Epidemiologie 1-011

28.2.2011 14:36 Str. 32 . <£}

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol. 60, 2011, ¢. 1, s. 32-37

Laboratorna diagnostika pandemickej chripky na
Odbore lekarskej mikrobiologie Regionalneho aradu
verejného zdravotnictva so sidlom v Banskej Bystrici
v sezone 2009/2010

Kissova R., Madarova L., Klement C.

Regionalny trad verejného zdravotnictva so sidlom v Banskej Bystrici, Odbor lekarskej mikrobiolégie

SUHRN

Odbor lekarskej mikrobiologie na Regionalnom urade verejného zdravotnictva v Banskej Bystrici
pracuje ako spadové virologické laboratorium pre stredoslovensky a v chripkovej sezone
2009/2010 aj pre vychodoslovensky region.

Material a metody: Vzorky (nazofaryngalne vytery a pitevné materialy) boli odoberané od
sentinelovych aj nesentinelovych lekarov, od pacientov so suspektnym chripkovym ochorenim.
Vzorky boli vysetrované rychlotestom a nasledne RT-PCR metodou na diagnostiku chripky A,
resp. B. Na subtypizaciu pandemickej chripky A/HIN1 bola pouzita real-time PCR meto6da.
Vysledky: Od maja 2009 do juna 2010 laboratérium vysetrilo 2497 vzoriek na pritomnost virusov
chripky A a B a predovsSetkym na pritomnost pandemickej chripky A/HIN1. Z 589 vzoriek
pozitivnych na chripku A bolo 537 vzoriek subtypizovanych ako pandemicka chripka A/HIN1.
Predstavuje to 21,5 % zo vsetkych vysetrenych vzoriek a 91,2 % zo vzoriek pozitivhych na
chripku A.

Zaver: V chripkovej sezéne 2009/2010 na strednom a vychodnom Slovensku jednoznac¢ne
dominovala nova pandemicka chripka A/HIN1. PCR met6dy sa stali klaéovymi pri vySetrovani
pacientov s podozrenim na pandemicku chripku v laboratériu zapojenom do surveillance chripky
a chripke podobnych ochoreni v SR.

Kludové slova: pandemicka chripka A/HIN1 - respira¢né virusy — PCR diagnostika - surveillance
chripky.
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Kissova R., Madarova L., Klement C.: Laboratory Diagnosis of Pandemic Influenza at the
Department of Medical Microbiology of the Regional Authority of Public Health Based in Banska
Bystrica in the Season 2009-2010

The Department of Medical Microbiology of the Regional Authority of Public Health (RAPH) in
Banska Bystrica serves as a catchment laboratory of virology for the Central Slovakia Region, and
in the influenza season 2009/10, it also served as such for the East Slovakia Region.

Material and methods: Specimens (nasopharyngeal swabs and post-mortem specimens) from
patients with suspected influenza were obtained from both sentinel and non-sentinel physicians.
The specimens were analyzed by a rapid test, followed by real-time PCR (RT-PCR) for influenza
A or B diagnosis. RT-PCR subtyping for pandemic influenza A/HIN1 was performed.

Results: From May 2009 to June 2010, 2497 specimens were analyzed for the presence of influenza
A and B viruses and in particular for the presence of pandemic influenza A/HIN1 virus. As many
as 537 of 589 influenza A-positive specimens, i.e. 21.5% of all specimens analyzed and 91.2% of
influenza A-positive specimens, were subtyped as pandemic influenza A/HIN1.

Conclusion: In the influenza season 2009/10, the new pandemic influenza A/HIN1 clearly
predominated in Central and Eastern Slovakia. PCR tests have played a key role in diagnosing
patients with suspected pandemic influenza in the laboratory participating in the surveillance of
influenza and influenza-like illness in the Slovak Republic.

