
cellemedierte responsen har vert tillagt storst betydning, men ogsa CD4" T-cellemediert
immunitet bidrar til det samlede T-cellesvaret (1). Forsvaret mot CMV-infeksjon hos friske,
CMV-seropositive individer legger beslag pd en betydelig del av T-celleforsvaret. Ca 10 % av
hukommelses T-lymfocyttene i blod er rettet mot CMV (2).

Tilstander som forer til svekket celluleer immunitet, som HIV-infeksjon, transplantasjon eller
immunosuppressiv behandling, vil ofte fore til reaktivering av CMV — enten i1 form av
asymptomatisk CMV-infeksjon eller CMV-sykdom (3).

Metoder for a male CMV-spesifikk cellemediert immunitet

Maling av CMV-spesifikk celle-mediert immunitet baserer seg pa stimulering av pasientens
T-celler med ett eller flere CMV-antigener 1 cellekultur og pafelgende pavisning av
cytokinproduksjon fra de antigen-stimulerte T-cellene (4). Det er pavist en lang rekke
immunodominante CMV-epitoper som bade CD4'- og CD8" T-celler responderer pa (2,5).
En del av de viktigste CD8"-spesifikke immunodominante epitopene finnes innen
virusproteinene UL 83 (pp65; tegumentprotein), UL48 (kapsidprotein), UL32 (pp150;
tegumentprotein), UL44 (pp50; DNA polymerase aksessorisk protein), UL55 (gB; membran
glykoprotein), UL122 (IE-2; immediate-early protein 2) og UL123 (IE-1; immediate-early
protein 1). Disse epitopene presenteres for de CD8"™ T-cellene av malcellens HLA klasse I
molekyler. CMV-spesifikke CD4" T-celler responderer serlig pi immunodominante
antigener innen UL 83 (pp65), ULS5 (gB), UL86 (kapsidprotein), UL75 (gH) og UL122 (IE-
2) som presenteres av HLA klasse II molekyler pa antigenpresenterende celler.

Siden T-celleresponsen overfor CMV vil vare avhengig av individets HLA type, er det en
fordel a stimulere med en blanding av immunodominante CMV-peptider som til sammen
dekker et bredt utvalg av HLA typer. Peptidene vil bli prosessert og presentert ssmmen med
HLA-molekyler pa cellenes overflate. Alternativt kan en bruke CMV-antigener som allerede
er koblet til HLA-molekyler (HLA multimere) der disse kompleksene binder seg direkte til T-
cellenes reseptorer. Ved denne metoden mé en kjenne pasientens HLA type for & stimulere
med riktig type HLA multimere (4, 6).

Det finnes ulike teknikker for pavisning av aktiverte T-celler etter CMV antigenstimulering i
kultur. De vanligste metodene er flow cytometri med intracelluler cytokinfarging, méling av
cytokin(er) 1 supernatant fra cellekultur eller farging av antigen-stimulerte celler med
pafolgende telling av celler i mikroskop eller pa annen méte (ELISpot) (4). Som maél pa
celluler aktivering pavises oftest interferon-gamma (IFN-y), men tumornekrosefaktor-alfa
(TNF-a) og interleukin-2 (IL-2) har ogsa vert anvendt. Flow cytometri anvendes mye i
forskningssammenheng, men metoden er krevende & anvende og standardisere for diagnostisk
bruk.

Det foreligger en rekke publikasjoner som viser at bruk av flow cytometri for maling av
celluleer CMV-immunitet hos organtransplanterte kan predikere senere CMV-viremi og
CMV-sykdom, se referanser i (4).

