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CMV-diagnostiek:
een complex maar boeiend onderwerp

C.A. Bruggeman

De diagnostiek van virusinfecties berust enerzijds op het aantonen
van het micro-organisme en anderzijds op detectie van de antistof-
fen tegen virale eiwitten. Voor de CMV-diagnostiek is het van groot
belang een onderscheid te (kunnen) maken tussen CM V-infectie en
CM V-ziekte. Door nieuwe ontwikkelingen op het gebied van de dia-
gnostiek zijn er testen ter beschikking gekomen die een dergelijk
onderscheid lijken mogelijk te maken. Een belangrijke ontwikke-
ling op dit gebied is de antigenemietest waarmee een viraal eiwit-
fosfoproteine pp65 in leukocyten aantoonbaar is. Daarnaast zijn er
de technieken voor detectie van viraal DNA en in mindere mate vi-
raal mRNA.
In het bijzonder is het gebruik van genoom amplificatietesten, zoals
PCR en NASBA voor detectie van CMV-DNA of RNA in leukocy-
ten, een belangrijke aanwinst voor de CMV-diagnostiek. Door ge-
bruik te maken van de kwantitatieve PCR is het mogelijk het ver-
" loop van een CM V-infectie bij (risico)patiénten te volgen. Voor pa-
tienten die worden behandeld met antivirale middelen, is een kwan-
titatieve virusmonitoring van grote waarde omdat, op basis van een
dergelijke laboratoriumuitslag, het beleid kan worden aangepast.
Trefwoorden: eytomegalovirus, diagnostick, PCR, antigenemietest,
NASBA, serologie.

Vooraleer een overzicht te geven van de CMV-diagnos-
tiek en in het bijzonder de nicuwe ontwikkelingen op dit
gebied, gaat dit artikel in op enkele karakteristicke
eigenschappen van het CMV voor zover die nuttig zijn
voor het begrip van deze nieuwe ontwikkelingen.

Het virus en het infectieverloop

Cytomegalovirus (CMV) is cen béta-herpesvirus dat in
hoge mate species-specifick is. Het virus repliceert (in vi-
tro) voornamelijk in fibroblasten, in vivo in velerlei cellen
waaronder monocyten, endotheelcellen en gladdespier-
cellen.! De virusvermenigvuldiging verloopt in cen wel-
bepaalde volgorde. Eerst komen de onmiddellijk vroege
of ‘fmmediate early’ (IB-)genen tot expressie die nodig
zijn voor de volgende stap, met name de expressic van
vroege of ‘early’ (E-)genen en als laatste, na de DNA-re-
plicatic, komen de late (L-)genen tot expressie. Dit heeft
tot gevolg dat er IE, E en L-mRNA in de cel ontstaat als-
ook IE-, E- en L-eiwitten.

T vivey lod int 1 i
In vivo leidt infectie van de immuuncompe

tot een systemische infectic met kleine hoeveelheden vi-
rus in diverse organen en lichaamsvloeistoffen; hierbij tre-
den nauwelijks klinische symptomen op. Na de infectie
worden antistoffen gevormd die, naar wordt aangeno-
men, levenslang detectecrbaar zijn. Het virus blijft echter
in de gastheer aanwezig in zogenaamd ‘latente’ toestand.
Vanuit die latente toestand kan het virus reactiveren, het-
geen leidt tot een actieve infectie met virusreplicatic die
systemisch kan verlopen. Wel is duidelijk dat in het alge-
meen deze systemische infectie, mede door de reeds aan-
wezige immuniteit, beperkter is in omvang dan de primo-
infectie en ook meestal een milder beloop kent (figuur 1).
Tot de factoren die leiden tot reactivatie, is vooral een ver-
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minderde cellulaire immuniteit van belang. Bij de im-
muungecompromiteerde gastheer verloopt de primo-in-
fectie in regel veel ernstiger dan bij de immuuncompe-
tente gastheer. Er wordt meer virus aangetroffen in de
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Figunr 1. Schematische weergave van een CM V-infectieverloop, voor
zover van belang voor de diagnostiek, bij twee patiénten. Patiént I is
immuungecompromiteerd bij de primo-infectie en patiént Il is
immuuncompetent op het tijdstip van de primo-infectie. Bij beide
patiénten treedt er achtereenvolgens een acute infectie (A) op die na
verloop van tijd overgaat in een chronische fase (B) die tenslotie
resulteert in een latente infectie (C).

