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Choroby osrodkowego ukladu nerwowego nadal sq czestym powi-
klaniem zakazenia HIV. Rutynowa diagnostyka neurologiczna w przy-
padku tych patologii czesto bywa nieswoista lub diugotrwala.

Natomiast wielokrotnie dowiedziono juz przydatnosci i wysokiej
swoistosci metod molekularnych takich jak PCR. Zastosowanie metody
tzw. multiplex PCR do badania plynu mézgowo-rdzeniowego pozwala
dodatkowo usprawnié diagnostyke i zmniejszy¢ jej koszty.
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WSTEP

Choroby osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) sa czgstym powiklaniem zakazenia
ludzkim wirusem uposledzenia odpornosci ( HIV). Nawet przy stosowanym obecnie, bar-
dzo skutecznym leczeniu antyretrowirusowym (HAART), nadal stanowia one jedna z glow-
nych przyczyn zgonow chorych z AIDS (1).

Wsrdd przyczyn zmian w o$rodkowym ukladzie nerwowym znajdujq si¢ zakazenia
patogenami oportunistycznymi takimi jak 7oxoplasma gondii, JC virus (JCV), cytomega-
lowirus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV), a takze inne zakazenia wirusowe lub bakteryj-
ne oraz nowotwory mozgu.

U pacjentéw z AIDS najczgstsza przyczyna zmian ogniskowych sa: toksoplazmoza
moézgu wywolana zakazeniem 7.gondii i chloniak pierwotny mozgu zwiazany z zakaze-
niem EBV (2,3.4). Rzadziej rozwija si¢ u nich post¢pujaca wicloogniskowa encefalopatia (5).

Zapalenie mozgu wywolane zakazeniem CMV ma zwykle postac rozlang i wystepuje
najczeséciej u pacjentow z bardzo malg liczba limfocytow CD4 (6,7). Zastosowanie HA-
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ART zmniejszylo znacznie czgsto$¢ wystepowania tzw. CMT” encephalitis, mimo to nie
powinno si¢ pomijac tej jednostki chorobowej w diagnostyce réznicowej (1).

Badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego, obok badan obrazowych, ma zasadnicze zna-
czenie w diagnostyce chorob osrodkowego ukladu nerwowego, jednak w przypadku cho-
rych zakazonych HIV czgsto badania te sa zbyt malo swoiste. Hodowle lub préby biolo-
giczne, ze wzgledu na dhugi czas oczekiwania na wynik, maja male zastosowanie praktycz-
ne. Natomiast wielokrotnie dowiedziono przydatnosci i wysokiej swoisto$ci metod mole-
kularnych takich jak lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) ( 8-17,2). Zastosowanie meto-
dy PCR dla stwierdzania obecnosci materiatu genetycznego kilku patogendw jednocze-
$nie, tzw. multiplex PCR, pozwala przyspieszy¢ diagnostyke, zmniejszy¢ ilos¢ pobierane-
go materiatu oraz ograniczy¢ koszty (18).

Nasze badanie mialo na celu oceng przydatnosci metody multiplex PCR w diagnostyce
chorob osrodkowego ukladu nerwowego u oséb zakazonych HIV, hospitalizowanych
w Wojewodzkim Szpitalu Zakaznym, w latach 1996 -2003.

MATERIAL | METODY

Badano retrospektywnie probki plynu moézgowo-rdzeniowego pobrane od 27 pacjen-
tow zakazonych HIV: czterech kobiet i dwudziestu trzech mezczyzn w wieku od 26 lat do
54 lat. Podstawowe dane kliniczne o pacjentach przedstawiono w tabeli 1.

Pobierano plyn mézgowo-rdzeniowy (PMR) od chorych, u ktérych wystapily objawy
sugerujace zajecie procesem chorobowym osrodkowego uktadu nerwowego. Naklucie lg-
dzwiowe wykonywano przy braku przeciwwskazan i po uzyskaniu ustnej zgody od pacjen-
ta. Po wykonaniu rutynowych badan diagnostycznych pozostala ilos¢ PMR zamrazano
i przechowywano w temp. -80°C do chwili badania.