I lopet av de siste rene er det kommet flere kommersielle, CE-merkede metoder pad markedet
som er betydelig enklere enn flow cytometri for bruk i1 diagnostikk. Den best etablerte
metoden er QuantiFERON-CMYV som leveres av Cellestis, Qiagen (7, 8, 9). Den baserer seg
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pa stimulering av CD8" T-celler i fullblod med en blanding av CMV peptider (fra pp65, pp50;
gB og IE-1) 1 16-24 timer med péfelgende méling av IFN-y 1 plasma. Flere studier har vist at
CMV Quantiferon testen har prognostisk verdi hos transplanterte pasienter mhp. CMV-
sykdom etter avsluttet periode med anti-CMV profylakse/behandling (8, 10, 11, 12). En studie
gir holdepunkter for at negativ Quantiferon CMV test hos CMV-seropositiv pasient (resipient)
for transplantasjon gir betydelig hayere risiko for CMV-viremi etter transplantasjon (13).
Monitorering av celluleer immunrespons med Quantiferon CMV testen etter transplantasjon
kan ogsa gi informasjon om risiko for CMV-viremi (14).

Det finnes ogsa en ELISpot-metode der mononukleare celler fra blod inkuberes med CMV
peptider (fra pp65 og IE-1), T-Track CMV fra Lophius Biosciences, Regensburg, Tyskland
(15). De aktiverte T-cellene bindes til en membran via immobilisert anti-IFN-y antistoff og
visualiseres ved hjelp av enzymimmunteknikk slik at cellene kan telles i mikroskop eller pa
annen mate. Det foreligger ikke publikasjoner som har undersgkt T-Track CMV metoden.

Indikasjoner

Som angitt er det gode data som stetter bruk av méling av cellemediert CMV-immunitet i
oppfelging av organtransplanterte pasienter. I en nylig publisert oversiktsartikkel gér Kotton
og medarbeidere (6) bla. gjennom indikasjon for méling av cellemediert CMV-immunitet ved
organtransplantasjon og angir at "Immunologic monitoring can be used as an adjunct tool to
predict risk of viremia and disease in the postprophylaxis and preemptive setting”.

Det er gjort betydelig faerre studier ved stamcelletransplantasjon, men i1 en publikasjon
konkluderes det med at monitorering av celluler CMV-immunitet kan vaere nyttig for a
predikere reaktivering av CMV (16).

En annen viktig indikasjon er terapisvikt ved behandling av CMV-sykdom da bare en mindre
andel av disse skyldes resistensutvikling.

For ovrig kan maling av celluler CMV-immunitet vaere nyttig der det er vanskelig & avgjore
serologisk CMV-status pa grunn av maternelle (17) eller andre passivt overforte antistoffer
(18).

Anbefalinger

Maling av cellemediert immunitet ved CMV-infeksjon kan vare nyttig i oppfelging av
transplanterte pasienter for & predikere CMV-infeksjon og/eller CMV-sykdom og ved
terapisvikt ved behandling av CMV-sykdom hos transplanterte.

Quantiferon CMYV testen er enkel i diagnostisk bruk og er relativt godt dokumentert.
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Patologens rolle ved viruspavisning og karakterisering av CMV-infeksjon

Innledning

Aktivt replikerende virus kan sees 1 histologiske snitt, bade morfologisk (i Hematoxylin-Eosin
fargede snitt) og immunhistokjemisk (ved hjelp av antistoffer mot det angjeldende virus).
Patologens rolle er vevs-identifisering eller verifisering av en eventuell virusinfeksjon. CMV-
infeksjoner er spesielt klinisk alvorlige i fosterlivet og hos immunkompromitterte pasienter.
Transkripsjon av CMV-DNA forleper 1 3 definerte faser: "immediate early” (IE), early” (E)
og “’late” (L). Fasene kan til en viss grad folges morfologisk i celler infisert med CMV der
cellene 1 L-fasen blir karakteristisk forstorrede med en fremtredende intranukleer basofil
inklusjon som inntar ca. halvdelen av kjernediameteren, skilt fra kjernemembranen med en
klar halo ("ugle-gyne”). I disse cellenes cytoplasma, men ogséa i I[E- og E-fasen for de
distinkte kjerneforandringene er synlige, kan sma basofile CMV inklusjoner sees i cellenes
cytoplasma. Immunhistokjemisk identifiseres CMV bade i kjerne og cytoplasma ved positiv
immunreaksjon. De affiserte cellene er markant forstorrede, ofte med en diameter pa 40um,
og der sees bade celluler og nuklear pleomorfisme.