Keywords: pandemic influenza A/HIN1 - respiratory viruses - PCR diagnosis - influenza
surveillance.
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Uvod

Chripkova sezéna 2009/2010 sa niesla v zna-
meni novej pandemickej chripky A/HIN1, ktora
sa prvykrat objavila v Mexiku a v Kalifornii
(USA) koncom marca 2009 a postupne sa rozsiri-
la do celého sveta. VAcsina pripadov novej chripky
sa vyskytla u inak zdravych Tudi mladsieho
a stredného veku, ¢o je odli$na situacia od sezon-
nej chripky. Laboratérne bol virus identifikovany
ako novy podtyp chripkového virusu A/H1N1, kto-
ry je kombinaciou prasacieho, vtacieho a Tudské-
ho virusu chripky. Chripkovy kmen dostal nazov
A/California/7/2009 (H1N1) — pandemic virus
[3, 4, 5,9, 18]. Dnia 28. 5. 2009 bol na Slovensku
laboratorne potvrdeny prvy pripad nového chrip-
kového virusu. Dria 11. 6. 2009 vyhlasila Svetova
zdravotnicka organizacia (dalej SZO) pandemic-
ku fazu €. 6, najvyssi stupeni pandémie. Vyhlése-
nie tohto stuprnia pandemickej pohotovosti bolo
podmienené predovSetkym rychlym Sirenim
infekcie a narastom pocétu infikovanych vo svete
[5, 19].

Oddelenia virologie a molekularnej biologie na
odbore lekarskej mikrobiolégie Regionalneho dra-
du verejného zdravotnictva v Banskej Bystrici
(dalej OLM RUVZ) pracuju ako spadové laborato-
ria pre cely stredoslovensky region v ramci virolo-
gickej surveillance chripkovych virusov v SR [10].
V 2. polovici roka 2009 a v roku 2010, v savislosti
s objavenim sa novej chripky, sa vySetrovali nazo-
faryngalne vytery od sentinelovych lekéarov,
infekénych oddeleni, oddeleni intenzivnej starost-
livosti, ako aj vzorky pitevnych materialov z okre-
sov Banskobystrického, Zilinského, Kogického
a Presovského kraja, t. j. pre regiony stredného
a vychodného Slovenska [10, 16].

Material a metody

Material

Najcastejsie vySetrovanym materialom boli nazofaryngalne
vytery, odobraté do odberového média, na detekciu, resp. izo-
laciu virusov chripky [6, 10, 17].

Pitevny material (Casti trachey, bifurkacie bronchov a plac
z okraja zapalového loziska, pripadne z mozgu z okolia komor
s ependymom, pelene a sleziny) bol odoberany od zomretych
na akttne respira¢né ochorenie [2, 16].

Odberové sapravy pripravovalo a dodavalo prislusné labo-
ratérium. Odber pitevného materialu a inych druhov biologic-
kého materialu (sputum, bronchoalveolarna lavaz) sa vykonéa-
val po dohode s laboratériom, v silade s doporuéeniami
Narodného referenéného centra pre chripku (NRC pre chrip-
ku) a podla manualu SZO [16, 17, 19].

Metody
Vzorky sa vySetrovali rychlotestom a definitivne potvrde-
nie vysledku u vSetkych vzoriek poskytli RT-PCR, resp. real-

Obr. 1. Vyhodnotenie vySetrenia RT-PCR, po prebehnuti elek-
troforézy v agarézovom géle, na pritomnost virusov chripky
typuAaB

Neznama vzorka oznacena ¢islom 1 bola negativna na pritom-
nost virusu chripky typu B a zaroveri pozitivna na pritomnost
virusu chripky typu A, bez blizsej identifikacie. Nasledne bola
u tejto vzorky vykonana real-time PCR na potvrdenie pritom-
nosti pandemickej chripky typu A/ HIN1. Vzorka é. 2 bola
negativna na pritomnost virusov chripky typu A aj B.

Popis jednotlivych drah:

1 — neznama vzorka, chripka A; 2 — negativna kontrola, chrip-
ka A; 3 — pozitivna kontrola, chripka A; 4 — neznama vzorka,
chripka B; 5 — negativna kontrola, chripka B; 6 — pozitivna
kontrola, chripka B; 7 — molekulovy Standard

Fig. 1. Evaluation of RT-PCR analysis, following agarose gel
electrophoresis, for the detection of type A and B influenza
viruses. The unknown specimen numbered 1 was influenza B
virus negative while influenza A virus positive, without fur-
ther identification. Subsequently, the specimen was tested by
real-time PCR for the confirmation of pandemic influenza
A/H1N1. Specimen 2 was influenza A and B virus negative.
Lanes: 1 — unknown specimen, influenza A; 2 — negative
control, influenza A; 3 — positive control, influenza A; 4 —
unknown specimen, influenza B; 5 — negative control,
influenza B; 6 — positive control, influenza B; 7 — molecular
standard

-time PCR metddy, ktoré umoznuja detegovat virusy chripky
typu A a B aj jednotlivé subtypy chripky typu A [8, 10, 11, 12,
15, 19]. Uvedené metody boli pouzivané na zaklade doporuce-
ni NRC pre chripku.

