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Pouzitie metédy PCR v diagnostike enterovirusovych
infekcii
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Sadhrn

Enterovirusy, patriace do ¢elade Picornaviridae, sa povazuju za vyznamné humanne patogény.
Infekcia prebieha najéastejSie asymptomaticky, v pripade klinickej manifestacie je $kala nimi
sposobenych syndromov velmi Siroka. Klasické metody laboratornej diagnostiky tychto infekeii,
zaloZené na izolacii virusu a jeho identifikacii alebo na dékaze virus-$pecifickych protilatok sa
materialne i éasovo naroéné. Vysledok vySetrenia ma preto ¢asto len maly vplyv na lieébu pa-
cienta.

Implementovali sme metédu dékazu pritomnosti enterovirusov pomocou komeréne dostupnej
supravy zaloZenej na polymerazovej retazovej reakcii (PCR). V priebehu roka 2008 sme vysetrili
vzorky od 125 pacientov so suspektnym enterovirusovym ochorenim (prevazne nervovej sustavy).
V 39 pripadoch sme v relevantnej vzorke dokazali pritomnost enterovirusu. Vysledky sme porov-
nali s vySetrenim klasickymi metédami. PCR predstavuje vhodnu metédu rychlej, presnej a spo-
lahlivej laboratornej diagnostiky enterovirusovych infekeii, ktorej vysledok ma vyrazny vplyv na
manaZzment pacienta.
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Summary

Sojka M., Bopegamage S., Petrovicova A.: Use of PCR in Diagnosis of
Enteroviral Infections

Enteroviruses belonging to the family Picornaviridae are important human pathogens. Although
most cases of infection caused by these viruses are asymptomatic, a wide range of clinical
syndromes is observed in manifest cases. Conventional laboratory diagnostic methods based on
virus isolation and identification, or on the detection of specific antiviral antibodies, are costly
and time consuming. Therefore, they are of little benefit to treatment.

We have implemented a commercially available PCR-based test for the detection of enteroviral
infections. In 2008, we analyzed biological specimens from 125 patients with suspected enteroviral
disease, most often involving the nervous system.

The presence of enterovirus was detected in 39 patients. The results were compared with those
obtained by the conventional methods. PCR appeared to be a valuable method for rapid, accurate
and reliable diagnosis of enteroviral infections which is of major benefit to patient management.
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Rod Enterovirus (Picornaviridae) zahftia velky
pocet sérotypov (polio, coxsackie, echovirusy, ente-
rovirusy 68 — 71). Infekcia tymito virusmi prebieha
najcastejSie subklinicky. V malom podiele infikova-
nych jedincov v§ak mo6ze mat bifazicky priebeh so
sekundarnou virémiou, kedy sa virus $iri do cielo-
vych organov ako srdce, organy centralnej nervovej
sustavy, pankreas, koza a sliznice alebo prieéne
pruhované svalstvo [7]. V tychto pripadoch prebie-
ha enterovirusova infekcia pod obrazom myokardi-
tidy alebo myoperikarditidy, aseptickej meningiti-
dy, pripadne meningoencefalitidy, herpanginy,

pleurodynie, konjunktivitidy alebo ne$pecifického
febrilného ochorenia. Zavazna byva generalizova-
na enterovirusova infekcia u novorodencov, ktora
Casto kondéi fatalne. Akutna alebo chronicka ente-
rovirusova infekcia moéze byt jednym z faktorov,
podielajucich sa na rozvoji chronickych ochoreni,
ako su dilata¢na kardiomyopatia a diabetes melli-
tus prvého typu [3, 11, 20].

Najvhodnej$im biologickym materialom pre
priamu diagnostiku enterovirusovych infekcii je
likvor v pripade infekcie nervového systému, peri-
kardialny vypotok alebo biopticka vzorka srdco-
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vého svalu z postihnutého miesta v pripade myo-
karditidy a myoperikarditidy. Po¢as viremicke;j
fazy ochorenia je mozné dokazat pritomnost viru-
su iv krvi alebo v sére. Dokaz virusu v stolici ale-
bo v materialoch z hornych dychacich ciest mé4 iba
podporny vyznam (asymptomaticka infekcia
tymito virusmi je v populAcii bezna najmé v let-
nom a v jesennom obdobi) [12].