Disseminert CMV-infeksjon fordrsaker fokale nekroser, ofte med minimal inflammatorisk
cellular respons. Andre ganger forer infeksjon med CMYV til en betydelig
betennelsesreaksjon, med edem, infiltrasjon av lymfocytter og plasmaceller og vaskulitt.
Cellene som oftest infiseres er epiteliale celler 1 parenchymatese organer og endokrint vev,
nevroner i hjernevev, tubulart epitel og glomerulere endotelceller 1 nyrer og alveolere
makrofager samt epiteliale og endoteliale celler i lungene.

CMV infeksjon i graviditeten

CMYV infeksjoner hos mor 1 graviditeten kan ha ulikt klinisk forlep for fosteret. I 95 % av
tilfellene er infeksjonen asymptomatisk. Dersom mor primarinfiseres (og folgelig ikke har
beskyttende antistoffer) kan placenta og fosteret utvikle klassisk CMV inklusjon-sykdom
(congenitt CMV). Slik infeksjon i tredje trimester kan gi kun sparsomme forandringer mens
forste trimester infeksjoner kan fore til uttalt, ofte disseminert og fatal sykdom. Barn som
overlever og fodes far ofte sekveler som intrauterin vekstrestriksjon, evt. med
hepatosplenomegali, encephalitt og anemi og bladning pga. trombocytopeni. I fatale tilfeller
er hjerne ofte mindre enn normalt (mikrocephali) og har foci med mikroforkalkninger. Barna
som overlever har ofte permanent skade inkludert mental retardasjon, herselstap, interstitiell
pneumonitt, hepatitt eller hematologisk sykdom. En sjelden gang kan en tilsynelatende
asymptomatisk infeksjon etter maneder til &r vise nevrologiske sekveler som mental
retardasjon og devhet.

CMYV infeksjon hos immunsupprimerte pasienter

Opportunistiske infeksjoner er hovedarsak til dod hos ubehandlede AIDS-pasienter. Mange av
infeksjonene er reaktivering av latent infeksjon. Introduksjonen av HAART har redusert disse
infeksjonene dramatisk (2).

Mottakere av organtransplantater som hjerte, lever og nyre kan fa CMV infeksjon fra
donororganet. Pasienter som er immunsupprimerte pga cancerbehandling eller annen
immunsupprimerende sykdom er 1 risikogruppen for CMV-infeksjon.

Hos de overnevnte pasientene vil alvorlig, livstruende, disseminert CMV infeksjon primeert
affisere lungene (interstitiell pneumonitt), gyets retina og gastrointestinaltractus (colitt). Det
endoscopiske utseende er typisk med grunne ulcerasjoner. Histologisk kan det vare vanskelig
a se de karakteristiske virusinklusjonene i celletette infiltrater av inflammatoriske celler.
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Parallell immunhistokjemisk undersgkelse med et sensitivt, virus-spesifikt antistoff er da
viktig for sikker diagnose.
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Maria Aurora Hernandez Roset, St. Olavs Hospital
CMYV i svangerskap

Medfedt cytomegalovirusinfeksjon (CMV) er den vanligste intrauterine infeksjonen og er en
ledende arsak til nevrogent herselstap og mental retardasjon. Sannsynligheten for intrauterin
overforing etter primer infeksjon er 30-40%, men bare 1% etter sekunder infeksjon.

Circa 10-20% av smittede nyfedte vil ha symptomer ved fedselen og 20-30% av dem
vil da. Opptil 90% av de overlevende vil ha sene komplikasjoner.

Av asymptomatiske infiserte nyfadte vil 5-15% utvikle folgetilstander senere.

Ved bekreftelse av primer maternell infeksjon, kan fosterinfeksjon bekreftes ved
amniocentese som ber gjores minst 7 uker etter at den gravide ble antatt smittet.
Fostervannspreve er en direkte metode for & diagnostisere intrauterin CMV infeksjon dersom
det infiserte fosteret skiller ut viruset via urin inn i fostervannet. Amniocentese kan ogsa
vurderes ved sekundaer maternell infeksjon. Oppfelging ved gjentatte ultralydundersekelser
anbefales for bekreftet infeksjon hos foster. De hyppigste rapporterte ultralydfunn inkluderer
vekstretardasjon, ventriculomegali, microcefali, ascites, hydrothorax, hydrops fetalis og
intrakranielle kalsifikasjoner. Ultralydfunn tyder pa darlig prognose, men manglende
ultralydfunn utelukker ikke skade.