( geeft de mate van virus weer in het lichaam en in de excreta,
bijvoorbeeld urine, in de diverse fases.)

Na een aantal jaren, als gevolg van immuunsuppressie, bijvoorbeeld
bij orgaantransplantatie, treedt bij diezelfde twee patiénten reacti-
vatie van latent viras op. Hierdoor ontstaan achtereenvolgens weer de
drie fasen (A, B en C). Naast de aanwezigheid van infectieus virus, is
in dit figuur ook de antistofrespons (igG en IgM) bij deze nwee
patiénten schematisch weergegeven.
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diverse organen, de excretie van virus is toegenomen en
de viremische fase duurt langer.

Terwijl bij de immuuncompetente gastheer een CMV-in-
fectie niet leidt tot ziekte, kunnen ernstige complicatics
optreden bij patiénten met verminderde afweer. De klini-
sche symptomen die optreden, zijn in sterke mate afhan-
kelijk van het ‘onderliggende lijden’. Zo treden bij trans-
plantatiepatiénten voornamelijk symptomen op als pneu-
monitis en hepatitis, terwijl bij aids-patiénten CM V-infec-
tie kan leiden tot retinitis, colitis en encefalitis.

Diagnostiek
De laboratoriumdiagnostiek van virusinfecties is geba-
seerd op twee pijlers:
® de detectie van het virus of onderdelen ervan (genoom
of eiwitten);
@ het aantonen van antistoffen tegen het virus.
Met het ontwikkelen van CMV-laboratoriumtesten en de
interpretatie ervan, moet men echter met twee punten re-
kening houden. Ten eerste wordt een CM V-infectie ge-
kenmerkt door een verloop dat is op te splitsen in een acu-
te,een persisterende (chronische) en een latente fase. Het
aantonen van latent virus is wellicht vanuit wetenschap-
pelijk oogpunt interessant, doch is voor de diagnostick
niet relevant en zal hier dan ook niet worden besproken.
De diagnostiek is primair gericht op het aantonen van ‘ac-
tief” virus. Ten tweede verlopen CM V-infecties vaak sub-
klinisch, waardoor de detectie van het virus op zichzelf
niet voldoende is om automatisch te concluderen dat
CMYV het oorzakelijk agens is van de gevonden sympto-
matologie. De combinatie van laboratoriumuitslagen en
het ziektebeeld dienen samen te worden geinterpreteerd!
Zoals eerder besproken, blijken klinische symptomen als
gevolg van een CMV-infectie veelal slechts op te treden
als sprake is van een immuundeficiéntie, zoals bij trans-
plantatie- en aids-patiénten, maar ook in de embryonale
en neonatale levensfase is sprake van een vorm van im-
muundeficiéntie.

Oorzakelijke agens aantonen in patiéntenmateriaal
Infectieus virus is aantoonbaar door een kweek op mono-
lagen van embryonale fibroblasten. Aan de hand van het
cytopathologisch effect (CPE) wordt het virus gedetec-
teerd. Omdat het ontstaan van het CPE lang kan duren
(tot vier weken na inoculatie), is overgeschakeld op een
snellere technick. Deze techniek, ook versnelde kweek
genoemd, is gebaseerd op het principe dat enkele uren na
infectie [E-eiwitten ontstaan in de cel. Deze eiwitten kun-
nen zichtbaar worden gemaakt met behulp van specifieke
(monoklonale) antilichamen. Op deze wijze is detectie
van CMYV in de cel reeds na 24 4 48 uur mogelijk.

De kweek wordt in het algemeen gebruikt om CMV aan
te tonen in urine, speeksel, keelvloeistof of in bloed. Ook
in ander materiaal kan CMV worden gedetecteerd, bij-
voorbeeld in broncho-alveolaire lavage (BAL) bij ver-
denking op pneumonie of amnionvocht in het geval van
prenatale CMV-infectie.