Priama laboratérna diagnostika enteroviruso-
vych infekcii je zaloZena na izolacii virusu a jeho
naslednej identifikacii v neutraliza¢nom teste
s pouzitim znadmych zmesovych antisér [8, 14, 18].
Udéava sa, ze citlivost tejto metddy je 65 — 75 %
[15]. Dosial vSak nie je znama bunkova linia, kto-
ra by bola vhodnym substratom pre mnoZenie
vSetkych sérotypov enterovirusov. V. mnohych pri-
padoch, najmi ked ide o symptémy spajané
s postakutnou alebo chronickou manifestaciou
enterovirusovych infekcii (chronické myokarditi-
dy), sa nedari virus izolovat [9].

Nepriamu diagnostiku enterovirusovych infek-
cii stanovenim signifikantného vzostupu titra
protilatok alebo virus-Specifickych protilatok trie-
dy IgM rovnako komplikuje velky pocet séroty-
pov, naroéna praca s bunkovymi kultdrami
a vysoka prevalencia tychto protilatok v popula-
cii. Dokaz lokalnej tvorby protilatok porovnanim
titra protilatok v sére s titrom v inej telovej teku-
tine je relativne rychlou diagnostickou metédou,
ktora je pouzitelna najmé v pripade infekcii CNS
(sérum/ likvor).

Laboratérnu diagnostiku enterovirusovych
infekcii vyrazne ovplyvnil vyvoj metody PCR. Pri-
mery pre amplifikdciu casti enterovirusového
genému pouzitim jednoduchej alebo nested
RT-PCR su popisané vo viacerych Studiach [5, 6,
13, 19]. Vadsina primerov, ktoré st vhodné pre
dokaz pritomnosti RNA vécésiny alebo vSetkych
sérotypov enterovirusov, je cielena na vysoko kon-
zervované sekvencie v 5 neprekladanej oblasti
virusového genému [5, 10]. Ak je spravne optimali-
zovand, metoda dokaze poskytnut vysledok do 24
hodin, a teda mo6ze mat na manaZment pacienta
vACSi vplyv v porovnani s kultivaénymi metodami,
ktoré poskytuja vysledok najskér do 5 az 7 dni. Jej
citlivost a Specificita sa blizi k 100 % [14]. Viaceré

.

studie, porovnavajice PCR s klasickymi kultivaé-
nymi metédami, poukazuju aj na Setrenie vydav-
kov spojenych so starostlivostou o pacienta vdaka
rychlej a presnej detekcii infekéného agensa [1, 2,
16, 17]. Limitom v&é8iny PCR metdd pre detekciu
enterovirusov je nemoznost identifikacie virusu na
drovni sérotypu. Problém je mozné riesit sekveno-
vanim produktov PCR a ich naslednym porovna-
nim so zndmymi sekvenciami v databazach [10].
V sicasnosti sa na trhu objavuje ¢oraz viac saprav
urc¢enych na PCR detekciu enterovirusov, ¢o umoz-
nuje obist pracnu optimalizaciu ,,in house“ technik
a zaviest tuto metédu v rutinnej diagnostickej pra-
xi.

V praci sumarizujeme vysledky laboratérnej
diagnostiky enterovirusovych infekcii metédou
PCR v naSom laboratériu a porovnavame ich
s klasickymi sérologickymi metédami.

Material a metody

VySetrené boli vzorky biologického materialu, odobraté
v roku 2008 od 125 pacientov odoslané do Laboratéria pre
enterovirusy Slovenskej zdravotnickej univerzity, so suspekt-
nym enterovirusovym ochorenim nervovej sustavy (meningiti-
da, meningoencefalitida, encefalitida), srdca (myokarditida,
perikarditida, myoperikarditida), pripadne inym ochorenim
s moznou enterovirusovou etiolégiou (nespecifikované febrilné
ochorenia).

