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PCR diagnostika infekci

Tomas Freiberger
Centrum kardiovaskuldrni a transplantacni chirurgie, Brno

Souhrn

Zékladnim kamenem laboratorni diagnostiky etiologie infekénich nemoci jsou postupy zalozené na kultivaci mik-
robu. Stale vice se viak i v bézné klinické praxi uplatriuji molekuldrné biologické, na kultivaci nezavislé metody de-
tekce mikroorganizm{, které jsou dalezitym dopliikem konven¢nich postupl a v nékterych pfipadech se jiz staly
zlatym diagnostickym standardem. Nejcastéji jsou pouzivany metody zaloZzené na polymerazové fetézové reakci
(PCR - polymerase chain reaction).
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PCR diagnosis of infectious diseases

Summary

The practices based on microbe cultivation are the corner stone of laboratory diagnostics of infectious diseases etio-
logy. However, cultivation-independent molecular methods for microorganism detection are increasingly being used
in a routine clinical setting as an important complement to the conventional procedures and, in some cases, they have

already become the golden diagnostic standard. The PCR-based methods are used the most frequently.
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Uvod

V genetické laboratofi Centra kardiovaskularni a transplan-
tacni chirurgie v Brné pouzivame molekularné genetické
metody detekce mikrobl pusobicich infekéni kompli-
kace zejména u imunokompromitovanych pacientli po
transplantaci organd, u pacientl s infekéni endokardi-
tidou, bakteridlni meningitidou, tkanovymi abscesy ¢i
septickou artritidou. Pfinos téchto metod budu na tvod
kratce demonstrovat na 2 pripadech z klinické praxe.

Kazuistika 1

Muz ve véku 33 let s artralgiemi trvajicimi nékolik mésict
byl akutné pfijat na neurologii pro bolest hlavy trvajici
5 dni, subfebrilie az febrilie, zménéné chovani v posled-
nich 2 dnech a bolesti levé horni koncetiny [1]. Labo-
ratorné byla zaznamendna leukocytéza, CRP 190 mg/I.
V likvoru bylo zaznamenéno jen lehké zmnozeni buné¢-
nych elementl (segmentu a lymfocytd), jeho kultiva¢ni
vysetfeni nezachytilo zadné infekéni agens. Vysetieni
mozku pomoci CT i MRI ukdzalo mnohocetna drobna
ischemicka loziska. Cévni uzavér levé horni koncetiny si
vyzadal akutni embolektomii. Nasledné transezofage-
alni ultrasonografické vysetfeni srdce prokazalo aor-
talni regurgitaci 3.-4. stupné, vegetaci o velikosti 15 x
21 mm na bikuspidalni aortalni chlopni a také malou
vegetaci na mitraIni chlopni. Pfes ¢tyfnasobnou negati-
vitu hemokultur byla spInéna modifikovana Duke krité-

ria [2] pro jistou diagndzu infekéni endokarditidy. Paci-
ent byl 1é¢en kombinaci vankomycinu a ciprofloxacinu,
prfesto byla nutnd opakovanad embolektomie na levé
horni koncetiné a chirurgickd ndhrada aortalni i mit-
ralni chlopné. Mikrobiologické kultivacni vysetreni ve-
getaci bylo negativni, molekuldrné genetické vyset-
feni metodou Sirokospektré amplifikace genu 16s rDNA
pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR - polyme-
rase chain reaction) a nasledného sekvenovani ukazalo
pfitomnost genomu Tropheryma whipplei ve vzorku.
Tropheryma whipplei je grampozitivni tycka, kterd méze
byt vzacné pficinou infekéni endokarditidy a kterou
nelze béznymi kultiva¢nimi technikami prokazat. Po
stanoveni diagnézy byl pacientovi podavan kotrimoxa-
zol po dobu 3 tydnl a nasledné trimetoprim 6 mésic(.
Po 1 roce od operace byl pacient bez obtizi, jen s lehkou
rezidudlni dysartrii.