V laboratériu OLM RUVZ v Banskej Bystrici sa vykonava-
la konvenéna RT-PCR na detekciu chripky typu A a B ako aj
real-time PCR na dékaz pritomnosti novej pandemickej chrip-
ky A/HIN1.

Izolacia nukleovych kyselin sa vykonéavala pomocou High
Pure Viral Nucleic Acid Isolation Kit (Roche).

Na doékaz pritomnosti RNA virusov chripky sa pouzivali
komeréne dodavané diagnostické stupravy Amplisens® Influ-
enza A + B (Interlabservice, Ukrajina). Na priebeh samotne;j
reakcie sa pouzival Hybaid PCR express thermal cycler® fir-
my Hybaid Limited. Po ukonéeni amplifikacie sa vzniknuté
PCR produkty analyzovali pomocou UV svetla po prebehnuti
elektroforézy v agar6zovom géle. Vysledok jedného zo stano-
veni je znazorneny na obr. 1. Alternativou bola diagnosticka
suprava Argene Influenza A + B (Argene, Franctzsko) na real-
-time PCR. V tomto pripade real-time PCR prebiehala na pri-
stroji Light Cycler® firmy Roche.

Na blizsiu identifikaciu subtypu novej pandemickej chripky
A/HI1N1 sa vykonavala real-time PCR, pomocou testov Invit-
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Obr. 2. Vyhodnotenie vySetrenia vzoriek pomocou real-time PCR na dékaz pritomnosti virusu chripky typu A/ HIN1 pande-
mickej. Po¢as amplifikacie dochadza ku narastu fluorescenénych kriviek u vySetrovanej vzorky ¢islo 1 ako aj u pozitivnej kon-
troly, meranie je pozitivne, ¢o dokazuje pritomnost génov chripky typu A/HIN1 pandemickej. Naopak, v pripade vySetrenia vzor-
ky 2 ako aj v pripade negativnej kontroly fluorescenéné krivky sa linearne, ¢o vyluéuje pritomnost génov chripky typu A/HIN1
pandemickej. U vnutornej kontroly vzorky 1 doslo k narastu fluorescencie, ¢o potvrdzuje spravny priebeh real-time PCR.

1 - PK vnutorna kontrola; 2 — PK chripka typu A; 3 - PK SwA; 4 — PK SwH1; 5 — vzorka 1 vnutorna kontrola; 6 — vzorka 1 chrip-
ka typu A; 7 — vzorka 1 SwA; 8 — vzorka 1 SwH1; 9 — vzorka 2 vnutorna kontrola; 10 — vzorka 2 chripka typu A; 11 — vzorka 2
SwA; 12 — vzorka 2 SwH1; 13 — NK vnutorna kontrola; 14 — NK chripka typu A; 15 — NK SwA; 16 — NK SwH1

Obr. 2. Evaluation of results of real-time PCR for the detection of A/ HIN1 pandemic influenza virus. Amplification results in
increase in fluorescence curves for both specimen 1 and positive control, measurement is positive, which indicates the presence
of the genes of the A/H1IN1 pandemic influenza virus. Conversely, both specimen 2 and negative control yield linear lines which
exclude the presence of the genes of the A/HIN1 pandemic influenza virus. The specimen 1 internal control showed increase in
fluorescence which indicates that the real-time PCR is performed properly.