Ak boli dostupné parové vzorky séra (sérum z akitnej fazy
infekcie a rekonvalescentné sérum), pripadne vzorka séra
a likvoru od jedného pacienta, odobrata sdéasne, bol v nich
kvantitativne stanoveny titer protilatok proti 6smim séroty-
pom coxsackievirusov: CVB1, 2, 3,4,5,6,7,8, CVA7,9. Na sta-
novenie hladiny protilatok sa pouzil klasicky test neutraliza-
cie virusu na stabilizovanej bunkovej linii VERO. Markerom
aktualnej (nedavnej alebo prebiehajicej) coxsackievirusovej
infekcie bol signifikantny (najmenej Stvornasobny) vzostup
titra protilatok v parovych vzorkéach séra, zaznamenana séro-
konverzia, dokaz pritomnosti virus-$pecifickych protilatok
triedy IgM, pripadne pomer titra protilatok sérum/likvor men-
§i ako 100 (u neuroinfekecii, dékaz intrathekalnej tvorby proti-
latok).

Pre vySetrenie pomocou PCR sa vybrali vzdy najvhodnejsie
vzorky z dostupnych materialov od kazdého pacienta (tab. 1).
Pouzila sa komeréne dostupna, certifikovand diagnosticka
suprava Argene Enterovirus Consensus Complete Kit (Arge-
ne, Francuzsko), zaloZzena na amplifikacii ¢asti 5’ nepreklada-

Tab. 1. Material vySetreny PCR na pritomnost enterovirusového genému

Table 1. Specimens tested by PCR for the presence of enteroviral genome

VyS$etreny material

Ochorenia nervovej sustavy Ochorenia srdca Iné
L S S PV M L S
88 7 5 3 4 9

L - likvor, S — sérum, PV — perikardialny vypotok, M — myokard
L — cerebrospinal fluid, S — serum, PV — pericardial exsudate, M — myocardium
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nej oblasti virusového genému a detekceii amplifikaéného pro-
duktu hybridizaciou s biotinylovanou sondou, $pecifickou pre
oblast genému, nachadzajicu sa medzi primermi. Postupova-
lo sa podla navodu vyrobcu.

Vysledky a diskusia

U 39 (31 %) z celkového poctu 125 pacientov so
suspektnym enterovirusovym ochorenim sme
v relevantnej vzorke dokazali pritomnost enterovi-
rusového genému (graf 1). Z tychto pacientov sme
u 13 dokazali aktualnu infekciu cosxackievirusmi
aj v teste neutralizacie virusu. U 9 pacientov bol
vysledok sérologického vySetrenia negativny.
V tychto pripadoch pravdepodobne islo o infekciu
inym sérotypom enterovirusu ako boli sledované.
Vysledok PCR vySetrenia materialu (likvor) od jed-
ného pacienta bol neinterpretovatelny. Porovnanie
vySetreni metédou PCR s klasickymi metédami
u vSetkych sledovanych pacientov, je v tab 2.

= o

neurcity
1%

pozitivny
31 %

negativny
68%

Graf 1. Vysledky PCR stanovenia pritomnosti enteroviruso-
vého genému vo vzorkach od 125 pacientov

Fig. 1. PCR detection of enteroviral genome in specimens
from 125 patients

Tab. 2. Porovnanie PCR dokazu pritomnosti enterovirusového genému s dékazom aktuélneho priebehu infekcie sérologickymi

technikami

Table 2. PCR detection of enteroviral genome in comparison with serology during the course of infection

Sérologicky
pozitivny negativny ? ND
pozitivny 13 9 6 11
PCR negativny 4 61 1 19
neurcity 0 1 0 0

? — neinterpretovatelny vysledok, ND — nevySetrené
? — result not interpretable, ND — not done

Tab. 3. Porovnanie PCR dokazu pritomnosti enterovirusového genému s dékazom aktuélneho priebehu infekcie sérologickymi

technikami u pacientov s ochorenim nervovej sastavy

Table 3. PCR detection of enteroviral genome in comparison with serology during the course of infection in patients with dise-

ase of the nervous system

Sérologicky
pozitivny negativny ? ND
pozitivny 11 9 6 8
PCR negativny 3 47 1 9
neurcity 0 1 0 0