Kazuistilka 2

Muz ve véku 63 let byl pfijat pro 1 mésic trvajici klido-
vou dudnost a zndmky kardidlni dekompenzace, v osobni
anamnéze diabetes mellitus 2. typu a hypertenze [3]. Pfi
prijeti byl krevni tlak 96/30 mm Hg, byla pfitomna tachy-
kardie, systolicky Selest, laboratorné mirna leukocytéza
a hladina CRP 34 mg/I. Transezofagealni ultrasonografické
vysetfeni ukdzalo mobilni element velikosti 5 X 20 mm na
trojcipé castec¢né destruované aortélni chlopni a zavaz-



nou aortalni regurgitaci. Z hemokultur byly po 4denni kul-
tivaci hlaSeny gramnegativni tycky sice bez moznosti dal-
siho urceni, ale antibioticka citlivost mohla byt stanovena.
Na zékladé Duke kritérii byla postavena diagnéza jisté in-
fekéni endokarditidy, pacient byl Ié¢en ampicilinem se sul-
baktamem. 20. den hospitalizace doslo k akutni kardialni
dekompenzaci a bylo nezbytné provést chirurgickou na-
hradu aortalni chlopné spole¢né s anuloplastikou trikuspi-
dalni chlopné. Kultivacni vysetreni srde¢ni tkdné bylo ne-
gativni, molekuldarné genetickym vysetfenim pomoci
sirokospektré PCR a sekvenovani byl prokazan mikrob
Cardiobacterium valvarum ze skupiny HACEK, vzacné po-
pisovany jako pfi¢ina infekéni endokarditidy. Pacient byl
poté lécen cefotaximem iv. po dobu 4 tydn(, prvnich
10 dni v kombinaci s gentamicinem, po propusténi pak
daldi 4 tydny perorélné cefuroximem. Po 1 roce byl stav
velmi uspokojivy, bez rezidui, klasifikovan ve tfidé NYHA I.

Vyhody a limitace molekularni detekce
patogenii

V obou uvedenych pfipadech bylo vysetfeni metodou
PCR jedinou cestou vedouci k urceni etiologie infek¢-
niho onemocnéni. Skute¢né jsme svédky trendu, podle
néhoz se molekuldrné genetické metody detekce pa-
togen( stéle vice stévaji soucasti rutinni mikrobiolo-
gické diagnostiky [4]. Rozhodné nenahrazuji konven¢ni
postupy zalozené na kultivaci, ale ¢asto mohou byt
jejich vhodnym a dulezitym doplikem. Jsou zalozeny
na detekci mikrobialnich nukleovych kyselin, a nejsou
tedy zavislé na viabilité patogennich mikroorganizm.
Uplatnuji se zejména v situacich, v nichz jsou klasické
mikrobiologické techniky méné spolehlivé, nejsou do-
statecné senzitivni ¢i specifické, nebo jsou pfilis zdlou-
havé. Molekularni metody umoznuji rychlou detekci
i takovych mikrobd, jejichz kultivace je obtizna nebo ne-
mozna, popripadé se nedaii v dlsledku soucasné poda-
vané antibiotické terapie. V diagnostice virovych infekci
umoznuji kvantitativni stanoveni virové néloze ve vyset-
fovaném vzorku, coz ma vyznam z hlediska volby opti-
malni terapie, stanoveni prognézy onemocnéni a moni-
torovani odpovédi na podavanou lécbu. Pochopitelné
i molekularni metody maji sva omezeni. Limitacemi jsou
riziko fale$né pozitivnich i fale$né negativnich vysledkd,
nemoznost stanoveni citlivosti na antimikrobidlni [é¢bu
a vyssi nédklady na vysetieni. Riziko laboratorni kontami-
nace i pfitomnosti nezadoucich inhibitorG analyzy Ize
ovsem podstatné snizit dodrzenim spravnych pracov-
nich postupl a zafazenim odpovidajicich kontrolnich
vzorkl. V kazdém pfipadé je nutné zddraznit, Ze inter-
pretace pozitivnich vysledk musi byt velmi obezfetna
a musi odrazet klinicky stav pacienta a povahu konkrét-
niho identifikovaného mikroorganizmu ve vztahu k vy-
setfovanému klinickému materidlu.

Postup a metody molekularné genetickeé
detekce mikroorganizmi

Klicovou procedurou Uspésné molekularni detekce pato-
gend je izolace kvalitni mikrobidlni DNA, resp. RNA z bio-
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logického materidlu. Na ni navazuje nékterd z metod
amplifikace cilové sekvence mikrobidlniho genomu
pomoci PCR nebo jejich modifikaci.

PCR zajisti zmnozeni Useku mikrobialni DNA, ktery je
ohranicen specificky navazanymi kratkymi oligonukleo-
tidovymi primery. Amplifikovany produkt je vizualizo-
van po elektroforéze na agar6zovém ¢i polyakrylami-
dovém gelu, pfipadné s vyuzitim kolorimetrickych nebo
fluorescencnich technik. Reverzni PCR (RT-PCR) je modi-
fikace, kdy vstupnim templdtem je RNA, kterd je nej-
dfive pomoci reverzni transkriptazy prepsana do cDNA.
RT-PCR se pouzivé napf. k detekci RNA vir(. Citlivéjsi va-
riantou PCR je dvoukolovj, tzv. nested PCR. Kvantifikace
vstupniho poctu kopii mikrobidlniho genomu se nejcas-
t&ji provadi pomoci PCR v redlném case.