1 — positive control, internal control; 2 — positive control, type A influenza; 3 — positive control, SwA; 4 — positive control, SwH1;
5 — specimen 1 internal control; 6 — specimen 1 type A influenza; 7 — specimen 1 SwA; 8 — specimen 1 SwH1; 9 — specimen 2
internal control; 10 — specimen 2 type A influenza; 11 — specimen 2 SwA; 12 — specimen 2 SwH1; 13 — negative control, internal

control; 14 — negative control, type A influenza; 15 — negative control, SwA; 16 — negative control, SwH1

rogen A/HIN1 a Invitrogen Superscript III RT-Platinum
(Invitrogen, California), na pristroji Light Cycler ﬁrmy©
Roche, resp. CFX96 firmy BioRad [8, 11, 13, 19]. Pomocou real-
-time PCR sa dokazovala pritomnost 4 génov pomocou roz-
nych primerov a sond:

1. vnatorna kontrola priebehu real-time PCR;

2. primery a sondy dokazujuce pritomnost virusu chripky
typu A;

3. primery a sondy dokazujuce pritomnost prasacej chripky
typu A (SwA);

4. primery a sondy dokazujuce pritomnost prasacej chripky
typu A/H1 (SwH1) [21].

Priebeh kazdej reakcie bol kontrolovany pouzitim pozitiv-
nej a negativnej kontroly. Ako pozitivna kontrola sluzila
RNA izolovanda z pandemického typu virusu chripky
A/H1IN1, potvrdena v NRC pre chripku na Urade verejného
zdravotnictva Slovenskej republiky (UVZ SR) v Bratislave.
Ako negativna kontrola bola pouZita deionizovana H,O urce-
na na PCR. Vzorka bola pozitivna v pripade pozitivneho
merania zaznamenaného pocas vySetrenia vnutornej kontro-
ly, génu pre chripku typu A a aspon jedného génu charakte-
ristického pre pandemickd chripku. Pozitivne meranie sa
prejavilo narastom fluorescenénych kriviek. U negativnych
vzoriek musel byt zaznamenany narast fluorescencie v pri-
pade vySetrenia vnutornej kontroly, vSetky ostatné gény boli
nepritomné a teda meranie bolo negativne, fluorescen¢éné
krivky boli line4drne. Priebeh jedného z vySetreni je znazor-
neny na obr. 2.

Rychle diagnostické testy poskytuju orientaény vysledok
(chripka A alebo chripka B) uz v priebehu 30 minut [1, 12, 14, 20].

Na OLM RUVZ v B. Bystrici sa v sezéne 2009/2010 pouzi-
vali rychle diagnostické testy Directigen EZ Flu A+B (Becton
Dickinson).

Tieto testy sme od méja do oktébra roku 2009 vykonavali
u vsetkych vzoriek odobratych na diagnostiku novej chripky
od pacientov s pozitivnou cestovatelskou anamnézou. Neskor
sa, v ramci racionalizacie opatreni, v silade s usmernenim
hlavného hygienika SR, rychlotestami vySetrovali iba zavazné
pripady respiraénych infekcii, resp. SARI (Severe Acute Respi-
ratory Infection) [16].

Vsetky pouzivané diagnostické metody boli vo vyssie uve-
denych laboratériach vykonavané Standardnymi virologicky-
mi a molekulérno-biologickymi technikami a v silade s manu-
alom SZO [7, 8, 19].

Vysledky

Od maja 2009 do juna 2010 laboratérium vyset-
rilo 2497 vzoriek na pritomnost virusov chripky
A a B a predovsetkym na pritomnost pandemicke;j
chripky A/HIN1. Z 589 vzoriek pozitivnych na
chripku A bolo 537 vzoriek subtypizovanych ako
pandemicki chripka A/HIN1. Predstavuje to
21,5 % zo vsetkych vySetrenych vzoriek a 91,2 %
zo vzoriek pozitivnych na chripku A.