Uzyskany wynik reakcji PCR poréwnywano z rozpoznaniem klinicznym postawionym
na podstawie badania PMR: ogoélnego, bakteriologicznego, mikologicznego i wirusolo-
gicznego, badania neurologicznego chorego oraz badan obrazowych o$rodkowego ukladu
nerwowego (tomografii komputerowej, rezonansu magnetycznego) wykonanych u pacjen-
ta. W osmiu przypadkach dostepny byl wynik badania autopsyjnego mézgu.

Izolacji DNA do badania dokonywano przy uzyciu zestawu do ekstrakciji kwasow nu-
kleinowych ( High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche). Nastepnic przeprowadzano dla
kazdej probki dwie odrebne reakcje PCR stosujac odpowiednio gotowe mieszaniny starte-
row firmy Innogenetics N.V.: pierwszy zestaw dla HSV-1, HSV-2, VZV, HHV-6, drugi
zestaw dla CMV, EBV, JCV, T.gondii. Mieszanina reakcyjna zawierala rowniez niezbedne
do przeprowadzenia reakcji skladniki: bufor, ANTP, MgCl,, polimeraz¢ Taq w st¢zeniach
zalecanych przez producenta.

Celem zwigkszenia czulosci w przypadku 18 sposrod 27 probek podjeto probe po-
wtdrnego przeprowadzenia reakcji z uzyciem mozliwie wigkszej ilosci badanego materia-
hu ( trzykrotnie wigksza ilos¢ DNA). Grupa ta obejmowala réwniez trzech pacjentdw,
u ktérych znany byl wynik badania sekcyjnego moézgu ( postepujaca wicloogniskowa ence-
falopatia (PML) , CM1” encephalitis, toksoplazmoza OUN). W tych trzech przypadkach
badanie przeprowadzono dwukrotnie, uzywajac 5 pL i 15 pl. wyizolowanego DNA.

Amplifikacje przeprowadzono postugujac si¢ instrumentem firmy Perkin—Elmer mo-
del 480 wg schematu: 15 min w 94°C, 40 cykli po 30 sek w 94°C, 30 sek w 54°C, 30 sek
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Tabela I.  Pacjenci zakazeni HIV z klinicznym i/lub sekcyjnym rozpoznaniem patologit OUN
wywolanej przez jeden z patogenow wykrywalnych uzytym w badaniu testem multi-
plex PCR
Table I. Patients HIV positive with established clinical and/or histopathological diagnosis of
neurological disorder caused by one of pathogens detected by used in the experiment
multiplex PCR
Pacjent| Rozpoznanie kliniczne Wynik badania sekcyjnego Wynik multiplex PCR
1 CMYV encephalitis CMYV encephalitis CMV
2 CMYV encephalitis Nd CMV, EBV
3 Toksoplazmoza OUN Toksoplazmoza OUN T.gondii
4 Toksoplazmoza OUN Nd Ujemny
5 Kryptokokoza OUN PML Ujemny*
6 CMYV encephalitis CMYV encephalitis, Ujemny*
toksoplazmoza OUN
7 CMYV encephalitis Toksoplazmoza OUN Ujemny*
8 PML Zapalenie mézgu cv
o niejasnej etiologii
9 Toksoplazmoza OUN, PML | Nd Ujemny
10 | Toksoplazmoza OUN Nd Ujemny
11 Toksoplazmoza OUN Nd Ujemny
12 | CMYV encephalitis Nd CMV
13 | Toksoplazmoza OUN Nd Ujemny
14 | Toksoplazmoza OUN Nd CMV

* badanie wykonane dwukrotnie, po raz drugi z wigksza iloscig materiatu
Nd — nie wykonano

w 72°C. Po zakoniczeniu ostatniego cyklu probki byly inkubowane przez 10 min w 72°C.
Produkty PCR poddano hybrydyzacji przy zastosowaniu zestawu LIPA CNS firmy Innoge-
netics N.V. Uzyto po 10 pL zamplifikowanego DNA.