V rutinni diagnostice se vyuziva predevsim specificka
PCR, kterd je zaméfena na konkrétni etiologické agens,
napf. Mycobacterium tuberculosis, Aspergillus spp. ¢i virus
hepatitidy C. K amplifikaci dochazi pouze tehdy, je-li ve
vzorku pfitomna DNA (RNA) piislusného patogenu. Na-
proti tomu metodou univerzalni (Sirokospektré) PCR mUze
byt amplifikovana DNA jakékoliv bakterie ¢i houby, protoze
primery jsou navrzeny do konzervovanych ¢asti genomu,
které jsou spolecné viem bakteriim, resp. houbam. Ob-
lasti amplifikované DNA lezZici mezi primery pfitom vyka-
zuji mezirodovou i mezidruhovou variabilitu. Produkt PCR
je podroben sekvenacni reakci, ur¢end sekvence je porov-
ndna s databazi dosud publikovanych sekvenci a na za-
kladé analyzy homologie je stanoven dany patogen. Timto
pristupem byly detekovany i néktefi novi plvodci infek¢-
nich onemocnéni, napf. Tropheryma whipplei. Specificka
reakce vykazuje ve srovnani s univerzalni PCR vyssi senzi-
tivitu @ mensi riziko kontaminace a je vhodna v situacich,
v nichZ nas zajima konkrétni agens nebo patrdme v rela-
tivné Uzkém okruhu patogend. Pomoci univerzalni PCR
muZze byt v jednom vysetieni detekovan jakykoliv pato-
gen veetné velmi vzacnych druhd. Pro specifickou detekci
celé fady patogend jsou jiz dostupné komer¢ni standardi-
zované soupravy, Sirokospektra PCR zatim nebyla pro Sirsi
vyuziti validovana, ackoliv jeji ptinos v fadé aplikaci byl jiz
jednoznacné prokazan.

Prakticke vyuziti a vyznam molekularni
detekce patogenti

Virové infekce

Nejvétsi pfinos maji metody molekularni detekce pato-
gent v klinické virologii, protoze jsou rychlejsi a ¢asto i cit-
livéjsi nez tradi¢ni diagnostické postupy. Uplatriuji se zde
vice nez v bakteriologii, protoze kultivace vird jsou na-
ro¢né a nakladné, testovani citlivosti na antivirotika se ru-
tinné neprovadi a moznosti kvantifikace jsou u klasickych
metod limitovény. V pfipadé enterovirovych a herpe-
tickych meningoencefalitid vyvolanych lidskym virem
herpes simplex nebo infekci HCV se molekuldrni metody
jiz staly zlatym diagnostickym standardem. Bézné se mo-
lekularni pfistup vyuzivd také v diagnostice infekci virem
hepatitidy B (HBV), HIV, u imunokompromitovanych pa-

473



474 ‘ Freiberger T. PCR diagnostika infekci

cientd cytomegalovirem (CMV) a virem Epsteina-Barrové
(EBV), ale také u infekci lidskymi papillomaviry (HPV), par-
vovirem B19 a fadou dalSich. Nejcastéjsi metodou je PCR,
resp. RT-PCR u RNA vird, nejrozsitené;jsi technika kvantifi-
kace virové néloze je PCR v redlném case. Kvantifikace je
velmi dulezitd pro urceni prognézy onemocnéni. U pa-
cientll po transplantacich se na zakladé poctu deteko-
vanych kopii CMV rozhoduje o nasazeni preemptivni
antivirové |é¢by. Virova naloz je také velmi efektivnim
prostiedkem ke sledovani Gc¢innosti antivirové terapie.