V tabulke 2 su vysledky priamej diagnostiky
pandemickej chripky v roku 2009. V tomto roku
bolo vysetrenych 1953 vzoriek biologického materi-
4lu od pacientov so suspektnou novou chripkou.
U 473 (24,2 %) vzoriek bola potvrdena pritomnost
nového pandemického kmena chripky A/HIN1.
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Tabulka 1. Algoritmus vySetrovania vzoriek od pacientov s chripkou alebo chripke podobnym ochorenim odobratych v senti-
nelovej sieti pre chripkovua sezénu 2009/2010 (upravené podla [19])

Table 1. Algorithm of analysis of specimens from patients with influenza or influenza-like illness collected in the sentinel net-
work for the influenza season 2009/10 (derived from [19])

Vyter

r
UloZit alikvotnu cast’ Testovanie vzorky (real
vyteru pri -70°C alebo time) RT-PCR: typ A/B
v tekutom dusiku

Negat l B+ A+

Testovanie na ostatné beZné - —

respiratné virusové patogény, Vykonanie Sl-lbl_)fPIZe'll:lE

napr. parainfluenza virus < pomocou real-time RT-
PCR na H1,H3 a Hlv

1,2 a 3; RSV; adenovirus

A 4 A 4

Izolacia virusu z vybratych pozitivnych BSL2: poslat’ cast’ vzorky do
vzoriek na bunkovych kultirach alebo laboratéria spolupracujiceho
kuracich embryich; s WHO (NRC pre chripku)

Vykonanie identifikicie chripky B
a subtypizacie chripky A pomocou HIT-
testu z WHO, CDC

BSL3: izoldcia virusov na
bunkovych kuluirach alebo
kuracich embrydch

Vysvetlivky: H1 a H3 = virusy epidemickej chripky A/HIN1, resp. A/H3N2, H1v = virus novej pandemickej chripky, RSV = respi-
raény syncytialny virus, WHO = Svetova zdravotnicka organizacia (SZO), NRC = narodné referen¢né centrum,
HIT = hemaglutinaéno-inhibiény test, BSL2 a BSL3 = stupen biobezpeénosti v laboratériu

Explanatory note: H1 and H3 = epidemic influenza A/HIN1 or A/H3N2 viruses, Hlv = new pandemic influenza virus, RSV =
respiratory syncytial virus, WHO = World Health Organization, NRC = National Reference Centre, HIT = hemagglutination
inhibition test, BSL2 and BSL3 = laboratory biosafety levels

Tabulka 2. Virologicka diagnostika pandemickej chripky A/HIN1 na RUVZ v BB — rok 2009

Table 2. Virological diagnosis of pandemic influenza A/HI1N1 at the RAPH in Bansk4 Bystrica — 2009

Celkovy Pozitivny Pozitivna PCR Pozitivna PCR O?V?rgzﬁ‘,‘;‘l‘lyf}éR

Kraj pocet rychlotest na chripku A na novu chripku l:ma nova ihri ku
vzoriek na chripku A (nesubtyp.) A/H1IN1 u p

A/HIN1

BB 701 37 24 150 21,4

ZA 322 21 11 76 23,6

KE 597 15 10 141 23,6

PO 333 17 7 106 31,8

Spolu 1953 90 52 473 24,2

Vysvetlivky: BB = Banskobystricky kraj, ZA = Zilinsky kraj, KE = Kogicky kraj, PO = Presovsky kraj
Note: BB = Banskéa Bystrica Region, ZA = Zilina Region, KE = Kosice Region, PO = Presov Region

U 52 vzoriek bola potvrdena pritomnost chripky lovanych virusov chripky A, bolo PCR met6da-
A metédou RT-PCR bez blizSej identifikacie. Dalsia mi $pecifikovanych ako pandemicky virus
subtypizacia nebola u tychto vzoriek vykonana. A/HINI.

V tabulke 3 su vysledky priamej diagnostiky U vsetkych vySetrovanych vzoriek uvedenych
chripky v 1. polroku 2010 (1. 1.-30. 6. 2010). v tabulkach 1 a 2 bola vykonavana aj RT-PCR
V tomto roku bolo celkovo vySetrenych 544 vzo- diagnostika na pritomnost chripky B. U tychto
riek biologického materialu od pacientov so vzoriek nebol potvrdeny Ziadny pozitivny pripad
suspektnou chripkou. Vsetkych 64 (11,8 %) izo- chripky B.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 35

—



Epidemiologie 1-011

28.2.2011 14:36 Str. 36

$

Tabulka 3. Virologicka diagnostika pandemickej chripky A/HIN1 na RUVZ v BB — 1. polrok 2010