Prenatal radgivning i tilfeller av bekreftet fotal infeksjon er derfor vanskelig pa grunn
av var begrensede evne til & forutsi utfallet. Preliminare resultater ved bruk av spesifikk
immunglobulin 1 behandling og forebygging av CMV infeksjon hos fostere viser at de har et
potensiale for & behandle og forebygge medfedt CMV-infeksjon. Men randomiserte
kontrollerte studier er nedvendig for denne behandlingsmetoden tas 1 bruk rutinemessig. Fordi
utfallet av medfodt CMV er svert variabelt og det ikke finnes spesifikk behandling er det
vanskelig 4 gi generelle anbefalinger.
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Ingvild Nordoy, Seksjon for klinisk immunologi og infeksjonsmedisin, OUS-Rikshospitalet,

CMYV infeksjon ved normalt immunforsvar og ved inflammasjonstilstander

I den vestlige verden vil 70-90 % 1 lopet av livet ha gjennomgétt en primar CMV infeksjon.
De fleste fér sin infeksjon i lopet av de 4 forste 10-drene, men risikoen for & f primeer
infeksjon er kontinuerlig og livslang. Hos immunfriske vil ca. 90 % ha en asymptomatisk
infeksjon. Vel 10 % vil fa en symptomatisk, selvbegrensende infeksjon hvor et
mononucleose-lignende bilde med feber, utfall 1 leverprover og noe lymfadenopati ikke er
uvanlig. Enkelte kan imidlertid fa alvorlige fokale infeksjoner som kan bli fatale. Fokus for
infeksjon er da oftest gastrointestinaltraktus med colon som hyppigst affiserte del. CNS
infeksjon er ikke sjeldent forekommende, men i prinsippet kan et hvert organ bli angrepet
(1,2,3). Slike primeer infeksjoner hos eldre kan vare vanskelig & diagnostisere, fordi man ikke
vurderer de som aktuelle. Det kan ogsé se ut som infeksjonen hos disse blir alvorligere (3 —
Orasch). Dette kan kanskje forklares med den tilstand av naturlig immunsvikt som inntrer ved
60-ars alder hvor bl.a. antall naive T-celler faller dramatisk (4).
Tilstander som forer til en dysbalanse i immunsystemet — for eksempel ved hoye TNF-alfa
nivd 1 blod - kan fore til replikering av latent virus som igjen kan fore til klinisk infeksjon som
ber behandles. Reaktivering kan ogséd forekomme hos immunfriske, men sannsynligvis
sjeldent uten at det er assosiert til annen sykdom. Ved sepsis og andre inflammatoriske
tilstander som inflammatorisk tarmsykdom kan man finne bide CMV DNA og histologiske
forandringer forenlig med CMV sykdom. Det er ogsa spekulert pa om infeksjonen i seg selv
kan vere direkte arsak til en rekke inflammatoriske tilstander og cancer (5). Ved sepsis er det
funnet en okt dedelighet hos pasienter som ogsa far en CMV reaktivering (6). Hos kritisk
syke pasienter innlagt ved forskjellige intensiv avdelinger er det ogsd observert at pasienter
som far CMV reaktivering har et lengre sykehusopphold og okt dedelighet (7). Spersmélet er
imidlertid om dette er pa grunn av CMV eller om CMV reaktivering folger ved mer alvorlig
sepsis.
Rent praktisk har vi 1 klinikken folgende problem ved CMV infeksjon hos antatt immunfriske
og ved andre inflammasjonstilstander:
1. Primerinfeksjon hos pasienter med feber av ukjent arsak eller fokal inflammasjonstilstand
som ikke er avklart.
2. Reaktivering av CMV som faktisk gir sykdom og som ber behandles.
Rent diagnostisk har dette vist seg av og til & vare vanskelig.
1. Primeer infeksjon:
Serologi: CMV IgM — kan vedvare 12-18 mnd (8)
CMV IgG - titerstigning
Aviditetstest?