? — neinterpretovatelny vysledok, ND — nevySetrené
? — result not interpretable, ND — not done

Enterovirusy patria medzi najéastejsich povod-
cov aseptickych meningitid [12]. V nasom sibore
tvorili pacienti s ochorenim nervovej ststavy vaic-
Sinu (95) pripadov. Vo vzorkach od 34 (35,8 %)
z nich sme dokazali pritomnost enterovirusového
genomu. Tento tdaj koreluje s vysledkami viace-

rych autorov, ktori uvadzaja podobny podiel pozi-
tivity [20, 21]. U viacerych pacientov bol vysledok
sérologického vySetrenia neinterpretovatelny ale-
bo nebola dodana parova vzorka. Vysledky porov-
nania PCR s vySetrenim klasickymi metédami st
v tab. 3.
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Tab. 4. Porovnanie PCR dokazu pritomnosti enterovirusového genému s dékazom aktualneho priebehu infekcie sérologickymi

technikami u pacientov s ochorenim srdca

Table 4. PCR detection of enteroviral genome in comparison with serology during the course of infection in patients with heart

disease
Sérologicky
pozitivny negativny ? ND
pozitivny 0 0 0 3
PCR
negativny 0 3 0 6

? — neinterpretovatelny vysledok, ND — nevySetrené
? — result not interpretable, ND — not done

Tab. 5. Porovnanie PCR dékazu pritomnosti enterovirusového genému s dokazom aktualneho priebehu infekcie sérologickymi
technikami u pacientov s inym suspektnym enterovirusovym ochorenim

Table 5. PCR detection of enteroviral genome in comparison with serology during the course of infection in patients suspected

of having other enteroviral disease

Sérologicky
pozitivny negativny ? ND
pozitivny 2 0 0 0
PCR
negativny 1 11 0 4
? — neinterpretovatelny vysledok, ND — nevySetrené
? — result not interpretable, ND — not done
V stibore sa zahrnuté aj vzorky od 19 pacientov, Tato prdaca bola podporend Grantom

pochadzajice z oblasti s hlasenym epidemickym
vyskytom aseptickej meningitidy. V 14 pripadoch
sme pomocou PCR dokazali pritomnost enterovi-
rusov v likvore. Prvé vysledky boli odoslané do 24
hodin po doruceni materialu a PCR ako rychla
diagnostickd metéda vyrazne ovplyvnila manaz-
ment pacienta [14].

7 12 pacientov s ochorenim srdca (myokardi-
tida, myoperikarditida), sme pritomnost ente-
rovirusového genému potvrdili vo vzorkach
myokardu od dvoch pacientov a vo vzorke peri-
kardialneho vypotku od jedného pacienta. Pra-
ve u tychto pacientov neboli dostupné parové
vzorky séra (tab 4). NaSe vysledky su v sulade
so sérologickymi $tudiami aj Stidiami moleku-
larno biologickymi metédami (in situ hybridiza-
cie, PCR) ktoré davaja do spojitosti enteroviru-
sova infekciu srdca so vznikom akutnych
i chronickych ochoreni srdca [11].

V dvoch pripadoch z 18 pacientov s inym
ochorenim, ktoré mohlo byt enterovirusového
povodu (febrilné stavy neznameho pévodu), sme
v biologickom materiali (sérum) dokazali pri-
tomnost enterovirusov (tab. 5). Tato informéacia
ponuka oSetrujucemu lekarovi zaujimavda moz-
nost vziat v diferencialnej diagnostike do uva-
hy i tieto virusy ako agensy sposobujice dany
stav.

Pouzita technika PCR sa ukazala ako vhodna
metdda pre rychlu, presnu a spolahlivi laboratoér-
nu diagnostiku enterovirusovych infekeii.

Ministerstva zdravotnictva SR ¢islo MZ SR
2006/12-SZU-07.
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