Bakterialni infekce

Molekularni detekce bakteridlni DNA ma nejvétsi vyznam
u patogend, u nichz je kultivace velmi obtiznd, ne-li ne-
mozna (napt. Tropheryma whipplei, Bartonella sp.), které
jsou naro¢né na transportni podminky, béhem trans-
portu hynou nebo piezivaji v malém poctu a v kultivac-
nich médiich jsou prerlistany kontaminuijici flérou (napf.
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae), dale téch,
u nichz je prakaz klasickymi technikami ¢asové naro¢ny
(napf. Mycobacterium tuberculosis) nebo u nichz kultivace
neni Uspésna z dlivodu probihajici antimikrobialni 1é¢by.
Pourziti specifické PCR je raciondlni v téch klinickych si-
tuacich, v nichz potfebujeme potvrdit ¢i vyloucit jeden
nebo nékolik mélo konkrétnich patogen, pficemz vy-
sledek je k dispozici béhem nékolika hodin, zatimco
v ostatnich ptipadech je efektivnéjsi aplikovat univer-
zalni PCR. Jako cilové sekvence je v tomto pfipadé nej-
castéji pouzivan gen kodujici podjednotku 16S ribozo-
malni RNA (765 rDNA). Pfinos univerzélniho pfistupu byl
prokazan zejména pfi vysetienich srdec¢ni tkané u chi-
rurgicky lé¢enych pacientd s infek¢ni endokarditidou,
likvoru u pacienti s meningitidou, kloubnich punktatt
u pacientd s infekénimi komplikacemi po umélych na-
hradach kloubd, tkdnovych absces(, ale také pfi analy-
zach distych bakteridlnich kultur, pokud klasicka feno-
typizace nevede k uréeni patogenu. Omezené je zatim
molekularni detekce vyuzitelna u septickych stavd.

Mykotické infekce

Molekularni detekce kvasinkové a plisiové DNA md nej-
vétsi vyznam u imunokompromitovanych pacientd, ze-
jména neutropenickych, u nichz invazivni mykotické in-
fekce znamenaji Zivot ohrozujici komplikace, které maji
velmi rychly zacéatek i prabéh, a jejichz uspésné zvladnuti
je kriticky zavislé na v¢asném podani antimykotickych
[ékd1. Konvenéni metody maji ¢etné limitace. Pfimd mikro-
skopie je velmi rychl3, ale senzitivita je nizka a moznost ro-
dového rozliseni je omezend. Histologické vysetfeni vy-
zaduje invazivni zakrok, ktery mudze byt problematicky
z hlediska lokalizace infekéniho loZiska nebo u trombo-
cytopenickych pacientd, a pfesnd identifikace patogenu
timto pfistupem zpravidla také neni mozna. Kultivace po-
skytne vysledek za 1 tyden az 1 mésic a pozadovana in-
formace tak pfichazi s velkym zpozdénim. Klinické projevy
jsou casto nespecifické, pfinosné ale mlze byt radiolo-
gické vysetteni, které odhali aspergilézu v ¢asném (i po-
zdnim) stadiu, zmény v CT obraze s vysokym rozlisenim

jsou velmi charakteristické. Dulezitou informaci mohou
poskytnout sérologickd vysetfeni pfitomnosti specific-
kych antigen(i, mannanu u kvasinkovych infekci, galak-
tomannanu u aspergiléz a 3-D-glukanu u vSech mykéz
s vyjimkou infekci zygomycetami a kryptokoky. Metody
zalozené na PCR preklenuji mnoha z uvedenych omezeni.
Jsou velmi senzitivnii specifické a vysledek je znam do né-
kolika hodin v pfipadé specifického vysetfeni a do 1-2 dni
u panfungdlnich analyz. Interpretace pozitivnich vysledkd
vsak musi byt obzvlasté obezietnd s ohledem na riziko
kontaminace nebo detekce agens, kterd pouze kolonizuji
organizmus hostitele. Optimalni se v diagnostice invaziv-
nich mykotickych infekci jevi kombinace vice pfistupd,
napf. PCR a sérologickych metod stanoveni antigenemie
a jeji dynamiky. Metody specifické detekce se vyuzivaji ze-
jména pro stanoveni infekci Candida spp., Aspergillus spp.,
Cryptococcus neoformans a Pneumocystis jiroveci, které
jsou nejcastéjsi. Univerzalni (panfungalni) PCR je nejcastéji
zaméfena na oblasti DNA zvané ITS | a ITS Il, lokalizované
mezi geny kédujicimi podjednotky 18S, 5,85 a 26S ribozo-
malni DNA. Problémem molekuldrni detekce mykotickych
infekci je dosud nedostate¢nad standardizace metod a také
jejich cena.

Zaver

Metody molekuldrni detekce patogent v zadném pfi-
padé nenahrazuji klasické kultiva¢ni techniky, ale mohou
znamenat jejich dulezité doplnéni a v nékterych klinic-
kych situacich mohou jiz dnes hrat zasadni roli. Lze
predpokladat, ze vyuzitim novych technologii budou
moznosti diagnostiky patogend, véetné uréeni rezis-
tencik antimikrobidlnilécbé, dale narlstat. Detekce dal-
sich genetickych faktor( jak na strané mikrobu, tak na
strané hostitele, bude v budoucnu pravdépodobné pfi-
spivat k pfesnéjsimu odhadu prognézy infekénich one-
mocnéni a stanoveni optimalniho lé¢ebného postupu.
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