CMV DNA PCR 1 blod, sekreter, biopsier
Histologiske forandringer med ugle-gyne og positiv in situ hybridisering
2. Reaktivering:
Serologi — for & utelukke primar infeksjon
CMV PCR 1 blod, sekreter, biopsier
Histologi forandringer med ugle-gyne og positiv in situ hybridisering
Anbefalinger:
1. Ved primer infeksjon: CMV IgM og IgG er onskelig.

Funn av pos CMV PCR 1 blod indikerer aktiv infeksjon og ikke

kun stille replikasjon og vil vare en diagnostisk stette.
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2. Ved reaktivering: Serologi om ikke immunstatus er kjent.

Positiv CMV PCR 1 blod stetter CMV sykdom.
Funn av typiske histologiske forandringer stotter CMV sykdom
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Anders Hartmann, Seksjon for nyresykdommer, OUS-Rikshospitalet

Infeksjoner ved organ- og stamcelletransplantasjon

CMV infeksjon og sykdom er svert vanlig hos organtransplanterte pasienter. Det
transplanteres ved Rikshospitalet nd grovt sett omkring 300 nyrer, 100 levere, 40 hjerter, 30
lunger og 50 stamcelleoverforinger arlig. CMV infeksjonens forlep pé disse pasientene ved
RH er best studert pa nyretransplantasjonspasienter, som utgjer brorparten av de
transplanterte.

CMV infeksjon og sykdom

CMYV infeksjon defineres av klinkerne som pdvisning av CMV 1 plasmaprever, tidligere ofte
som pp65 antigen de senere ar ved CMV PCR. Vi viste pa nyretransplanterte 1 en studie fra ar
2000 at 2/3 av de nyretransplanterte pasientene hadde CMV infeksjon i lapet av de 3 forste
mnd. etter nyretransplantasjon (1). Siledes er CMV infeksjon den hyppigste komplikasjon
etter nyretransplantasjon. Nér det gjelder CMV sykdom, er det stor forskjell pd hvilke
pasienter som utvikler dette. CMV sykdom hos transplanterte kan dreie seg som om CMV
syndrom, som innbefatter CMV infeksjon samt allmennsymptomer, oftest ogsé leukopeni og
feber over 38°C - og sjeldnere CMV invasiv sykdom, som hos transplanterte kan vare
affeksjon av det transplanterte organ, men oftere CMV invasiv sykdom i form av
leveraffeksjon, gastrointestinal affeksjon og eventuell pneumoni. Serlig CMV sardannelser 1
mage og tarmkanalen er vanlig, og dette kan skape betydelig morbiditet. Av 320 pasienter
med positiv CMV infeksjon etter transplantasjonen utviklet omkring 100 CMV sykdom og en
av disse dede pa grunn av gastrointestinal bledning forarsaket av CMV sér 1 tynntarmen (1).
Alle andre ble vellykket behandlet (1). I de fleste tilfeller er imidlertid CMV sykdom hos
organtransplanterte pasienter enkelt & behandle med intravenest ganciclovir. En multinasjonal
studie publisert i 2007 viste imidlertid at peroralt valganciclovir var like effektivt som i.v.
ganciclovir 1 behandling av CMV sykdom hos organtransplanterte (2,3). Etter dette har det
vert vanlig & behandle CMV sykdom med oral valganciclovir, men i alvorlige tilfelle av
CMV sykdom, samt hos barn er fortsatt standardbehandling i.v. ganciclovir. Alternativ
behandling kan vere foscavir. Serlig hos stamcelletransplanterte er foscavir mye brukt.