Het aantonen van infectieus virus is een klassiek feno-
meen in de diagnostische virologie. Het is een betrouw-
bare methode voor het aantonen van een actieve CMV-
infectie. Vooral aanwezigheid van infecticus virus in
bloed(cellen) is een marker voor actieve infectie en wordt
vaak geassocieerd met het optreden van klinische symp-
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tomen. Aanwezigheid van infecticus virus in andere ex-
creta, zoals urine en keelspoelsel, moeten met de nodige
voorzichtigheid worden gehanteerd wegens het veelvul-
dig voorkomen van asymptomatische uitscheiders, het-
geen vaak voorkomt als gevolg van reactivatie van latent
virus.
Viraal DNA is aantoonbaar door middel van de polyme-
rasekettingreactie (PCR). Deze techniek staat sterk in de
belangstelling, onder andere wegens haar hoge sensitivi-
teit. Problemen zijn echter mogelijk met de interpretatie
van de uitslagen ervan; immers vanuit theoretisch oog-
punt gezien, is het met deze uiterst gevoelige techniek mo-
gelijk latent virus te detecteren, hetgeen voor de diagnos-
tiek niet relevant is.
De PCR is bruikbaar voor het aantonen van viraal DNA
in weefsels, witte bloedcellen, plasma of serum en andere
lichaamsvloeistoffen, zoals BAL en urine.” De meeste
toepassing echter gebeurt in bloed(cellen) door detectie
van DNA.
Over de gevoeligheid van de PCR zijn de resultaten nog-
al uiteenlopend; dit wordt onder andere veroorzaakt
doordat diverse laboratoria vaak eigen ontwikkelde
PCR’s gebruiken, waardoor onderlinge vergelijking
moeilijk is. De verschillen zijn toe te schrijven aan techni-
sche aspecten, zoals het aantal cycli, de gebruikte primers
en het type PCR.>7 Vooral door de mogelijkheid tot
kwantificering, biedt de PCR grote perspectieven.® Be-
langrijke voordelen van de kwantitatieve PCR zijn:

e de mogelijkheid om het verloop van een infectic te vol-
gen waardoor tijdig ingrijpen mogelijk is, in het bijzon-
der bij risicopatiénten;

e de mogelijkheid om patiénten die worden behandeld
met antivirale middelen te volgen/te begeleiden.

Uit onderzoek van diverse groepen is ook gebleken dat er
een relatie bestaat tussen de hoeveelheid viraal DNA en
het optreden van klinische symptomen.®? Dat dit echter
niet gelijk is voor alle patiénten blijkt uit onderzoek van
Emery® Uit dit onderzoek bleek dat bij aids- en been-
mergtransplantatiepatiénten CMV-ziekte optreedt in aan-
wezigheid van lagere CMV-DNA-concentraties in het
bloed dan bij nier- en levertransplantatiepatiénten. Qok
voor de diagnostiek van congenitale CMV-infecties lijkt
detectie van CMV-DNA (via PCR) in serum van de pas-
geborene een geschikte methode te zijn die echter nog niet
algemeen wordt toegepast.!?
Viraal mRNA-detectie is mogelijk, doch wordt tot op he-
den weinig gebruikt in de virologische diagnostiek. Voor
detectie van RNA zijn de reverse transcriptase (RT) PCR
en de ‘Nucleic Acid Sequence-Based Amplification’
(NASBA) mogelijk. Laatstgenoemde is inmiddels be-
schikbaar voor CM V-diagnostiek en wordt vooral gebruikt
om RNA te detecteren in witte bloedcellen.!! De RNA-de-
tectie heeft als voordeel dat er onderscheid mogelijk is tus-
sen de diverse stadia van de virusreplicatie, door bijvoor-
beeld detectie van IE-mRNA of L-mRNA, maar ook tus-
sen actief versus latent aanwezig virus. Vooral dit laatste
zou, althans theoretisch, interessante perspectieven kun-
nen bieden voor de herpesvirusdiagnostiek.

Virale eiwitten in geinfecteerde cellen worden meestal

aangetoond via immuunhistochemische technieken waar-

bij gebruik wordt gemaakt van CM V-specifieke monoclo-
nale antistoffen. De methode wordt in de CMV-diagnos-
tick vooral gebruikt voor detectie van CM V-eiwitten in
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