WYNIKI

Dla 6 sposrod 27 probek (22%) uzyskano wynik dodatni dla jednego lub dwdch bada-
nych patogenow. Najczesciej, bo az w 4 probkach PMR stwierdzono obecnos¢ CMV-DNA.
W jednym z tych przypadkow wystapila koinfekcja CMV i EBV. Byl to jedyny przypadek
wykrycia EBV-DNA. U 2 z tych pacjentéw wczesniej wykonany rutynowo PCR wykazal
obecnos¢ CMV-DNA w plynie mozgowo-rdzeniowym. Dodatkowo, sposréd badanych 27
0s0b o$mioro miato réwniez wykonane uprzednio badanie na obecnos¢ CMV-DNA w PMR
metoda PCR. Wszystkie wyniki byly negatywne co potwierdzono w trakcie obecnego ba-
dania metoda multiplex PCR.
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W jednym przypadku stwierdzono zakazenie JCV, réwniez u jednej osoby zakazenie
T. gondii.

Lacznic uzyskano wynik pozytywny dla jednego z badanych patogenow w siedmiu
przypadkach.

Sposrdd tych siedmiu pozytywnych wynikow badania metoda multiplex PCR pig¢ bylo
zgodne z postawionym wczesniej rozpoznaniem klinicznym . W dwoch przypadkach réw-
niez z wynikiem badania sekcyjnego moézgu. W 2 przypadkach wykryto DNA patogenu,
ktorego nie brano pod uwagg jako ctiologii zaburzen neurologicznych (CMV i EBV).

Wyniki negatywne dotyczyly o$miu pacjentéw, u ktoérych podejrzewano zapalenie
mozgu o etiologii CMV, JCV lub 7. gondii na podstawie objawow klinicznych i radiolo-
gicznych oraz trzech pacjentow, u ktorych to rozpoznanie postawiono po$miertnic. W tych
trzech przypadkach powtorzenie badania z potrojong iloscia materialu nie potwierdzilo
rozpoznania sekcyjnego.

DYSKUSJA

Multiplex PCR jest uwazany za uzyteczng technike diagnostyczna, poniewaz do bada-
nia wymagana jest mala ilo$¢ materiatu, a w czasie jednej reakcji mozliwe jest wykrycie
wielu patogenow. Wynik mozna uzyska¢ juz po kilku godzinach, co bardzo usprawnia
diagnostyke i umozliwia wczesne rozpoczgcie ewentualnego leczenia.

Sposréd zbadanych 27 probek plynow mozgowo-rdzeniowych w 6 uzyskano wynik
dodatni (22%). Jest to o ok. 40% mnig¢j niz w badaniach innych autoréw, w ktorych zasto-
sowano inne zestawy diagnostyczne, np. oparte na technice multiplex nested PCR (37%
w badaniu Quereda, 36% w badaniu Cinque) (8,18). Roznica ta moze wynikac z faktu, ze
testy te nic byly zaprojektowane i uzywane do diagnostyki zakazenia 7. gondii. W przy-
padku wykluczenia diagnostyki 7. gondii odsetek wynikéw dodatnich w naszym badaniu
zwigkszatl si¢ do 28%.

W wykonanym badaniu u 2 pacjentéw podejrzewano PML na podstawie obrazu kli-
nicznego, natomiast w jednym przypadku rozpoznanie to postawiono na podstawie wyko-
nanej autopsji. Tylko u jednego pacjenta wykryto obecnos¢ JCV-DNA, ale byla to inna
osoba niz ta, u ktorej stwierdzono PML w badaniu sekcyjnym.