Indirekte effekter av CMV

Det er velkjent av CMV infeksjon og sykdom er assosiert med andre forhold enn CMV
sykdommen 1 seg selv. Det er pavist at CMV infeksjon kan fere til avstetning av organer som
vist for transplanterte nyrer i var populasjon (4). Det kan ogsé fore til dedelighet som ikke er
forarsaket av sykdommen 1 seg selv. Denne effekten kan ses 1 mange ar etter gjennomgétt
CMYV infeksjon (5). I tillegg er det spekulert i at CMV infeksjon kan fore til
posttransplantasjonsdiabetes (6). Det er ogsa relatert velkjent at CMV infeksjon kan bane vei
for andre infeksjoner, bade bakterieinfeksjoner og soppinfeksjoner hos immunsupprimerte
pasienter. Hvilken betydning profylakse har med tanke pa slike indirekte effekter er uavklart.

Risikogrupper

Hoyrisikogruppen for infeksjon og CMV sykdom er forst og fremst pasienter som er CMV
IgG negative pé transplantasjonstidspunktet som blir transplantert med CMV IgG positivt
organ, (D+R-). Ved Rikshospitalet fant vi 1 at over 50% av CMV IgG negative
nyretransplanterte pasienter som fikk nyre fra CMV IgG positiv nyredonor utviklet CMV
sykdom (1). P.g.a risikoen for CMV sykdom hos pasienter med denne serokonstellasjonen er
det blitt vanlig a behandle disse med profylakse, se tabell vedr. preventiv behandling
(profylakse og preemptiv behandling).
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For 4 unngé sykdom kan man anvende to ulike strategier. Det kan gis profylakse til alle eller
til utvalgte heyrisikopasienter. Alternativt kan man overvédke pasientene med regelmessige
CMYV PCR miélinger, vanligvis ukentlig, og behandle nér det pavises infeksjon, men for
pasientene blir syke. Dette kalles preemptiv behandling.

Som profylaktisk behandling har det forst og fremst vart brukt valganciclovir behandling.
Som profylakse kan ogsa peroralt aciclovir benyttes selv om det er ineffektivt som behandling
av CMV sykdom. Hos nyretransplanterte brukes profylakse né 1 6 mnd til heyrisikopasienter.
Ellers varierer behandlingen fra 3-6 mnd hos disse pasientene. Det vises til tabell en som
oppsummerer hovedtrekkene for vare strategier ved Rikshospitalet i behandling av ulike
grupper av transplanterte pasienter. Det fremgar at profylakse forste og fremst brukes ved
D+R- og preemptiv behandling hos de fleste andre pasienter.

Tabell.
Behandlingsstrategier for CMV hos transplanterte pasienter ved Rikshospitalet
Overviking Profylakse Pre-emptiv behandling
Nyre (300) PCR ukentlig D+R- PCR over 600 kopier/ml
3 méneder Valganciclovir til 2 negative prover
6 maneder
Lever (100) PCR ukentlig D+R- PCR over 2000 kopier/ml
3 méneder Valganciclovir
+ 3mnd etter 3-6 maneder
profylakse Alle med
fulminant
leversvikt
3-6 maneder
Lunge (30) PCR ukentlig D+R- PCR over 600-2000 kopier/ml
kun D-R- Valganciclovir
3 méaneder 12 méneder
D+R+, D-R+
3 maneder
Hjerte (40) PCR ukentlig D+R- PCR over 2000 kopier/ml
3 méaneder 3 maneder 3 méaneder
Allogen PCR 1-2 ukentlig Alle pa PCR over 100 kopier/ml
stamcelletx 3 maneder immunsuppresjon  ved heyrisiko,
Valaciclovir 500x2  ellers ved 2 positive PCR
6 maneder

Det er i dag vanlig 4 overvidke pasientene for CMV infeksjon den forste tiden etter
transplantasjonen. Gjennomgéende tas PCR CMV ukentlig de 3 forste mnd etter
transplantasjonen og dersom det tilkommer positive prover, vil pasientene bli behandlet
preemptivt, d. v. s for de utvikler sykdom. Grensene for behandling varierer noe fra organ til
organ. Pa nyretransplanterte setter vi grensen pa 600 kopier /ml, som var deteksjonsgrensen
pa tidligere assay. @vrige organtransplanterte tillater noe hayere verdier, mens man ved
allogen stamcelletransplantasjon behandler ved lavere verdier nér det er hoyrisikopasienter, se
tabell.
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Analyseomfang og fortolkning av CMV PCR