Table 3. Virological diagnosis of pandemic influenza A/HIN1 at the RAPH in Banska Bystrica — first half 2010

rs s rs % pozitivnych
. Celkovy P’oz1t1vny Poz1t1vn? PCR Poz1t1Yna RCR potvrdenych PCR
Kraj . . rychlotest na chripku na novu chripku . .
pocet vzoriek P na novu chripku
na chripku A A (nesubtyp.) A/HIN1
A/HIN1
BB 210 0 0 17 8,1%
ZA 53 1 0 3 5,7%
KE 163 3 0 22 13,5%
PO 118 3 0 22 18,6%
Spolu 544 7 0 64 11,8%
Vysvetlivky: BB = Banskobystricky kraj, ZA = Zilinsky kraj, KE = Kogicky kraj, PO = Presovsky kraj
Note: BB = Banskéa Bystrica Region, ZA = Zilina Region, KE = Kosice Region, PO = Presov Region
Diskusia stali klucovymi pri vySetrovani pacientov

Rok 2009 bol, ¢o sa tyka vySetrovania vzoriek
na respirac¢né virusy, vynimocny, a to vdaka obja-
veniu sa nového pandemického virusu chripky
A/H1IN1. Vzhladom k tomu sa oproti minulym
rokom vySetrovala chripka pocas celého roka, nie-
len v obdobi chripkovej sezony. Zaznamenali sme
enormny (cca 10-ndsobny) narast poctu vzoriek
oproti predchadzajicim rokom. Vrchol tejto chrip-
kovej sezony bol v obdobi november-december
2009 (vid tab. 2 a 3), ¢o je odlisné oproti pred-
chadzajicim chripkovym sezénam, ked cirkulova-
li epidemické kmene chripky a ich vyskyt kulmi-
noval v obdobi februar-marec [5].

Novinkou bolo aj zavedenie metddy real-time
PCR do diagnostiky novej chripky v nasom labo-
ratoriu a vySetrovanie vzoriek nielen z regionu
stredného, ale aj vychodného Slovenska.

Celkovy cas potrebny na spracovanie vzorky,
priebeh samotnej RT-PCR (resp. real-time
PCR), elektroforézu a vyhodnotenie reakcie si
vyZzaduje minimalne 2—6 hodin, je v§ak omnoho
krats$i ako pri kultivacii. Tento postup si vyza-
duje velmi dobru laboratérnu prax, zruénost
a v neposlednej miere vhodné pristrojové vyba-
venie [7, 8, 14].

Rychlotesty poskytnu vysledok za 30 minut,
nevyhodou v8ak je ich nizka senzitivita a Specifi-
cita. Tieto testy st konstruované ako rychla ori-
entacéna diagnostika pri 16Zku pacienta, aby bolo
mozné, v pripade pozitivneho vysledku, ¢o najskor
zah4ajit terapiu a protiepidemické opatrenia.
Vysledky rychlotestu je potrebné verifikovat
(pozitivne aj negativne) pouzitim PCR metdd,
resp. virusovou kultivaciou [11, 14, 20].

Nespornou vyhodou molekularno-biologickych
metdd (PCR) oproti klasickym metédam (kulti-
vacia) je rychlost a vyssia citlivost. Tieto metody
sa vzhladom k potrebe BSL-3 vybavenia potreb-
ného na kultivaciu nového chripkového virusu,

s podozrenim na pandemicktd chripku. Pri vhod-
nom personalnom ako aj pristrojovom vybaveni
laboratoéria tvoria tieto metédy Géinny néastroj
zefektivnenia diagnostiky chripky a chripke
podobnych ochoreni [7, 8, 12, 19]. Metédy viruso-
vej kultivacie vSak nadalej ostavaju neoddeli-
telnou sucéastou surveillance chripky a chripke
podobnych ochoreni [7, 19].

Zaver

Pre tuspes$nua izolaciu a detekciu chripkovych
virusov je okrem zvolenia vhodnych laboratérnych
metod zasadnym spravny a véasny odber biologic-
kého materialu, ako aj jeho adekvatna a rychla
doprava do virologického laboratoria a teda tzka
spolupraca laboratérnych a epidemiologickych zlo-
ziek zainteresovanych do surveillance cirkulacie
chripkovych virusov v SR [7, 8, 19].
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