U pacjentéw z ewidentnymi objawami PML oraz obecnym JCV- DNA w tkance mo-
zgowej czesto wykrywa si¢ JCV-DNA w plynic moézgowo-rdzeniowym (11). Czgstosc
wykrywania JCV-DNA metoda PCR ro$nie wraz ze wzrostem wiremii JCV w PMR, a co za
tym idzie wraz z progresja choroby (8,11,12). Mimo, ze JCV moze by¢ obecny w OUN
u pacjentéw bez PML, OUN pelni w tych przypadkach rol¢ rezerwuaru ( miejsca latentne-
go zakazenia ). Stosujac technik¢ PCR nie stwierdzono wynikéw falszywie dodatnich, cho¢
wynik ujemny nie wyklucza PML (9,11,12). Tak nalezy prawdopodobnie wytlumaczy¢
wynik ujemny PCR u pacjenta, u ktérego stwierdzono PML autopsyjnie. Nalezy podkre-
$li¢, ze w badaniu obrazowym moézgu, nie wykazano zmian charakterystycznych dla PML.
W plynie mézgowo-rdzeniowym stwierdzono obecnos¢ antygenu kryptokokowego, a za-
tem kryptokokoza OUN byla przyczyna objawow klinicznych i zgonu chorego.

W drugim przypadku w badaniu NMR OUN stwierdzono wprawdzie obszary hypo-
densyjne, ale ostatecznie rozpoznano toksoplazmoz¢ moézgu, gdyz zmiany ustapily w wy-
niku leczenia przeciwtoksoplazmozowemu.
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Natomiast pacjent z dodatnim wynikiem PCR na obecnos¢ JCV-DNA w PMR miat
réwniez zmiany w OUN odpowiadajace PML.

Pozytywny wynik na obecno$¢ DNA 7. gondii otrzymano w jednym przypadku . Wy-
nik ten zgodny byl z rozpoznaniem klinicznym i sekcyjnym. U 6 0sdb na podstawie obja-
wow klinicznych réwniez podejrzewano toksoplazmozg mozgu, ale nie udalo si¢ tego po-
twierdzi¢ metoda multiplex PCR. U 2 innych o0sdb rozpoznanie to postawiono na podsta-
wie badania autopsyjnego. Wszyscy ci pacjenci otrzymywali leczenie przeciw toksopla-
zmozie juz przed pobraniem PMR do badania. Zaawansowane stadium choroby, gwaltow-
ny przebieg, rozlegle zmiany w tomografii komputerowej lub rezonansic magnetycznym
OUN zwigkszaja prawdopodobienstwo wykrycia materialu genetycznego 7. gondii w ply-
nie mézgowo - rdzeniowym (10,16). Jednocze$nie stosowanie leczenia, szczegolnie jesli
trwa ono dhuzej niz tydzien przed badaniem, prawdopodobienistwo to zdecydowanie zmnigj-
sza (10,17). W naszym badaniu, w kazdym przypadku stosowanie leczenia moglo mie¢
wplyw na wynik PCR.

Nie uzyskano ani jednego wyniku falszywie dodatniego, co jest zgodne z pracami,
w ktorych test PCR wykrywal DNA 7. gondii bardzo swoiscie, jednak brak wyniku dodat-
niego nie wykluczal toksoplazmozowego zapalenia mozgu (9,10,16,19).

Najczesciej wykrywanym w naszym badaniu wirusem byl CMV. Dodatni wynik uzy-
skano w czterech przypadkach, w tym w 3 zgodnie z rozpoznaniem klinicznym. Wsrod
tych trzech przypadkdéw CMV encephalitis (CMVE) potwierdzono badaniem sekcyjnym
lub wczesniej wykonanym PCR. U czwartego pacjenta CMV nie byl brany pod uwagg jako
czynnik etiologiczny zmian. Byl to pacjent z malg liczba limfocytéw CD4, u ktorego obja-
wy zapalenia mozgu ustapily po zastosowaniu leczenia przeciw toksoplazmozie. Wykrycie
materiatu genetycznego CMV w PMR w takim przypadku moze by¢ zwigzane z istniejaca
juz replikacja wirusa w OUN i rozwijajacym si¢ zapaleniem mézgu, jednak w na tyle po-
czatkowej jego fazie, ze nie dochodzi do rozwoju zmian organicznych. Inna przyczyna
moze by¢ zanieczyszczenic PMR krwia obwodowq ( 8,18). Zastosowane leczenie antyre-
trowirusowe i wzrost liczby CD4 prawdopodobnic spowodowaly u tego pacjenta brak roz-
woju objawow choroby cytomegalowirusowe;.