P g a behovet for overvakning av transplanterte pasienter vil det vaere behov for ukentlig
analyser hos opp mot 500 pasienter ved RH, i tillegg kommer tilsendte prever fra andre
sykehus, som ikke selv maler CMV PCR. Nar det gjelder tolkning av svarene vurderes disse
ulikt. Som nevnt har nefrologene en cut-off for behandling av CMV med 600 kopier /ml,
mens de fleste andre solid organtransplanterte tillater noe hoyere verdier, mens
stamcelletransplanterte behandles pa positive prever uansett tall, se tabell.

Terapisvikt og resistens

Terapisvikt pa ganciclovir / valganciclovir forekommer. Utvikling av klinisk resistens
forekommer 1 1- 2 % av pasientene. En undersekelse her i Norge viste at den desidert
viktigste risikofaktor for CMV resistens var at pasientene hadde primarinfeksjon, d v s var
CMYV naive pé transplantasjonstidspunktet (7). Hos disse fant man CMV resistens 1 over 10%
av tilfellene. CMV resistens kan imidlertid behandles effektivt med reduksjon av
immunsuppresjon (8), ofte reduseres dosen av mykofenolat til halvparten, samtidig som man
forseker en forsiktig ekning 1 dosering av ganciclovir og eventuelt instituerer annen
behandling som foscavir (7,9). En slik fremgangsmate viste seg a vaere effektiv ved samtlige
registrerte tilfelle av CMYV resistens hos nyretransplanterte gjennom en 5 ars periode (7) .
Alternativ behandling kan veare reduksjon av immunsuppresjon, tilfersel av immunglobulin,
men dette er meget sjelden indusert. Ved RH er vi nd med pé en utpreving av 2 spesifikke
antistoffer mot CMV 1 en fase 2 studie pd hoyrisikopasienter.

Sammendrag

CMYV infeksjon og sykdom er meget prevalent hos transplanterte pasienter, serlig de forste
manedene etter transplantasjon. Det gjennomfores derfor overvékning ukentlig av CMV PCR
pa pasientene og gis dessuten profylaktisk behandling til heyrisikogruppene. Behandling er
vanligvis effektivt med oral valganciclovir i noen uker. Terapisvikt og resistensutvikling ses
serlig hos heyrisikopasientene. Behandlingen er i trdd med internasjonale guidelines (9).
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Arne Broch Brantsceter, Infeksjonsmedisinsk avdeling, OUS-Ulleval
CMY ved HIV-infeksjon

Béde primarinfeksjon, reaktivering og reinfeksjon med CMV kan fore til alvorlig sykdom og
dad hos pasienter med HIV. Personer som er fodt i utviklingsland og menn som har sex med
menn, er nesten alltid seropositive for CMV. I Norge er seroprevalensen lavere hos
stoffmisbrukere og andre risikogrupper for HIV-infeksjon (1).

For effektiv kombinasjonsbehandling for HIV (HAART) ble tilgjengelig 1 siste halvdel av
1990-érene, var CMV-sykdom svert vanlig, og ble diagnostisert hos opp til halvparten av
pasientene (1). Risikoen for CMV-sykdom var sarlig hoy blant individer med CD4+ T-
lymfocytter <50-100 celler/mm’. De vanligste manifestasjonene var retinitt og gastrointestinal
sykdom hos pasienter diagnostisert i live, men de fleste organer kunne rammes, og diagnosen
ble ofte forst stillet ved obduksjon. Etter introduksjonen av HAART falt forekomsten av
CMV-sykdom hos HIV-positive betydelig (2). Tilstanden forekommer imidlertid fortsatt hos
pasienter som presenterer med avansert immunsvikt, hos pasienter med darlig
medikamentetterlevelse og hos pasienter som responderer darlig pa antiretroviral behandling,
f.eks. grunnet HIV-resistens.

Diagnosen CMV-retinitt stilles vanligvis ved oftalmoskopi. For andre organmanifestasjoner
kreves typiske histopatologiske forandringer for sikker diagnose, med endoskopiske funn,
radiologiske og mikrobiologiske undersgkelser som nyttige supplement.

CMV IgG serokonversjon kombinert med symptomer forenlig med CMV-sykdom er
diagnostisk for tilstanden, og fravaer av CMV antistoff gjor CMV-sykdom lite sannsynlig.
Dette er imidlertid sjeldne konstellasjoner, og pavisning av antistoff er generelt av liten nytte.
Dyrkning av CMYV fra forskjellige provematerialer har lav positiv prediktiv verdi for CMV-
sykdom.

Tidligere ble deteksjon av CMV pp65-antigen 1 leukocytter mye benyttet til pavisning av
viremi, men er i dag for det meste erstattet av nukleinsyretester, hovedsakelig kvantitativ
polymerasekjedereaksjon (PCR). Mengden CMV DNA er hgyere 1 fullblod og leukocytter
enn 1 plasma, men spesifisitet og positiv prediktiv verdi er hayest 1 plasma, som ogsé av
praktiske grunner er mest benyttet som provemateriale (3).

For HAART var pavisning av CMV DNA 1 plasma assosiert med ekt risiko for utvikling av
CMV-sykdom og ded (4;5), men sensitivitet, spesifisitet, positiv og negativ prediktiv verdi
for sykdom varierte mye i forskjellige studier. For pasienter med tilgang til HAART er den
positive prediktive verdi av nukleinsyretester ikke tilstrekkelig til a stille diagnosen CMV-
sykdom med hey grad av sikkerhet og gi god veiledning om behandlingsindikasjon (3;6;7).
Pre-emptiv terapi er derfor generelt ikke anbefalt (8). Studier av preemptiv terapi har heller
ikke kunnet pdvise okt overlevelse eller stigning 1 antall CD4+ T-lymfocytter (6;9). En
retrospektiv studie utfort pd antiretroviralt naive pasienter med avansert immunsvikt, fant
imidlertid at preemptiv terapi var assosiert med redusert risiko for utvikling av CMV-sykdom
(10).

Pévisning av CMV DNA i cerebrospinalveske har hoy diagnostisk sensitivitet og spesifisitet
for CMV-sykdom i sentralnervesystemet (11). Pavisning av CMV DNA 1 andre
provematerialer som biopsier og bronkialskyllevaske er av mer usikker diagnostisk verdi.
Funn av CMV DNA i intestinale biopsier hos pasienter med immunsvikt av forskjellige
arsaker har generelt hoy diagnostisk sensitivitet og negativ prediktiv verdi for CMV-sykdom i
tarmtraktus, men falskt positive prever er vanlig (12;13).
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Selv om pavisning av CMV-viremi er av beskjeden nytte 1 diagnostikken av CMV-sykdom
hos pasienter med tilbud om antiretroviral behandling, er pavisning av viremi assosiert med
okt dodelighet (14;15). Dette kan skyldes indirekte effekter av CMV-infeksjon.

Anbefalinger

Oftalmoskopi og histopatologisk undersekelse av organer er de viktigste diagnostiske
prosedyrer for pavisning av CMV-sykdom, og mikrobiologiske undersgkelser er et
supplement til disse. Alle pasienter som fir pdvist HIV-infeksjon ber testes for CMV IgG.
Rutinemessig overvdking av CMV-viremi er ikke indisert, men kvantitering av CMV DNA i
plasma ber utfores hos pasienter med CD4+ T lymfocytt-tall <50-100 celler/mm’ som
samtidig har kliniske funn forenlig med CMV- sykdom. Pavisning av viremi i en slik
situasjon ber fore til oftalmoskopi, endoskopi og histopatologisk undersekelse av aktuelle
organer for man konkluderer med at pasienten har CMV-sykdom og igangsetter spesifikk
terapi. Spinalpunksjon og undersgkelse av cerebrospinalvaeske med CMV PCR ber utferes
hos pasienter med symptomer og nevroradiologiske funn som gir mistanke om CMV-sykdom
1 sentralnervesystemet.
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