Wynik negatywny CMV-DNA u chorego z objawami klinicznymi zapalenia moézgu
i autopsyjnie potwierdzonym CMVE jest trudny do interpretacji. Mdoglby wynikac z zasto-
sowania leczenia przeciw HIV, ale brak jest na ten temat danych w dostgpnej dokumentacji
kliniczne;.

Wicelokrotnie udowodniono, ze mozliwe jest wykrycie EBV-DNA u pacjentéw zaka-
zonych HIV bez klinicznych czy radiologicznych cech pierwotnego chloniaka mozgu.
U wielu sposrod tych chorych objawy te rozwijaja si¢ w pdZnicjszym czasie (8,14,15).
W naszym badaniu EBV- DNA stwierdzono u jednej chorej. Ze wzgledu na jednoczesne
wykrycie w PMR obecnosci CMV-DNA objawy zapalenia mézgu wiazano z CMV. Ponie-
waz niedostepne jest badanie radiologiczne OUN, a sekcja mézgu nie zostata wykonana,
nie mozna wykluczy¢, ze przyczyna zgonu byl rowniez chloniak pierwotny mézgu.

PODSUMOWANIE

W przypadku diagnostyki choréb o$rodkowego ukladu nerwowego u pacjentow zaka-
zonych HIV podobne objawy kliniczne, malo charakterystyczne wyniki badan obrazowych
i laboratoryjnych, takich jak badanie ogolne plynu mézgowo-rdzeniowego, czgsto nie po-
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zwalaja na postawienie ostatecznego rozpoznania. Dodatkowo, ze wzglgdu na immunosu-
presje wystepujaca u tych pacjentow, do wywolania objawdw klinicznych wystarcza nie-
wielka ilo$¢ patogenu (20). Z tego tez powodu metoda PCR, jako czula i swoista, wydaje
si¢ niezwykle pomocna i uzyteczna. Technika multiplex pozwalajaca na wykrywanie DNA
kilku patogendw jednoczesnie, przyspiesza i usprawnia diagnostyke. Zestaw LIPA-CNS
uzyty w tym badaniu wykazuje wysoka swoistos¢. W zadnym z przypadkow nie uzyskano
wyniku falszywie dodatniego, w wigkszosci wynik zgodny byl z rozpoznaniem klinicznym
i autopsyjnym. Wada testu jest brak kontroli pozytywnej reakcji PCR — mozliwa jest jedy-
nie kontrola hybrydyzacji. Nalezy si¢ wigc liczy¢ z wynikiem falszywie ujemnym. Wada
wydaje si¢ rdwniez brak drugiego etapu reakcji PCR (nestingu). Prawdopodobnie to wla-
$nie mialo najwigkszy wplyw na mala czulo$¢ tego zestawu.

A Bednarska, R Podlasin, G Karczewski, T Loch, A Horban, M Radkowski

UTILITY OF MULTIPLEX PCR FOR DIAGNOSIS OF NEUROLOGICAL DISORDERS
IN HIV — INFECTED PATIENTS AND PATIENTS WITH AIDS

SUMMARY

Objective: evaluation of multiplex PCR utility for diagnosis of central nervous system disor-
ders in HIV — infected patients.

Methods: multiplex PCR assay for simultaneous detection of HSV-1, HSV-2, VZV, HHV-6,
CMYV, EBV, JCV, T. gondii DNA in 27 CSF samples from HIV-infected patients was used. PCR
results were compared with clinical diagnosis and histopathological examination of brain obtained
at autopsy.

Main observations: five of seven positive results were corresponding with clinical diagnosis.
In two cases also with autopsy.

Results: DNA of one or more pathogens was found in 6 out of 27 (22%) samples: CMV DNA
in four patients, JCV DNA and 7 gondii DNA in one patients each. In one case co-infections of
CMYV and EBV was found.

Conclusions: Multiplex PCR is a useful diagnostic method. LIPA-CNS test has high specifici-
ty. Lack of nesting step of the reaction and PCR positive control verification could cause a relatively
low sensitivity of the test.
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